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GIRIs ve AMAC

CCl, (karbontetrakloriir), hepatotoksik &zellikleri
iyi bilinen bir hidrokarbon bilegigidir ve siganlar ilize-
rinde CCl4
GST (Glutatyon S-transferaz) enzimlerinin diizeylerini
etkiledigi bildirilmektedir (23, 37,64). Bilindigi gibi
GSH hiicresel detoksikasyon olaylarinda onemli gbrevler
listlenen bir tripeptid*'dir (33). GST'lar ise glutatyo-

‘uygulamasinin karaciger glutatyon (GSH) ve

nun konjugasyona girdigi pek ¢ok bilesigi substrat
olarak kullanan ¢ok fonksiyonlu bir enzim grubunu tem-~
sil etmektedir (41) ve CC14'ﬁn detoksikasyonunda GST'larin
dogrudan bir iligkisi bulunmadidi diisiincesi ileri siiril-
mektedir (37). |

CC14'den nitelik olarak farkl: olmakla birlikte
karaciger lizerinde toksik etkileri kesin olarak belir-

lenen Aflatoksin B (AFBl) ise Aspergillus flavus

1
genusunun hepatokarsinojenik bir metabolik liriliniidiir (31).
Qrganizmaya temel giris yolu besinler olan AFBl lize-
rindeki detoksikasyon c¢aligmalarainda AFBl - GSH kon-

jugasyonunun onemi vurgulanmaktadair (15, 40, 58).

Ayrica metabolizmasi tam olarak bilinmeyen bir
iz element olan selenyumun GSH ve GST'lar ile ilisgkile-
rine dikkati ¢eken yayinlar bulunmaktadir (27, 55, 78).

Bu ¢aligmada, CCl4 ve AFBl gipi karaciger lizerinde
toksik etkileri bilinen iki bilegik secilerek deneysel
olarak sicanlarda karaciger hasari olusturmak ve ig¢ ige
bir iligki sergileyen GSH, GST'lar ve Selenyumun diizey-



leri belirlenmeye c¢alisalmistir. Ayrica fenobarbital (PB)
gibi 6zellikle GST'lar ilizerinde indiiksiyon etkisi bili-
nen bir bilesikde bazi deney gruplarina uygulanarak

karsilastirma olanagi saglanmaya g¢alisilmistar.

Elde edilen sonuglarin kontrol grubu ile karsilasg-
tirilarak ilgili vyayinlar 1siginda tartisilmasi ve
0zellikle hilicresel islevleri ¢ok iyi bilinmeyen selen-
yumun {lizerinde durulmasinin yararli olacadgi diislinilmiis-

tiir.



BOLUM II

GENEL BILGILER

II.1. GLUTATYON (GSH)

Glutatyon (gamma-glutamil-sisteinilglisin) adiyla bili-
nentripeptidin yapisini aydinlatmak amaciyla yapilan ilk calis-
malar 1890 yillarina dayanar (79).

i1k kez, de Rey-Pailhade tarafindan, Philothion olarak
adlandairilan glutatyon, RH2 formiilii ile gOsterilmistir. 1907
yilinda Heffter, R'nin sistein olabilecedini ve tiyol tasiyan
bu bilegigin hiicresel oksidasyon olaylarai ig¢in ©Onemli bir
fenomen oldudunu ifade etmistir. 1921 yilinda ise Hopkins,
bilesigi Glutatyon seklinde isimlendirerek, glutamat ve
sistein'den olugmus bir dipeptid oldugunu belirtmistir (79).

Glutatyonun bu gin bilinen tripeptid yapisi, 1929 ylllh—
da Hopkins ve kendisinden badimsiz olarak Kéndall ve arkadas-
lara tarafindan agiklanmaigtir. 1935 yilinda ise Barington ve

Mead glutatyonu laboratuarda sentezlemeyi bagarmiglardar (47).

IT.1.1. GSH'in Yapisal Ozellikleri ve Biyoséntezi

GSH biitlin canla hiicrelerinde 0.l1-mM derisiminde bulunur
(74), Glutatyon molekiili, gamma-glutamil koprisii wve sililfidril
grubu seklinde iki kisimdan meydana gelmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. GSH Molekiild

Glutatyon biyosentezi, asagida gosterildigi gibi,

iki asamada sitozol igerisinde meydana gelir:

(1)
Glutamat + Sistein + ATP
Mgz-r] Ly-glutamilsistein glisin sentetaz
Y-glutamilsistein + ADP + Pi
(2)

y-glutamilsistein + glisin + ATP

K¢ glutatyon sentetaz

¥ — glutamil sisteinil glisin + ADP + Pi

Glutatyon, doku ve hilicre i¢i diizeylerinin diizenlenmesi ama-
ciyla, <vglutamil sistein sentetazi, non-allosterik feed-
back inhibisyon yoluyla, kontrol etmektedir (76).

IT.1l.2. Glutatyon Metabolizmasi

GSH metabolizmasi genel olarak asadidaki sekllde
6zetlenepbilir (Sekil 2) (79).



\

¥-61lu-CysGly

( GSH) Teal
\ ~ N
\Feed-back
ADP -u:; u‘nhibisyon ;
Gly |
®
ATP /
/
J/
Cys —Gly ¥-6tu~CysH I/,
&
ADP + Pj @
CysH
ve ATP

Glu

‘Cys -X §-Glu-Cys2 ADP +P;
1 @ ¥-6lu AA —5-oxoprolin { @
®\ ATP

(Merkapturatiar) AA

Sekil 2. GSH Metabolizmasa

AA: Amino Asitler, X: GSH ile konjugat olusturan bilesgikler

I: y-glutamil sistein sentetaz, IXI: GSH sentetaz,III. y-glutamil
transpeptidaz, IV: Dipeptidazlar, V: y-glutamil siklotransferaz
VI: 5-oksoprolinaz, VII: GSH transferaz, VIII: N-Asetiltransferaz
IX: GSH peroksidaz, X: GSH tiyol transferaz, XI: GSH ile reak-

siyona giren serbest radikaller, XIXI: Glutatyon disiilfit (GSSG)

rediktaz, XIII: yv-glutamil (sistein\'-z tasinimi



GSH'ain sentez ve yikimini gosteren genel reaksiyonlar (I-VI)
arasindadir. Meister donglisii olarak da bilinen gammaglutamil
donglisii ile amino asitlerin: hiicee zarlarindan transportu sad-.
lanir. Prolin haric ndtral amino asitlerin hiicre icine tasinma-
sinin en Onemli yollarandan biri olan bu dongiinlin ¢alismasa
i¢in enerji gerekir (VI). GSH ve (GSSG ve konjugatlarinin)
yikimi membrana bagli bir enzim olan y-glutamil transpeptidaz
(GGTP) (III) tarafindan baslatilir. Bu reaksiyonda y-glutamil-
aminoasitleri, ¥ -glutamil glutatyon ve glutatyon meydana

gelir (v).

Bobrek ve bliylik olasilikla dider organ hiicreleri v-glu-
tamil aminoasitleri icin serbest aminoasitlerden farkli bir
transport sistemine sahiptir. Y-glutamil aminoasitleri ser-
best aminocasitlere oranla bdbrege daha hizli tasinirlar. Bob-
reéé ulasan «y-glutamil aminoasitler, y-glutamil siklotrans-
feraz (V) ile serbest aminoasitler ve 5-oksoprolin'i olustu-
rurlar. 5-~oksoprolin ATP'ye badimli bir reaksiyon ile (VI)
glutamat'a doniigiir. Bu yolun total aminoasit transportuna
relatif katkasi heniiz pek ¢ok hiicre tipi ig¢in agik degildir,
fakat Y-glutamil transpeptidaz icin en aktif akseptdr amino-
asidin sistin, daha sonra glutamin ve metiyonin oldugu ifade

edilmigtir.

Sekil 2'nin iist boliimlinde GSH ve GSSG arasindaki etki-
lesmclerin yeraldidi reaksiyonlar goriilmektedir. GSH'in oksi-
dasyonu (XI) ya enzimatik olmayan sekilde gercgeklesir yada
glutatyon tiyol transferaz (X) ve glutatyon peroksidaz (IX)

enzimlerinin aktivitelerine bagladar,

Glutatyon disulfit rediiktaz (XII) tarafindan katalizle-
nen reaksiyon ile GSH transferaz enzimleri ig¢in substrat,
peroksidaz ve tiyol transferazlar igin de indirgeyici glig

saglanmig olur.

Glutatyonun okside ve rediikte formlari (GSSG, GSH) bazi
endojen ve eksojen bilegsikler ile konjuge olurlar (VII) ve
olusan S-konjugatlarinin glutamat kalintilara y~glutamil



transpeptidaz etkisi ile uzaklagtirilarken (III) parcalanmayi
takiben meydana gelen dipeptid (1Iv) asetilasyon ile S-subs-
titue bir bilesik olan merkapturat'a (VIII) dbniisiir. Merkap-
tlirik asit sentezi olarak da adlandirilan bu metabolik yan yol
ile, asetillenebilen bazi ilaglarin GSH tarafindan zehirsiz-

lestirilmesi sadlanir (24).

GSH'in +y-glutamil transpeptidazin dogal substrati olma-
s1 nedeni ile, dokulardaki diizeyinin diizenlenmesinde enzimin
rolii oldugu dﬁgﬁnﬁlmekfedir. GGTP aktivitesinin yiliksek oldugu
bir hiicrede sentezlenen glutatyon, enzime dodru hareket eder
ve zara bagli enzim tarafindan kullanilir. ‘GGTP aktivitesi
gostermeyen bir hiicrede sentezlenen glutatyon ise, zarlarin-
da GGTP bulunan diger hiicrelere tasinmak iizere dolasima verilir,.
GSH'an karacigerdeki sentezi ve bdbrek dokusu GGTP'ai tarafin-
dan yikimi arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu denge vasitasi
ile GSH'in dolasimda kararli diizeyde (steady-state) kalmasi

saglanir (7).

GSH'in - fonksiyonlarinin. esasini, membranlaril oksi-
dasyon ve diéer tipteki hasarlardan korumak amaci belirler.
Kan plazmasinda glutatyon diizeyleri normalde oldukga diisiiktiir.
fakat salgilanma olayina bagla olarak -+ interstisyel siva

GSH duzeyleri periferal plazma dlizeylerinden ylksektir (79).

GSH ile ilgili bilegiklerin metabolizmasi organ icgi ve
organlar arasi donglilerle siireklilik kazanairken, etkili olan
organlar arasinda karaciéer, bobrek ve ince barsak yeralmak-
tadir (Sekil 3) (79). intraseliiler GSH, bdbrek hiicreleri tara-
findan membrana bagli & -glutamil transpeptidaz enzimi vasita-
s1 ile disari atilar. Plazma GSH diizeyinin artisi, genelde’
karacigerden kaynaklanmak ile birlikte, bobrek transpeptidaz
aktivitesinin yilksek oldugu  hiicrelerin ortak katkisana
bagladar (24)

Karaciger, zayif bir transpeptidaz aktivitesine sahip
olmasina ragmen plazma ve safra igine GSH salgilayan temel
organdir. G$H sekresyonu bir ‘“carrier-mediated”" mekanizma ile
meydana gelir (7).
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Bir deneysel g6zleme dayanilarak varilan onemli bir so-
nugta ise; GSH transportunda gérevli y-glutamil transpeptidaz
inhibe edildiginde glutatyoniiri meydana gelmesidir. Ayraica
plazma glutatyon diizeyleri artarken, glutatyon biyosentezinin

oldukga azaldigi da bildirilmistir (79).

Gozdeki lens dokusu glutatyonun en zengin kaynaklarindan
biridir ve 100 g dokunun 600 mg kadarai glutatyondur. G6z doku-
sunda glutatyonun oftalmik ve noroftalmik asit gibi baza
analoglari az miktarda da olsa bulunur. Glutatyon analogla-
rinda sistein kalaintisinin yerdegistirmesi  sdzkonusudur.
Oftalmik asitte, sistein « -amino - n - bilitirik asit, norof-
talmik asitte ise alanin amino asidi, sistein yerihe gegmis-
tir. Diger glutatyon analoglari S-siilfoglutatyon ve S-(a, 8 ~
dikarboksi etil) sisteindir; bu tripeptidlerin biyolojik o -
hemleri heniliz bilinmemekle birlikte oftalmik asidin glioksilaz

enziminin gliglii bir inhibitdrii oldugu ifade edilmigtir (76).

Glutatyon, dokularda genis yayilim gosteren prostaglan-~
din endoperoksit izomeraz enzimlerinin kofaktori olarak da go-

rev yapmaktadar ( 3),.

Ayrica, glutatyoninsiilin metabolizmasinda da yeralar ve
onemi insiilin transhidrogenaz enzimi ile iligkisinden gelir.
Bilindigi gibi bu enzim karaciger dokusunda bulunur ve
insiilinin inaktivasypnunu saglar. Enzim kataliz
sirasinda indirgenmisg glutatyon kullanarak insiilinin disiilfit

baglarini koparar (76).

insiilin
S - S . , /SH ~SH
4 GSH + A7 B trashldrogenaz> A 4+ B + 2 GS-SG
s - 8~ NsH NsH

ITX.1.3. GSH Biyosentezi Inhibitdrleri

GSH biyosentezinde inhibitér etkili bir bilesik olan
blitionin sililfoksimin, y-glutamilsisteinil sentetaz enzimini

inhibe etmektedir. Biitionin siilfoksimin, bir konvulsant ajan
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ve  glutamin sentetaz inhibitdrii olan metionin siilfoksimin
analogudur. Metionin siilfoksim, 7Y-glutamil sistein sentetaz
enzimini de inhibe eder. Metiyonin siilfoksimin ATP tarafin-~
dan fosforillenerek enzimin aktif bdlgesine irreversibl ola-
rak baglanmaktadar (79).

¥-glutamil sentetazi inhibe eden diger bilegikler ara-
sinda S-(n-pentil) homosistein siilfoksimin, ¥ -metilen-D-~

glutamat sayilabilir (3).

Deneysel olarak farelere biitionin sililfoksimin uygulandi-~
ginda karaciger, bobrek ve diger dokularda hiicre igi GSH
diizeyleri azalair fakatv GSH trnsportu etkilenmez. Uygulama
devam eder ise GSH sentezi ¢ok biiylik Olgiide inhibe olur.
Karaciger, bdobrek, iskelet kasi, kalp, akcider ve lenfosit-
lerde hiicre igi GSH'nin azalmasi iki fazlidar. Bu durumun
mitokondrilerden GSH salgilanigina bagli oldugu._diiginiilmek-
tedir., Mitokondrilerden salgilanan GSH buraya sitoplazma-
dan taginan GSH'dir. Zira, mitokondri iginde GSH biyosente-
zini katalizleyen enzimlerin yoklugu nedeni ile GSH sentez
edilemez. Ancak, mitokondrilerin normal fonksiyonlari igin
GSH'a gereksinimleri vardir ve GSH diizeylerine karsi duyar-
ladairlar (79).

