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OZET

Bu caligmada tarimda pestisit olarak kullanilan ve toksik bir kimyasal olarak
bilinen DNOC’un (4,6-dinitro-o-cresol), LDsy dozu (2.8mgkg'b.w.”) Rat rattus
norvegicus siganlarina intraperitonal olarak uygulanarak 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64 ve 72 saat
sonra hayvanlarin karaciger, bdbrek, beyin ve incebagirsak dokularindaki GST

(Glutatyon S-Transferaz) enzim aktivitesine etkisi incelendi.

Erkek ve disi sicanlarin, karaciger, beyin ve ince bagirsak dokular1 GST
aktivitesinde, genel olarak aktivasyon belirlendi. Deney grubu erkek sicanlarin
karaciger dokusunda 16. saatte kontrol grubuna gore %?20.22 olarak tespit edilen
aktivasyon istatistiksel agidan anlamli olarak degerlendirildi (p<0.05). Erkek si¢anlarin
beyin dokusunda ise 8. saatte kontrole gore deney grubunda %12.5’luk ve 72. saatte ise
kontrole gore %?21.7 oraninda bir aktivasyon tespit edildi. GST enzim aktivitesinde
goriilen bu artislar istatistiksel acidan anlamli olarak degerlendirildi (p<0.05). Ince
bagirsak dokusu GST aktivitesinde ise erkek ve disi sicanlarda anlamli aktivasyon
saptanmadi. Erkek ve disi bobrek dokusu GST aktivitesinde ise genel olarak inhibisyon
oldugu ve disi sicanlarin bobrek dokusunda 0. saatte %42.6, 4. saatte %41.5, 8. saatte
%18.4 olarak bulunan inhibisyon istatistiksel agidan anlamli (p<0.05) tespit edildi.

Sonuglara gére DNOC’un, siganlarin karaciger, bobrek ve beyin dokularindaki

GST enzim aktivitesini etkiledigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: DNOC, GST, rat
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ABSTRACT

In this study, LDs (2.8mgkg'1b.w.'1) of DNOC (4,6-dinitro-o-cresol)-known as
toxic chemical commonly used in agriculture- was intraperitoneally administered to Rat
rattus norvegicus. Its effects on GST (Glutathione S-transferase) enzyme on animals
liver, kidney, brain and intestine tissues were examined at 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64 and 72

hours later,.

The GST activation of male and female rats liver, brain and small intestine

tissues, generally activation is determined.

Keywords: DNOC, GST, rat
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1. GIRIS

Dinitrocresol, dogada kendiliginden olusmayan bir ¢esit kimyasal maddedir. 18
farkli dinitrocresol vardir. Ticari Onem tasiyan ise 4,6 dinitro-ortho-cresol

(DNOC)’diir.

DNOC; insektisid, fungisid, herbisid gibi bircok alanda kullanilmaktadir.
Eskiden endiistride boya maddesi olarak da kullanilmistir. 1930’Iu yillarda DNOC,
zayiflama hapi olarak kullanilmis fakat bu sekilde kullanilmas1 yasaklanmistir. Onceleri
tahil bitkilerinde dormant formlarin yayilimimi engellemek i¢in kullanilmistir. DNOC,
ayrica serbest radikal inhibitdrii olarak kullanilir. Antionin, Detal ve Dinitrol isimleri

altinda ticari maksatli satilmaktadir.

DNOC, havaya, topraga ve suya gecebilmektedir. Havada, suda ve toprakta
yavasca mikroorganizmalar tarafindan yikilabilmektedir. Yikim oranlar1 ¢alisilmis ve
ilk olarak topragin DNOC tarafindan etkilendigi gozlenmistir. DNOC toprakta depo
edilebilir ya da partikiillerle birleserek toprak suyunun ¢ok fazla derinliklere gitmesini
engelleyebilir. Normal pestisit oranlarinda uygulanip toprakta serbest hale gecerse
birka¢ haftadan iki aya kadar kaybolmaktadir. Biyolojik yikimi muhtemelen tarimsal
topraklar islenirken olmaktadir. DNOC, diisik konsantrasyonlarda bile toprak

mikroflorasinin CO, oraninin artmasina neden olmaktadir.

4,6  dinitrol-ortho—cresol  kokenli insektisidol  spreyler =~ muhtemelen
kullanildiklar yerlerde ¢evreyi biiyiik oranda etkilemektedir. Ayrica kimyasal fabrikalar
tarafindan da atik sulara gecerek cevreyi etkilemektedir. Suda serbest olduklarinda
direkt fotolizise girmektedir. Peroksil radikallerinden dolay1 fotooksidasyonda 58 giinde
yart Oomriinii tamamlamaktadir. DNOC fotolizis ile 290 nm’de yliksek absorbans
vermektedir. Sudaki hidrolizi, uguculugu, biyokimyasal konsantrasyonu ve sedimentlere

adsorbe 0zelliginden dolay1 sucul ortamda da 6nemli etkide bulunmaktadir.

DNOC havaya kolay buharlasmaktadir. Atmosferde 1,05 x 10” mmHg buhar
basincinda 25°C’de ya buhar fazinda yada partikiillere adsorbe fazinda bulunmaktadir.
Buhar fazinda hidroksil radikalleri hizli bir sekilde reaksiyona girme 6zelligine sahiptir.

Buhar fazinda yar1 dmriiniin 8 saat oldugu tahmin edilmektedir.



Genelde popiilasyonlar meyvelere ya da sulara gegmis DNOC’u agiz yoluyla
almalar1 ile etkilenir. Bununla beraber insanlar yiyecek maddelerine ge¢meden de
pestisit olarak, meyve agaclarina kullanma déneminde solunum yoluyla etkilenebilirler.
Ayrica DNOC yapildig ya da kullanildig1 ¢alisma yerlerinde deri ve solunum yoluyla
insanlart etkileyebilmektedir. Yine insanlar toprak ya da su kenarindaki DNOC ile

kirlenmis yerlerden dokunma sonucu, deri yoluyla etkilenebilmektedir (WHO, 2000).

Canlilarda pestisitlerin etkilerini, dokularda neden olduklar1 tahribatlar ve bu
dokulardaki enzim aktivitelerinde gozlenen degisikliklerden anlayabiliriz. GST seklinde
sembolize edilen Glutatyon S-transferaz (E.C.2.5.1.18) enzimi, detoksifikasyon
metabolik yolunda, suda ¢Oziiniir son iirin olan merkapturik asit olusumundaki ilk
basamag katalizleyerek, homeostasisi saglayan ¢ok islevli bir enzimdir. GST enzimi;
memelilerde, bodceklerde, baliklarda, bitkilerde, Crustacea’da, Planaria’da ve
mikroorganizmalarda ve bu organizmalarin bazi dokularinda olduk¢a yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu tez c¢alismasinda, sicanlara (Rat rattus norvegicus) DNOC
uygulamasi sonrasinda, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda gorev alan ve faz II

enzimlerinden biri olan GST aktivitesinin farkli dokulardaki degisimi incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. DNOC
2.1.1. DNOC’ un Baz1 Genel Ozellikleri

DNOC (4,6 dinitro-ortho-cresol); dogada kendiliginden olugmayan sar1 renkli,
kat1 ve kristal yapida bir kimyasaldir.

Molekiil yapist:

0OH

0,N CHa

N
Kimyasal Formiilii : C7HgN,05
Fiziksel Formu: Sar1 renkli kristal, kat1
Mol kiitlesi : 198,13 gr/mol
Kaynama noktasi : 312°C
Erime noktas: : 88,2-89,8 °C
Sudaki ¢oziintirliik : 6,94 gr/lt (20°C ve pH:7’de)
Buhar basinci : 1,6 x10 Pa (25°C)
Buhar yogunlugu : 6,84 (air=1)
Bagil yogunluk : 1,58 (20°C)

Doymus buhar yogunlugu: 0,56 — 1,0 mg/m’ (20 — 25 °C)
Ayirma sabiti : 4,48 (20°C)

PKa:4,9 ve ph limitleri:3-3,85

Yanabilirlik : 10 °C-400 °C

Fotolizis : PTs0> 253 saat (20°C)



2.1.2. Kullanim Alam ve EtKileri

DNOC ilk defa 1892 yilinda insektisid olarak, 1932 yilinda da herbisit olarak
kullanilmigtir (Gasiewiez, 1991). Pek ¢ok iilkede meyve bahgelerinde, ¢esitli boceklerin
dormant formlarina kars1 akarisit, larvasit ve ovisit olarak kullanilmistir. DNOC, plastik
endistrisinde styrene ve vinil aromatik bilesiklerin polimerizasyon inhibitdrii olarak da

kullanilmaktadir (Hawley, 1981; US EPA 1988).

DNOC’un pestisit olarak kullanimi azaltilmis hatta baz1 iilkelerde
yasaklanmistir. Gelismekte olan bazi tilkelerde 6nemli miktarlarda DNOC, halen stok
edilmektedir. 57.6 ton DNOC, The German Agency For Technical Cooperation (GTZ)
tarafindan Birlesik Tanzanya Cumhuriyetinde ¢imento firminda yakilmistir. 14 tondan
fazla DNOC, halen Zambiya’da bulunmaktadir (GTZ,1997). Kanada’da yillik DNOC
tilketimi 100-1000 ton arasindadir (Environment Canada 2001). Diger iilkelerdeki
DNOC tiiketimi yaklasik ayni oranlarda oldugu tahmin edilmektedir (WHO, 2000)

Dinitrocresol’iin saglik {iizerine etkileri hakkinda en c¢ok bilgi DNOC’un
zayiflama hap1 olarak kullanildigi dénemde yapilmistir. Yiiksek diizeyde alindiginda
kisa periyotta suur kaybi ve 6liime neden olmaktadir. Diizeyi azaltildiginda metabolik
faaliyetler artar, terleme ve kilo kaybi fazlalasir, soluk alip verme ve viicut sicakliginda
artis farkedilir. DNOC’ un diger etkileri ise soluk almada zorluk, bas agrisi, halsizlik,
bas donmesi, deride sarilik, gozde beyazlama, mide, karaciger ve bobrekte hafif hasarlar

seklindedir. Uzun periyotta ise katarakt ve deride kizarikliklara neden olur.

Saglik boliimii ve insan servisi, Kanser Arastirma Acentasi ve EPA, DNOC’u
bir kanserojen olarak siniflandirmamistir. DNOC’un kanserojenik etkisi {izerine, insan

ve hayvanlarda herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

DNOC’la kars1 karsiya kalindigini, deri ve gézdeki sari lekeler gosterir. Fakat bu
belirtilere baska kimyasallarda neden olmus olabilir. Kanda, idrarda ve diskida DNOC
miktarin1 Olgen hazirda testler vardir. Uzun siireli etkileri i¢in bu testler giivenli
olmayabilir. Bu testler i¢in 6zel aletler ve kullanabilme kabiliyeti gerekmektedir

(WHO,2000).



DNOC dahil cresoller; atmosferde ngm™ olarak bulunur. Atmosferde degisik
fazlarda (yagmur, sis, kar) 100 pgL"’ye kadar olabilir (Tremp ve ark. 1993).

Walter Schiissler ve Lutz Nitschke (2001); 1995 ve 1998 yillar1 arasinda
Bavaria (Almanya)’nin sekiz degisik bolgesinde yagislardaki 4-nitrofenol, 2-metil-4-
nitrofenol, 3-metil-4-nitrofenol, DNOC ve 2,4-dinotrofenol konsantrasyonlarinit HPLC
ile aylik olarak 6lgmiislerdir. Sicaklig1 +4°C’ye ayarlanan ve degisik sensorlerle her saat
elektronik olarak Olgiilen yagmur suyu ornekleri bilgisayarla toplanmistir. En yiiksek
nitrofenol konsantrasyonu; 4-nitrofenol i¢in Ol¢ililmiistiir. Diger nitrofenollerin

ortalamas1 0.2 — 0.8ugL ™" arasindadr.

Pestisitlerin hazirlanmasi, tasinmasi ve traktorlerle atilmasi esnasinda pestisitler
cevreye dagilabilmektedir. Soliisyonun doldurulurken tagmasi, traktorden akma ya da

damlama bi¢iminde de ¢evre kirliligine neden olmaktadir.

Danimarka’nin Storstrom ve Bornholm sehirlerinde yer alti suyundan (2-4mlik
kisimdan) alinan 6rneklerde DNOC’ta dahil olmak iizere 23 ila 46 farkli pestisit ve
metabolitleri bulunmustur. Biitlin yer alt1 suyu 6rneklerindeki pestisit miktar1 Avrupa
icme suyu standarti seviyesinin iistinde bulunmustur (0,1pgL"). Pestisitlerin
hazirlanma ve tasmmma bdlgelerinde yapilan analizlerde en yiiksek sonuglar elde
edilmistir. Bu bélgelerdeki dlciimlerde dichlorprop 750 pgL™ ve 2,4-D 800 pgL™ olarak
saptanmistir. Bentazone, mecoprop ve dinoseb gibi pestisidler yine yiiksek
konsantrasyonlarda (5-60 pgL™) saptanmistir. 0-10 cmlik toprak yiizeyinde yapilan
olgiimlerde ise 24 farkli pestisit ve metabolitleri 10 pgL™ civarmda tespit edilmistir

(Arne Helweg ve ark. 2002).

DNOC’un yagmurda (Leuenberger ve ark.,1988; Alber ve ark.,1989) ve karda
(Alber ve ark.,1989) bulundugu gosterilmistir. DNOC’un atmosfere girme yollarindan
biri, tarimsal alanda sprey seklinde kullanilmasidir. Yil igerisinde yagan yagmur ve o
yagmurdaki DNOC miktar1, sezon igerisinde iiriinlere uygulanan DNOC miktarini
gostermez. Bu incelemeler ve DNOC’un diisiik buhar basinci, atmosfere degisik

mekanizmalarla girdigini gosterir.

