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1. GIRIS ve AMAC

Bir bitki biiyiime diizenleyicisi olan daminozid (siiksinik asit,
2,2-dimetilhidrazid) gibi herbisitler (ot 6ldiiriiciiler) ve pestisidler, (bocek
- pldiiriciiler) verimi artirmak amaa ile tarim alanlarinda oldukga fazla

miktarda kullamlmaktadir (1,2,3,4,5).

Yagmurlarla akarsu ve gollere taginan ve besin maddeleri ile
tim canlilara ulagan daminozid, canlilarda degigik toksik etkiler
olugturmaktadir. Civcivlerde teratojenik etkileri oldugu ve fare kemik
iligi hiicrelerinde mikrogekirdek olugturdugu bilinmektedir (6,7).

Fare karacigerinde yapilan ¢aligmada daminozid'in DNA'y1
metilledigi bildirilmigtir. Ayrica daminozid 1,1-dimetilhidrazine
_ (unsymetrical dimethyl hydrazine, UDMH) ayngmaktadir. UDMH ise
bilinen karsinojenlerdendir (8).

Glutatyon-S-Transferaz (GST, EC:2.5.1.18) karsinojen ve muta-
jenleri iceren elektrofillerin, glutatyonun (GSH) tiol (SH) grubu ile kon-
jugasyonunu katalizleyen ¢ok iglevli enzim grubudur (9). GST
detoksifikasyon (zehirsizlegtirme) gorevini GSH'in SH grubu ile ilgili
bilegiklerin elektrofilik bélgelerini nétralize ederek yapar. Olugan suda
¢Oziiniir iiriin merkaptiirik asittir ve viicuttan idrar ile atalir (10,11,12).

Farkli GST formlan cesitli kaynaklardan saflagtirilmg ve
karakterize edilmigtir. Her bir GST izoenzimi homo ve heterodimerik iki
altbirimden olugur. Yapisal, immiinolojik ozellikleri ve substrat
ozgiilliikleri temel alinarak insan dokularinda o (asidik), u (nétral), ©
(bazik) ve mikrozomal olmak tizere 4 grup GST belirlenmigtir. Bunlar



GST,, GST, ve GSTj gibi en azindan 3 gen lokusunun iiriinleridir. Insan
sitozolik GST'si molekiil agirhiklar: 23.000 ve 26.000 dalton arasinda de-
gigsen farkh altbirimden olugan dimerik proteinler olarak tanimlanmigtir
(13,14,15).

Normal erigkin sican karacigeri énemli 7 GST izoenzimi tagir.
Kimyasal karsinogenez sirasinda bu enzimlerle ilgili 6nemli degigimlerin
oldugu bildirilmistir (16, 17, 18).

Glutatyon -S-transferazlarin g¢esitli hayvan ve insan dokularin-
-daki formlan ¢ahigilmmg ve karakterize edilmigtir.Civeivlerde ise yalmzca
karaciger enzim formlar: bilinmektedir. Ayrica daminozid'in bu enzim

sistemi ile etkilegip et]diegmedié*i de bilinmemektedir.

Diger taraftan pili¢ insanlar i¢in 6nemli bir besin kaynagidir.
Civcivlerdeki bu enzim sistemleri ila¢ tarafindan etkilenirse canlilarda
gelisme bozuklugu, hastalik, verim diigiikligii olabilir. Bu da iiretimde
" ekonomik kayiplara yol agabilecegi gibi sagliksiz besin tiiketmeleri so-
nucu insanlar igin de zararh olabilir.

Bu konuda giipheli ve karanlikta kalan yoénleri agiga ¢ikarmak
amac1 ile besin zinciriyle canhlara ulagan daminozid'in civciv glutat- -
yon-S-transferaz enzimlerinin sentez ve aktivite diizeylerine etkisinin
ince bagirsak ve karacigerde kargilagtirmali olarak incelenmesi plan-
lanmagtar.



2. GENEL BILGILER
2.1. Daminozid

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
om R Q
N N C—CH,

~
/
HO—?IJ —CH,

0
Siiksinikasit 2,2 - Dimetil hidrazid
Goriintimii: Agik san, kristalize

Kaynama Noktasi: 154- 155°C

Cozuniirligi: Suda %10, Asetonda %2.5, Metanolde %5.

Butanedioik asit mono (2,2- dimetil hidrazid), N - (dimetilamino)
siiksinamik asit, B-9, B-995, Alar, B-nine, kylar gibi ¢esitli isimler altinda
amlmakta olup hidrazinler grubunda yer alir (19).

Daminozid, sebze ve meyvelerde 6zellikle elmalarda verimi ve ka-
liteyi artirmak amaa ile 1960’ yillarin sonlarindan itibaren genis ¢apta
uygulanmaktadir (20,21,22). Daminozid'in bitki biiyiime diizenleyici akti-
vitesi piiskiirme ile yapraktan absorbsiyonuna baglidir bu da bitki ve

meyvelerde kalint1 birakmaktadir (1).