IX.l.4. Glutatyonun Biyolojik Onemi (76)

Glutatyonun biyolojik Onemi, Ustlenmis oldugu bazz
gbrevlerden ileri gelmektedir. GSH'un biyolojik gbrevleri

asadidaki sekilde Ozetlenebilir:

1. Endojen peroksitler ve serbest radikallerin yikamai.
2. Proteinlerdeki (-SH) grubunun korunmasi.
3. Bazi enzimler ig¢in koenzim gobrevi yapmasi.

4. Zararli bazi bilesiklerin detoksifikasyonunu sag .-

lamasi (Aflatoksinin detoksifikasyonu gibi).
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5. Aminoasitlerin membran transportunda rol oynamaszi,

6. Disiilfit dedisim reaksiyonlarina katilmasi.

Lipitlerin polidoymamigs yadasit zincirlerinin oksijen
varliginda olusturduklari hiicre membranina zarar veren bile-
sikler hidroperoksitler olarak bilinmektedir. Fakat fosfoli-
paz enzimi tarafindan membran lipidlerinden ag¢iga c¢ikartilan
yagasit hidroperoksitleri GSH tarafindan once alkole indir-
genirler, daha sonra lizofosfatidinin yeniden esterlesmesi

ile membranin tamiri gergeklesebilir (79).

Baz1i endojen elektrofiller, GSH ile olusturduklari kon-
jugatlari yolu ile fizyolojik agidan ©nemli roller listlenir-
ler. Ornedin, arasidonik asitten lipoksigenaz yolu ile oksit-
lenerek, lokotrien Cyu'e doniislir ve parakrin bir hormon gibi

davranarak inflamasyonda ¢ok Onemli etkilerde bulunur (93).

I1.1.5. Glutatyona Bagamli Enzimler (79,96)

GSH, biyolojik materyallerde indirgenmis silfir kaynagi
olarak bulunan bir bilesiktir. Bu nedenle oksijen metabolizma-
s1 sirasinda meydana gelen toksik ve reaktif kimyasal bile-
-giklerindetoksifikasyonunda GSH ve GSH'a bagimli enzimlerin
onemi biyiktiir. GSH'a bagamli enzimleri genel olarak asagi-

daki sekilde gosterebiliriz,

0
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1l. Glutatyon Rediiktaz ve Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon rediiktazin katalitik aktivitesi GSH biyokim-
yasinin merkezi roliinii istlenir. Glutatyon rediiktaz aktivite-
si ile glutatyon biyolojik oOnemi biiyiik olan indirgenmis se-
kilde tutulabilir. Glutatyon metabolizmasindaki bosluklar
eritrositlerdeki bazi metabolik olaylari da engeller. Erit-
rositlerde fosfoglukonat yolu ile glukozun oksidasyonu ile
olusan NADPH'ler hiicre iginde GSH'un indirgenmis halde
tutulmasi ig¢in zorunlu faktorlerdir. Glutatyon eritrositler-
de aminoasitlerden sentezlenir ve GSH indirgenmis protein-
lerin tiyol gruplaranin korunmasi amaci ile disililfit dedisim
reaksiyonlarinda gbrev alir. P-S-S-R olarak ifade edilen
karisik bir disiilfit yapisi, protein ve RSH*'in birlegmesi ile

oclugmustur.

GSH + P-S-5- R ———_—T" PSH + GSSR

GSSR oksitlenmis glutatyon da olabilir (GSSG).

GSSG + NADPH + H ——mx 2 GSH + NADP

Glutatyon rediiktaz enziminin katalitik aktivitesi iki
feaksiyon ile agiklanabilir: NADPH tafaflndan enzimin indir-
gemesi ve GSSG tarafindan indirgenen enzimin yeniden oksit-
 lenmesi. Glutatyonun indirgenmis durumda tutulmasinin disin-
da glutatyon rediiktazan H202 (hidrojen peroksit) ve siiperok-
sit anyonu gibi yiikseltgen bilesikleri olusturan redoks dodn-
glilerinde de g®revi vardir. Redoks dongilisi aromatik nitro

bilesikleri varliginda olusabilmektedir.

Glutatyon peroksidaz enzimi ise, peroksit (HZOZ) ve yag
asit hidroperoksitleri (R-COOH) karsisinda indirgenmis

glutatyonu yeniden GSSG'ye ylikseltger.



13

02 Glutatyon perok51dag%; GSSG + H.0

2GSH + H 2

2

2GSH + (R-cooy) Glutatyon peroksidazy .oqq 4, r-oH + H,0

Oksitlenmis glutatyon da yeniden glutatyon rediiktaz tarafain-

dan indirgénmis sekline doniistiiriiliir.

Glutatyon peroksidaz enzimi molekiil adirlida 84.000
olan, ddrt altbirimden meydana gelmigtir. DOrt altbirimin bir
tanesi selenosistein yapisindadir. Bu yapi, sistein molekii-
liinde kiikiirt atomlarindan birinin yerine selenyum atomu geg-
mesi ile meydana gelmektedir. Glutatyon peroksidaz, ilk kez
eritrositlerde saptanmis olup, GSH ile iligkisi peroksit ve
hidroperoksitlerin glutatyon peroksidaz tarafindan oksitlen-
dikleri sirada zaran lipidlerini ve hilicre i¢i Hb'mnini koru-

masindan ileri gelmektedir,

2. Tiyoltransferazlar

Oksijen varliginda proteinlerin tiyol gruplari oksidas-
yona hedef olurlar.. Tiyol gruplari hiicre igerisinde daima in-
dirgenmis durumda tutulurlar. Sistein aminoasidi ve CoA'nin
protein sentezi ve bir takam enzimatik reaksiyonlar igin
indirgenmis durumda bulunmalari gerekir, Disiilfitlerin
(RSSR) tiyollere (RSH) indirgéhmesi glutatyon varliganda

meydana gelir:

_ Tiyoltransferaz
RSSR + GSH ' - RSSG + RSH

I,Tiyoitransferaz
RSSG + GSH > GSSG + RSH

Oksijen etkisi ile bazi enzim ve proteinlerin siilfidril grup-
larinin oksidatif degisiklikleri gergeklesir. Oksidasyon
ya direkt olarak oksijen ile ya da diger tiyollerin yikselt-
genmesi ile olusan disﬁlfitler ile sadglanar. Ornedin pirivat

kinaz ve fosfofruktokinaz gibi enzimler bu tip istenmeyen
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degigiklikler yiiziinden inaktive olurlar. Bu enzimlerin oksida-
tif inaktivasyonunun tiyoltransferazlar varli§inda GSH tara-
findan geri dondiiriildigi bildirilmistir.

3. Formaldehit ve Glioksilaz I

Formaldehit ve glioksilaz I enzimleri reaktif aldehitle-
rin inaktivasyonunu katalizlerler. Reaksiyon 51r551nda glutat-
yonun +tiyol grubu ile aldehit arasinda bir tiyohemiasetal
tiirevi meydana gelir. Glutatyon tilirevi, enzimatik reaksiyon
ile bir tiyol esterine doniistiiriiliir. Bu doniisiimde aldehit
grubunun yilikseltgenmesi karboksilik asit vyiliseltgenme diizeyine
esdegerdir. Serbest karboksilik asitlerin glutatyon tiyoles-
‘terlerinim tiyolesterazlar tarafindan Aglutatyonun yeniden
kazanilmasi amaciyla meydana getirildigi ifade edilmektedir.
Kinetik c¢aligmalarina gdre glutatyon formaldehit dehidrogenaz
enziminin katalitik mekanizmasinda esas aktivatér olarak goriin-
mektedir. Spektroskopik c¢alismalar, glutatyon tiirevlerinin
proteinde (enzimde) konformasyonel bir dedigime neden oldugunu

ve vyapisal degisimin katalizin esasaini olusturdugunu ortaya

koymustur.

4. Glutatyon Transferazlar

Caligmamizin konusu oldugu ig¢in daha genis olarak bilgi

verilecektir,

II.1.6. Glutatyon Tayin Y&ntemleri (19, 33, 63, 82)

Spektrofotometrik Tayin

Dokularda genis bir dagilim gdsteren ve bazi Snemli biyo-
lojik fonksiyonlara sahip GSH ve tlirevlerinin miktar tayini
¢calaismalary GSH'un ilk kegsfedildigi vallara kadar dayanir.
Glutatyon (GSH) indirgenmis halde siilfidril ve oksitlenmig
glutatyon (GSSG) olarak da disiilfit gruplarina sahip iki

sekilde bulunur.



15

GSH'in siilfidril grubunun asitte ¢dziinlir tiyol grubunun en-
zimatik veya kimyasal i$lém1er ile ©Olciilmesi bu bilesidin

miktar tayininin temelini olusturur.

- GSSG'nun miktar tayini GSH'a gOre daha giictiir ve bunun
nedeni de GSSG'nun normalde hiicreler igerisinde ve dlislik
miktarlarda bulunuyor olmasadar. GSSG'nun tayini genel olarak
GSSG'nun kimyasal, elektrolitik veya enzimatik olarak indir;
genip GSH'a doniistiiriilmesi ve olusan GSH lizerinden saptan-
masi esasina dayanir. Enzimatik indirgenme NADH veya NADPH
tarafindan maya glutatyon redilktazi varliginda olusturulur.
Daha sonra olusan GSH 2-nitro-5-tiyobenzoik asit ile kromo-
forik bir bilesik meydana getirir ve bu bilesigin 412 mm'de
spektrofotometrik olarak (ng) diizeyinde. bile saptanmasi miim-
kilindiir.

GSSG + NADPH + gt Glutatyon reduktaz, ,.qy . napp

HPLC ile Miktar Tayini

GSH, izokratik ters faz HPLC metodu ile tiimdér hiicrele-
rinden sadlanan biyopsi materyalinde ©lglilebilmistir. Mater-
yal siilfosalisilat c¢ozeltisi ile on islemden geg¢irilir,
GSH icin konjugatlarini elde etmek amaci ile monobromobiman
kullanilir ve fluorosans oOzellikli GSH konjugatlari ters
faz oktadesilsilan kolonundan elde edilir. Izokratik kosullar
asetonitril/amonyum fosfat temponu-tetrabutilamonyum hidrok-

sit ile saglanir.
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Fluorometrik Tayin

GSH ve GSSG'nin fluorometrik tayinini o-ftalaldehit
(OPT) gibi bir fluorosans bilesik kullanarak Hissin ve Hilf
(44) gelistirmislerdir. Bu yodntemde, GSH OPT ile pH 8, GSSG
OPT ile pH 12 de reaksiyona girer, GSH N-etilmaleimit ile
kompleks meydana getirir, bﬁ durumda GSSG Olciimiinde GSH'un
girigimi engellenmis olur. B y®ntemde GSH ve GSSG ig¢in verim
%91—110 oranaindadir.

IX.2. GLUTATYON S. TRANSFERAZ

1879 yilinda Baumann ve Preusse (79) ve ayrica Jaffé
tarafindan brombenzil merkaptiirik asit'in koOpek idrarindan
izole edilmesi ile dolayli da olsa Glutatyon S-transferaz
enzimlerinin varli§i farkedilmistir. Ciinkii, glutatyonun bazi
konjugasyon lirilinlerinin en son asamasi olan merkaptiirik asit
olusumunda Glutatyon S-transferaz enzimleri gOrevlidir. GSH
konjugatlarinin GST'lar tarafindan gergeklestirilen kataliz
reaksiyonlarinin esasini 1959 yilinda Barnes ve diderleri ve
ayrica Bray'in tanimladid§i bildirilmistir (73). GST'lar 1974
yilinda ilk kez Habig ve digerleri (26) tarafandan Saflastl—
rilmiglardar:. Ilk ada glutatyon S-transferaz B (glutatyon
1-1 ve 1-2) olan  GST'lari ligandin adi ile Jakoby 1985
yilinda ifade etmigtir (41).

Glutatyon S-transferaz (GSH-transferaz, GST,GST(s), (EC.2,5.18)
ve izoenzimleri, lipofilik yaplll-elgktrofilik merkeze sahip
cesitli bilesiklerin GSH ile niikleofilik reaksiyonunu kata-

lizleyen, hiicre iginde lokalize olmus bir enzim grubudur (71).

IT1.2.1. GSH-Transferazlarin Yapisal Ozellikleri ve

izoenzimleri

GST'lar canlilarda iki sekilde bulunurlar:

1. Suda ¢oziiniir

2. Membrana badgl:i
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GST'lar molekil agirligar 22.500 ve 27.700 dalton arasindaki
altbirimlerin olusturdugu dimer yapili enzimlerdir (71).

GST'larin suda c¢o6ziinebilen (sitozolik) tiriniin fiziko-
kimyasal, - immiinolojik, enzimatik ve yapisal ©zellikleri esas
alindiginda izoenzimler ili¢ grupta toplanirlar. Bu izoenzimler
izoelektrik noktalarina gdre agsagdidaki sekilde sainiflandaril-~
mislardir GST(s) (35):

l. GST = (asidik, pH & 4.8)
2, GST (nétral, pH ~ 6.6)
3. GST ¢ (bazik, pH ~ 9.9)

Memelilerde en az yedi izoenzimi tanimlanan GST'laran
insan karaciger dokusunda © ve ¥ tiirleri yaygin iken, =© tiiri
temel olarak bobrek, plasenta ve £f&tal karacigerde bulunur.

GST (s)'lar homo ve heterodimer olarak yedi altbirimden
meydana gelirler., GST (s)'larin farkli: kromozomlar lizerinde
yerlegiminien az lic multigen-ailesi olusturmaktadar (30,35).

GST'da homo veya heterodimer olusturmak iizere yapaiya katilan

altbirimler:
Altbirim 1 Ya
2 Yc
3 Ybl
4 sz
6 Yn
7
Yp
g8 : Yk

GSH transferazlarin aktif merkezi 'iki alt bolgeden
01u§mu§tur. G-bolgesi olarak bilinen bdlge kismen hidrofobik
oiup GSH'u baglar, ikinci bdlge ise, H-bodlgesi olarak tanim-
lanir ve elektrofilik substratlari baglamaktadir.
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GSH transferaz izoenzimlerine hemen hemen biitiin memeli
ve omurgali tilirlerinde rastlanmistir. Bitkilerde de GSH
transferaz enzim aktivitesi bulunmaktadir. insanda GSH trans-
feraz aktivitesi bobrek, karacider, adrenal bez, kas, pankreas,
testis ve beyinde yiiksek iken deri ve eritrositlerde oldukc¢a
diigiiktiir. Ratlarda ise GSH-transferaz aktivitesinin en yogun
oldugu dokularin karaciger ve daha sonra testis, bdbrek ve

beyin oldudu belirtilmigtir (22,60, 73).

IT.2.2. GSH - Transferazlarin Detoksifikasyondaki

Onemi ve islevi

GST (s)'lar sitozolik II. faz detoksifikasyon enzim grubu
iginde vyeralirlar. Temel olarak, kksenobiyovtik bilegiklerin,
ilaglarin, karsinojenlerin, pestisit, herbisit 'gibi gevre
kirleticilerin detoksifikasyonundém sorumludurlar (73).

GST (s)'lar ilag¢lar, steroid hormonlar, safra asitleri ve
bilirubin gibi 1lipofilik bilegikleri badlayarak hilicre iginde
tagiyici ve badlayici proteinler olarak da gdrev yaparlar (57).

GST (s)'larin reaksiyona girdigi substratlar asadida

gosterilmigtir (Sekil S5) (26).