1997-2001 yillar1 arasinda Flemish Cevre Ajansi (FEA), Belcika Flanders’ta

yagmurdaki pestisitleri incelemek amagli bir izleme programi baslatmistir. Yapilan



incelemeler sonucunda, pestisitler i¢inde yiiksek oranda alfa ve beta endosiilfan,
endosiilfan siilfat, gama-HCH(lindane), dichlorvos, atrazin, diuron, DNOC, AMPA ve

isoproturan tespit edilmistir.

DNOC’un topraktaki adsorbsiyonu ile ilgili pek ¢ok ¢aligma yapilmigtir. DNOC,
toprakta metabolize edilir. Topragin pH’sina bagli olarak pargalanma hizi degisir.
Arthrobacter tiirii bir bakteri, nitrojen ve karbon kaynagi olarak kullanir. Ayrica

Corynebacterium simplex tarafindan da hizh bir sekilde toprakta inaktive edilir.

1966 yilinda Tewfik ve Evans adli arastiricilar, topraktaki DNOC’u
pargalayabilen Pseudomonas tiirii izole etmislerdir. DNOC, Rhizobium’un 31 tiirii ve
Azotobacter’in 5 tiiri tarafindan pargalanir (Hamdi ve Tewfik, 1970). Mikrofloranin

nitrojen fiksasyonu agisindan onemlidir.

Subat 1970’te Y.A. Hamdi ve arkadaslar1 DNOC’un Rhizobium ve Azotobacter
ssp. tarafindan degregasyonunu incelenmislerdir. DNOC’un pargalanma iiriinii olarak
baslica 3-amino-5-nitro-o-cresol’lin olustugu, kromotografi yoluyla gosterilmistir. Diger
iki {irtin kiiltirde 3 giin sonra, diger ikiside kiiltiirde 7 gilin sonra ortaya ¢ikmistir. Rf
degerleri ve optik yogunluk, bu bilinmeyen bilesenlerin oldugunu gdstermistir. Bu

sonuglara gére DNOC; rhizoba tarafindan rediiktiv yolla pargalanir.

1995 yilinda Bieber tarafindan 3 degisik standart toprak icinde DNOC’un
bozunmasini 20°C*de karanhkta, topraga 409 mg '*C isaretli DNOC/kg (kuru agirhk)
uygulama hizinda 88 giin boyunca vermis ve inceleme calismast yapmistir. Bu, 5 kg
DNOC/ha hiz1 alanina esdegerdir. Toprak ¢esidine gore 1, 5, 7, 9. ve 12. giinlerde DTsg
tespit edilmistir. Aromatik halkanin asil pargalanma {iriinii olan karbondioksit,
uygulanan radyoaktif dozun %39’unu gosterir. Asil ucucu olmayan, metabolik olan 2-
metil-4-nitrofenol, 10. ve 20. giinler arasinda uygulanan ve daha sonra azaltilan
radyokarbonun %40’ gosterir. Organik ¢oziiciilerle ekstraksiyondan sonra, topraktaki
baglanmis ¢okeltilerin miktart bu calisma siiresince %37’ye yiikselmistir. Toprakta
DNOC’un bozunma iiriinii olarak 2-metil-4-nitrofenol’un varligr Verheij ve Van Der
Graaf (1995) tarafindan sivi kromotografisi ve kiitle spektrometresi (LC-MS) bilesimi
ve ¢ift kiitle spektrometresi (MS-MS) ile kanitlanmustir.



DNOC, pestisit olarak kullanilan Kaliforniya’da 5 yeraltt suyu orneginde
maksimum 35ugL™" konsantrasyonunda belirlenmistir. Ayrica Danimarka’da belirlenen
bir alanda goélciikler, dereler ve yeralti sularinda 2 yili asan bir periyotta calisma
yapilmustir. 38 yer alti suyu 6rneginde biri hari¢ digerlerinde 0,05pgL™, 9 gél suyu
orneginde ikisi hari¢ digerlerinde 0.12-0.18 pgL™ (Mogensen ve Spliid, 1995) olarak
bulunmustur. Ayrica Malezya’daki Klang wrmaginda 3,2 ile 78,8ugL™ olarak
bulunmustur (Tan ve Chang, 1993).

2.1.3. Kinetigi ve Metabolizmasi

DNOC c¢ok az miktarda deri yoluyla absorbe olabilir. Solunum yoluyla
almabilir. Deri yoluyla oncelikle tarim alaninda calisanlar etkilenirler. DNOC’un
metabolik yolu pek ¢ok gevis getirmeyen memelide incelenmigstir. Gevis getiren
memelilerde kana absorbe olmadan 6nce rumendeki bakteriler tarafindan metabolize

edilir.

1970 yilinda Froslie ve Karlong ve 1973 yilinda Froslie gevis getiren
hayvanlarda (sigirlarda) DNOC’un intra-ruminal uygulama ile methemoglobin anemiye
neden oldugunu gostermislerdir. Aminofenol ve diaminofenol olarak bilinen
methemoglobin olusturan bilesiklerin rumendeki mikroflora tarafindan indirgendigini

belirtmislerdir.

1993 yilinda Fabrequettes, derisi tirag edilen erkek ve disi sicanlarda tek doz
DNOC uygulamas1 yapmis ve derideki absorbsiyonu incelemistir. Su bazli ve yag bazl
olmak iizere iki formiilasyon kullanmistir. Sonuglar gostermistir ki; su i¢inde ¢6ziinen
DNOC, sican derisinde limit diizeyde absorbe olmustur. Uygulanan doz, plazma
konsantrasyonunda sadece %2.5’luk (14-17 pgml™ kanda) bir pik meydana getirmistir.
Plazmadaki bu yiikselme disilerde 24 saat ve erkek sicanlarda 48 saatte meydana
gelmistir. Ortalama t;, absorbsiyon zamam (uygulanan DNOC’un %50’sinin kana
gecmesi i¢in gerekli zaman) erkekler i¢in 15 ve disiler i¢in 13 saattir. Ortalama t;),
eliminasyon zamani (kandaki DNOC konsantrasyonunun % 50’ye diismesi i¢in gerekli
zaman) ise 24 saattir. 96 saat sonra %1’den daha az miktarda kalir. Yagda hazirlanan

DNOC ayni sartlarda uygulandiginda erkeklerde %35.0 ve disilerde %5.8



(38-45 pgml' kanda) oraninda plazma konsantrasyonunda goriilir. Plazmada
erkeklerde 8 saat ve disilerde 24 saat sonra ortaya cikar. Ortalama t;, absorbsiyon
zamani 2.8 saat ve ortalama t;; eliminasyon zamani 34 saattir. Sonug olarak, DNOC yag
ile verildiginde, suyla verilmesine oranla deriden daha ¢abuk absorbe olur ve plazma

konsantrasyonunda daha hizl yiikselir.

Deneysel calismalar gostermistir ki DNOC; kanda diger dokulara oranla daha
ylksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. 1951 yilinda Parker ve ark., kanda bulunan
DNOC’un %90°dan fazlasinin plazmada oldugunu belirlemistir. DNOC oral yolla
verildiginde laboratuvar hayvanlarimin kaninda, insana gore daha az bir artis gosterir.

Bu hayvanlarin eliminasyon hizlarinin yiiksek olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

2.1.4. Biyotransformasyonu

DNOC ve Dinoseb, diger serbest dinitrofenoller gibi indirgenme yolu ile

metabolize olurlar ve boylece daha az toksik aminonitrofenoller olusur.

Yapilan ¢aligmalara dayanarak; sigan ve tavsanlarda DNOC un ayni1 metabolik
yolla metabolize edildigi sdylenebilir. Tavsanlara tek oral doz DNOC uygulamasi
yapildiginda %1 oraninda DNOC, 2 giin sonunda idrarla viicuttan atilir. Baslica
metabolik yolda DNOC; 6-amino—4-nitro-o-cresol’e (6-ANOC) indirgenir. 6-ANOC,
DNOC’tan 20 kat daha az toksik etkili bir maddedir. Daha az miktarda 4-amino—6-
nitro-o-cresol (4-ANOC) olusur. 6-ANOC, {iriner igerikte uygulanan dozun %11-12 ‘si
kadar bulunur. Daha kiigiik miktarlarda diger metabolitler 4-ANOC ve oksidatif yolla
olusan 3-amino-5-nitro-salisikasit (3-ANSA) iire ile disar1 atilir (Smith ve ark. 1953).

Leegwater ve ark. (1982); Van Der Greef ve Leegwater (1983) adl1 arastiricilar
daha oOnce tanimlanan metabolitlere benzer 2 yeni metabolit daha bulmuslardir.
Sican ve tavsanlara tek oral doz uygulamast yapildiginda, idrarlarinda
4,6-diacetamido-o-cresol (DAcAOC) ve 4,6-dinitro-2-hidroksimetilfenol (DNHMP)
tespit edilmistir.
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Sekil I. DNOC’un Tavsan ve Sicanlarda Biyotransformasyonu (WHO 2000)

In vitro yapilan ¢alismalarda (Ingebritsen ve Froslie, 1980), DNOC sigan kor
bagirsak igerigi ile inkiibe edildiginde hizli bir bi¢imde 6-ANOC’a indirgendigi tespit
edilmistir. 6-ANOC ise DAOC’ye doniigiir. 12 saat sonra DNOC’un baslangic

konsantrasyonunun % 90 ‘1 DAOC’ye metabolize edilir.

Gevis getiren hayvanlarda, intra-ruminal uygulamada DNOC, methemoglobin
anemiye neden olmaktadir. Bu etki rumendeki mikroflora tarafindan, methemoglobin
olusturan aminofenol ve diaminofenol bilesiklerinin azalmasi sonucu meydana

gelmektedir (Harvey,1958; Froslie ve Karlog,1970; Froslie 1973).



Braunberk T. ve ark.’1 (1991) DNOC’un subletal etkisi ile yilan baliklarinin
(Anguilla anguilla) karacigerlerinde  biyotransformasyon olusumu hakkinda
biyokimyasal bir ¢alisma yapmuslardir. Calisma sonucunda niikleik asitlerde degisim,
tanecikli endoplazmik retikulum fonksiyonunda azalma, diiz ER, mitokondri ve
peroksizomda degisim, Ozellikle mitokondri membraninda degisimler, peroksizom
matriksinde kristallenme, total protein ve lipid miktarinda azalma oldugu tespit
edilmistir. Ayrica mitokondriyal sitokrom-c-oksidaz, peroksizomal katalaz, allantoinaz,
urikaz ve mikrozomal esteraz enzimlerini stimiile etmektedir. NADPH-cyt-c rediiktaz

ve cytPyso ‘de artis olmaktadir.

2.1.5. Eliminasyonu ve Viicuttan Atilmasi

DNOC idrarda serbest DNOC olarak ve asetillenmis konjuge 6-ANOC, konjuge
6-asetoamid-4-nitro-o-cresol (6-AcANOC) halinde atilir (WHO, 1982). Sicanlara tek
doz oral yolla uygulandiginda eliminasyon yar1 omrii 1-1.5 giin olarak saptanmuistir
(Leegwater ve ark.,1982). Bu bilgiler King ve Harvey’in (1953) yaptiklar1 ¢calismalarla
uyusmaktadir. 9 giin boyunca tek oral doz DNOC verildiginde yarilanma omrii disi
sicanlarda 26.8-28.5 saat olarak saptanmistir. Disi tavsanlarda yarilanma omrii yaklasik
6.5 saat olarak tespit edilmistir. Insanlarda tekrarli doz uygulamalarindan sonra kandaki
DNOC seviyesindeki artig laboratuvar hayvanlarindan daha fazladir. Ciinkii insanlarda
diger hayvanlara gore viicuttan daha yavas atilir. Insanlarda yarilanma 6mrii 96 saatten
148 saate ya da 153.6 saat olarak saptanmugtir. (Van Noort, 1960; Jastroch ve ark.,
1978; Pollard ve Fillbe, 1951).

DNOC’un yarilanma hiz1 Lawford ve ark. (1954)’na gore:

Fare > tavsan > kobay > si¢an = maymun > insan ‘dir.

2.1.6. Viicut Bilesenleri ile Reaksiyonu

Erkek kobaylarda LDsy dozunun iigte biri 30 giin boyunca haftada 6 kez

intraperitonal yolla verildiginde karaciger ve serumlarinda amino seker ve sialik asit
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seviyelerinde 6nemli  yilikselmeler  goriilmiistir. Albiimin  ve  a,—globiilin
fraksiyonlarinda glikoprotein igeriginde azalma, bununla beraber serum a; ve y—globiilin
fraksiyonlarinin glikoprotein igeriginde bir artma gdzlenmistir. DNOC; glikolizis hizim
arttirir, lizozomal membranlarin stabilitesini bozar ve glikoproteinlerin seker biyosentez

hizin arttirir (Kreczko ve ark. 1974).

1991 yilinda Van den Berg ve ark. in vitroda DNOC’un plazma proteini olan
transthyretin’in tiroksin baglanma bdlgesi ile yaris i¢inde oldugunu gostermistir. Bu
plazma proteini vitamin A ve T4 gibi bazi hormonlar1 tagimaktadir. DNOC kan

plazmasinda tiroid hormonu seviyesini ve tiroid fonksiyonlarimi etkilemektedir.

2.1.7. Toksik Etki Metabolizmasi

Elektron transport sistemi ve fosforilasyon birbirine ¢ok siki bir sekilde baglidir.
DNOC, oksidasyonu solunumun fosforilasyon zincirinden ayirir (Judah, 1952; Ilivicky
ve Casida, 1969; Moreland, 1980). ADP’nin ATP’ye fosforilasyonu engellendiginde
elektron transferi de engellenir. Ciinkii enerji uzun siire ADP seklinde zapt edilemez.
ATP’ye dondiiriilmesi gerekir. Sonug¢ olarak kalp, kas gibi kritik organlardaki ATP
eksikligi hayati fonksiyon kayiplarina neden olabilir. Oksijen tiiketimi ve 1s1 seklinde
enerji olusumu artar. DNOC’un farmakolojik ve toksikolojik etkisi, asir1 oksijen

titkketimi ve enerjinin 1s1 seklinde yayilmasidir.