@ o W‘CHz@

@*
NO; ' NO,

Noz
(1.2 ~dikloro-4-nitro) ( 1-ktero-2,4-di-) (p-nitrobenzit) {4 - nitropiridin~N-oksit)
benzen mitrobenzen kloriir :

Q) HZCHCHZ
{iyodometan)

(1.2 naftalenoksit)
(1.2- epokss -3 -{p-nitrofenoksi)

propan)
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cnz cn:cmgcu;,

{(1- menaftil sGifat) (trans -4 -fenil-3-buten-2-an)

CH, CH,E9

NO,

(p - nitrofenetit bromit )

{Bromsilfoftalemn)

Sekil 5. GST'larin reaksiyona girdigi gruplar

(x) Daire igine alinan gruplar bilegikden ayrilan grubu, oklar
ise GSH'un alken ve epoksitlere katildigi bolgeleri ifade et-

mektedir.

GST'larin katalizledidi temel reaksiyonlar arasinda nilikle-
ofilik yerdegistirme, oksiran halkasinin niikleofilik agilimz,
polarize ¢ift baglara Michael katimi gibi reaksiyonlar yeral-
-maktadir (73).
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Reaksiyon Tipi Substrat
1. Michael Kataimai . N-asetilbenzokinbnmin

4-hidroksinon-2-enal

2, Oksiran halkasaina atak l-nitropiren-4,5 oksit
3. Nikleofilik yerdedistirme Brom izovaleriliire
iyodometan

l-kloro-2,4-dinitrobenzen

4, Organik hidroperoksitin ‘ Linoleik asit hidroperoksit
indirgenmesi S-hidroperoksimetil-urasil

5. Organik nitratan indirgenmesi Nitrogliserin ve tiirleri

Reaksiyonlari katalizleme agasindan  GST izoenzimleri fark-
laliklar gosterirler. GST ( ®) grubu yliksek peroksidaz ak-
tivitesine sahip oldudu ig¢in organik hidroperoksitler ile
reaksiyona girerler. GST ( y) izoenzimleri ise ¢egitli epok-
sidasyon reaksiyonlarina ilgi duyarlar. GST ( x) tiirii icin ise
heniliz reaksiyona girmeyi tercih ettikleri oOzgilin bir gruptan

sdzedilememektedir (26).

GST'lar ile reaksiyona giren bilesikler arasinda N-ase-
til, p-benzokinonimin, Aflatoksin Bl—8,9-oksit (AFBl), benzo-
piren-4,5-0ksit, @ -bromizovaleriliire de yeralmaktadir. Bu bile-

[4

sikler, karsinojenler ve ilaglar tarafindan olugturulmusg
elektrofilik bilesiklerdir ve GST'lar yardimi ile zehirsizleg-
tirilirler (73).

Bazi1 endojen elektrofiller sitotoksik veya genotoksik
etki g6stermektedirler. Ornedin mutajenik bir bilegsik olan
kolesterol oksit GST (s) tarafindan zararsiz hale getirilir
Polidoymamis vad agil hidroperoksitlerin ayragmasindan olusan
hidroalkenaller de GST (s) icgin giiclii . substratlardar (16).

Ayrica prostaglandin H,, Lokotrien Cys trinitrogliserin
gibi bazi kimyasal mediatdrlerin biyosentezlerinde GST (s)‘'lar
gorev yapmaktadir. Lokotrien A{ﬁn GSH konjugasyonunu Glutatyon
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s-transferaz katalizler ve Lokotrien C4 meydana gelir (50).

GSH ile konjugasyona girerek GST'lar igin substrat
olarak ortaya ¢ikan ksenobiyotik elektrofilik bilesikleri kisaca

ozetlemek gerekirse (73):

lalKimyasal sanayi iiriinleri

a. Plastik sanayi iirlinleri: Vinil kloriir ve stiren
oksit '

b. Pestisit ve herbisitler: Alaklor, diazinon, atrazin
c. Boya endiistrisinde kullanilan aromatik aminler

2. Farmasotik Uriinler : Parasetamol, melfalan, karmustin,

misanidazol.

3. Pefrokimyasal ve diger organik madde kaynakli cgevre

kirleticiler: Benzo [al piren, 2-paftilamin.’

4. Dodgal {riinler : Katesoller, aflatoksin, aminoasit

piroliz iiriinleri, 1lipid oksidasyon iirlinleri.

GSH transferazlar, Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivite-
sine sahiptirler, Bu dzellikleri ile lipid ve niikleik asit hid-
roperoksitlerinin zehirsizlegtirilmesinde Onemli gorevleri
vardir. Selenyum yokludu, biitiin GSH transferaz altbirimlerini
‘indiikler. Selenyum'a bagimli GSH peroksidaz dilizeyleri azal-
diginda veya Se icgeren toksik diyet uygulamasinda da Se'dan
bagimsiz olarak GSH peroksidaz dlizeyleri kompansasyon amaci

ile artar (73).

Glutatyon-S-transferazlar karacidgerde bilirﬁbin ile bag-
11 halde bulunurlar (79). LBkotrien B,'ln (LTA,) LOkotrien
Cyu'e (LTC4) degigimi glutatyon S-transferaz enzimi ile sadla-
nir. Bu reaksiyon bazofil, mast, lokosit ve duyarli akcider
hiicrelerinde gbsterilmigtir. LTC4 anafilaksinin yavag ilerle-
yen bilegigidir ve bir eikozatetraenoik asit -glutatyon konju-
gatidir (76).
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Glutatyon S-transferazlar, bazi bilesiklerin glu-
tatyonun (-SH) grubu ile reaksiyonunu Kkatalizleyerek
elektrofilleri ndtralize ederler, suda g¢ok ¢oziinen kon-
jufatlarini meydana getirirler. Glutatyon konjugatlari,
glutamat ve glisin kalaintilarimin pargalanmasi ile
metabolize olur en, sisteinil kalintisinin asetilasyonu-
nu takiben son iiriin olarak merkaptiirik asit meydana
gelir. Merkaptiirik asit, N-asetilsisteinin S-alkil
tiirevidir. Bu durumda GST'lara merkaptiirik asit olusgu-

munun ilk enzimatik asamasi da denmistir (26) (Sekil 7).

R-X + HSCHzﬁHCONHCHZCOOH

NHCOCH,,CH ,CHCOOH
l
NH,

Glutatyon S-transferaz

\ 4

R—SCHZCHCONHCHZCOOH

1
NHCOOCHZCHZCHCOOH

v-glutamil transpeptidaz

R—SCHZCHCONHCHZCOOH

]

NH,

sisteinilglisinaz
2
R—SCHZCHCOOHV

NH2

N-Asetilaz

\ A

R - SCHZCHCOOH‘

NHCOCH2

A4
Merkaptilirik Asit

Sekil 7. Merkaptlirik asit olugumu
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Detoksikasyon reaksiyonlarinda, GST'in substrati olan
bilesikler, P-450'ye bagimli monooksigenaz sisteminin et-
kisiyle olugan metabolitlerdir (79). Alkilleyici kemoterapotik
bilegiklerin detoksifikasyonundan sorumlu enzimlerde GST'dar.
Ayrica, nitrojen mustard, alkil siilfonat, aziridin, nitroziire
gibi bu tip bilegiklerin fonksiyonel olmadan &nce metabolik
aktivasyon iglemlerinden GSH sorumludur. GSH'un detoksifi-
kasyon islemlerindeki Onemi, iki amaca ydneliktir: cok reaktif
elektrofillerin wuzaklastirilmasi ve 1lipofilik bilesiklerin

¢ozinilirliigiinii artairmak (73) (Sekil ).

GST'lar peroksidazlar gibi fonksiyon gdstererek mitomi-
sin C, ad;iamishpiﬂeomisin karbon tetrakloriir (CC14) ve X, ¥
radyasyonuna karsi hilicre membranlarini hasardan korurlar. Memb-
ran peroksidasyonuna neden olan reaktif alken ve aldehitlérin
detoksifikasyonundan da GST'lar sorumludur (73). Ayrica, bir
DNA hidroperoksidi olan indirgen timin hidroperoksitin DNA'ya
peroksidatif zararini engelleyici bir rol listlenmistir, bu
agidan bakildiginda GST'lar DNA tamir edici enzimlerin yeni
bir sinifi olarak diisilinlilmektedir (78). Tiim bu fonksiyonlari-
nin yanisira GST'larin metal ve antibiyotiklerin detoksifi-
kasyonlarinda kovalent olmayan ligand etkilesmeleri seklinde
gorevli olabilecekleri ifade edilmektedir (73).

GST'larin GSH - konjugasyonunu katalizledidi reaksiyonlara

katilan gruplar ve reaksiyon gekilleri (Sekil 8 ) (73):

Ce ""—To
R = CHj . fof) cH, Zbs0, or
.9 (O N
GSH oon o GSH

(Atkil hatojeniir)  ( Lakton) (Epoksit) ( Siitfat }
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GﬁH 0 GSH
X ~ ] Chy /
C=0
'—:2/ pro/
GSH N. Ac
(.B-doymanmusbitesikler)  (kinon ve kinoniminter) (Ester)
GSH G§H
NO, r ,
™
N -
NOZ ’1'
0
( Arit halejeniir) ( Anil patro bitesiGi )

- Dislilfit degisimi reaksiyonu:

, __GST

GSH + R'SS —______"_ GSSR' + RSH

- Tiyosiyanatlar ile reaksiyonu:

GSH + R -S-¢ N  S55 Gs - SR + HCN

- Azot (nitro) grubu reaksiyonu:

R-0-N0., <58, rgsno, 1 SSH, Gssg + NO™
2 gsT 2

- Organik hidroperoksitler ile reaksiyonu:

r-0-08 S5B, [Gs-or] ——» GSSG + ROH

GST

Sekil 8, GST'lgrln GSH konjugasyonunu katalizledigi
reaksiyona katilan gruplar
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flaglarin detoksifikasyonunda GST'laran, hilicre icginde-
ki diizeylerini-diizenleyen en Snemli faktdr baski-yanit mekaniz-
malaridir (stress-response mechanism). GST diizenleme calisma~
lara genellikle karacider lizerinde yodunlasmistir ve karaciger
disindaki enzim diizeyleri’ konusundaki bilgiler pek agiklayca
degildir. Hepatik GST diizeylerini etkileyen faktdrleri su
sekilde belirtmek miimkiindiir (73): Dais kaynakli indirgen bir
ajana maruz kalmak, hormohlar, interferon ve lenfokinler.

Hepatik GST diizeyini etkileyen ajanlar arasinda GST
substratlari, kimyasal karsinojenler, tiimor promoter'lara
sentetik fenolik oksidanlar ve iz elementler de bulunabilir.
Bu konuda, iyi bilinen indiikleyiciler ise 3-metil kolantren,
2-asetilaminofloren, fenobarbital, dietilnitrozamin ve

trans-stilben oksit'tir (6 ).

IT.2.3. Glutatyon S-Transferazin Inhibitdrleri

GSH S-~transferaz aktivitesi bir dizi endojen ve eksojen
bilesigin inhibitor etkisine duyarlidir. Eksojen bilesikler
arasindaki trialkil kalay tuzlari, tetrabromsilfoftalein sayi-
labilir. In vivo olarak enzim aktivitesini modiile eden bile-
sikler arasinda ise hematin, safra tuzlari, doymamis yadasit-

leri ve 1l6kotrien C vyeralmaktadar (73).

I1.2.4. GSH-Transferaz Enzimlerinin Klinik Onemi

GST izoenzimlerinin genetik yoksunlugunun, bazi riskle-
ri beraberinde getirdigi ifade edilmistir.Ornedin, Kafkas
toplumunda %50 gibi bir oranda GST-u izoenziminin yokludu
saptanmigtir. Bu izoenzim gercgekte glicli bir mutajen epoksit
clan trans-stilben oksidin detoksifikasybnunda etkilidir.
Genetik olarak GST-¥ 1izoenzimi agisindan yetersiz kisilerin
sigara kaynakli akciger kanseri riski altinda bulundugu ifade
edilmektedir (90). Ayrica, dokulardaki malignansi ile GST- p

serisi arasinda bir iligki vardir. Ornedin, rat GST-P veya
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diger adi ile Yp rat hepatomalari veya hiperplazik nodille-
rinde yliksek dilizeyde bulunurken, normal karacigerlerde bodyle
bir durum sézkonusu dedgildir. Benzer sgekilde, insanda GST— x

serisinin hepatomalar, barsak ve mide tiim6rlerinde diizey yik-
sekligi sozkonusu -olmugtur. GST-n tiiriiniin serumda analizi
heniiz rutin olarak c¢alisilmamakla beraber, bu izoenzimin
serum analizinin ovaryum tiimdrleri, akciger adenokarsinom'u
ve mide-barsak tilimorleri ic¢in potansiyel bir tiim6r marker'i
olabilecedi ifade edilmektedir (34, 47,57,60,85),

II.2.5. GSH-Transferaz Aktivitesinin Olgiilmesi
1. Spektrofotometrik Yontem (25,26):

Glutatyon S-transferaz aktivitesi, Habig ve digerleri-
nin (34), geligtirmis oldugu spektrofotometrik yontem ile
saptanabilmektedir. GST enzim aktivitesinin tayini, GST'a
6zgiil substratt'in, GSH ile konjugasyonu, sonucunda olusan

bilesigin renk sgiddetinin Olglilebilmesi temeline dayanair.

GST enzimlerinin fiziksel &zellikleri ve substrat oz-
giilliikleri farklidir. GST aktivite tayininde temel olarak,
l-kloro-2,4 dinitrobenzen (CDNB) kullanilmak ile birlikte,
1,2-dikloronitrobenzen, 4-nitropiridin-N-oksit, p-nitrobenzil
kloriir, 1,2-epoksi- 3 - (p-nitrofenoksi) propan etakrinik

asit gibi substratlarda kullanilabilmektedir (Sekil 9).

Ct Glutatyon
N2 +6SH ——1—> NO2 et
25°C +
NO; NO,
1-kloro-2,4 dinitrobenzen Dinitrofenit glutatyon
340nm

Sekil 9. GST Miktar tayini



27

2. Immiinoradiyometrik Olgiim (35):

GST'larin aktivite tayinini serum ve doku OSrneklerinde
radyoimmiinassay ile yapmak miimkiin olmustur. Once serum GST( & )
enzimleri immiinabsorbsiyon ile saflagtirilarak anti-GSTsx an-
tikorlari elde edilmis ve kloramin T metodu ile iyotla isa-
retlenip, jel filtrasyon ile saflastirmayi takiben gamma
sayicida Slglimler yapilmaistir. Radyoimmiin 8lgiime gecmeden Once
saflastirmalari anyon dedgistirici kromatografi ile de yapmak

miimkiin olmustur.

IX.3. AFLATOKSIN

I1.3.1. Aflatoksinlerin Olusumu

Insanlar, ilk c¢aglardan bu yana yiyecekleri olgunlas-
tirmak amaci ile kiiflerden yararlanmisglardir. Dogada genis bir
yayilim gdsteren kiiflerin, bir kismi saprofit, bir kismi pa-
razit, bir kisma da éimbiyotik bir vyasam icgersindedirler,
Glinlimlizde kiiflerden olumlu yonde yararlanim siirerken aflatok-
sin gibi bazi kif bilesiklerinin insan sagladgini tehdit ettigi

ortaya konmusgtur (61).

Genelde mikotoksin olarak isimlendirilen bu bilesgikler,
kiif mantarlarinin madde degisimi ile olusan sekonder bilesik-

leridir ve o©6zel olarak olugturulduklara kiife gore adlandiri-

lirlar (13).

Aflatoksinler bilinen en toksik mikotoksinlerdir ve
Aspergillus Flavus ve Aspergillus‘Pafasitikusvgibi~kﬁf mantar-
larinin iirettidi bilesiklerdir. Aflatoksin ada, Aspergillus
Flavus'un A ve F harflerinden tiiretilmistir (38). Bu gin
toplam on ii¢ ayri Aflatoksin tanimlanmis olmasina karsin, bun-

lardan onemli olanlari soyle siniflandirilabilir:
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a. Major Aflatoksinler : AFBl, AFBZ, AFGl, AFG2

b. Metabolitleri : AFM,, AFM,, Aflatoksikol

Aflatoksinler, dzellikle hububat, yagli tohumlar (findak,
fistik, ceviz, badem, antep fistigia, pamuk tohumu), piring,
misir, peynir, uzun silire dayanikli et {iriinleri ve vyemlerde
olusur (1). Besinler, 6zellikle hayvansal kaynakli olanlar,
aflatoksinle direkt kontaminasyon yada uygun olmayan saklama
kogsullari nedeniyle aflatoksin bilesiklerine sahip olur-
lar (38).

Aspergillus Flavus'un toksikojenik tiiri 365 nm UV lamba
altinda mavi floresans veren AFBl ve AFBz'yi, Aspergillus
Parasitikus'un toksikojenik tiiri ayni dalga boyunda vyesil
floresans veren . AFG, ve AFGz'yi liretmektedir (18). Toksin
olugumu igin gerekli optimal sartlar su sekilde siralana-
bilir (13, 38):

1. Yliksek oranda karbohidrat icerigi

2. Yiiksek ortam sicaklaigi: Optimal sicaklik 28-32 °c ara-
sindadar, sicaklaik 20°C 'nin altina diistiliglinde toksin liretimi

durur.

3. Relatif nem: %85-99 arasa atmosfer nemi toksin {iire-

timi ig¢in uygundur. Nem %80'nin altina diislince iiretim azalir.
4, pH: 5 degeri optimal dlizeydir.

5. Aerobik kosullar:Ortamdaki oksijen miktari azaltilip,

karbondioksit miktarai arttirilinca aflatoksin tretimi azalar.

Aflatoksin olusumunda bdlgesel Jzellikler oOnemlidir.
Ili1k ve nemli bdlgelerde, sosyo-ekonomik dlizeyi diigiik yore-
lerde kiifler kolayca olusabilmektedir. Primer karaciger
kanseri orani bu Dbblgelerde yasam dilizeyi vyiikksek bOlgelere
oranla 500 kat daha fazladir. Aflatoksinlerin en fazla goriil-
dligii yerler Uzak Dogu ve Giiney Afrika Ulkeleridir (21).
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Ayrica besinlerdeki protein, lipid ve A vitamini diizey-
lerinin aflatoksinlerin etkilerinde rolii oldudu da bildiril-
mistir. Besinlerdeki diisiik 1ipid orani akut toksisiteyi azal-
tirken, kanserojen etkiyi arttirmakta, diligiik protein orani ise

akut toksisiteyi arttirmaktadair (62).

I1.3.2. Aflatoksinlerin Fiziksel ve Kimyasal
Ozellikleri (21)

1. Fiziksel Ozellikler: Erime noktalarinin iizerine ci-
kildiginda bozulurlar. Nemli ortamda, nem orani ve sicakliga
bagli olarak parcalanma iliriinlerine ddniigiirler. Aflatoksinlerin
hepsi kuvvetli alkali ve yilikseltgen maddelerle doniislimsiiz
olarak degismektedirler. Su ve petrol eteri disinda kloroform,
etanol, metanol, benzol ve dimetilslilfoksit (DMSO) gibi polar

¢ozliclilerde. kolayca ¢dziiniirler.

2. Kimyasal Ozellikler: Biitiin aflatoksinler ortak ola-
rak yapilarinda bifuranokumarin halkasi tasirlar. Bu halkaya
bagli olan substitiente gdre iki boliimde incelenebilirler

(sekil 10 ),

a. Siklopentanon. halkasi tasiyan B grubu aflatoksin-
ler: AFB,, AFB,, AFM;, AFB, (§ekil 11 ).
b. Lakton halkasi tasayan G grubu aflatocksinler: AFGl,

AFG AFG,_ , AFGM (Sekil 12 ).

1

IsweW

Sekil 10. Bifuranokumarin (furan furan
kumarin) yapisai

2:
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olusan dihidrofurofuran halkasi tasiyan AFB2 ve AFGZ, AFBl ve

AFG,'e gore daha az toksiktir. Aflatoksinler igerisinde en tok-
sik olama AFBl'dir. AFBl toksisitesi 1 kabul edilirse, diger
aflatoksinlerin toksisite dereceleri asagida gosterildigi

gibidir (71,31).

Aflatoksin Tiiri Toksisite Derecesi

AFBl . ’ 1

AFB2 1/4

AFG, 1/2

AFG2 1/8

AFMl 1/2

AFM2 1/4
Aflatoksikol - Cok diisiik

ITI.3.3. Aflatoksinlerin Biyolojik Etkileri

Aflatoksinlerin baslica biyolojik etkileri arasinda;
akut toksisite, karsinojenite, mutajenite ve teratojenite

yeralar (31).

Aflatoksinlerin organizma iizerindeki biyolojik etkile-
ri: alinan besinlerdeki aflatoksin tiri, alinan aflatoksin
miktari ve -aflatoksin ile karsilagma siliresi gibi faktorlere
gbre degisir. Bu faktdrlere bagli olarak yiksek dozlarda,
yiiksek toksisite olugturan aflatoksin alimi akut zehirlenmeye
yolacarken, diisilk dozlarda dolayli olarak diigiik toksisite
olusturarak bu durum zaman igerisinde kronik zehirlenme mey-

dana getirir (13).

Aflatoksinlerin biyolojik etkilerinin ortaya ¢ikabilme-
si icin tiir, cinsiyet, yas ve beslenme durumu gibi organizma-
ya ait faktdrlerin de gozoniinde tutulmasi gerekir. Yapilan

hayvan denemelerine gdre malnutrisyon, bazi spesifik vitamin
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0 0 0 0
7z — =z
Lo/l\o \ l CH3 loJ\O \ l OCH3

sekil 12. G grubu aflatok-.
sinlerin ortak
yapisi

Sekil 11, B grubu aflatok-
sinlerin ortak

yapisi

AFBl, AFBZ, AFGl, AF62 orijinal olarak toksik yerfis-
tiklarindan elde edilebilirler. AFBZ, AFBl'in; AFGZ, AFGl'in
dehidro tilirevleridir. AFM, ve AFM2 ise AFBl ve AFBZ'nin hidrok-
silasyonu sonucu olusan metabolik liriinlerdir. AFM, toksik yer-
fistidi yiyen hayvanlaran iiriinlerinden elde edilir, ilk ola-
rak inek siitlinden elde edilmistir, M simgesi de Milk kelime-

sinin ilk harfidir (13).

Aflatoksinlerin biyolojik aktiviteleri ile kimyasal ya-
pilari arasinda sdyle bir iligkiden sdzedilmektedir:

1. Kumarin yapisina bagl: siklopentanon halkasi, aflatok-
sin toksisitesi igin gerekli bir pargadir. Siklopentanon hal-
kasi tasayan AFBl'in, lakton halkasi tasiyan AFGl'e gore
daha toksik olma51 bu durumdan kaynaklanir. AFBl'in indirgen-
me metaboliti olan Aflatoksikolde ise siklopentanon halkasi
hidroksilasyon ile keton'a doniigiir ve toksisitesi AFB,'e

oranla daha diisiiktliir (13).

2. Birbirine bagla iki furan halkasi da toksisite igin

gerekli pargalérdlr. Bifuran halkasinin dehidroksilasyonu ile
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eksiklikleri (A vitamini gibi) ile, bazi iz element eksiklik-
lerinin (¢inko gibi) aflatoksinlere olan hassasiyeti arttar-

diklaray gOsterilmigtir (93).

Aflatoksinlerin onemli metabolik etkileri sunlardar
(9,31,65):

l. DNA, RNA ve protein sentezinin inhibisyonu - hipoal-
bliminemi,

2. Bazi enzim aktivitelerinin inhibisyonu

3. Glukoz metabolizmasinin depresyonu

4., Pihtilasma faktorlerinin sentezlerinin inhibisyonu

5. Immiinosupresyon

6. Lipid sentezi ve transportunun inhibisyonu

7. Fibrozis ve safra kanali proliferasyonuna bagli ola-

rak karacigerde lipid dejenerasyonu.

Bir c¢cok hayvan tiiriinde aflatoksinlerin toksik ve karsi-
nojenik etkileri saptanmistir. Insanlarda da benzer etkileri
olabilecegi diislinlilmiigtir fakat insanlar 1ilizerinde c¢alisma
yapmanin giligliigi gibi nedenlerle aflatoksinin letal toksik
dozunu saptamak miimkiin olmamistir. Basta tropikal boOlgeler
olmak lizere diinyanin pek c¢ok yerinde bildirilen zehirlenme
olaylarinin biiylik bir kisminda Aflatoksinlerin etiyolqjik bir
ajan oldudu diisiiniilmektedir. Etiyolojik bir ajan olarak
aflatoksinlerin sorumlu oldudu hastaliklar gdyle ifade
edilebilir (48, 70,95):

1. Akut hastaliaklar: Akut Aflatoksikoz, hepatit olgu-

larinda artis, Reye sendromu.

2. Kronik hastalaklar (66): Primer karaciger kanseri,

siroz, kolon ve akciger kanseri.

Aflatoksin konusunda yapilan en onemli etiyolojik gcalig-
malar kwashiorkor iizerinde yodunlasmistir. Afrika'da ¢egitli
lilkelerde kwashiorkor'lu c¢ocuklarin serumlarinda normal
ve marasmik gocuklara gdre daha sik ve yliksek diizeyde aflatok-

sin saptanmistir (31). Bu ¢ocuklarda aflatoksin metaboliz-
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masi da bozulmustur. Kwashiorkor; vyiyeceklerin aflatoksin-
lerle kontamine olabildigi bdlgelerde, ©zellikle de aflatok-
sin olusum olasiliginin arttigi yadgmurlu mevsimlerde sik
goériliir. Bu hastalik ile aflatoksin arasindaki mutlak ilis-
kinin nereden kaynaklandigi tartigsma konusudur. Tartisilan
konu Kwashiorkorda karaciger fonksiyon bozukludunun aflatok-
sin toksisitesine olanak sadlayip sadlamadid:r veya aflatok-
sinin Kwashiorkor patogenezinde rolii olup olmadigir sek-
lindedir (14,31).

Sudan, Gana, Nijerya ve Kenya'da yapilan cgalaismalarda
anne siitliinde aflatoksin saptanma orani %30 olarak bulunmus
ve bunun da biiylik bir kisminin nontoksik AFMl oldugu bil-
dirilmistir (44, 54).

Aflatoksinlerin transplasental gegisi de gOsterilmis-
tir (11). Hamileligi =sirasinda serumlarinda aflatoksin
saptanan kadinlarin bebekleri, aflatoksin saptanmayan kadin-
larin bebeklerine oranla daha diisiik dogum adgirligina sahip

bulunmustur (18).

II.3.4. Aflatoksinlerin Metabolize Edilmeleri (15, 36,40,51,73Y

Aflatoksin-—Bl (AFBl), giiclii bir primer hepatoseliiler
karsinojendir ve karaciger hiicrelerinde, mikrozomal P-450
sisteminde epoksidasyon yolu ile metabolize edilir. Bilinen

metabolitleri arasinda; AFM,, AFQl ve Aflatoksikol yer alar.

AFBl'in karsinojenik metaboliti olan AFB1—8,9 oksit
glicli bir elektrofildir ve hiicre igerisinde DNA gibi makro-
molekiiller ile etkilesir. AFB1-8,9 oksit DNA'da guaninin
7 no'lu azotuna baglanir. Olusan yapi kararsiz bir bilegik-
tir ve aplirinik bir bdlge olarak DNA'dan kopar yada imidazol

halkasi agik bir AFB,- FAPy'ye tiirevine doniigiir.

AFB1~8,9 oksit metabolitinin GSH ile konjugasyonu g¢ok

onemlidir. AFBl—GS konjugati, GSH-transferaz enzimleri
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i¢in substrat'tar. AFB1—8,9 oksit-DNA etkilesmesinin ka-
raciger faz I ve II detoksikasyon enzimlerini uyardigi ve faz
I1 grubunun en Onemli enzimleri olan GSH-transferazlarin

AFB, 'in detoksifikasyonundaki ©nemi acikga ifade edilmektedir.

1

IT.4. SELENYUM

Selenyum (Se) 1930'lu yillara dedin toksik bir element
olarak kabul ediliyordu. Ratlar'a kazeinden yoksun proteinli
diyet uygulandidinda yaklagik bir ay sonra hepatik nekroz'a
bagli ani 8liimler meydana gelmistir, fakat bazi dogal besinle-
rin bu olaya karsi koruyucu oldugu gdzlenmig ve igerikleri
arastirildidinda selenyum tagidiklari saptanmigtir (68).

1957 yilinda Schwartz ve Foltz (69), karaciger nekrozu-
na karsi koruyucu etkili organik bir bilegik olan faktor 3'iin

yapisinda selenyum'un yeraldigani bildirmiglerdir.

Beyaz irkta, siyah irka gbre daha yiiksek olan selenyum
diizeyinin, alkolik kigilerde azaldigi One stirlilmiigtiir, E vita-
mini ile iliskili olarak selenyum igeren diyetin diglerde mey-
dana gelen sararmalari ©Onlemede etkili oldugu ifade edil-
mistir (68). Ayrica, diyette yeterli E  vitamini bulundugu
durumlarda selenyumun biiylime etkeni oldugu bildirilmektedir.
Bu etkisini formikdehidrogenaz enzimi lizerinde gbsteren selen~
yumun, ayrica immiin sistem ve ATP biyosentezindeki Onemi de

tart1§11maktad1r.

Beslenmede esansiyel bir iz element olan selenyumun
diyetteki normal miktari ve toksisitesi arasindaki sainir pek
belirgin dedildir. Yetiskin bir insanin giinlikk diyetinde
60 ug selenyum'a gereksinim oldugu belirtilmistir. Toksik dlizey
bu deferin 10-30 kati olabilir (76). Normal kabul edilen selen-
yum dﬁzeyléri, tam kanda 58-234 pg/L, serumda 46-143 pg/L ve
idrarda 7-160 pg/L‘'dir (81).