Katabolik siirecte, glikolizis, glikojenolizis ve yag asidi metabolizmalarinda
DNOC’un kobaylarda in vivo doz c¢alismalar1 yapilmistir (Harvey, 1959). Oksijen
tilketimindeki artis sadece memelilerde degil, kus ve arida da gdzlenmistir (Parker ve
ark., 1951). Enerjinin 1s1 seklinde dagilmasi viicut sicakligini arttirir, bunu takiben pek
¢ok hipertemi meydana gelir. Kaslarda ATP noksanlig1 yiiziinden felgler olusabilir.

DNOC zehirlenmesi sonucu 6liim ve erken rigor motris gortiliir.

Roger F. Castillo ve ark.’larinin (1997) yaptiklar1 bir calismada DNOC*‘un sigan
karaciger mitokondrisinde oksidatif fosforilasyona bagli olmaksizin, membran

permeabilitesine olan etkisini arastirmiglardir. ADP’nin varliginda ya da yoklugunda
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oksidatif fosforilasyona bagli olmaksizin mitokondriyal solunumu arttirdigini ve

transmembran potansiyelinde bir azalma yarattigini 6ne siirmiislerdir.

DNOC’un farmakolojik etkisi, viicut agirhiginda azalma seklinde incelenebilir.
Normal ya da fazla besin tiiketildiginde yag asitlerinin pargalanma hiz1 artar.

Lipogenezis inhibe olur, glikolizis ve glikojenolizis artar (Gasiewiez, 1991).

1998 yilinda Vicente JAF ve ark., DNOC’un patates yumru mitokondrisinde
biyoenerjetik aktivite iizerine etkisini ve kimyasal benzeri olan DNP (dinitrofenol) ile
toksik etkilerinin karsilastirma caligmalarin1 yapmislardir. Diisiik konsantrasyonda
(<100uM) DNOC, bitki mitokondrisinde siiksinat destekli solunumu stimiile etmektedir.
DNP’den daha etkili bir bigimde trans membran elektrik potansiyelini bozmaktadir.
DNOC, bitki mitokondri membraninin protonlara kars1 daha gegirgen hale gelmesine
neden olmaktadir (protonophore). DNOC yiiksek konsantrasyonlarda ise (>100uM)
DNP’den daha etkili protonophore ve solunum inhibitorii olarak etki eder. DNOC’ un
etkisi azaldiginda mitokondrial protein miktar1 artar. Aynmi etki hayvanlarda da
goriilmektedir. Sigan karaciger mitokondrisi, bitki mitokondrisinden daha fazla oranda
DNOC’tan etkilenmektedir. DNOC’un sahip oldugu metil grubu ayirma ve inhibitor

etkisini gliclendirmektedir.

Aralik 2004’te M. Nehez ve ark. fareler {lizerinde in vivo olarak yaptiklar
calismada, bir grup fareye bir y1l boyunca DNOC igeren herbisit uygulamis ve kemik
iligi hiicrelerinde kromozom aberasyonlarinin arttigin1 goézlemislerdir. Kromozom
aberasyon frekansi dl¢iilen bir sonraki jenerasyonda, bir grup erkek fareye ciftlesmeden
once DNOC uygulamasi yapilmamistir. Diger gruba ise, kemik iligi hiicrelerindeki
kromozom aberasyonlarini kanitlamak amaciyla DNOC uygulamasina bir yil daha
devam edilmistir. Uygulamadan sonra erkek siganlarin sonraki jenerasyonunda
embriyodaki kromozom aberasyonunun arttii, uygulama kesildigi anda sonraki

jenerasyonda ise kromozom aberasyonunun azaldigi goriilmiistiir.

Grilli S. ve ark.’lar1 (1991) sican hepatositlerinde, intraperitonal yolla verilen
amitraz, cyanazine, cyhexantin, DNOC ve fenarimol’iin in vivo da DNA’ya olan

etkilerini incelemislerdir. Fenarimol ve DNOC; DNA hasarlarina, kiriklarina neden
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olmustur. Amitraz, cyanazine ve cyhexantin DNA hasarlarina neden olmadigini

gbzlemislerdir.

Patrizia Hrelia ve ark.’lar1 (1994) DNOC, Cyanazine, Cyhexatin ve dicamba’nin
insandaki etkilerini periferal lenfosit hiicrelerinde USD ve SCE 6l¢iimii ile kromozom
aberasyon analizini ise, sican kemik iliginde DNA hasar aktivite Ol¢limi ile
belirlemislerdir. Cyanazine’nin genotoksik etkisinin olmadigi, cyhexatin’nin insan
lenfosit hiicrelerinde SCE analizi sonucu diisiik pozitif etkiye sebep oldugunu
gozlemislerdir. Ayrica DNOC; sigan kemik iligi hiicrelerinde doza bagli 6nemli
kromozom aberasyonlarina sebep oldugunu tespit etmislerdir. Ozellikle disi siganlarda

yliksek dozda DNOC*un toksik etki gosterdigini saptamiglardir.

Aralik 1989°da Quinto ve ark.’lari DNOC, Ferbam ve Imidan’in testisler
tizerindeki potansiyel toksik etkilerini farelerde incelemislerdir. 5 giin boyunca farkl
dozlarda uygulanmis ve 35 giin sonunda testislere olan toksik etki; testis agirligi, sperm
sayis1 ve anormal spermler incelenerek degerlendirilmistir. DNOC ve Imidan farelerde

teratospermia’ya neden oldugu goriilmiistiir.

Kasim 2003’de Japonya’da Takahashi ve ark.’lar1 DNOC’un sertoli-germ
hiicreleri iizerine olan etkileri tlizerine ¢alismislardir. DNOC yiiksek konsantrasyonda
uygulandiginda, esey ve sertoli hiicrelerinde morfolojik degisikliklere neden oldugu
gozlenmistir. Spermatositler fagositoz ile dejenere olmuslardir. Bu calisma ile

DNOC’un testislerde toksik etkili oldugu in vitro olarak gosterilmistir.

Takahashi ve ark. 2006 yilinda yapmis olduklari ¢alismada DNOC’un erkek
siganlarda sperm toksisitesi tizerine olan etkisini aragtirmislardir. Oral yolla 0, 10, 15
mgkg” dozlarinda 5 giin DNOC uygulamasmin ardindan caput, corpus ve cauda
epididimisten toplanan spermler sayilmis ve morfolojilerine faz-konstrat ve elektron
mikroskobunda bakilmistir. Anormal sperm sayisinda artis en yiikksek DNOC
uygulamasinda (15mgkg™) goriilmiistir. DNOC, erkek sicanlarda spermatidlerin
uzamasina, kismi olarak mitokondri kininin kaybolmasina ve cauda epididimiste

kuyruksuz sperm olusumuna neden olmaktadir.

Mart 2004°te Japonya’da Takahaski ve ark. siganlarda dinitrofenolik bilesiklerin
spermato/spermiyogenezise etkilerini incelemislerdir. DNBP 7,5 mg/kgb.w., DNOC 15
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mg/kgb.w. ve DNP 30 mg/kgb.w. uygulamalarinda sirasiyla 1, 5 ve 0 Olim
goriilmiistiir. Bunun yani sira viicut agirliklarinda azalma goriilmiistir. DNOC 7.5
mg/kgb.w. doz uygulamasina kadar erkek siganlarin {ireme organlarina ve spermlerine
etki etmemistir. Bununla birlikte 15 mg/kgb.w. uygulamasinda cauda epididimiste
sperm canlilifinda dnemli oranda azalma, kuyruksuz sperm sayisinda artig ve 5-12
arasinda erkek sicanin oldiigi goriilmiis. DNOC’un spermatotoksik etkili oldugu

gosterilmistir.

Ekim 1995°te Ghillebaert ve ark.’lar1 tarafindan sazan embriyosunda (Cyprinus
carpio L.) yapilan ¢alismada DNOC*‘un 3 pH diizeyinde etkisi arastirilmistir. Yapilan
calisma sonucunda DNOC’un biiyiime ve gelisme doneminde bu konsantrasyonlarda
cok fazla bir etkisi olmazken, erken larval donemde biiyilik bir risk olusturup ¢esitli

defektlere neden olacagi bulunmustur.

Ocak 2001°de Nigel C. Cook ve arkadaglar1 tarafindan elma siirgiinlerinde
tomurcuklanma sirasinda igsel sitokinin dagilimina etkisi arastirilmistir. Sonugta DNOC
uygulandiktan sonra tomurcuklanma sirasinda sitokinin miktarinda artis ve buna baglh

olarak yaprak diisme oraninda da artis gézlenmistir.
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2.2. Glutatyon S-Transferaz Enzimi
2.2.1. Tamim

GST seklinde sembolize edilen Glutatyon S-transferaz (E.C.2.5.1.18) enzimi,
detoksifikasyon metabolik yolunda, suda ¢Oziiniir son iiriin olan merkapturik asit
olusumundaki ilk basamagi katalizleyerek, homeostasisi saglayan cok islevli bir
enzimdir. GST tarafindan katalizlenen bu ilk basamakta, Glutatyon (GSH) ile endojen
ve eksojen hidrofobik elektrofillerin baglanmasi gerceklesir. GSH, GST enziminin
caligabilmesi i¢in tepkime ortaminda mutlaka bulunmalidir. GST enzimi, GSH bagimli
calistig icin, GSH’a kosubstratta denmektedir. GSH disindaki diger substratlar, oldukca
genis bir yayilim gosterdiklerinden dolayi, GST enzimi, kismi substrat 6zgilligii

gosteren bir enzimdir.

GST enzimi; memelilerde, boceklerde, baliklarda, bitkilerde, Crustacea’da,
Planaria’da ve mikroorganizmalarda ve bu organizmalarin bazi dokularinda oldukga
yaygin olarak bulunmaktadir. GST nin en sik rastlandig1 dokular bagta karaciger olmak
tizere bobrek, incebagirsak, kalinbagirsak, akciger ve meme gibi organlardir. GST
enzimi, bu organlarin sitosollerinin total protein iceriginin %5’ini olusturmaktadir. Bu
organlarda yiiksek oranda bulunmasinin nedeni; s6zii edilen organlarin disaridan alinan

ksenobiyotikler ile dogrudan temas halinde bulunmalaridir.
GST izoenzimleri, hiicredeki lokalizasyonlarina gore 4 gruba ayrilmaktadir.
Sitosolik alfa sinifi izoenzimler (GST a):  pI > 8,0 (alkali)
Sitosolik mii siifi izoenzimler (GST p):  pl=7,0 (notral)
Sitosolik pi sinifi izoenzimler (GST=w): pl<7,0 (asidik)
Mikrozomal izoenzimler (m GST) (Boyer 1989, Waxman 1990)

GST izoenzimleri ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve dokularin oksidatif
zarardan korunmasi i¢in Onemlidir. Bu enzimler, kemoterapik ilaglar, cevresel
karsinojenler, endojen molekiiller olmak {izere ksenobiyotiklerin genis bir spektrumunu
detoksifiye ederler. Ksenobiyotiklerin enzimatik detoksifikasyonu III farkli fazda
gergceklesmektedir. Faz 1 ve II lipofilik degisimi igerir. Faz III’de daha fazla suda
eriyebilen nonpolar ksenobiyotikler ve dolayisiyla daha az toksik olan metabolitler

hiicreler tarafindan daha kolay elemine edilirler. Genel olarak Faz I, sitokrom Pasg
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sistemi tarafindan katalizlenir. Faz II enzimleri, aktif hale getirilen ksenobiyotiklerin
indirgenmis glutatyon, UDP-glukuronik asit veya glisin gibi endojen olarak suda
eriyebilir substrata konjugasyonunu katalizler. Ayrica transport ve organik anyonlarin
yiikseltgenmesi gibi biyosentetik role sahiptirler (Sheehan D. ve ark.,2001; Autrup H.
2000).

Mikrozomal GST, basta karaciger olmak {izere, bir¢ok dokuda membrana bagl
olarak ve yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. Sigan karaciger endoplazmik retikulum ve
dis mitokondri membraninin toplam protein igeriginin %3-5’ini olusturmaktadir

(Morgenstern ve ark. 1987).
Mikrozomal GST enziminin membranda yerlesmesinin baslica 3 nedeni olabilir:

1. Cogu ksenobiyotik, oldukc¢a hidrofobiktir ve hiicrenin belirli ¢oziinebilir
proteinlerin baglanma yanlar1 ve membranlarin1 igeren hidrofobik kisimlarda
yerlesmislerdir. Sican hepatositindeki endoplazmik retikulum, hiicre membranini

%50’sini olusturmaktadir.

2. Sitokrom Py4sy sistemi tarafindan ksenobiyotik metabolizmasi esnasinda
olusan, halen hidrofobik olabilen reaktif ara iiriinlerin bir¢ogu, endoplazmik retikulum
gibi hidrofobik kisimda yerlesmektedir. Mikrozomal GST, boyle elektrofilleri, sitosolik
GST’den daha kolay etkileyebilmektedir.