Selenyum'un insanda en fazla bulundugu dokularain bdbrek
korteksi, karaciger, pankreas ve hipofiz bezi oldudunu ag¢iklan-

migtar,
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GSH + H,Se0

2 2 -———> GSSeSG + GSSG + 3H20

GSSeSG + NADPH + H ——5—9 GSSeH + GSH 4 NADPH

GSSeH + NADPH + T —* H,Se + GSH + NADPH

¥ : Glutatyon rediiktaz

IXI.4.1. Selenyumun Klinik Onemi (8,39,68,88,92)

Baz1i selenyum bilesiklerinin memeli hiicre geligmesinde
(6zellikle tiimdr hiicrelerinde) inhibitdr etkiye sahip oldudu
gbsterilmistir. Fakat ilk kez 1956'da hayvanlarda antitimor
tedavide Se kullanilmigtir. Selenyum bilegiklerinin fizyolo-
jik ve antiproliferatif etki mekanizmalari biiyiik dlgiide bilin-
memekle birlikte en ©nemli antiproliferatif mekanizmasi GSH
ile etkilegmesidir,

3 ——> GSSH + GS - Se -~ SG + 3H20

2H+ + 4GSH + Se0

Bu etkilesmede meydana gelen selenodiglutatyon (GS-Se-SG) neo-
plastik hiicrelerin geligmesini inhibe eden en etkin selenyum
bilesigi olarak tanimlanmaktadir. GSSeSG memeli dokularinda
inorganik Se'un olusturduéu temel metabolit olarak kabul
edilir ve glutatyon redilktaz tarafindan GSH ve GS-Se 'a in-
dirgenirken NADPH ylikseltgenir. Ayrica, selenodiglutatyon ve
tiyoredoksin sistemi (Tr(x) SH2= indirgenmis tiyoredoksin ve
Tr(x)Sz= yiikseltgenmis tiyoredoksin) arasindaki etkilesmelerin
memeli hiicrelerinde fizyolojik bir dilizenleyici mekanizma ola-
bilece§i bildirilmistir, Gogiis kanserlerinde kan diizeyi diisiik
bulunan Se'‘nun akciger ve hematopoetik sistem kanserleri ile

iliskisi oldudu da diisiiniilmektedir.
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Sidir ve koyun kaslarinda selenyum tagaiyan bir proteinin
varligindan s6zedilmektedir. Ayrica, bazi bakteri tRNA'larin-
daki tiyolirasil kalintilarinda selenyuma rastlanmistir. Yiiksek
dozlarinin g¢ok toksik oldudgu bilinen selenyumun, zengin oldugu
topraklarda yetisen bitkilerin metiyonin ve sistein aminoasit-
lerindeki kiikiirt ile degisime girmesi sonucu A.B.D.'lerinin
bazi bblgelerinde bir halk sadli§a ve tarimsal sorun yarattiga
bildirilmektedir. Oteyandan, selenyum igerigi diigiik topraklara
sahip bbdlgelerde yasayan hayvan tilirlerinde =zayif geligme,
miiskiiler distrofi gibi E vitamini yetersizligini hatairlatan
durumlar godzlenmektedir (76). GSH-Px gibi peroksit metabolizas—
yonunda gﬁreVli GST'lar selenyuma badaimli olmayan bir enzim
grubudur fakat selenyum eksikliginin hem GSH-Px, hemde GST'-
larin aktivitelerini diiglirdigi belirtilmektedir (32).

Toksik bir iz element olarak kabul edilen selenyumun
siddetli yetersizligi durumlari,yani kardiyomiyopati olarak bili-
nen kalp kasi dejenerasyonu &ldiiriicii olabilmektedir. Yaklagik
elli yil &nce (Cin'de cocuk ve geng kadinlarda tanimlanan
Keshan hastalidi selenyum yetersizligine bagli miyopatik bir
olgudur (94). 500 yg diizeyindeki haftalik selenyum gereksini-
mi oral olarak sodyum selenit seklinde kargilandiginda Keshan'-
da miyopati yatkinliginin OSnemli Olciide diistigl bildirilmis-
tir (49). Selenyum'un iligkili oldudu diger patolojik olgular
arasinda Kwashiorkor, g¢ocuklarda ani-&liim sendromu, kanser:
tiirleri ve multipl sklerozis'in bulundudu varsayalmaktadir (43).

Se'un biyokimyasal fonksiyonlari tam olarak bilinmemekle
birlikte organizmadaki en &nemli fonksiyonu glutatyon peroksi-
daz enziminin (GSH-Px (EC.1.11.1.9) yapaisina girmeSidir (76).
GSH-Px yapasinda Se,‘éistein kalintilaraindaki kiikiirt atomu-
nun yerine gecerek selenosistein geklinde bulunmaktadir. Bilin-
digi gibi GSH-Px hidrojen peroksit'i metabolize eden temel
enzimdir. Hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasi sirasinda
asagida gbsterildigi gibi selenit indirgenirken GSH oksidas-

yonu ve selenodiglutatyon meydana gelir (GS-Se-SG).
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IT1.4.2. Selenyum Miktar Tayini Yontemleri

Selenyum miktar tayininde kullanilan yontemler arasin-
da notron-aktivasyon analizi, fluorometri ve atomik absorbsi-
yon spektroskopisi sayalabilir (49,52). NOtron-aktivasyon
analizi ise klinik laboratuvarlarda uygulanabilirligi olma-
yan bir yontemdir. Selenyum'un atomik absorbsiyon spektrofoto-
" metresi ile tayininde, buhar fazinda uyarilmis olan bir ato-
mun yayabildigi dalga uzunlugu yine ayni sicaklik derecesinde
sodurulmaktadir. Atomik absorbsiyon ile selenyum tayininde
102- 10'3
tarafindan gelistirilen grafit firin teknigi ile daha glig-
lenen atomik absorbsiyon spektrofotometresinde Selenyum ta-

ppm duyarlidainda 6l¢iim yapilabilir ve Dr. Massman

yinleri daha iyi sonucglar vermektedir (28,83).

Selenyum'un fluorometrik tayininde ise selenyum tayin
edilecek Ornedin asit ile dijestiyonunu takiben selenatin
selenit'e indirgenmesi sadlanmakta ve piazselenol kompleksi
olusturularak meydana gelen fluorosansin sgiddeti o©lglilmek- .

tedir (43).
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BOLUM IIX

ARAC, GEREC ve YONTEMLER

ITII.1. KULLANILAN MADDELER

CCl,~ (Merck, AG-Darmstadt)

AFB, - (sigma Chem. U.S.A.)
Fenobarbital (Sigma Chem. U.S.A)

Bovine serum albumine (Sigma Chem. U.S.A.)
Folin-Ciocalteu (Sigma Chem. U.S.A.)
Glutatyon (glutamil sisteinilglisin) (U.S.A.)
GST (Glutathione S-transferase ) (U.S.A.)
Selenium standart (Sigma Chem. U.S.A.)
DTNB (5,5'~ Dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)

CDNM (l-chloro-2,4-Dinitrobenzen) Sigma

Deneylerde kullanilan didger maddeler amaca uygun safliktadir.

ITT.2. KOLLANILAN ALETLER

Homojenizator {Braun-Potter S)

pH metre (Schott CG 840)

Hassas terazi (sartorius 2442)
Magnetik karistirici (Kottermann)

Santrifiij (Nlvefiij 615)
Ultrasantrifiij (Beckman L2-50)
Spektrofotometre (shimadzu UV-VIS 160 3)
Fluorometre (Aminco-~Bowman)

High pressure liquid chromatography (HPLC) (Varian 500)

ITI¥.3. KULLANILAN COZELTIiLER
I71.3.1. Doku Homojenizasyonunda Kullanilan ngeltiler

- 0.1 M Potasyum fosfat tamponu / 0.15 M potasyum
kloriir ¢bzeltisi (pH: 7.4):
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17.418 g KZHPO4 ve 13.609 g KHzPO4 tartailip bir mik-~

tar 0.15 M potasyum kloriir (11.475 g/L) ¢bzeltisinde coziindii~
riiliir. Cozeltinin pH'1  NNaOH ile magnetik karastiricida
pH: 7.4'e ayarlanir ve 0.15 M KCl ¢gbzeltisi ile L'ye tamam-~

lanir.

III.3.2. Protein Miktarinin Olciimi I¢in Kullanilan
Cozeltiler (81) |

A, %2 Na,CO, ¢c6zeltisi (0.1 N NaOH icinde)

2 g Na,CO, tartailarak 0.1 N NaOH ¢ozeltisi ile 100 ml'-

ye tamamlanhir.

B. %1 Cus0 SHZO Cozeltisi,

4.

1 g CusO,.5H,0 tartilarak su ile 100 ml'ye tamamlanir.

4 2

C. %2 Na-K tartarat ¢8zeltisi:
2 g Na-K tartarat tartilarak su ile 100 ml'ye tamam-

lanar.

D. Protein renk reaktifi:

50 ml1 B ¢bzeltisine Once 0.5 ml %2 Na-K tartarat ¢o-
zeltisi, sonra 0.5 ml %1 CuSO4.SH20 cbzeltisi ilave edile-

rek deney giinli taze hazirlanar.

E. Folin-Ciocalteu ¢bzeltisi:

Kullanilacaga zaman l:1 oraninda sulandirilarak hazir-

lanir,

F. Stok protein standart ¢ozeltisi (%0.05 g sidir serum albii-
mini ¢8zeltisi):
0.05 g si1gar serum albiimini 100 ml suda c¢dziilerek

hazairlanir ve OOC'de saklanar.



IIT1.3.3. GSH Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler (23)

- 0.1MFosfat Tamponu: Doku homojenizasyonundaki gibi
hazirlanir., 5 mM EDTA c¢ozeltisi ilave edilerek, pH'i NNaOH

ileB'e ayarlanar.

- 5uM DTNB ¢bzeltisi (Ditiyobisnitrobenzen): 99 mg DTNB
500 ml distile su ig¢inde ¢bziilerek hazirlanir.

- GSH Standartlari: 20, 50, 75 ve 100 mg/dl GSH olacak
sekilde distile suda c¢bziilerek deney giinlinde hazarlanar.

- 5 mM EDTA COzeltisi

- %¥5'1ik TCA C6zeltisi (Triklorasetik asit): 5 ml  TCA
alinir ve distile su ile 100ml‘ye tamamlanar.

IT1.3.4. GST Aktivite Tayimninde Kullanilan Cézeltiler (25)

— 30 mM CDNB (klorodinitrobenzen) Cdzeltisi: 1.550 g CDNB

250 ml etanolde ¢odziilerek hazarlanar.

~ 30 mM GSH CSzeltisi: 800 mg GSH 100 ml distile suda

goziillerek hazirlanar.

- 100 mM potasyum-fosfat Tamponu (pH: 6.5): 1.741 g

K., HPO ve 1.360 g KH2P04 distile su igerisinde ¢dziiliir ve

2 4
N NaOH ile pH 6.5 ayarlanir ve L'ye tamamlanir,

II1.3.5. Selenyum Tayini Icin Kullanilan Cézeltiler (43)

1. Diaminonaftalen 2.HC1 (DAN) Cozeltisi: 1 L 0.1 HCL
co6zeltisi iginde 4 g coziilerek deney gilinlinde taze hazirlanar.

2. Buffer (Co6zeltisi: 1 L'de 7.44 g EDTA,10 mg brom
krezol moru ve 114 ml NH40H icerir,

3. 5 M BC1 Gozeltisi

4. Derisgik NNOB

5. Siklohekzan

6. Hclt’JII 4
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IIT.3.6. Aflatoksin B, Miktar Tayini icin Kullanilan

GCozeltiler (97)

l. Distile edilmis mavi bantli metanol, benzen, asetonit-

ril, aseton.
2. HPLC GSzgeni: Su-Asetonitril-metanol (70-170-170 v/v).
3. Trifluorasetik asit (TFA): %99'luk.
4, Susuz sodyum silfat

5. Aflatoksin standartlari (10 pg/ml): Benzen-asetonit-
rilde (98:2) film halindeki stok standartlar 10 ug/ml konsan-

trasyonunda hazirlanar.

I1T.3.6.1. Aflatoksin Standartlarainin Hazirlanmasi (97)

Sikica kapatilan standart aflatoksin kab: tilip ¢alkalayici-
da 1 dk silireyle siddetle calkalanir. Hazirlanan standart ¢ozel-
ti ile benzen - asetonitril karagimi 330-370 nm arasindaki
dalga boylara taranarak 350 nm civarinda en yiiksek absorbans
veren dalga boyunda ¢ozeltinin absorbansi Olgiilerek konsantras-
yonu hesaplanir. 1.0 mikrogr/ml Bl' B2 ve 0.5 mikrogr/ml Gl'GZ
konsantrasyonlarindan her birinden 1 ml alainar ve 10 ml'lik
volumetrik balona aktarailair. Evapore edilir. Kuruluga kadar
azot gazi gegirilerek 100 mikrolitre TFA (trifluoroasetik
asit) ilave edilerek toksinler aslatilair, 30 sn vibratodrde
karistarilir. Su - asetonitril karaisimix (9+1) ilave edilerek
hacim tamamlanir. Cok iyi bir sekilde karastirilmalaidar.

Hazirlanan bu HPLC standart g¢ozeltisi kullanilmadaga

zaman karanlik ve soduk bir yerde saklanmalaidar.

TFA ilavesi sadece AFBl ve AFGl toksinlerinin fieurosans

siddetini artararak pgr seviyesinde Olglilmelerini sadglar.

. , s s e
AFB AFB2a ya ve AFGl, AFG2a ya doniisiirler.

lo
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IXY.4. CALISMA MATERYALI

Bu calismada, denek olarak seg¢ilen siganlarda Ccl4 ve
AFB,, etkisi ile olusturulan doku hasarinin GSH, GST ve Se ile

iliskilerini arastirmak lzere deneyler yapilmigtar.

Deneysel caligmalar Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Biyo-
kimya Anabilim Dalia, Patoloji Anabilim Dali ve Izmir Taris

Ar-Ge'de gercgeklestirilmistir.

I11.4.1. Deney Hayvanlarainin Gruplandirilmasi ve
Orneklerin Hazirlanmasi

Denek olarak secilen ve her biri 225 % 3 g adarligainda
standart hayvan besi yemi ile beslenen 47 adet Swiss-Albino tiiri
sican deneylere sekiz haftalik iken alinmislardar. Deney siiresi

sonuna kadar ii¢ hayvan kaybi olmustur.

I. Grup : Dordii disi olmak lizere 9 sigandan olugmustur
ve bu gruba haftada 2 kez oral olarak 1 ml/kg CCl4 uygulan-

mistir.

II.Grup: Dordii digi olmak lizere 11 sigandan olusmugtur
ve bu gruba I. gruba uygulanan dozdaki CCl4'ﬁn yanisira birer
hafta ara ile fenobarbitalin %0.1 g'lik dozu egit miktarlar-
da giinliik igme sularina konulmak sureti ile oral olarak uygu-

lanmistar.

IIT.Grup: Biri disi olmak lizere alti sigandan olugmustur.
Bu gruba AFB1
da bir kez oral olarak uygulanmigtir.

'in 1 ppm'lik- asetonitrildeki c¢dzeltisi hafta-

IV. Grup: Ucii disi olmak ilizere yedi sigandan olugmugtur.
Bu gruba IV. Gruba uygulanan AFBl'nin yanisira birer hafta
arayla fenobarbitalin %0.1 g'lik dozu esit miktarlarda glinliik

icme sularina konulmak sureti ile oral olarak uygulanmigtir.
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Kontrol Grubu: 14 sigandan olusmustur ve dordlii disidir.
Bu hayvanlarin beslenmelerinde herhangi bir dedisiklik uygulan-

mamis olup, standart kosullar sadlanmistir,

Sekiz hafta siire ile gruplar izlenmis ve bu siire iginde
birinci gruptan iki ve {iglincii gruptan bir kayip verilmistir.
Deney siiresi sonunda, kloroform anestezisi altinda diseksiyon

yapilmastar.

Karaciger dokulari porsiyonlara ayrilarak, ayrai ayri koyu
rernk sigelere gruplandairilarak, =70 Octde saklanmigtir, Bir
kisim doku histolojik inceleme igin %10°'luk formol ¢&zeltisi

iginde saklanmistair,

IIX.5. YONTEMLER

IIT1.5.1. Doku Homojenizasyonu (77)

Doku pargalarinin yas doku adgirliklari saptanarak, bistiiri
ile daha kligilik pargalara ayrilmis ve bir miktar distile su ile
y1kanm1$t1r; Homojenizasyon tiipilinde iggal ettikleri miktaran
dort kati 0.1 M fosfat tamponu ile yiiksek devirde 10 dakika
+4°rde homojenize edilmigs ve homojenatlar bekletilmeden
16,500 x g*'de 30 dakika ultrasantrifiije tabi tutularak, siiper-
natant kismi ayrildiktan sonra deney giinline kadar -70°C ' de

saklanmistar.

IXI1.5.2. Protein Miktarinin Olciimii (81)

Bu yontem, proteinlerin alkali ortamda bakir iyonlari ile
bilire tepkimesi vermesi esasina dayanir. Peptid badlarai alka-
1li ortamda bakir tuzlari ile mor renkli kompleks olugturur.
Ayni zamanda protein yapisindaki tirozin ve triptofan amino
asitleri fosfomolibdat-fosfotungstat ¢dzeltisi (Folin-Ciocalteu)

ile indirgenir,
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Standart olarak %0.05 g sigir serum albiimini igeren
¢6zeltiden 0.010, 0.020, 0.030, 0.040, 0.050 ml ve numune
olarak doku homojenatindan 0.005 ml ayri ayri tiiplere mikro-
pipetler ile pipetlenir. Hacimleri 0.075 ml'ye su ile tamamla-
nir, Her bir tiibe 1.5 ml protein renk reaktifi eklenir. Tiipler
15 dakika oda sicakliginda bekletilir. Karagimlara 1l:1 ora-
ninda sulandirilmis Folin-Ciocalteu ¢ozeltisinde 0.15 ml konur
ve karigtarilair, Oda sicaklidinda bir saat bekletildikten son-
ra 750 nm'de koOre karsi spektrofotometrede okunur., Kor tiipleri
ise numune yerine su konarak hazirlanir ve numunelerle ayni
islemlere tabi tutulur. Sonuclar mg protein/ml doku homojenati

olarak degerlendirilir,

ITY.5.3. GSH Miktar Tayini (23)

Santrifiij tiiplerine doku homojenat silipernatantindan 1 ml
alinir ve 4 ml %5'1lik TCA ilave edilerek 5 dakika bekletilir.

1000.x g*de 15 dakika santrifiijlenir,.

KOor Tiipi Deney Tiipi
Siipernatant (ul) - 200
Fosfat tamponu (pH ~8) (ml) 2 2
DTNB ¢Ozeltisi (ml) 0.25 0.25
Distile su (ul) 200 -

Yukarida belirtildigi sekilde ¢alisilir ve karisimlar 3-4 da-
kika icgerisinde 412 nm'de spektrofotometrede okunur.,

GSH Standartlari da ayni deney protokolii izlenerek c¢a-
lisar ve standart edri c¢izilerek, miktar tayini gergekleg-

tirilir.
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IIT.5.4. GST Aktivitesinin Olcgiilmesi  (25)

Kor Deney
GSH ¢bzeltisi (ml) : 0.1 0.1
CDNB ¢dzeltisi (ml) 0.1 0.1
Potasyum-fosfat tamponu (ml) 2.2 2,2
Slipernatant (ml) . - 0.6
Potasyum-fosfat tamponu (ml) 0-6

Yukarida belirtildigi sekilde cg¢alisgilarak 340 nm'de karai-
gimlarin absorbanslari saptanir (Al). 5 dakika sonra yeniden
okuma yapilar (Az); absorbans farki alinarak asadidaki formiil

ile spesifik aktivite hesaplanair.

Absorbans defisimi (AZ-—Al)/E

Spesifik aktivite

Glutatyon Kiivetteki
ekstinksiyon sabiti X  protein konsantras-
(m;x“l cm”l) yonu (mgml-l)
Spesifik Aktivite = u mol min mg protein
Glutatyon ekstinksiyon sabiti = 9.6 mp -1 cm—l'dir.

Kiivetteki protein konsantrasyonu Lowry ydntemi ile paralel

olarak tayin edilmisgtir.

III.5.5. Selenyum Miktar Tayini (43)

Fluorometrik olarak selenyum miktar tayinin yapildiga
bu yontemde, 0.4 ml doku homojenat siipernatanta ~lizerine
d.HNO3 ve HClO4 ilave edilir, Karisim aliiminyum blok lizerinde
150 °c'de 30 dakika, daha sonra sicaklik 190 °C'ye getirilerek
2 saat silireyle isitilir. Tiipler sodJutulur ve 6M HCl ¢ozelti-
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sinden 0.2 ml ilave edilir, 150 ®c'de 5 dakika yeniden isitila-

rak dijestiyon iglemi sadglanar,

Tayinin ikinci asamasi, selenatin selenite indirgenmesi
olayidir. Tipler lizerine 2 ml buffer ¢ozeltisi ilave edilerek,
140 °c'de sari renk g6zlenene kadar bekletilir, Daha sonra
tapler sogutulur ve 0.1 M HCl'den 5 ml ilave edilerek, karisim
hacmi distile su ile 10 ml‘'ye getirilir. Daha sonra ornekler oda

sicakliginda 24 saat bekletilir,

Tayininin iiciincii asamasinda plazselenol kompleksinin olus-
turulmasi gerceklestirilir. Orneklerde 0.5 ml DAN ¢c6zeltisi
ilave edilerek bir siire karanlikta bekletilir, daha sonra 40°c' -
lik su banyosunda 30 dakika inkiibe edilir. 5 ml siklohekzan
ilave edilerek ekstraksiyon vyapalir. Ekstrakte edilen kisam
3 ml'lik kiivetlere alinir ve eksitasyon dalga boyu 360 nm'e,
emisyon dalga boyu ise 520 nm'e ayarlanarak okuma yapilir.

Sonuclar standart grafiginden hesaplanir.
I1T.5.6. Aflatoksin-—B1 Miktar Tayini Yontemi (84)

I1I1.5.6.1. Yiiksek Basan¢li Likit Kromatografisi (HPLC)
Yonteminin Caligma Prensibi

Aflatoksin Bl miktar tayini ig¢in kullahllén yiiksek basing~
11 1likit kromatografisi (HPLC), Ornek bilegenlerinin likit
ve solid faz arasinda farkli derecelerde absorbsiyonu ile bir-
birinden ayrilmasi temeline dayanmaktadir. Likit kromatografisi;
solventrezervuar, pompa, enjektdr, kromatografik kolon, dedek~
tdr ve yazici olmak . ilizere alti boliimden meydana gelmektedir.
Cézgen (solvent), mobil fazi olusturmakta ve pompa
ile belirli bir hizda kolondan gecisi sadglanmaktadir. Enjek-
tor klsmiﬁdan érnekler sisteme verilmektedir. Sabit faz
olarak genelde silika kolon kullanilir ve dedektdr ile
kolondan gecen madde teshis edilerek, yazici ile konsantras-
yonuna uygun pik elde edilir. HPL analitik teknik olarak

oldukca gelismis ancak pahalz bir yontem oldudgu
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ig¢in rutin olarak kullanilamamaktadir. Ayraim ve kantitatif
tayininde hizli ve pek ¢ok madde ig¢in gecerli oldudundan

dolay: kullanim alani genistir.

ITII.5.6.2., HPLC  Alet ve Ekipmani

1. Likit Kromatofrafi: Varian 5000 - Rheydna 7125 enjek-

tor sistemi.

Flourichrom fluorosans dedektoérii; 7-54 ve 7-60 eksitas-
yon filtreleri (360 nm), 3-73 ve 4-76 cam emisyon filtreleri
(440 nm) yerlestirilmis flow cell'e sahiptir.

Integratdér (Varian 4290): 0.25 cm/min kadit hizi, tungs-
ten lamba, lamba konumu LOW, gain konumu HIGH, atanasyon

konumu 20, range konumu 2 olarak ayarlanmistair.

2. L.C Kolonu: 15 cm x 4.6 mm Chrompack LC-18, 5 um c¢ap

ladar.

3. Enjektorler (Hamilton): 10-100-1000 wnl,.

4, Vibrofix

I1IT.5.6.3. Orneklerin HPLC'ye Uygulanabilir Hale Getirilmesi
(Temizleme - Ekstraksiyon islemi)

1 ml'lik drnede (doku siipernatanti) 1 ml heksan ilave
edilerek2 dakika vibrofix'de karaistirildiktan sonra 5 dakika
2000 rpm'de santrifiij edilerek listteki heksan fazi atilar.

Bu islem, Ornede iki kez 1 ml heksan ilave edilerek tekrar-

lanir.
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Ornekdeki lipidlerin wuzaklagtirilmasi amaciyla 4 kez
1 ml kloroform ilave edilerek 4 dakika c¢alkalanir ve 10 da-
kika 2000 rpm'de santrifij edilir, Kloroform fazi her

defasinda toplanir.

Derivatizasyon islemi i¢in, kloroform azot gazi altin-
da kuruluga kadar wugurulup her bir ekstrat sgigesi 50 ul
TFA ilave edilir. Amag AFBl, AFGl toksinlerinin fleurosans
giddetini artirmak, teshisin gilivenilirligini sadlamaktair.

TFA'll Ornekler 5 dakika bekletildikten sonra yine azot
gazi altinda ugurulup su - asetonitril (9+1)'den olusan
inveksiyon solventinden 500 pl ilave edilerek vibrofix'de
karistirilir. Sonra bu Ornekten 10 pl alinip HPLC'ye incek-

te edilir.

I11.5.6.4. AFB, Miktarinin Hesaplanmasi

1

HPLC kromatogramlarina godre AFBl miktarlari asa-~

gidaki formiil yardimi ile hesaplanir,

Ornedin pik’ , Standart . Stendart
AFB. (pob) alani (h) konst.(1lugr) inj. hacmi (1ul)
ppo/)= =
1'PP Standartin X Ornegin X Effektif
pik alani Inj. hacmi agirlik
(L) (4 ul) (EW) (0.866 g)

III.5.7. Istatistiksel Dederlendirme

Sonuglarin istatistiksel analizleri, hazir paket prog-
ramlar (ANOVA) kullanilarak bilgisayar ile yapilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR

Deneysel olarak siganlar lizerinde yapilan bu galigma-
da, CCl4 ve AFBl ile olusturulan karaciger doku hasa-
rinda GSH, GST ve Selenyum diizeyleri arastirilmigtar.
Bunun ig¢in biyokimyasal olarak doku GST enzim aktivite-
GSH ve Selenyum tayinleri, histolojik olarak aisik
mikroskobunda incelemeler yapilmistir.

si

’

Kontrol grubuna yonelik Dbiyokimyasal  bulgular
Tablo 1l'de, histolojik bulgular Resim 1l'de sunulmustur.
Resim 1'de goriildiigi gibi karacider patolojik olmayan bir

goriiniimdedir.

Sadece CCl4 uygulanan I. gruba yodnelik biyokimya-
sal bulgular Tablo 2'de sunulmustur. Tablo 2'de gdriil-
dugi gibi doku GSH, GST ve Selenyum diizeylerinde belir-
gin artiglar saptanmistir. Bu gruptaki GSH ile GST dii-
zeyleri arasainda anlamlz bir korelasyon saptanmis
(r= 0.383, p <0.05) ve Sekil 13'deki regresyon grafidi
ile gbsterilmistir. CCl4 uygulanan gruba ait histolojik
bulgular Resim 2 ve 3'de sunulmustur. Bu grupta diseksi-
yon sirasinda dokularain ikterik ve piitiirlii bir goriinim
sergiledigi ve CCl4 uygulamasinin nﬁk;eer vakualizasyon
ve fokal yaglanma olusturdudu saptanmistir.

CCl4 ve PB uygulanan II. deney grubuna ydnelik
biyokimyasal bulgular Tablo 3'de sunulmustur. Bu grupta

GSH ve Se arasindaki korelasyon Sekil 14'de gOsterilmisgtir.
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Sadece AFBl uygulanan III. gruba ait biyokimyasal

bulgular Tablo 4‘'de, AFBl
gruba yotnelik bulgularda Tablo 5'de sunulmustur, III.

yanisira PB uygulanan IV.

gruptaki ortalama GSH dederi 13.35 ¥ 0.73 gmol/g doku
olarak saptanmig ve biitlin gruplar arasinda kontrole géré
en yiksek artisi gostermis bulunmaktadair. Ayrica bu grup-
ta GSH ve Se arasinda saptanan anlamla korelasyon
(r= 0.518,1p<0.05) Sekil 15'de gbsterilmistir.

AFBl + PB uygulanan IV. grupta GSH ve GST arasinda
saptanan anlamli ve negaﬁf korelasyon (r= 0.429,p<0.05 )
Sekil 16'dgq, GSH ve Se arasindaki ilisgki ise (r= 0.487,

p <0.05) S&kil 17'de sunulmustur.

AFBl uygulanan gruplarda elde edilen histolojik bulgu-
lara gbre minimal diizeyde bir doku harabiyeti saptanmig-
tair. Nilkkleer vakualizasyon ve centrilobuler konjestiyon

olusumu Resim 3 ve 4 'de sunulmusgtur.

AFB
1
pilmis ve kontrol grubu Orneklerinde AFBl'de rstlanma-

uygulanan gruplarda AFB., tayini HPLC ile ya-
1

mistir. III. ve IV. grupta saptanan ortalama AFB1 degeri
(6.04670.204 ppb) dir.. Sekil 18'de AFB, tayininde standart
ve bir doku Ornedine ait HPLC kromatogramlari goriilmek-

tedir.
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Resim 1. Kontrol grubunda normal goriinimli hiicreler

Resim 2, Centrilobuler konjestiyon yapisi gosteren
karaciger hiicreler



Tablo 2 . CCl4 Uygularnan (I. grup) GSH, GST ve Se

Diizeyleri

Ornek GSH - GST = Se
No (umol/g doku)” | (nmol min mgy protein) (rg/g doku)®
B! 13.34 3976 0.82
2 8.87 4328 0.90
3 8.74 3964 1,10
4 11.34 2926 1.87
5 9.11 4606 .29
6 12.23 3207 1.72
7 12.:67 3220 0.80

Ort. +SH.| 10.91 ¥ 0.47 3747 ¥ 8.74 1.20 + 0.15

Ort. +S.S. 10.91 ¥ 1.80 3747 ¥ 588 1.20 +
¥ Total yas doku agarligay 3.05 + 0.24 g'dar.