3. Membran yapisinda bulunan doymamus yag asitleri arasindaki ¢ift baglar,

oksidasyona c¢ok duyarhdir. (Morgenstern ve ark. 1987)

Sitosolik GST’ler pek ¢cok endojen ve eksojen elektrofilik bilesenin glutatyon ile
konjugasyonunu katalizleyen ¢ok fonksiyonlu dimerik proteinleri i¢ine alan bir ailedir.
GST’ler ayrica hidrofobik molekiiller, demir, safra asitleri, bilirubin, polisiklik
hidrokarbonlarin hiicre i¢ine baglanmasi ve transportunda gdrev alirlar. Prostoglandin
ve leukotriene biyosentezine katilirlar ve toksik hidroperoksitlerin eliminasyonunda
anahtar rol oynarlar. Ayrica GST hiicrenin antikanser ilaglara, herbisitlere ve pestisitlere
kars1 direncini saglamaktadir. GST pek ¢ok prokaryot ve biitiin 6karyot hiicrelerde
bulunmaktadir. Sitosolik formlar1 ¢ok fazla olan GST’nin, simdiye kadar 6 sinifi
karakterize edilmistir. Alfa, pi, mi, teta, beta, sigma. Biitiin sitosolik GST’lerin
homodimer ya da heterodimer alt tinitelerinin molekiiler agirliklar1 23-27 kDa

arasindadir. X-151n1 kristolografisi analizlerine gére o, p, @, B, 8 GST monomerleri
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yapisal olarak benzer organizasyondadir Tki domaini birbirine baglayan kisa aminoasit
artiklarindan olugsur. Domain I (GSH baglanma boélgesi) proteinin N terminal
bolgesinde bulunur ve o/f yapisindadir. Domain II ise (H bolgesi), pek ¢cok hidrofobik
yapinin baglandigi bolgedir (Bucciarelli ve ark.,1999).

Sekil 2. Sitosolik GST Enzimleri (Nilsson L. O.,2001)

Inoue N. ve ark. 1999 yilinda erkek farelerde giinliik 24 saatlik peryotta GST
aktivitesini incelemislerdir. CDNB’ye kars1 en yiiksek GST aktivitesi saat 13.00 ve
21.00°de tespit edilmisgtir.

Enzimlerin yapisina katilan aminoasitlerin kompozisyonu olduk¢a onemlidir.
Insan ve sigan GST enzimlerinde, en fazla bulunan amino asitler aspartik asit, glutamik
asit ve 16sindir. Triptofan ve sistein aminoasitleri ise, siganda ¢ok diisiik miktarlarda

bulunurken, insanda hi¢ bulunmamaktadir.



18

Cizelge 1. GST Enziminin Aminoasit Analizi (mol basina) (Fleischner ve ark. 1976)

Aminoasit Adi Sican Insan Aminoasit Adi Sican Insan
Alanin 25 27 Losin 48 58
Arginin 22 23 Metionon 9 13
Aspartat 41 34 Prolin 21 21
Fenilalanin 19 18 Serin 19 20
Glisin 20 20 Sistein 5 -
Glutamat 44 52 Tirozin 18 18
Histidin 6 6 Treonin 12 6
izolosin 20 28 Triptofan 8 -
Lizin 35 44 Valin 18 14

Her enzimin yapisinda, 6zgiil oldugu substratinin baglanabildigi bir veya birkag
katalitik bolge bulunmaktadir. GST enzimi birden fazla substrati taniyabilme
ozelliginden dolay1, kismi ozgiilliik gosteren bir enzimdir. GST enzimi iki substrat

baglama bolgesine sahiptir.

1. G Bolgesi: GSH kosubstratina 6zel olan ve GSH’1n baglandig1 ceptir. GST’nin G
bolgesi ile GSH interaksiyonunun 6ne siiriilen modeline gore; GSH’1n yapisina katilan
glutamat aminoasidinin amino (NH3) ve karboksil (COOH) gruplart ve glisin
aminoasidinin karboksil grubu ile GST enziminin G bdlgesindeki aminoasitler arasinda
meydana gelen hidrojen baglari ile bu bdlgeye baglanma gergeklesmektedir. GSH’un
tiyol grubu (SH), cebin agik olan kismina doniik olarak yerlesmistir. Ciinkii diger

substratlara baglanan grup, bu tiyol grubudur. GST enziminin GSH ile konjugasyonu
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icin tiyol grubunun pozisyonu ¢ok Onemlidir. Dolayisiyla L-sistein’in, D-sistein, L-
homosistein ve L-penisilamin ile substitusyonu sonucu olusan GSH analoglari, GST
icin kosubstrat olarak GSH ile yer degistirme kapasitesine sahip degildir. Bu analoglar
GST tarafindan kullanilmamaktadir. Ciinkii GST’nin baglayacagi substratin
secilmesinde tiyol grubu 6nemli rol oynamaktadir. Aktivitenin tam kaybina neden olan,

GSH molekiiliiniin tek grubu; tiyol grubudur (Anton ve ark. 1990).

2. H Bolgesi: Hidrofobik elektrofilik substratlarin, GST enziminin katalitik merkezinde
bagladig1 hidrofobik bolgedir. Nishihira ve ark.nin (1995 b), GSH ve CDNB substratina
kars1 olan katalitik aktiviteyi kompetatif sekilde inhibe eden bir GSH analogu olan S-[2-
(2-floro-4-nitrofenoksi)etil|glutatyonu kullanarak gerceklestirdikleri calismada, sigan
karaciger GSTn enziminin elektrofilik substrat baglanma bdlgesini ortaya konmustur.
Calismalar GSH analogunun, G ve H bdlgelerini igeren aktif bolgeye spesifik olarak
baglandigin1 gostermistir. Analogun GSTrn ile tepkimesinden sonra aminoasit dizi
analizi yapildiginda, aktif bolgenin 122-128. aminoasitleri (Ala-Leu-Pro-Gly-Xaa-Leu-
Lys) icerdigi gozlenmistir. Yine GSTxn’nin H bolgesinde His 126 kalintisinin bulundugu
diisiiniilmektedir. Sican GSTrn izoenziminin C terminal bélgesinin roliinii arastirmak
icin karboksipeptidaz A ve B ile delesyona ugratilarak yapilan baska bir ¢calismada, bu
bolgenin 201. ve 209. aminoasit kalintilar1 arasinda oldugu ortaya konmustur (Arg-Pro-
Ile-Asn-Gly-Lys-Gln). Karboksipeptidaz aktivitesi ile bu yedi aminoasit ¢ikarildiginda,
katalitik aktivite %5 oraninda azalmistir. Bu bolgedeki 9 aminoasit ¢ikarildiginda ise
aktivite tamamen kaybolmustur. Veriler C terminalinin, aktif bélge konformasyonunun
stabilizasyonunda Onemli rol oynadigini gdstermektedir. Bir baska caligmada Tyr
108’in Phe ile yer degistirmesinin K, degerini 14 kat azalttif1 gozlenmistir. Fakat H
bolgesinin substrat affinitesi degismemistir. Tyr 108’in OH grubunun rolii, GSH’un
elektrofilik substrat ile konjugasyonu gibi kimyasal bir basamak ig¢in transisyon
durumunu korumak olabilir (Lo Bello 1997). Orozco ve ark. (1997), serbest enerji
perturbasyon tekniklerini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, Tyr 7’°nin roliiniin su
molekiilleri ile hidrojen bag1 araciligi ile hidratlasarak, tiyolat anyonunu stabilize etmek

oldugunu ortaya koymuslardir.

Boceklerdeki GST enzim ailesi, insektisitlerin toksik etkilerine karsi temel bir
savunma sistemi olarak bilinir. Ornegin Musca domestica’da organofosfat grubu

insektisitlere direngli mutantlarin GST’nin yiiksek seviyelerine sahip oldugu
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bulunmustur. (Zhau ve Syvanen, 1997). Plapp tarafindan 1984°te Musca domestica’nin
2. kromozomunda lokalize olmus olan genlerin organofosfatli insektisitlere karsi direng

gosteren, GST nin ekspresyonunu kontrol ettigi gosterilmistir (Kence, 1998).

Sandermann (1992), bitkilerin yabanci kimyasallar1 transformasyon, baslica
oksidasyon ve hidroliz (faz 1), bunu takiben konjugasyon (faz II) olmak iizere 3

basamakta metabolize ettigini ileri stirmiistiir.

Suzuki ve ark. (1993) yaptiklar1 ¢alismada, cesitli insan GST genleri ve
pseudogenleri kodlayan genomik DNA’y1 izole etmislerdir. Buna gore biitiin genler,
sicanlardaki o siifi genlere benzer olarak esit uzunluktaki 7 eksonun baglanmasindan
olusmustur. GST Al geni, yaklasik 12kb. uzunlukta ve diger a gen dizisine yakindir.
Pseudogenin ekson 7’si ve GST A1l geninin ekson 1’1 arasindaki 17 kb.’lik intergenik
bdlgenin tiim dizisi belirlenmistir. Karakterize edilmemis bir GST o’y1 kodlayan ilave
bir gen belirlendi. Bu genden olusan protein, GST Al izoenzimine kiyasla 19 aminoasit
substitusyonuna sahiptir. Ayrica tek bazli veya tiim ekzon delesyonlu pseudogenler

belirlenmistir.

Menegon ve ark. (1998), GST polimorfizmi ve Parkinson hastalig1 arasindaki
iliskiyi inceleyen calisma yapmislardir. Parkinson hastaligi, nérotoksin ve pestisitlerin
neden oldugu bir hastaliktir. Pestisitleri de i¢ine alan ksenobiyotikleri metabolize eden

GST’1n Parkinson hastalig1 patojenezisinde 6nemli rolii olabilir.

2.2.2. GST Enziminin Gorevleri

GST enzimi, ksenobiyotikler ve belirli endojen bilesikleri igeren elektrofillerin,
GSH ile kovalent baglanmasini saglayarak detoksifikasyonuna yardimci olur. Ayrica
besinlerle almman toksik maddelerin, metabolik islemleri sirasinda, alinan besinlerin,
besinsel degerlerini kaybettirmeksizin eliminasyonunu saglamaktir. En 6nemli gorevi;
GSH’1in tiyol (-SH) gruplarina baglanma seklinde, ksenobiyotiklerdeki reaktif
elektrofilik merkezlerin detoksifiye edildigi tepkimeleri katalizlemektir (Habig ve ark.
1974) .
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GST enziminin diger énemli gorevi; prostoglandinlerin izomerizasyonu, hem,
bilirubin, safra tuzlar1 ve yag asitleri gibi nonsubstrat ligandlar1 GSH ile baglayarak,
taginmasina yardimci olmaktir. GST, nonspesifik bir hidrofobik bir baglanma bdlgesine
(H bolgesi) sahip oldugu i¢in, nonpolar molekiiller icin intraselliiler baglanma proteini
olarakta rol oynamaktadir (Boyer 1989). GST’nin bir¢ok formuna nonsubstrat ligandin

baglanmasi, genelde enzimatik aktivitenin kaybi ile sonu¢lanmaktadir.

GST enzimi; klorambusil, melphalan, siklofosfamid ve mitoksantren gibi ¢esitli
antikanser ilaclar, hormonlar, hidrokarbonlar ve diiiretik ilag olan etakrinik asit gibi
endojen metabolitleri GSH ile baglayarak, suda daha kolay ¢oziiniir hale getirmekte,

idrar ve safra yoluyla atilimini kolaylastirmaktadir (Arias ve Jacoby 1976) .

Ayni1 zamanda reaktif elektrofilik bilesiklerin viicuda zarar vermesini, ayni tiir
bilesikleri birbirine kovalent baglayarak da oOnleyebilmektedir. Ligandlarin bir¢ogu,
karacigerde GST enzimine bagli olarak bulunmaktadir. Dolayisiyla GST varliginda,
baz1 ligandlarin serbest halde bulunusu engellenerek, steroid gibi toksik bilesiklerin
karacigere verecegi zararlar ortadan kaldirilmis olur (Puchalski ve Fahl 1990). GST, ¢ok
sayida reseptér molekiiliine, siilfiir grubunu aktarabilir. Bu ksenobiyotik akseptorler
icerisinde, nitrojenli, halojenli bilesikler, organofosfatlar (pestisitler dahil), polisiklik
aromatik hidrokarbonlar gibi bilesikler yer almaktadir. Ayrica GST, oksijen varliginda
lipid ve DNA’da meydana gelen zararli uglari, DNA hidroperoksitlerin son metabolik
iriinlerini, alkenol ve endojen elektrofil bilesikleri detoksifiye etmektedir (Arias ve

Jakoby 1976).

Di Ilio ve ark. (1995), florodifen, fenarimol, asiflorfen, 2,4-D, metilparation,
paraquat ve pyrazophos’un o, p ve m smifi GST enzimleri tarafindan baglanmasini
2-p-toluidinilnaftalen-6-siilfonat (TNS) floresans inhibisyon teknigini kullanarak,
belirlemislerdir. Her 3 enzim de pestisitleri baglayabildigi halde, p sinifi daha yiiksek

aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

GST enziminin etki seviyesi; organlarin toksik ajanlara karsi korunmasinda
olduk¢a onemlidir. Pek ¢ok GST uyaricist fenoller, N-heterosiklik bilesikler, oltipraz
gibi dithiothiones bilesikler bir¢ok antikanser ilacinda kullanilmaktadir. Bunlarin yol
actig1 etki, hiicreleri 6nemli Gl¢iide oksidatif strese maruz birakabilir ve GST enzimi,

hiicreleri bu oksidatif strese karsi koruyor olabilir (Cho ve Kim 2000) .
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- Hidroperoksitlerin indirgenrnesi
2G8H GHSG6G
M S_z OH + H
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- &romatik substitusyon reaksiyondan
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| NO, NO,
— +Cl
NO, NO,

Sekil 3.GST Enziminin Gorevleri (Nilsson L. O.,2001)
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Aniya ve Daido (1993), sicanda t-butil hidroperoksit, cumene hdroperoksit ve
linoleik asit hidroperoksitin, karaciger mikrozomal GST enzimi iizerine etkisini
calismuslardir. Veriler, mikrozomal GST’in GSH’un varliginda veya yoklugunda, daha

organik hidroperoksitler tarafindan aktive edildigini gostermistir.