% Total protein 30.6 ¥ 0.79 mg/ml‘'dir.

000

= |

£ 4500 r= 0.383

2 y= -202.32x +5954
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©  4poo

o

=
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o |

o

E

=4

= S0

- o

v

(]

2500 =TT T T T T T T
80 100 120 120
€0 11.0 13.0

GSH (pmel/g doku)

Sekil 13. CCl4 Uygulanan I. grupta GST ve GSH arasindaki

regresyon grafigi
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Resim 3. Nilkleer vakualizasyon, fokal nekroz gosteren
karaciger hiicreleri

Resim 4. Fokal yaglanma (yag vakuolleri) ve
centrilobuler konjestiyon gosteren
hiicreler
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Tablo 3 . CC14+ PB Uygulanan II. grup GSH, GST ve Se

Diizeyleri

Ornek GSH GST Se
No (umol/g doku)¥| (nmol min mg protein)™ | (ng/g doku)*
1 14.67 4949 -
2 20.09 5668 1.02
3 8.6 4634 0.95
4 2.86 4156 0.70
5 14.82 4127 1:25
6 16.38 4466 1.35
7 8.89 5430 0.87
8 14.23 4095 0,70
9 13.27 4269 1..07
10 8.15 4822 0.80
11 13.85 4249 1,37
ort.¥S.H.| 12,98 + 0.32 4679 * 6.21 0.92 ¥ 0.08
ort.£§.S. | 12.98 § 8.56 4679 T 504 0.92 ¥ 0.37

¥ Total yas doku agairliadi 3.05 % 0.24 g'dir.
wx Totaldprotein 3043 F 050 mg/mitdir.

(ng/g doku)
o =
o O

0
\

i

s} =
= 08
=3
= r= 0.0358
W pa
- y= 0.0195 x + 0.662
@ e
0.0 A I L R Ry
] ) 16 20
10 14 18

GSH (pmol/g doku)
Sekil 14. CCl4 + PB Uygulanan II. grupta Selenyum
ve GSH arasindaki regresyon grafigi
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Tablo 4 , AFB, Uygulanan III. Grup GSH, GST ve Se
Diizeyleri N
Ormek GSH GST - Se «
No (umol/g doku)® | (nmol min mg protein) (ng/g doku)
1 14,08 3784 0.82
2 11,12 3619 0.78
3 14,08 3570 0.93
4 14.67 3995 0.89
5 12.80 3918 0.86
ort.* S.H.| 13.35 ¥ 0.73 3777 ¥ 12.2 0.86 ¥ 0.18
ort.¥ S.S.| 13.35 ¥ 1.27 3777 + 164 0.86 ¥ 0.05

% Total yas doku agarligi ort. 3.05 + 24 g 'dar.

¥R

Total protein 30.4 ¥ 1.10 mg/ml'dir, *

—~ 10

po]

< r= 0.518
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o y= 0.029x+0.459 =
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- »
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1. 13.0 15.0
10 120 3 14.0

GSH (pmol/g doku)
Sekil 15. A‘f‘Bl Uygulanan III. grupta selenyum ve arasindaki

regresyon grafigi
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Tablo 5 . AFB,+ PB Uygulanan IV. Grup GSH, GS8T ve Se

1
Diizeyleri
Ornek | GSH GST - se ®

No (umol/g doku)*| (nmol min mg protein) (ng/g doku)

1 12.6 2683 1.14

2 11,78 3091 0.89

3 14.60 2507 1.28

4 12.45 3380 1.14

5 12.90 2612 1.28

6 12.08 3532 1.18

7 12.61 3427 1.14
ort.r S.H. 12.72 ¥ 0.50 3033 ¥ 7.86 1.15 ¥ 0.15
ort.r S.S. 12.72 + 0.84 3033 + 397 1.15 ¥ 0.12

% Total yag doku adirlidi 3.05 ¥ 0.24 g'dar.
x% Total protein 32.6 + 0.81 mg/ml'dir.

:

¢

:

3%0}

- = 0.429
y= -309.22x + 6965
32001
3000
2800

-+ BST (nmolminmg protein)

2400
2200
2000

l T T T l l_._rA 1] lfl T + i v_’_'l ¥ 1 i T l
11 4
12 13 14 s
GSH (pmol/g doku)

Sekil 16. AFB, + PB Uygulanan IV. grupta = G3ST ve GSH
arasindaki regresyon grafigi
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= 0.487
y= 0.100 x - 0.127

3 + T i T ¥ 3 T T
t ' H

y ' T
“1.0 130 15,
12,0 120 >0

GSH (pmol/g doku)

]

sekil 17. AFBl+ PB Uygulanan IV. grupta Selenyum ve GSH
arasandaki regresyon grafigi
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Tablo 6. III. ve IV. grupta AFB, diizeyleri

Ornek Aflatoksin B, (ppb)
No
1 0.937
2 16.571
3 4,170
4 4.488
5 6.061
6 7.648
7 3.982
8 0.947
9 0.682
10 7.526
11 5.851
12 13.689
Ort.+ S.H 6.046 + 0.204
r:f:
T .
i i
i 3
o
bod B
- -
o ~ _
i R B =
o3 e
- R =
o = f
: e
— T T MQWJkJ
i
Hd W é . l
S =

Sekil 18. AFB, 'e ait HPLC kromatogramlari
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BOLUM V

TARTISMA ve SONUC

Bu gailsmanln amaci; CCl4 ve AFBl'in sican karacidgeri
lizerindeki toksik etkilerini GSH, GST ve Selenyum gibi pa-
rametreleri inceleyerek'kar§1la§t1rmak idi. Ayraca, feno-
barbital {PB) gibi karaciger ikinci faz enzimleri lizerinde
indiiksiyon etkisi beklenen bir bilesik segilerek, bazi
deney gruplaranda uygulanmis ve indilkksiyonun karaciger ha-
rabiyeti {izerindeki etkisi  belirlenmeye g¢aligalmistir.
Deney gruplarina yonelik sonuglari asagidaki gekilde ince-
lemek ve tartlsmak yararli olacaktar.

A. (cCl, Uygulanan) I. Grup ve (CCl4 + PB uygulanan)

4

II. Gruba Yonelik Tartisma

CC14'ﬁn sitokrom P-450 karisik fonksiyonlu oksidaz
sisteminde metabolize edilmesi asagidaki. sekilde gercgekles-

mektedir (67):

c014 + é —>» . cc13 + C1™

.CCl3 + 02 —> . 00CC13

(.00C13) reaktif metaboliti etkin olarak doymamis yag asit-
leri ile kovalent badlarla etkilesir ve lipid peroksidas-
yonu, Ccl4 tarafandan meydana getirilen karaciger dejeneras-
yonunun esasini olusturur (64, 67). CCl4 gibi  halojen
hidrokarbonlarla zehirlenme hepatik centrilobuler hemora-
jik nekroz ve notral lipidlerin birikimi (karaciger yaglan-

masi) ile karakterizedir ( 11, 58, 72).

Calaigmamizda bu grupta yapilan histolojik incelemelere
gbre niikleer vakualizasyorn, fokal yaglanma ve centrilobuler

konjestiyon meydana gelmis bulunmaktadir (Resim 1,2ve3) . Bu
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patolojik sonuglara bakildiginda tam bir nekroz tablosu el-
de edilemese bile, CCl4 uygulamas: ile karaciger lizerinde

amacglanarn toksik etkileri saglamis olduk.

inceledigimiz parametreler arasinda yeralan GSH'in
metabolizmasi organ ici ve organlar arasindaki dodngililerle
slireklilik kazanirken, GSH sentezi temel olarak karacigerde

gerceklestirilir (3).

*iinde bulundugu bazi ksenobiyotik

GSH, aralarainda Ccl4
lerin detoksikasyonunda Onemli gdrevler iistlenir (72).
GSH'an mikrozomal inkiibasyon sistemine sizmasi sonucunda
CCl4 :
yoluyla etki gosterdigi ve bu tilirevlerden birinin diglutat-

metabolitlerine ozgi baz: GSH  tilirevleri olusmasi
yon karbonat oldudgu bildirilmektedir (64).

Hiicre ici GSH diizeyleri; GSH sentezinin kontrolu,
hiicre disinda tasainmasi, redoks olaylari ve detoksikasyon
islemlerine katilaimi ile dlizenlenir (12). Bu agidan bakil-
digainda kontrol grubuna gore CCl4 uygulanan I. ve II.
gruptaki ortalama GSH diizeylerindeki artig anlamlidar
(Tablo 1, 2, 3).

Bir c¢alaismada, 1 mg/kg i.p (%20 zeytinyaé1-CCl4) uy-
gulamasi ile karaciger harabiyeti olusturulmus sigan Kka-
raciger dokularindaki GSH diizeylerinde 24 saat igerisin-
de kontrol grubuna oranla %47-65'1ik artislar gOzlenmis-
tir (87). Ayna sartlar altinda bagka bir calismada bu
artas %80 olarak saptanmistar (23).

CC14'ﬁn toksik etkileri incelenirken 24 saat gibi ki-
sa slrelerin secilmesi yerine uzun siire CC14'e maruz kal-
manin daha anlamli: sonuclar verecedini diislinmiistik. Zira,
eder akut bir =zehirlenme sodzkonusu dedgilse Ccl4 veya
benzeri bilesiklerle uzun slireli temasta sdzkonusu bilesik-

lerin toksik etkileri slireklilik kazanmaktadir. Bu sekilde
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incelendiginde kontrol grubuna gore II. grupta elde edilen
GSH degerlerindeki %88.8'lik artis, uzun silireli Ccl4 uy-
gulamasininda GSH diizeylerinde slirekli bir vyiikselisge

rraden oldudunu gostermektedir.

GSH-S~transferazlar, toksik bilesikler olarak nitele-
nen ilagclar ve karsinojenlerin detoksikasyonlarinda rol
oyrnayan ¢ok fonksiyonlu, karmasik bir enzim grubudur(10).

CCl4 uygulamasinin, sig¢anlarda yagli karaciger ve nek-
roz olusturmanin yanisira, NADH'a bagimli karaciger mik-
rozomal enzimlerirnin etkilerini de zayiflattigi bildirilmek-
tedir (11). Srivastava ve didg. (77), CCl, wuygulamasinin
karaciger GSH-S transferaz aktivitesini diligirdiigiinii gos-
termiglerdir. Benzer sekilde Harisch ve dig. (19), ayn:i

durumu gﬁzlemislerdir,

GSH-S~ transferazlarin baglanma bOlgesi hidrofobik ya-
p1lidir ve bu nedenle hidrofobik ©zellik tasiyan bilesikler
bu enzim grubu ig¢in iyi birer substrat olarak goriinmekte-
dirler (45). CCl,'de hidrofobik bir bilesik olarak GSH-S5-
transferazlar i¢in bir substrat adayidair. Fakat, GSH'a ba-
gimly enzimler arasinda yeralan GSH-S-transferazlar Ccl4
metabolizmasi ile direkt iligkili degildirler (67) ve muh-
temelen CCl4 '
bagli olarak GSH metabolizmasinda meydana gelen degisim-

uygulamasindan kaynaklanan dedisikliklere
den etkilenmeleri olasidir,

Calismamizda, yalnizca CCl4 uygulanan I. grubun GSH
ve GST diizeyleri arasinda anlamli, unes&ﬁf bir korelasyon
gbzlenmigtir (r= 0.383, p <0.05) (Sekil 13).

(CCl4 + PB) uygulanan II. grupta kontrol grubuna gore

GST aktivitesinde irdiiksiyon etkisi saptanmisgtir. Sirasiy-

la, kontrol, I ve II. grup GST aktiviteleri; 2944 + 3.87,
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3747 ¥ 8.74 ve 4679 ¥ 6.21 nmol min mg proteindir. Tablo
2'de de gosterildigi gibi GST diizeylerinin kontrol'e gdére
ylikselmeye devam ettigi ve CCl4 uygulamasinin enzim acgi-
sindan etkili olmadigi, II. grup GST diizeylerine bakilda-
ginda da fenobarbitalin indiiksiyon etkisini gosterdidi an-

-lasilabilir.

GSH ve GSH-S-transferaz enzimlerinin katildidi bazi
metabolizasyon olaylarinda, selenyum elementinin etkisi;
eksikliginde glutatyon peroksidaz enziminin kaybina badl:
olarak oksidatif hasar ve hepatik fibroz'a yatkinlidi art-
tirmasi agisindan incelenmeye deder bir parametre olarak

diislinlilmiistiir.

Uzun sliren 8Se yetersizlidinin sican ve farelerde ka-
raciger, bObrek ve ince barsak mukozasinda GSH-S trans-

feraz aktivitesini arttirdidi bildirilmektedir (4).

Se yetersizligi, karaciger hem metabolizmasi, GSH-S-
transferaz ve bir kisim ilag-metabolize eden enzimlerin
aktivitelerini de etkilemektedir. Ayrica, bu elementin ek-
siklidinin karaciger GSH serntezini ve kana verilisini
artairarak, plazma GSH konsantrasyonunu ylikselttigi belir-
tilmektedir (32).

Bazi GSH-S-transferaz tipleri l-kloro-2,4-dinitroben-
zen (CDNB) gibi elektrofilik bilegsikleri katalizlemenin
yanisira glutatyon perocksidaz enzim aktivitesine de sahip-
tirler (non-Se~GSH Px). Yani, alternatif bir peroksidaz yan
yolu olarak diigiinilen bu durumda substrat olarak organik
hidroperoksitler ile etkilegirler. Gergek GSH'PX'dan farkli

olarak H,0

20,'i katalizleme yetenekleri yoktur (4).

Bizim calismamizda elde ettidimiz Se diizeyleri kontrol
grubunda 0.66 ¥ 0.05, I. grupta 1.20 % 0.15 ve II. grupta
0.92 ¥ 0.08 ng/g yas doku olarak saptanmigtir.
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Bir calismada, sican karaciger dokusunda ndtron akti-
vasyon analiz ydntemi ile saptanan Se degeri 1.29 ¥ 0.03
mg/kg yas dokudur (6).

Sadece CCl4 uygulanan I. grupta GST ile Se ara-
sinda pozitif bir korelasyon saptanmigtir (r=0.288, p<0.05)
II. grupta da pozitif olmakla birlikte ¢ok zayif bir kore-
lasyon gdzlenmistir (r= 0.011, p <0.05).

Kontrol ve I. ve II. grup Se dederlerine bakildigin-
da deney haYvanlarlnda cok belirgin bir Se yetersizligi

durumu yoktur.

Selenyum ve kiiklirt igeren aminocasitlerin CCl4 tok-
sitesine karsi koruyucu.oldugu ve bu durumun GSH-S trans-
ferazlarin Se ile iliskilerinden kaynaklandigi belirtil-

mistir (27).

Se yetersizliginde, GSH-S-transferaz aktivitesindeki
artigin, doku hasarina bagli olarak GSH—Px aktivitesin-
deki azalmayi kompanse etmek ilizere ortaya gikan bir yanit

oldugu ileri siiriilmektedir (4).