2.2.3. GST Enziminin Substrat Ozgiilliigii

GST enzimi, oldukg¢a genis bir substrat 6zgiilliigii gostermektedir. Bir enzimin
ozgilligl, aktif bolgesinin, stereospesifik konfigurasyonundan ziyade, lipofilik bir
bariyer veya bir uyarilma bariyeri tarafindan korunmasina baghdir. Bu durum genis

substrat 6zgiilliigiinli agiklar.

1-kloro 2,4-dinitrobenzen (CDNB) ve p-nitrobenzilklorid, GST enzimi i¢in iyi
substrattir. GST enzimi bu 2 substrata kars1 oldukca yiiksek spesifik aktiviteye sahiptir.

GST enzimlerinin substratlarina, alifatik ve aromatik halojen nitrobilesiklerine
karaciger ekstrat1 diizeyinde rastlanir. GST enzimleri, bu bilesiklere kars1 kalitatif ve

kantitatif farkliklar gosterirler.

GST enzimi, substratin yapisindaki molekiillerin yer degistirmelerine de
(substitusyon) duyarlidir. Buna 6rnek olarak; GST’nin substitue Stirenoksit’lere karsi
ozgiilliigii verilebilir. Stirenoksit molekiiliiniin degisimi, substrat aktivitesinde azalmaya
neden olmustur. Bir nitro grubu veya halojen tarafindan fenil halkasinin
monosubstitusyonu, aktivitede % 40-70 kayba neden olmustur. Bu gruptaki en zayif
substrat, 4-fenil stirenoksit’tir. Oksiran halkasinin 7. karbon atomundaki metil veya
fenil substitusyonu, aktivitede tamamen azalmaya neden olmustur. Cis durumu diistik

aktiviteye sahipken, trans durumu ytiiksek aktiviteye sahiptir.

Wareing ve ark. (1993), yaptiklart ¢alismalarda o ve m sinift GST enzimlerinin
1-kloro-2,4-dinitrobenzen’e (CDNB) karsi direngli oldugunu, CDNB uygulamasi ile
GST aktivitesinin yaklasik 1.5 kat arttifim gostermislerdir. Ayrica, CDNB’ye
direngliligin a ve m sinift GST seviyelerindeki bir artis ile ilgili oldugunu, « ve m sinifi

GST seviyesindeki artigin, gen amfilikasyonu veya artmig mRNA seviyelerinden degil,
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mRNA kullanimi1 veya protein stabilizasyonundaki degisimden kaynaklandigini 6ne

siirmiislerdir.

Sluis-Cremer ve ark. (1996), GST = iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, oksidatif
inaktivasyondan sonra bu enzimin dogal konformasyonunu geri kazanabilme yetenegine
sahip oldugunu tespit etmislerdir. GST n’nin hidrojen peroksit aracili oksidasyonun,
disiilfid baglarimin olusumu ile sonuglandigini, okside enzimin ditiyotreitol veya GSH
ile muamelesiyle, enzimatik yetenegin tekrar geri kazamildigim1 goérmiislerdir.
Ditiyotreitol uygulamasinin, enzimin hidrodinamik hacmini geri kazandirdigini, protein
molekiiliindeki sekonder ve tersiyer yapisal degisikliklerin ise halen mevcut oldugunu
gormiislerdir. Bu ylizden okside GST ve ditiyotreitol uygulanmis okside GST’nin, dogal

enzimden daha az termostabil oldugunu ileri stirmiislerdir.

GST enzimi, aktif merkezinde 1’den fazla katalitik bolgeye sahiptir. (G bolgesi
ve H bolgesi) ve genis bir substrat 6zgiilliigli gdstermektedir. G bolgesine baglanan
niikleofil, GSH molekiiliiniin yapisindaki tiyol grubu; H bolgesine baglanacak elektrofil
substratin R grubu ile etkilesen ve substrat 6zgiilliinde rol alan bir gruptur (Morgenstern

ve ark. 1987).
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Glutatyon :

Molekiil yapist
SH
] ol C
O-w H \)J\ o
NH,+
Kimyasal Formiil: C7 H17 N3 06 S
Fiziksel Formu: Beyaz, kristal kat1
Molekiiler Agirhigi: 307,33
Erime Noktasi: 192-195°C
Suda Coziintirliik: Su, etanol, s1tvi amonyak, dimetilformamidde kolay
¢Oziiniir.

pH (10g/L; H,0; 20°C): 3

Glutatyon, GSH seklinde sembolize edilen, kokoid igeren y-Glu-Cys-Gly dizili
bir trieptiddir. Ik defa 1921 yilinda Hopkins tarafindan bulunmustur. 1935 yilinda ise
Harington ve Mead adli bilim adamlar tarafindan y-Glutamil-L-sisteinil-glisin halinde
sentezlenmistir. GSH bir¢ok hiicrenin 6nemli bir tiyol bilesigidir. Hiicrelerdeki derisimi,
0,1-10mM arasindadir. GSH molekiiliindeki en 6nemli kimyasal aktif grup, tiyol (-SH)
grubudur. GSH molekiili, 2 peptid bagi, 2 karboksilik asit grubu, 1 amino grubu ve 1
tiyol grubuna sahiptir. Yapidaki sistein aminoasidi diisiik ¢Ozilniirliige sahiptir.
v-Glutamil baglantisi, proteazlarin yikimina dayaniklt molekiil olusturdugu icin, GSH
molekiilii, bir¢ok proteolitik aminoasidi yapidan ayirabilir. GSH molekiiliiniin
fizikokimyasal Ozelliklerinden birisi, Pirie ve Pinhey adli arastiricilar tarafindan
belirlenen proton ayrilma sabitleridir. Yapidaki onemli gruplarin pK degerleri soyledir

(Pirie ve Pinhey 1929)

SH: 9,2 NH;: 8,6 COOH: 3,53 COOH: 2,12
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GSH’1in katildig1 tepkimelerde, 2 GSH molekiilii aralarinda 1 disiilfid bagi
olusturarak birlesmekte ve okside glutatyon (GS-SG) meydana gelmektedir. GSH un
uzunlugu 15 A° iken, GS-SG’un uzunlugu 23 A° ‘dur. GS-SG, normalde bir hidrat
olarak bulunan, beyaz kristal bir katidir. Molekiil agirlig1 612,63 Da, erime noktas1 178-
182 °C’dir

v-Glu — Cys —Gly
|

S
|
S
|
Gly — Cys —v-Glu

Sekil 4. Okside Glutatyon (Nishino ve Ito 1989)

Olusan GS-SG molekiilii, pentozfosfat yolunda sentezlenen NADPH+H" ile
rediiklenerek, tekrar GSH molekiiliine doniistiiriilmektedir. Hiicre toksik bir bilesik ile
karsilastig1 zaman meydana gelen GSH’un, GS-SG’a doniisiimii olayi, toksik bilesigin
suda daha ¢oziiniir hale gelmesi ve son iiriin olarak merkapturik asit tiirevlerinin olusum

tepkimeleri, GSH bagimli enzimler tarafindan katalizlenmektedir (Aniya ve Anders,

1989).

Nishihira ve ark. (1995 a), bir GSH analogu kullanarak, GST n’nin elektrofilik
substrat baglama bolgesini incelemislerdir. Bu GSH analogu, GSH ve CDNB’ye kars1
kompetatif bir inhibisyonla katalitik aktiviteyi inhibe etmistir. Bu analog, muhtemelen
122-128. aminoasitleri iceren G ve H bolgesinin yer aldig1 aktif bolgeye kovalent olarak

baglanmistir.

Zhang ve ark.na (1998) gore; detoksifikasyon sisteminin énemli komponentleri
GSH, GSH bagimli enzim ve GSH konjugati pompasidir. Bu sistemde bir GSH;
antikanser ila¢ ile daha az toksik ve suda daha kolay ¢oziinen GSH konjugatlar

olusturmak i¢in birlesmektedir. GSH konjugatlari, GSH konjugati pompasi (GS-X
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pump) veya multidrug resistance proteini (MRP) tarafindan hiicre disina atilmaktadir.
Bu sistem ile antikanser ilaglarin artmis detoksifikasyonu, ila¢ direncliligini

dogrulamaktadir.

GST, GSH’1n aktivitesiyle daha reaktif tiyolat anyonu (GS’) olusturur. Herhangi
bir nedenle calisan bu mekanizma, organizmayi yiiksek oranda korumaktadir. GSH
baglanma bolgesinde Tirozin artiklari bulunur. (Tyr®, Tyr® ve Tyr ' o-, p-, =-

siiflarinda) (Patrick S. ve ark. 2001)

Inoue I ve ark.na (1999) gore; GSH seviyesi beslenmeden etkilenmektedir.

Ayrica besinlerdeki aminoasit icerigi de GSH seviyesini etkilemektedir.

Sheweita ve Mostafa (1996); N-nitrozaminlerin farkli kimyasal formlarinin
GSH, GSH rediiktaz ve GST enzimi iizerine in vitro etkisini incelemislerdir. GSH
seviyesinin metilpropilnitrozamin ile %81 azalmis, dietilnitrozamin ile %50 artmus,
etilmetil-nitrozaminden etkilenmemis oldugunu tespit etmislerdir. Sonuglar, nitrozo
grubunun substitusyonu seklinde kimyasal yap1 degisikliklerinin GSH metabolizleme

enzim seviyelerini degistirdigini gostermistir.

Ploemen ve ark. (1996) tarafindan alkol bagimlilarinin tedavisinde kullanilan bir
ilag olan, distilfiram (DSF) ve onun rediikte formu olan dietilditiyokarbomatin
(DDTC), sican ve insan karaciger GST ile etkilesiminin reversibl inhibisyonu ve
zamana bagli inaktivasyonu g¢alisilmistir. En fazla duyarlilik, sistein igermeyen, insan
GST a 2-2 izoenzimindedir. Sonuglar 1 tiyol kalintisinin bu inaktivasyona katildigini
ve inaktif GST‘nin GSH veya ditiyotreitol uygulamasi ile geri cevrilebilecegini

gdstermistir.

Aniya ve Daido (1993) si¢anda t-butil hidroperoksit, cumene hdroperoksit ve
linoleik asit hidroperoksitin karaciger mikrozomal GST enzimi iizerine etkisini
calismislardir. Veriler, mikrozomal GST’in GSH’un varliginda veya yoklugunda, daha

organik hidroperoksitler tarafindan aktive edildigini gosterdi.
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2.2.4. GST Enzim Metabolizmasi

1875 yilindan bu yana yapilan ¢alismalar sonucunda, bazi ksenobiyotiklerin
L-asetilsistein bilesikleri (merkapturik asitler) halinde safra ile atildiklar1 kanitlanmastir.
Bu baglamada ilk tepkime, GST ile katalizlenmektedir. Olusan GSH bilesiklerinden
once glutamat ve glisin aminoasidi ayrilmakta, sonra sistein kalintisinin serbest amino
grubunun asetilasyonu ile merkapturik asitlere metabolize edilmektedir. Merkapturik
asitler, suda ¢oziinebilen, idrar ve safra yoluyla viicuttan atilmaya uygun son iiriinlerdir.
Mekanizmada tepkimeye katilan element, niikleofil olarak glutatyon tiyolattir (GS™).
GS™, bircok substrat i¢gin niikleofil olabilir. Tepkime, uygun bir tiyoeter olusturmak
lizere, yeteri kadar elektrofilik karbon atomuna GS“in atagi ile sonuglanmakta, bu
sekilde aktiflesen substrat (kimyasal madde-SG), GST katalizérligiinde meydana
gelmektedir. Olusan GSH tiirevleri, enzimatik olarak sistein tlirevlerine
doniistiiriilmektedir. Bu tiirevler asetillenerek, N-asetilsistein tiirevlerini meydana

getirmektedir (Pabst ve ark. 1974).

Bir merkapturik asit tiirevi olusturmayan organik tiyosiyanatlar durumunda,
GS’; -C=N ve RS- kisimlarinin bagil polariteleri tarafindan belirlenen bir tarafa atak
yapar. R gruplarinin elektronik karakteristigi, atak bolgesine karar vermede rol oynar.
Alkiltiyosiyanatlar ve benziltiyosiyanatlar i¢in atak, ayrilan grup olarak siyanidli siilfiir
atomunadir. Nitrat esterleri durumunda ise, Glutatyon S-nitrat ile sonuclanan GS ‘in
hedefi elektrofilik nitrojendir. Goézlenen iiriinleri olusturmak icin GS™ ‘in ara {iriine 2.
atagr s0z konusudur. Nitrogliserinin B pozisyonundaki nitrat yer degistirir. Nitrit

meydana gelir (Habig ve ark. 1974).

Sican ve insan homojen enzim preparatlari ile yapilan ¢aligmalarda, onlarin her
birinin benzer biiyiikliikte bir baglanma proteini oldugu bulundu. Bu enzimler, ¢ok
yapiskan, baglayic1 karakterdedir. Baglanmay1 etkileyen faktorler ligandin hidrofobik

bolgelerine veya molekiillerin benzer veya farkli olmalarina baglhidir.
GST enziminin bagladigi ligandlar, 3 gruba ayrilir:
1.) Proteinlerle reversibl baglidir ve substrat degildir. (Bilirubin gibi)

2.) Uygun bir reaktif merkezi tasiyan ve siki baglh GS™ tarafindan atak yapilan
bilesikler (Substratlar)
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3.) Uygun reaktifler. Enzime bir kere baglanirlar ve protein ile kovalent bag
olusumu ile tepkimeyi yiiriitiirler. Ornegin; CDNB ile muameleden sonra

olusan iiriin.

Enzimin ligandlar ile etkilesiminde, pasif rol oynadigi tartigilmaktadir. Bir
goriise gore, elektrofilik substratlarin baglanma noktasina yakin GSH’larin aktivasyonu,

diger goriise gore ise; GSH ve elektrofilik substratlarin yakinlagsmasi olarak onerilmistir.

2.2.5. GST Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

a) YAS: Dogum sonrast GST seviyesindeki artis hizli bir sekilde baslar ve 7 hafta sonra
erigskin seviyesine ulasir. Peters ve ark.(1995 b), insan lenfositi iizerinde yaptiklari
calismada, GST-GSH sisteminin yaslanma ile azaldigini tespit etmislerdir. GST nin
farkli izoenzimlerinin yas artisi ile artig hiz1 ve artis donemleri birbirlerinden farklidir.
Temellini ve ark.(1995), yaptiklar1 bir ¢aligmada, karaciger GST aktivitesi ve yas
arasinda zayif fakat negatif bir korelasyon oldugunu tespit etmislerdir. Ancak buna

benzer bir durum kalinbagirsak, renal korteks ve akcigerde gézlenmemistir.

b) CINSIYET: GST aktivitesi erkek bireylerde daha yiiksektir. Karaciger ve bobrekteki
GST’nin erkek/disi oranlar1 farklidir. Kadinda renal korteks ve akcigerde GSH ve
CDNB konjugasyon hiz1 zayif fakat onemli derecede erkekten daha yiiksek oranda

gozlenmistir (Temellini ve ark. 1995).

¢) DOKU CESIDI: GST enzim aktivitesi ksenobiyotik bilesiklere en fazla maruz kalan
karaciger, bagirsak, bobrek gibi dokularda oldukea yiiksektir.

d) HORMONLAR: Cinsiyet farkliligina bagh olarak, hormon ¢esidi ve miktarindaki
farklilik GST aktivitesini etkiler. Carillo ve ark. (1995), insiilin ve glukagonun sigan
hepatosit GST enzimi {izerine etkisini incelemislerdir. Siganda insiilint+glukozun
intravendz uygulamasi sonucu hepatik sitosolik GST aktivitesi 30 dakikada % 56
artarken, mikrozomal GST aktivitesinde herhangi bir degisiklik gozlenmemistir.
Glukagon enjeksiyonu, hepatik sitosolik GST aktivitesinde % 43 azalmaya sebep

olurken, mikrozomal GST’yi etkilememistir.
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e) BESLENME: Aclik durumunda ve proteinden yoksun beslenme sonucu GST
aktivitesi azalmaktadir. insanda glikosinolat iceren Crucifera tipi bitkilerin (Briiksel
lahanas1 gibi) yiliksek miktarda tiiketiminin kanser riskini azalttigi 6ne siiriilmektedir.
Briiksel lahanasi tiiketiminin duodenal, rektal ve lenfotik GST ve GSH seviyelerine

etkisi aragtirilmis, sonugta GSTa ve © seviyelerinin arttig1 saptanmustir.

f) PATOLOJIK DURUM: Ozellikle karaciger dokusu hastaliklarinda, GST aktivitesi
degismektedir. Kronik hepatit C’li hastalar lizerinde GSTa izoenziminin klinik 6nemini
belirtmek i¢in, serum GSTa seviyeleri incelenmis ve hastalarin %93’iinde GSTa
indiiklenmistir. Enzimin artis seviyeleri, bu lezyonlarda olusan ila¢ direnclilik
fenotipine katildigimi gostermektedir. Nelson ve ark.(1995) GSTa ile lobiiler ve safra
kanali lezyonlar1 arasinda iliski oldugunu ve GSTo’nin serum aminotransferaz kadar

diagnostik bir 6neme sahip oldugunu gostermislerdir.

g) TUR FARKLILIKLARI: Ksenobiyotiklerin yarilanma siireleri, organizmanin
tiriine gore degismektedir. Bu durum detoksifikasyon enzimlerinin farkli tiirlerde

degisen miktarlarda bulunmasi ile agiklanabilir.

h) KIMYASAL FAKTORLER: GST enziminin etkiledigi substrat, nonsubstrat
ligandlar, enzimi aktive veya inhibe edebilir. Bunun disinda detoksifikasyon metabolik
yolu son iirlinlerinin ortamda birikmesi, ortamin pH’si, 1s1, radrasyon vb. faktorlerde

etkilidir.
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3. MATERYAL METOT:
3.1. MATERYEL
3. 1. 1. Kullanilan Deney Hayvanlar:

Deneylerde kullanilan erkek ve disi beyaz siganlar (Swiss albino-Rat rattus
norvegicus), Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve
Aragtirma Merkezi (DHYAM)'nde inbreed yontemiyle (kardesler arasinda
ciftlesmelerle soylarin elde edilmesi)  yetistirilmistir. Deneylerde ayni deney

periyodunda esit sayida erkek ve disi sicanlar kullanildi.

Bu ¢alismada, her bir deneyde, kontrol gruplart i¢in 4, deney gruplar i¢in 8

olmak iizere toplam 96 adet sican deneye alindi.

3. 1. 2. Kullamilan Kimyasal Maddeler
e DNOC ( 4,6-dinitro-ortho-cresol), Across Organics %98
e Potasyum Kloriir, (Merck)
e Glutatyon (Merck)
e CDNB (1-kloro-2,4-dinitrobenzen) (Merck)

e Bidistile su

3.2. YONTEM

Deneylerimizde 250-300 gr agirliginda sigcanlar kullanildi. Siganlarin deney
grubuna DNOC (2.8mg/kg viicut agirligl), kontrol grubuna serum fizyolojik
intraperitonal enjeksiyonla uygulandi. Enjeksiyondan Once siganlar yemek ve sudan
kesilip, 24 saat a¢ birakildi. Enjeksiyondan hemen sonra kafeslerine geri konan
siganlara su ve yemek verilerek, metabolizmanin hizla harekete gecirilmesi saglandi.
Enjeksiyon isleminden 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64 ve 72 saat sonra ise, servikal dislokasyon
yolu ile dldiiriilen si¢anlarin karaciger, bobrek, incebagirsak ve beyin dokular1 ¢ikartilip

tamponda yikandiktan sonra homojenat elde etmek i¢in 1/3 agirlik/hacim olacak sekilde
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0,15 M soguk KCl ile ayr1 ayr1 6ziitleyici tiipe alinarak homojenize edildi. Daha sonra
homojenatlar ultrasantrifiijde (RC-5 SuperSpeed Refrigerated Centrifuge) 48000 g.'de
30 dakika gevrildi ve elde edilen siipernatant enzim kaynag olarak kullamldi. Oziitleme
ve santrifiij islemlerinin her zaman soguk ortamda (0-4 °C) ve buzlar arasinda

yapilmasina 6zen gosterildi. (Referansi yaz)

3. 2. 1. Glutatyon S-transferaz Aktivitesi Tayini
Cozeltiler
1.) 10 mM. Potasyum fosfat tamponu ( pH:6,7; 25°C)

2)5 mM GSH (pH:6,7 olan 10mM potasyum fosfat tamponunda taze olarak

hazirlandi).
3.) 0.25 mM CDNB (etil alkolde (%99) hazirlandi).
4.) Siipernatan
Yontem

Cozeltiler kuvars deney kiivetine konulup, karigtirildi. GST enzim aktivitesi,
enzimin katalizledigi GSH ile CDNB arasinda tiyoeter bagimin olusmasinin CECIL

5000 spektrofotomotrede 340 nm. dalgaboyunda izlenmesi ile tayin edilmistir.

Deney Karigimi
pH:6,7, 10 mM. Pot. Fos. Tamp. 1,67 ml
5 mM. GSH (tamponda taze) 0,20 mI
CDNB (%99 etil alkolde) 0,08 ml
Siipernatan (6rnek) 0,05 ml

Cizelge 2. Enzim aktivite tayini i¢in deney karigimi

Spektrofotometrede ilk okuma alindiktan sonra, 1’er dak. araliklarla 4 okuma
daha alind1. 4. okuma ile 1. okuma arasindaki farkin ortalamasi, AE/At (U/mg.) degerini

verir (Celik 1995, Oztop 1989).
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3. 2. 2. Dokularda Protein Tayini

Bu calismamizda karaciger, bobrek, bagirsak ve beyin dokularindaki protein

tayini i¢in Bradford yontemi kullanildi (Bradford M.M.,1976).

3. 2. 3. Spesifik Aktivite Tayini

Bradford yontemi kullanilarak elde edilen Cproein degeri ve okumalarda

elde edilen AE/At degerleri, enzim aktivite tayini i¢in asagidaki formiilde kullanildi.

Spesifik Aktivite = v AE /At (U / mg)

E.dv.C.protein

V: Son hacim
Molar Sogurma Katsayisi ( 10 mM ™" cm™)
d: Isik yolu (cm)
v: Kullanilan enzimin hacmi
AE/At: Birim zamanda (1 dk.) absorbsiyon farki

Chprotein: Enzimin derisimi (mg/ml)

3.2.4 Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin degerlendirilmesinde, SPSS paket programi (11.0 versiyonu)
kullanilarak, serum fizyolojik ve deney gruplar karsilastirmalarinda bagimsiz t testi
yapildi. Sonuglarda ortalama ile standart hata (Ort=SH) beraber verildi. Analizlerde o
0,05 olasilik degeri ile degerlendirme yapilda.
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4. BULGULAR

4.1. Karaciger GST Aktivitesinin incelenmesi

DNOC’un erkek sicanlarda karaciger GST aktivitesi lizerine etkisi sekil 5’de
gosterilmistir. Serum fizyolojik uygulanan kontrol gruplar1 ile DNOC uygulanan deney
gruplarinin karaciger GST enzim aktiviteleri zamana bagl incelendiginde, deney
grubunda genel olarak GST enzim aktivitesinin arttig1 gézlenmistir.

Deney grubu hayvanlarinda 0. saatte istatistiksel acidan anlamsiz olarak
degerlendirilen bir aktivite goriilmiistiir. Daha sonra 2. saatten 16. saate kadar enzim
aktivitesinde artig belirlenmistir (p>0,05). 16. saatte meydana gelen aktivasyon kontrol
grubunun %20.22 si kadar olmustur. GST enzim aktivitesindeki bu artis istatistiksel

acidan da anlamlidir (p<0.05) (cizelge 3).
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Sekil 5. DNOC’un Erkek Siganlarda Karaciger Dokusu GST Enzim Aktivitesi Uzerine

Etkisinin Zamana Bagli Degisimi

DNOC’un disi sicanlarda karaciger GST aktivitesi lizerine etkisi sekil 6’da

verilmigtir. Disi sicanlarda kontrol ve deney gruplarinda, karaciger GST enzim
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aktivitesi zamana bagli incelendiginde, genel olarak benzer bir grafik elde etmemize

ragmen, deney grubunda GST enzim aktivitesinin kontrole gore arttifin1 gérmekteyiz

(cizelge 3).
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Sekil 6. DNOC’un Disi Siganlarda Karaciger Dokusu GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisinin Zamana Bagli Degisimi

Disi ve erkek siganlarda karaciger dokusu GST enzim aktivitesi kontrol grubu ile

paralellik gosterdigi dikkati cekmektedir.

4.2. Bobrek GST Enzim Aktivitesinin incelenmesi

DNOC’un erkek sicanlarda bobrek GST aktivitesi iizerine etkisi sekil 7°de
verilmistir. Erkek sicanlarda bobrek GST enzim aktivitesi kontrol grubunda 0. saatten
72. saate kadar diislis gostermistir. Ancak GST aktivitesindeki bu diisiis istatistiksel
acidan anlamsiz olarak degerlendirilmistir (p>0.05). Kontrol grubunda GST enzim
aktivitesinin 0. saatte en yiiksek (8,7+0,77) seviyede oldugu saptanmustir.

Deney grubu GST enzim aktivitesinin ise 0. saatten 8. saate kadar arttigi
belirlenmistir. Deney grubunda GST enzim aktivitesindeki en yiiksek deger 8. saatte
(8,8+0,24) oldugu goriilmiistiir. Deney grubunda, 16. saatten 72. saate kadar GST enzim
aktivitesinde diisiis saptanmistir. 72. saatte anlamsiz bir inhibisyon goriilmekle beraber,

kontrol grubu ile hemen hemen ayni degerlerde kalmistir (¢izelge 3).
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Sekil 7. DNOC’un Erkek Sicanlarda Bobrek Dokusu GST Enzim Aktivitesi Uzerine

Etkisinin Zamana Bagli Degisimi

DNOC’un disi sigcanlarda bobrek GST aktivitesi ilizerine etkisi sekil 8’da
verilmistir. Disi sicanlarda kontrol ve deney gruplarinda bobrek GST enzim aktivitesi
zamana bagli incelendiginde deney grubunda GST enzim aktivitesinin kontrole gore
azaldigin1 gérmekteyiz. Kontrol grubunda 0. saatten 8. saate kadar enzim aktivitesinde
artma, 16. saatten 72. saate kadar ise enzim aktivitesinde azalma goriilmiistiir. Kontrol
grubundaki en yiiksek GST aktivitesi 2. saatte tespit edilmistir (66+0.00).

Deney grubunda ise 0. saatten 16. saate kadar aktivitede bir artig goriilmekle
beraber, degerler kontrol grubunun altinda kalmistir. 16. deney periyodunda az da olsa
bir aktivasyon gozlenmistir. 32. saatten 72. saate kadar meydana gelen inhibisyon
istatistiksel agidan anlamsiz bulunmustur (p>0,05) (¢izelge 3).