Se - GSH iliskisi acisindan bakildigainda -ise II.
grupta zayifta olsa Dbir corelasyon elde edilmistir
(r= 0.0358, p<0.05)(Sekil 14).

Selenyumur temel eliminasyon yolu idrarla atilimdar
ve rnormal diyet uygulanan siganlarda idrarla atilan selen-
yum hayvanin selenyum diizeyinin bir g6stergesidir (7). Biz
calismalarimiz sirasinda deney hayvanlarainin idrarlarandan,
deney siiresinin sekiz haftayi kapsamasi nedeniyle yarar-
lanamadik. Fakat bir karsilastirma sadlamasi ag¢isindan
idrar ve doku Se diizeylerinin birlikte saptanmasainin
yararli olacadgini diiglinmekteyiz. Elde ettigimiz sonuglar

bu konudaki yayanlarla uyum saglamistair. Ayrica, selenyum
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analizlerinde genelde tercih edilen atomik absorbsiyon
spektrofotometresi yerine kullanmis oldudumuz spektrofluoro-

metrik yontemin basarili sonug¢larida olumlu bir durumdur.

B. (AFBl) Uygulanan III. Grup ve (AFB1+ PB) Uygulanan

IV. Gruba Yonelik Tartigma

Aspergillus genus'unun bazi tiirlerinin sekonder metabo-
liti olan AFBl, Fischer cinsi 51ganlafda hepatoseliiler
karsinomlarain etkili bir indiikleyicisidir. Epidomiyolojik
verilere gdore bu mikotoksinin insanlarda da karsinom olug-
turdugu belirtilmektedir (15).

ITI. ve IV. deney gruplarainda yapilan patolojik incele-
melere g6re karaciger dokularinda minimal dlizeyde degisik-
ler oldugu gdzlenmistir (Resim 3 ve 4), Bu duruma neden ola-

rak uyguladigimiz AFB dozunur; yliksek olmamasi diisiinlilebi-

dl
lir. AFBl'in uygulama dozunu secerken, AFBl'in ¢ok giliglii
toksik etkileri olan bir bilesik oldugu godzodniinde tutulmus
ve on haftalik silire icerisinde deney hayvanlarairin kaybina

neden olmayacak 1 ppm'lik dozu tercih edilmisgtir.

AFBl'in hiicrelerde niikleer ve sitoplazmik lokalizasyona

sahip oldugu bildirilmistir (98).

Bilindidi gibi, kimyasal karsinojenler ve mutajenrlerin
etkileri DNA gibi makromolekiiller ile kovalent etkilesme-
leri sonucunda ortaya c¢ikar. AFBl gibi gligli bir karsino-
jenin hilicresel makromolekilillerle kovalent etkilesmesi mik-
rozomal enzimlerin metabolik aktivasyonuna baglidir.
AFBl'in invivo olarak monooksigenazlar ile veya invitro
olarak peroksi asitlerle aktivasyonu sonucunda olusan
APBl—S, 9 oksit bilesigi AFBl-Guanin'i olugturur . Bu bilesikde
imidazol halkasi acik bir guanin yapisi olarak AFB,-FAP y'e
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doniisiir. AFB,-FABY bilegiginin siireklilik kazanmasi AFB,

hepatokarsinojenezinde onemli rol oynar (15, 36).

DNA ile etkileserek karsinojenezi baglatan AFBl -
epoksit bilesigi sitozolik GSH-S-transferaz enzimleri ile
inaktive edilirken AFB,-SG kor.jugatlari meydana gelir (40)
Bir calismada, AFBl uygulanan si¢anlarin safrasinda AFBl -
GSH korjugatlarainin varligi saptanmis ve bu konjugatlarin
karaciger kaynakli oldudu belirtilmistir. Kitle spektral
analizi ve N.M.R cgalismalarina gore AFBl-GSH konjuga-
tinin yapis: 8,9-dihidro-8-(S~glutatyonil)-9-hidroksi

aflatoksin B seklinde ag¢iklanmigtir (58).

1

Calismamizda III. ve IV. gruptaki GSH artislara
kontrole gore oldukc¢a fazladir (Tablo 4 ve 5). GSH-S-trans
feraz aktiviteleri ise kontrol, III. ve IV. grupta sirasiy
la; 3747 + 8.74, 3777 ¥ 12.29 ve 3033 ¥ 7.86 nmol min
mg protein‘'dir.

Ikinci faz ilac-metabolize edici enzimler arasinda
yeralan GSH-S-transferazlar bilitil hidroksianisol (BHA),
blitil hidroksi toluen (BHT) ve fenobarbital (PB) gibi
bilesikler tarafindan indiklenebilmektedir (40).

Elde ettigimiz sonuglara gére GSH-S transferaz enzi-
mirin PB ile saglamaya calistigimiz indiliksiyondan et-
kilenmedigi gozlenmektedir. Bu durumun nedeni, %0.1 g'lik
PB dozunun Ccl4 uygulanan gruplarda da ayni olmasi ve
bu gruplar icin yeterli olan sézkonusu dozun AFBl igin

gecerli olmadigi seklinde diisiiniilebilir.

‘Bu konuda yapilan bir c¢alismada, %0.1'1lik PB ¢Ozel-~
tisi bir hafta‘sﬁreyle derney hayvanlarinin igme suyuna
karistirilarak indiliksiyon saglanmigtar. GSH-S-transferaz
enzim aktivitesi PB uygulanan grupta kontrol grubuna
oranla iki kat yliksek bulunmustur. Enzim aktivite tayininde
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substrat olarak CDNB'nin yanasira DCNB, NBC ve alkil
epoksit kullarnilmistir. Alkil epoksitin substrat olarak
kullanildidi analizlerde enzim aktivitesinin oldukcga yiiksek
bulundugu belirtilmigtir (51). Biz ise galismamizda CDNB
substratlm. yaygin kullanimindan dolayl tercih etmistik.

IXI. ve IV. grupta GSH ve GST arasinda I, ve II.
grupta oldudu gibi anlamli ve nega%f korelasyonlar saptan-
maistir. GSH ve GST arasaindaki korelasyonlar - III. grupta
(r= 0.158, p<0.05) ve IV. grupta (r= 0.429,p<0.05)(Sekill5).

AI?B1 ile selenyum arasinda dodgrudan bir iligkiye yo6-
nelik herhangi bir vyayina rastlanmamigtir. Sairasiyla,
kontrol, III. ve IV, grup selenyum dedgerleri su sekilde
saptanmistir: 0.66 + 0.09, 0.86 + 0.05 ve 1.15 ¥ 0.12 ng/g
doku. Ayrica bu gruplarda GSH 1ile selenyum arasinda ol-
duk¢a anlamli,; pozitif korelasyonlar gdzlenmistir. Kore-
lasyon katsayilari III. grupta (r= 0.518, p<0.05) IV, grup-
ta ise {(r= 0.487, p<0.05)(Sekil 16 ve 17).

Sonu¢ olarak, sicanlar iizerinde yapmis oldugumuz bu
caligmada elde ettidgimiz bulgulara gore CCl4 ve AFBl gibi
toksik etkili iki bilesigin karsilastirmasini yaparken
GSH, GSH-S-transferaz enzimlerinin tam anlami ile yeterli
oldugunu sdyleyemeyiz, Fakat, bilinenlerin disinda Xkaraci-
ger lizerindeki toksik etkilerini arastirdidimiz sdzkonusu
iki bilesidgin selenyum ile iliskilerinin belirlenmesinde
ozellikle GSH agisindan bulgularaimizin yararli olacaéi

dliglincesindeyiz.
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OZET

Bu caligmada, Ccl4 ve AFBl‘in sigcan karacidgeri ilizerin-
deki toksik etkileri  GSH, GSH-S-transferaz ve selenyumun
karaciger dokusundaki diizeyleri incelenerek karsilastaril-
migtir. Ayrica, fenobarbital (PB) gibi karaciger ikinci
faz enzimleri lizerinde (GSH-S transferazlar gibi ) indiiksi-
yon etkisi gOsterebilen bir bilesik bazi deney gruplarina

uygulanmistar,

Deneyler bes grupta, digi ve erkek Swiss-Albino tiiri
sicanlar kullanilarak gergeklestirilmistir. Gruplardan biri
kontrol olarak secilmigtir. Birinci gruba haftada iki kez
sadece (1 ml/kg) CC14,
%0.1 g PB, \liglincii gruba 1 ppm AFB,, dérdiincii gruba ise
AFBl
rak uygulanmistir. Tim gruplarda doku GSH analizi Ellman,

ikinci gruba ayni dozdaki CCl4 ve
'in yanisira %0.1 g PB sekiz hafta siireyle, oral ola-
GST aktivitesi Habig ve Selenyum analizi spektrofluoro-
metrik y6ntem ile yapilmaistar. AFBl miktar tayini ise HPLC

ile gerceklestirilmisgtir.

ccl
4
bu dokularda centrilobuler konjestiyon, niikleer vakuali-

uygulanan gruplarain patolojik incelemelerinde

zasyon ve fokal yadlanma gbzlenmistir., Kontrol grubunda
ortalama GSH diizeyi 6.09 + 0.18 pmol/g/g doku, GST akti-
vitesi 2944 ¥ 3.87 nmol min mg protein, Selenyum 0.66 +
0.05 ng/g doku olarak saptanmistar. CCl4 uygulanan bi-
rinci grupta ise sirasaiyla 10.91 + 0.47 gumol/g doku,
3747 + 8.74 nmol min mg protein, 1.20 + 0.15 ng/g doku-
dur. Bu grupta GSH ile GST arasinda anlamli ve negdtif
bir korelasyon saptanmistir (r= 0.383, p<0.05. CCl4 + PB
uygulanan ikinci grupta ise GSH diizeyi 12.98 + 0.32,
GST aktivitesi 4679 ¥ 6.21, Se diizeyi ise 0.92 + 0.08
olarak saptanmistir. Bu grupta kontrol ve birinci gruba
gdére GST aktivitesindeki artis ile PB'nin indiiksiyon
etkisi gbzlenmisgtir. '
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Sicanlarda hepatoseliiler karsinomlarin indikleyicisi
olan AFB, 'in metabolizasyonunda GSH ve GST birlikte gdrev
yaparlar, AFBl uygulanan gruplarda patolojik incelemelere
gore minimal diizeyde toksik etkiler saptanmistir ve bunun

nedeni uyguladidimiz dozun diisiikliigii olabilir. Sadece

AFBl uygulanan {iglinci grupta ortalama GSH diizeyi

13.35 ¥ 0.73 umol/g doku, gg{_oﬁktivitesi 3777 ¥ 12.2 n mol
* + U,

min mg protein, selenyum ng/g doku olarak saptanmistar.
AFBl + PB uygulanan dordiincli grupta ayni Slglimler sirasiy-
la 12.72 ¥- 0.50 umol/g doku'dur. GSH ile GST arasindaki
korelasyonlar iigiincii grupta (r= 0.158, p<0.05), dordiincii
grupta (r= 0.429, p<@.05)olarak saptanmistair.

Selenyum, gerek CC14, gerekse AFBl uygulanan gruplarda
kontrole gore yliksek de§erlerde saptanmistir. Ozellikle
AFBl uygulanan gruplarda GSH ile selenyum arasinda pozi-<
tif ve amnlamli korelasyonlar gdzlenmigtir, iiciinci grupta
(r= 0.518, p< 0.05), dordincii grupta (r= 0.487, <0.05).

Sonu¢ olarak, CCl4 ve AFBl'in neden oldugu doku
harabiyetine bagli olarak GSH, GST ve selenyum dederlerin-
deki artislar sOzkonusu parametrelerin detoksikasyondaki
onemlerini ortaya koymustur. Ayrica, metabolizmasi tam ola-
rak bilinmeyen ‘bir iz element olan selenyumun CCl4 ve
AFBl tarafindan olusturulan doku harabiyetindeki koruyucu
iglevinin GSH-S-transferaz enziminden ¢ok GSH ile ilis-

kili olabilecedini diislindlirmektedir.
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SUMMARY

In this study, the toxic effects of CCl4 and AFB; on
rat hepatic tissue have been compared by investigating the
levels of GSH, GSH-S~transferase enzyme and selenium,
Also, phenobarbital (PB), a compound inducing second phase
hepatic enzymes (such as GSH-S-transferase)was treated to

some experimental groups.

Male and female Swiss-Albino rats have been used and
experiments were carried out the five groups. One of the
group was selected as a control group. The first and the
second groups were treated by CCl4 (1 ml/kg) twice a week
but PB was added to the second group (%0.1 g). The third
and the fourth groupswere treated by AFB, (1 ppm), but to
the fourth group PB was addedas tha same dose of the second
group. All of the groups have been treated per oral for
eight weeks period. The levels of GSH and GSH-S-trans-
ferase have been measured by Ellman and by Habig methods,
respectively. A spectrofluorometric method has been used
for selenium, and AFB, has been quantitied by HPLC.

Pathological investigations showed thAt centrilobular
congestion, nuclear vacualisation and focal fatty acctzlmu-
lation occurred in hepatic tissue obtained from CCl4
treated groups. In the control group the mean levels were
as GSH 6.09 ¥ 0.18 pmol/g tissue, GSH-S-transferase
activity 2944 ¥ 3.87 nmol .min mg protein and selenium
0.66 + 0.05 ng/g tissug. Same parameters were respectively,
10.91 ¥ 0.47 mol/g tissue, 3472 + 8.74 nmol min mg protein,
1.20 ¥ 0.15 ng/g tissue in the first group. In this group
a pegative and significant correlation between GSH and
GSH—S-—transférase has been observed (r= 0.383, p<0.05). In
the CCl4 and PB treated second group GSH, GSH-S-trans-
ferase and selenium mean levels has been found as follows,
GSH 12.98 ¥ 6.21 nmol min my protein, selenium 0.92 + 0.08 ng/g
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tissue. An induction which dealing with PB on GSH-S-
transferase activity has been in the second group but
not found the control and the first groups.

AFBl is an effective inducer for hepatocellular car-
cinomas on rats and GSH and GSH-S-transferase work together
in its metabolisation. Histologically, the hepatic tissue
damage has been found minimum level due to AFBl in the
third and the fourth groups. The low treatment dose
of A}E‘Bl might cause to this observation. In the third
group the mean levels were as GSH 13.35 + 0.73 mol/g
tissue, GSH-S-transferase activity 3777 ¥ 12.2 nmol min mg protein,
selenium 0.86 + 0.18 ng/g tissue. The correlation coef-
ficients between GSH and GSH-S-transferase were (r= 0.158,
p <0.05) in the third group and (r= 0.429, p<0.05) in the
fourth group.

Selenium levels have been determined -at higher values in
CC14 and AFB1 treated groups than the control. There
was a positive and significant correlation between GSH

and selenium in AFB treated groups. The corre-

1
lation coefficients were (r= 0.518, p<0.05) for the third

group, (r= 0.487, p<0.05 for the fourth group.

As a result, the increased levels of  GSH, GSH-S-
transferase acti{rity and selenium in hepatic tissue
damage due to CC14 and AFBl show that these parameters
are measure of detoxication. And, selenium, as a trace
elemént which metabolism is not known clearly, the
function of it in detoxication of CCl4 and A‘r"Bl is more
related with GSH rather than GSH-S-transferase.
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