Deney grubu GST aktiviteleri kontrollere gore 0. saatte %42.6, 4. saatte %41.5,
8. saatte %18.4’lik bir azalma gosterdigi belirlenmistir. Bu azalmalar istatistiksel

acidan anlamli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 3).
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Sekil 8. DNOC’un Disi Sicanlarda Bébrek Dokusu GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisinin Zamana Bagli Degisimi

Disi ve erkek sicanlarda bobrek dokusu GST enzim aktivitesinde, DNOC
uygulamasi sonucunda kontrol gruplarina goére inhibisyon belirlenmistir. Enzim
aktivitesinde goriilen bu inhibisyon disi bireylerde, erkeklere oranla daha fazla

olmustur.
4.3. Beyin GST Enzim Aktivitesinin Incelenmesi

DNOC’un erkek siganlarda beyin GST enzim aktivitesi iizerine etkisi sekil 9°da
verilmigstir. Erkek bireylerde kontrol gruplari ile deney gruplarinin beyin GST enzim
aktiviteleri zamana bagli incelendiginde, benzer bir grafik goriilmektedir. Kontrol
grubunda 0. saatten 8. saate kadar enzim aktivitesinde bir artig, 16. saatten 72. saate
kadar ise enzim aktivitesinde bir azalg belirlenmistir (p>0,05). Kontrol grubunda en
yiiksek GST enzim aktivitesi 2. saatte (3,340,04) tespit edilmistir. Deney grubunda 0.
saatten 8. saate kadar enzim aktivitesinde artis belirlenmistir. Deney grubu 8. saatte
kontrole gore %12.5’luk bir aktivasyon tespit edilmistir. GST enzim aktivitesinde
goriilen bu artis istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4). Deney
grubunun 72. periyodunda GST enzim aktivitesinde kontrole gére %21.7 oraninda bir

artis belirlenmistir. Bu artig istatistiksel agidan da anlamlidir (p<0.05) (Cizelge 4).
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Sekil 9. DNOC’un Erkek Siganlarda Beyin Dokusu GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisinin Zamana Bagli Degisimi

DNOC’un disi siganlarda beyin GST enzim aktivitesi lizerine etkisi sekil 10°da
verilmistir. Kontrol gruplari ile deney gruplarinin beyin GST enzim aktiviteleri zamana
bagh incelendiginde, disi bireylerde kontrol ve deney gruplarinda benzer bir grafik

goriilmekle birlikte, deney grubunda genel olarak GST enzim aktivitesinin arttig1

gozlenmistir.
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Sekil 10. DNOC’un Disi Sicanlarda Beyin Dokusu GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisinin Zamana Bagli Degisimi
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Kontrol grubu disi sicanlarda beyin GST enzim aktivitesinde 0. saatten 8. saate
kadar diisiis belirlenmistir. En yiiksek (5,6+1,33) GST enzim aktivitesi 0. saatte
gorlilmiistiir. 16. saatten 72. saate kadar GST enzim aktivitesinde artis saptanmustir.
Deney grubu GST aktivitesinde ise kontrol grubuna benzer bir sekilde 0. saatten 8. saate
kadar diisiis belirlenmistir. Deney grubundaki en yiiksek (5+0,78) GST enzim aktivitesi
0. saatte goriilmiistiir. Kontrol ve deney gruplarinda istatistiksel agidan anlamli
sayilabilecek herhangi bir artis ya da azalig belirlenememistir.

Erkek ve disi sicanlarda beyin dokusu GST enzim aktivitesinde DNOC
uygulamasi sonucunda benzer inis ve ¢ikiglar dikkati ¢ekmektedir. Erkek si¢anlardaki
enzim aktivitesinde anlamli artiglar oldugu belirlenirken, disi siganlarda GST enzim

aktivitesinde onemli bir degisme tespit edilmemistir.

4.4. incebagirsak GST Enzim Aktivitesinin Incelenmesi

DNOC’un erkek siganlarda ince bagirsak GST enzim aktivitesi lizerine etkisi
sekil 11°de verilmistir. Kontrol gruplart ile deney gruplarinin ince bagirsak GST enzim
aktiviteleri zamana bagli incelendiginde, erkek bireylerde kontrol ve deney gruplarinda
benzer bir grafik goriilmekle birlikte, deney grubunda genel olarak GST enzim
aktivitesinin arttigi gdzlenmistir. Kontrol grubunda ince bagirsak GST enzim
aktivitesinde 0. saatten 72. saate kadar artis gozlenmektedir. Kontrol grubundaki en

yiiksek enzim aktivitesi 16. saatte 4.9+0.98 olarak belirlenmistir.
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Sekil 11. DNOC’un Erkek Sicanlarda Incebagirsak Dokusu GST Enzim Aktivitesi
Uzerine Etkisinin Zamana Bagli Degisimi
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Deney grubunda 0. saatten 4. saate kadar enzim aktivitesinde artis olmustur. 4.
saatte GST enzim aktivitesi en yliksek degerde (7.5+£2.3) olmasina ragmen bu artig
kontrole gore istatistiksel acidan anlamsiz olarak degerlendirilmistir (p>0.05)
(cizelge 4).

DNOC’un disi siganlarda ince bagirsak GST enzim aktivitesi lizerine etkisi sekil
12°de verilmistir. Kontrol gruplar1 ile deney gruplarinin ince bagirsak GST enzim
aktiviteleri zamana bagli incelendiginde, disi bireylerde kontrol ve deney gruplarinda
benzer bir grafik goriilmektedir. Kontrol grubunda 16. saate kadar enzim aktivitesinde
artis gozlenirken, 32. saatten 72. saate kadar anlamsiz bir azalma tespit edilmistir.

Kontrol grubunda en yliksek GST enzim aktivitesi 16. saatte (4.9+£0.98) belirlenmistir.

——SF

:!: ——DNOC

U/mg proteinx10'2
N

0 Zaman

Sekil 12. DNOC un Disi Siganlarda incebagirsak Dokusu GST Enzim Aktivitesi

Uzerine Etkisinin Zamana Bagli Degisimi

Deney grubunda kontrol grubuna benzer sekilde 16. saate kadar aktivasyon ve
32. saatten 72. saate kadar 6nemsiz bir inhibisyon belirlenmistir. Deney grubundaki en
yiiksek enzim aktivitesi 16. saatte (6.7+0.51) belirlenmistir.

Erkek ve disi siganlarda DNOC uygulamasiyla ince bagirsak GST enzim
aktivitesinde goriilen degisiklikler istatistiksel agidan anlamsiz degerlendirilmistir

(p>0.05) (cizelge 4).
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Cizelge 3. Serum Fizyolojik Kontrol ve DNOC un Karaciger ve Bébrek GST enzimi Uzerine Etkisinin

Zamana ve Cinsiyete Gore Degisimi

Dokular Deney Periyodu r 0. Saat 2. Saat 4. Saat 8. Saat 16. Saat 32. Saat 64. Saat 72. Saat
Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH
SF 8.6+0.40 8.5+0.17 8.120.01 8.8+0.61 8.9+0.23 9.2+0.00 8.6+0.05 8.7+0.06
Erkek
-
)qo)o DNOC 10.240.51 8.6+0.34 8.940.75 8.6+0.31 10.740.01% 8.8+0.39 7.940.18 8.1£0.23
o
Q
<
5 SF 8.740.25 9+0.11 34£0.00 31.6+0.00 32.5+0.89 38.6+0.23 34.7+1.44 35£0.25
N Disi
DNOC 8.940.77 8.5+0.29 45.5+7.54 36.32.13 34.3+2.99 43.90.00 39.33.26 3743.72
SF 8,740,77 8,640,24 8,540,22 8,540,12 8,5+0,08 8,4+0,04 8,4+0,19 8,240,01
Erkek
% DNOC 8,2+0,53 8,2+0,36 8,3+0,26 8,8+0,24 8,5+0,37 8,5+0,34 8,1+0,07 8,1+0,28
=
O
He)
m SF 61£1,14 660,00 650,00 65+1,31 590,00 603,31 46+0,00 48+6,13
Disi
DNOC 354319 3640,13 384406 534627 65+0,13 49+9,18 405,22 47+3,76

r: Tablodaki her veri, x10  seklinde ve tekrarlarin ortalamasi olup, GST enziminin spesifik aktivite degerlerini (U/mg) ifade etmektedir.

Ort: Ortalama
SH: Standart Hata

* statistiksel Acidan Anlamli deger
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Cizelge 4. Serum Fizyolojik Kontrol ve DNOC’un Beyin ve Incebagirsak GST enzimi Uzerine Etkisinin

Zamana ve Cinsiyete Gore Degisimi

Dokular . r 0. Saat 2. Saat 4. Saat 8. Saat 16. Saat 32. Saat 64. Saat 72. Saat
Deney Periyodu Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH
SF 3,240,08 3,3£0,04 30,02 3,240,002 3,140,005 2,7+0,04 2,640,06 2,3£0,15
Erkek
* *
£ DNOC 3,240,27 3,740,27 3,240,18 3,6£0.15 2,8+0,12 2,640,03 2,640,06 2.8£0.13
>
-?]
/M SF 5,6+1,33 40,60 3,740,00 3,5£0,00 3,840,35 4,9+0,66 4,2+0,80 4,620,41
Disi
DNOC 50,78 4,5+0,82 440,49 3,640,25 4,9+1,34 4,9+0,97 4,3+0,72 3,8+0,57
SF 4.5+0.86 4+0.57 4+0.58 4.7+0.00 4.9+0.98 4.7+0.16 4.8+0.43 4.5+0.68
é Erkek
= DNOC 4.6+0.59 5.5+2.1 7.542.3 5+0.59 4.7+0.99 4.8+0.39 5.740.49 5.5+0.21
1Y
]
M
o SF 5.840.12 5.840.02 5.9+0.97 6.3£0.05 6.30.98 6.240.23 6.1£0.00 6+0.61
&
Disi
— $
DNOC 5.740.10 5.640.10 6+1.72 6.241.01 6.7+0.51 6.3+1.28 6.3£0.12 6.3£0.22

r: Tablodaki her veri, x10  seklinde ve tekrarlarin ortalamasi olup, GST enziminin spesifik aktivite degerlerini (U/mg) ifade etmektedir.
Ort: Ortalama

SH: Standart Hata

* [statistiksel Acidan Anlamli deger
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5. TARTISMA VE SONUC

Yetistirilen bitkisel tirlinlerin kalitesini ve miktarini artirmak amagl kullanilan
pestisitler, son yillarda canlilar i¢in bir tehdit haline gelmistir. Ekosistemdeki her canhi
direkt ya da indirekt olarak pestisitlerden etkilenmektedir. Ozellikle, bilingsizce yapilan
asir1 pestisit kullanimlar1 yiiziinden, hayvanlarda ve insanlarda dliimlere varan ciddi

sonuglar ortaya ¢ikmaktadir.

Dinitrofenollerin sicakkanlilara ve bazi spesifik tiirdeki arilara toksisiteleri
yiiksektir. Solunum, deri ve oral yolla toksisitelerini gosterirler. Dinitrofenol grubu
herbisit olan DNOC, sanayide ve tarimsal alanda yaygin olarak kullanilmaktadir

(WHO,2000).

Canlilarda pestisitlerin etkilerini, dokularda neden olduklar1 tahribatlar ve bu
dokulardaki enzim aktivitelerinde goézlenen degisikliklerden anlayabiliriz. Bu tez
calismasinda, DNOC uygulamas: sonrasinda, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonun da
suda ¢Oziiniir son {irlin olan merkapturik asit olusumundaki birinci basamagi

katalizleyen GST aktivitesinin farkli dokulardaki degisimi incelenmistir.

Karaciger dokusunda disi sicanlarda GST aktivitesinde onemli bir degisiklik
olmamakla birlikte, erkek sicanlarda 16. saatte anlamli bir aktivasyon tespit edilmistir.
Erkek si¢anlardaki bu aktivasyonun sebebi, hepatik GST aktivitesinin disilerden daha
fazla olmasi olabilir. Hayatama ve ark.(1986), Singhal ve ark. (1992), erkek farelerde
hepatik GST aktivitesinin disilerden daha yiiksek oldugunu tespit etmisler ve cinsiyet
hormonlarinin hem beyin hem de karacigerde GST enzim aktivitesinde, 6énemli rol
oynayabilecegini One siirmiislerdir. Halen zirai miicadelede yaygin olarak kullanilan
DDT ve Kepone gibi kimyasallarin, cinsiyet hormonlarinin seviyesinde Onemli
degisikliklere yol actiklari, GSH’1 ise etkilemedikleri Das, M. ve ark. (1982) tarafindan

ileri stirilmustiir.

DNOC’un karaciger dokusunda, GST disinda degisik parametreleri de
etkileyebildigi belirlenmistir. Prost ve ark.’min (1973), DNOC’la temas etmis bir
cift¢ide yaptiklar1 incelemelerde, karaciger biluribin seviyesinin arttigini, ALT ile AST
aktivitesi ve kolesterol seviyesinin azaldigini gozlemislerdir. Ancak 2 ay igerisinde

biitlin  degerlerin  normale  dondiiglinii  belirlemiglerdir.  Bununla  beraber,
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Broadmeadow’un (1998), sicanlara oral yolla DNOC uygulamasi yaptig1 calismasinda,
disi sicanlarda yiliksek dozda kilo kayb1 ve karacigerde ALT aktivitesi ile kandaki {ire
seviyesinde 6nemli artiglarin oldugunu ileri slirmiistiir. Bir bagka arastirmada ise; Den
Tonkelaor (1983), yiiksek dozda DNOC uygulamasinda, yalnizca bir disi ve bir erkek
sicanda ALT aktivitesinde artis gozlemistir. Her iki cinste glikoz ve iire seviyesinin
artigini, doza bagh olarak piruvat, Ts ve T4 seviyelerinde azalma oldugunu, kan laktat
seviyesi ile organ agirliklarinda degisme olmadigini gézlemistir. Paulina CA ve ark
(1996), DNOC’un kimyasal benzeri olan 2,4-D’nin, sicanlarda akut, subkronik ve
kronik toksisitesini arastirdiklar1 ¢calismalarinda ise, akut uygulamadan sonra, lokomotor
aktivitelerde diisilis, kaslarda zayiflama, nefes darligi ve sakinlesme belirlemislerdir.
Aymni aragtiricilar AST, ALT, LDH, AP ve amilaz aktiviteleri, hemotokrit degerler ve
kreatinin seviyesinde artis oldugunu, glukoz ve total protein seviyelerinde ise diislis

oldugunu tespit etmiglerdir.

DNOC gibi halen kullanilmakta olan diger pestisitlerde, sican karaciger GST
aktivitesinde artisa sebep olmaktadir. Kaur M. ve ark. (2006), yaygin bir sekilde pestisit
olarak kullanilmakta olan carbofuranin sican karacigerinde akut ve kronik etkilerini,
lipid peroksidasyonu, glutatyon seviyesi ve ilag-metabolizmast enzimlerinde
incelemislerdir. Akut ve kronik uygulamada, asetilkolinesteraz aktivitesinde ve lipid
peroksidasyon seviyesinde inhibisyon, glutatyon seviyesinde ise artis oldugunu ileri
stirmiislerdir. Karacigerde sitokrom Py4so enzim sisteminin indiiklendigini ve GST enzim
aktivitesinde artig oldugunu gozlemislerdir. Bammler TK ve ark. (2001) yaptiklar1 bir
calismada, in vitro da methyl-parathion’nun GST aktivitesine etkisini arastirmislar,
sigan, fare ve 10 yetiskin insanin hepatik franksiyonlarinda, GST aktivitesinin en

yiiksek diizeyde oldugunu tespit etmislerdir.

Ksenobiyotik GST uyaricilarinin, sican karaciger GST enzim aktivitesini
arttirdigl, Bhagwat ve ark.nin (1998) phenobarbital ve benzanophthoflavone kullanarak
yapmis olduklar1 ¢calismada one siiriilmektedir. Diger bir ¢alismada Roger J. Price ve
ark. (2004) thiabendazole’un (TB), sigan karaciger ksenobiyotik enzimleri {izerine
etkisini incelemislerdir. TB uygulamasmin, faz I ve faz II ksenobiyotik enzim
metabolizmalarinda artisa sebep oldugunu belirlemislerdir. TB uygulamasi sonucu,
GST aktivitesinde artis gdzlenmistir. Bir bagka ¢alismada, sigan karacigerine motosiklet

ekzosunun (ME) 4 haftalik inhalasyon, intratrakeal ve intraperitonal uygulamasindan
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sonra, karaciger GST aktivitesinde onemli artis gdzlenmistir. Sonuglar, ME igeriginde
GST’1 indiikleyebilen maddelerin bulunabilecegini gdstermistir (Ueng ve ark. 1998).
E. Casalino ve ark. (2004), dogada biriken ve canlilarda agir metal zehirlenmelerine
neden olan kadminyum ve manganezin, sican karaciger GST aktivitesi {lizerine etkisini
aragtirmislardir. CdCL, (2,5 mgkg™') ya da MnCL, (2,0mgkg”) intraperitonal yolla tek
doz uygulandiginda, karaciger sitosolik GST enzim aktivitesinin 24 saat sonra, %36

oraninda artigini tespit etmislerdir.

Deney sonuglarimizda 32. saatten 72. saate kadar deney grubu erkek siganlarda
karaciger GST aktivitesinde diislis oldugu tespit edilmistir. GST aktivitesindeki bu
diisiis, 16. saate kadar yogun bir sekilde metabolize edilen DNOC’den olusan
metabolitlerin daha az toksik etkili olmasindan kaynaklanacagi diistiniilmektedir.
DNOC’un metabolitlerinden birisi, 6-amino—4-nitro-o-cresol’diir (6-ANOC). Smith ve
ark. (1953) gore; 6-ANOC, DNOC’den 20 kat daha az toksik etkili bir maddedir. Parker
(1952), karacigerde DNOC’un in vivo olarak indirgenmesi sonucu ortaya ¢ikan 4-
amino—2-nitrofenol ve 2-amino—4-nitrofenol’iin daha az toksik etkiye sahip oldugunu
bildirmistir. Ayn1 zamanda siganlarda DNOC’un eliminasyonu 1-1.5 giinde
tamamlanmaktadir (Leegwater ve ark.,1982). 32. saatten sonra fazla toksik etki
yaratmayan DNOC ve metabolitleri, GST aktivitesinin normal seviyesine inmesine

sebep olmus olabilir.

Erkek ve disi siganlarin bobrek dokusu GST aktivitesinde, kontrol ve deney
gruplarinda hemen hemen ayni grafikler elde edilmistir (sekil 7-8). Grafiklere
bakildiginda (sekil 7-8) 0. saatlerde disi ve erkek sicanlardaki GST aktivitesinin kontrol
ve deney gruplarinda farkli degerleri aldigim1 gormekteyiz. Ozellikle ilk saatlerdeki
farkliligi hayvanlarin bireysel farkliliklarina ve 24 saat a¢ birakildiktan sonraki
davranislarinin farkli olmasia bagliyoruz. Deney ve kontrol grubu hayvanlarinin 24
saatlik a¢ birakilma periyodundan sonra tekrar beslenmeye almakla metabolizmalarini
esitlemeye calistik. Burada goriilen aktivite farkliligi, bireysel farklhiliklardan ve
metabolizmalarinin farkli sekilde ¢alismasindan otiirii olabilir. Erkek sicanlarda GST
aktivitesinde dnemli bir degisiklik olmazken, disi sicanlarda 0, 4. ve 8. saatlerde anlaml
diistisler tespit edilmistir. Bobrekte gozlenen inhibisyonlarin sebeplerinden birisi,
DNOC’un hiicresel seviyede gosterdigi etkiler olabilir. G. Pederson ve ark. (2002) in

vitro da, fenolik bilesiklerin insan kolon epitel hiicreleri {izerine etkisi ve
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detoksifikasyondaki konjugasyon yolu ile yaptiklar1 c¢alismada, Parasetamol,
dinitrofenol ve fenoliin (>1,25mM) kolon epitel hiicrelerinin aktivitelerinin azalmasina
neden oldugunu go6zlemislerdir. Fenolik bilesiklerin derisimlerinin artmasinin,
hiicrelerin canliliklarini yitirmesine sebep oldugunu ileri siirmiiglerdir. Braunberk T. ve
ark. (1991), DNOC’un hiicrelerde ER, peroksizom, mitokondri gibi organelleri
etkiledigi ve mitokondriyal sitokrom-c-oksidaz, peroksizomal katalaz, allantoinaz,
urikaz ve mikrozomal esteraz enzimlerini uyardigin1 gézlemislerdir. Bununla beraber,
DNOC, enerji metabolizmasimi etkileyen ve solunum zincirinde oksidasyonu
fosforilasyondan ayiran bir kimyasal madde oldugu i¢in, mitokondri zarinin elektron
gecirgenligini bozarak, ADP’nin fosforilasyonunu da engeller. Dolayisiyla {iretilmesi
gereken enerji 1s1 seklinde ¢evreye yayilir. DNOC un sahip oldugu metil grubu ayirma
ve inhibitor etkisini giliclendirmektedir. Roger F. Castillo ve ark.(1997), yapmis
olduklart1 bir c¢alismada, DNOC’un sigan karaciger mitokondrisinde oksidatif
fosforilasyona bagli  olmaksizin, membran permeabilitesine olan etkisini
arastirmislardir. ADP’nin varliginda ya da yoklugunda oksidatif fosforilasyona bagh
olmaksizin, mitokondriyal solunumu arttirdifi, transmembran potansiyelinde ise
azalmaya neden oldugunu belirlemislerdir. Hiicrelerde enerji iiretiminin azalmasi ve
hiicre i¢i dengelerin bozulmasinin, GST aktivitesindeki azalmaya neden olabilecegi

diisiiniilebilir.

GST enzim aktivitesinin, calisilan dokularda inhibisyonunun en Onemli
sebeplerinden birisi; GST enziminin sentezinden sorumlu olan genlerin etkilenmesi
olabilir. M. Nehez ve ark. (2004), fareler iizerinde in vivo olarak yaptiklar1 ¢calismada,
bir grup fareye bir yi1l boyunca DNOC iceren herbisit uygulamis ve kemik iligi
hiicrelerinde kromozom aberasyonlarinin arttigini gozlemislerdir. Grilli S. ve ark.
(1991) sigan hepatositlerinde, intraperitonal yolla amitraz, cyanazine, cyhexantin,
DNOC ve fenarimoliin in vivo da DNA’ya olan etkilerini incelemisler, fenarimol ve
DNOC’un, DNA hasarlarina ve kiriklarina neden oldugunu ileri siirmiislerdir. Hiicre ici
dengeleri bozan DNOC, dolayl yollarla GST aktivitesinde diisiise neden olmus olabilir.

B. Almli ve ark. (2002), Salmo trutto’da, fungisit uygulamasinin etkisini
degerlendirmek i¢in, GST aktivitesini biyomarker olarak kullanmiglardir. Fungusitleri,

(propiconazole ve fenpropimorph) suya ayri ayri ve birlikte bir statik sistemle 5 giin
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boyunca uygulamiglar ve kombine pestisit uygulamasi sonucunda, solunga¢ GST

aktivitesinde 6nemli azalmalarin oldugunu belirlemislerdir.

Beyin dokusu GST aktivitesi erkek ve disi sicanlarda, kontrol ve deney
gruplarinda hemen hemen benzer bir grafik vermektedir (sekil 9-10). Her iki ¢alisma
grubunda aktivasyon tespit edilmistir. Disi sicanlarda GST aktivitesinde Onemli bir
degisiklik goriilmezken, erkek sicanlarda 8. ve 72. saatlerde aktivasyon belirlenmistir. 8.
saatteki bu aktivasyona, kan dolagimi ile beyne gelen DNOC’un, 72. saatte gozlenen
aktiviteye ise, DNOC’un metabolitlerinin neden olabilecegi goriisiindeyiz.Yapilan bir
calismada, DNOC’un kanda, diger dokulara oranla daha yiiksek derisimlerde tasindigi
belirlenmistir (Parker ve ark., 1951). Intraperitonal uygulama sonucunda, bagirsak
duvarimi gegmek zorunda kalmadan, hizla hepatik portal sisteme giren DNOC’un,
kandaki derisiminin, hizli bir bigimde artis gosterdigi belirlenmistir (King ve Harvey,
1953). Parker ve ark. (1951), DNOC’un %90’ 1n1n plazmada tasindigini saptamislardir.
Fabrequettes’in (1993), DNOC’un si¢an dokularinda birikimini inceledigi ¢aligmasinda,
24 saat sonra uygulanan dozun %15’inin kanda, %6,6’sinin gastrointestinal kanalda,
%35’1nin karacigerde, %0.08’sinin dalakta ve %0.94’{inlin bobrekte bulundugunu tespit
etmistir. In vitro yapilan bir calismada DNOC’un, 6-ANOC’a indirgendigi, 6-ANOC’ un
ise 12 saat sonra DAOC’ye doniiserek, DNOC’un baslangi¢c konsantrasyonunun
%90’ min metabolize edildigi ileri siiriilmiistiir (Ingebritsen ve Froslie, 1980). Bu
calismalar, 72 saat sonra az da olsa meydana gelen aktivasyonun nedeninin,

metabolitlerden dolay1 olabilecegi goriisiimiizii destekler goriiniimdedir.

Yapilan bir bagka c¢alismada ise, Fabreguettes (1993), DNOC’un sican
derisinden absorblanmasini saglamis ve uygulamadan 96 saat sonra, verilen dozun
%1’inin kan plazmasinda bulundugunu tespit etmistir. Siganlarin plazmasinda 96 saate
kadar toksik etkiye sahip olabilen DNOC ve metabolitlerinin, insanlarda eliminasyon
hizlariin diigiik olmasi sebebiyle daha uzun siireli ve toksik etki gosterebilecegi
goriistindeyiz.

DNOC’un GST aktivitesinde gosterdigi aktivasyonlarin sebeplerinden birisi de,
DNOC’un, hiicreleri oksidatif strese maruz birakmasi olabilir. Dinitrofenol grubu olan
azinphosmethyl, 2,4-D ve kombine pestisit uygulamasi ile yapilan bir calismada,
Oreochromis niloticus ve Cyprinus carpio’nun boébrek, beyin ve solungaglardaki

superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz ve GST enzim
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aktivitelerinde goriilen artislarin, bu toksik maddelerin olusturdugu oksidatif strese bagl
olarak meydana geldigi ileri siiriilmiistiir (Oru¢ ve ark. 2003). Cho ve Kim (2000),
organlarin toksik ajanlara karsi korunmasinda, GST enziminin 6nemli oldugunu, toksik
ajanlarin hiicreleri 6nemli Olclide oksidatif strese maruz birakabildigini ve GST
enziminin, hiicreleri oksidatif strese kars1 korudugunu ileri stirmiislerdir.

GST aktivitesindeki artis, protein sentezindeki artis ile olabilecegi gibi enzimin
kinetik 6zelliklerindeki degisikliklerden de kaynaklanabilir. Dolayisiyla DNOC’la GST
enziminin kinetik ozelliklerinin (K, ve Vyax gibi) nasil etkilendiginin arastirilmasi
uygun olacaktir. Bu ¢alismamizda elde ettigimiz veriler sonucunda, DNOC’un bugiine
kadar saptanmis etkilerinin yaninda, antioksidant enzim sisteminde gorevli, GST
aktivitesinde degisikliklere neden oldugu belirlenmistir. Giiniimiizde insanlarin, yapay
kimyasallara yogun sekilde maruz kaldig1 goz oniine alinirsa, bu degisikliklerin saglik
acisindan sorunlara yol agabilecegi diisliniilebilir. DNOC, genig tarimsal alanlara
uygulandigr i¢in kullaniminin kontrol altina alinmasi ve kullanim esnasinda gerekli

onlemlerin alinmasi1 saglanmalidir.
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