Fizyolojik kogullar altinda oldugu kadar meyve igleme prosesle-
rinde kullamlan 1s1, daminozid'in %1-5 oraminda UDMH 'ya doniigiimiini

saglamaktadar (23).
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Il il
CH, - C-OH H\ /CH3 CIEH2 -C- OH
CHj, H,0 N-N + CH,-C-0OH
/ —_— / AN [l
CH,-C- N-N H CH;, 0
|
O H CH;
Daminozid UDMH Siiksinikasit

Sekil 1: Daminozid'in hidroliz reaksiyonu

Daminozid, asidik ¢6zelti igerisinde nitritle reaksiyona sokuldu-
gunda N-nitrozodimetilamin (NDMA) ve N-nitrodimetilamin (NTDMA) gi-
bi karsinojenlere doniigtiigii bilinmektedir. Daminozidin hidroliz trini

UDMH'da aym iirtinleri vermektedir (24).

1.1-Dimetilhidrazin (19 mg/kg), dimetilnitrozamin (0.1 mg/kg) Da-
minozid (37 mg/kg) uygulanmig farelerin karacigerinde yapilan DNA me-
tilasyon calismalarinda, her ii¢iiniin de DNA'y1 metilledigi bildirilmigtir
(8). Daminozid'in hidroliz tiriinii UDMH ve diger metabolitleri (NDMA,
NTDMA) karsinojen potansiyele sahip olmalarindan dolay: Diinya Cevre
Orgiitii tarafindan kullanimi1 yasaklanmistir (24).

Daminozid 1980'li yallarda kullanima sunulmus, 1989 yilinda ya-
saklandigs Tarim Orman ve Koy Isleri Bakanh@inca ifade edildigi halde,
bununla ilgili resmi bir biiltene ve bugiine kadar kullanim miktarina ilig-
kin istatistiksel veriler bulunmamaktadir (25).

LDy, doz belirleme galigmalarinda daminozid uygulanan civcivler-
de, teratojenik (ekstremite bozuklugu, felg, gelisme geriligi) etkiler olug-
turdugu, bas bélgelerinde tiimore benzer olugumlar gézlenmigtir (6).



2.2, GLUTATYON
2.2.1. Biyosentezi, Hiicresel Dagilimi

Glutatyon (GSH), L-glutamik asit, L-sistein ve glisin amino asitle-
rini iceren bir tripeptit'dir.GSH biyosentezi iki basamakh bir reaksiyonda
yer alir. Ilk basamak, L~glutamatin ykarboksil grubu, y—glutamilsistein
sentetaz tarafindan L-sisteine takilir. Bu ilk basamak GSH olugsumunda
hiz belirleyici basamaktir. Ikinci basamakta, L-glutamil-L-sistein dipepti-
di glutatyon sentetaz tarafindan glisine takilarak GSH olugturur (Seki]
2). Her iki basamakta ATP bagimlidir. GSH sitozolde sentezlenir, buradan
mitokondri ve ¢ekirdege dagihir. Plazmadaki GSH, 6nemli miktarda yglu-
tamiltranspeptidaz iceren biébreklerde yikilir. GSH karacigerde 5-10 mM
kadar yiiksek olarak bulunmakla birlikte diger dokularda da diigiik dii-
zeylerde bulunmaktadir (26).

vGlutamilsistein
Glutamat + Sistein + ATP sentetaz _ . slutamil sistein + ADP+Pi

Glutatyon
v-glutamilsistein + glisin + ATP Lmeit_ai, Glutatyon + ADP+ Pi

Sekil 2: Glutatyonun sentezi

2.2.2. Glutatyon Konjiigasyonu

Ksenobiyotkilerin (canli i¢gin yabanci) birgogu kismen lipofiliktir.
Bunlar gastrointestinal yoldan ya da akcigerleri gecerek kolayca absorbe
edilirler. Insanlar ve diger canlilarda absorbe edilen ksenobiyotikleri da-
ha ¢ok hidrofilik metabolitlere doniigtiiriirler. Biyokimyasalﬁlemler al-
t1ndaki bu déniigiimler "biyotransformasyon'; olarak adlandinlmaktadir
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ve genellikle dogada enzimatik olarak olugturulur.

Geleneksel olarak, biyotransformasyon reaksiyonlar1 2 gruba ay-
rilir. Faz I reaksiyonlari: Oksidasyon, rediiksiyon ve hidroliz. Faz II reak-
siyonlari: Glukronidasyon, siilfasyon, glutatyon konjiigasyonu, amino asit

konjiigasyonu, metilasyon ve asetilasyondur (27).
Birgok substratin GSH ile konjiigasyonu 3 gruba aynlabilir:

a- Aromatik ve alifatik epoksitlerin [(sitrenoksit ve benzo (a)
piren oksit)] gergin oksiran halkasi lizerine niikleofilik atakla GSH'a

konjiige olurlar.

b- Alkenler ve diger doymamig bilegikler (etakrinik asit, izotiyosi-
yanat, dimetil maleat vb.) ¢ift baga migel katilim ile konjiige edilirler.

c- Halojenlenmis aromatik ve alifatik bilegiklerin [1-kloro-2,4 - di-
nitrobenzen (CDNB), 2-bromoizovaleril iire, bromosulfoftaleyin, melfalan,
klorambusil vb) halojen bilegeni ile niikleofilik yer degistirmeyle konjiige
edilirler (28,29,30).

Mevcut eletrofiller, proteinlerdeki tioller ve GSH ile reaksiyona
girerler, fakat protein ve niikleik asitlerdeki N,C ve diger niikleofilik
merkezlerdeki S ile de zayif iligkiye girerler. Boylesi elektrofiller eger
anahtar enzimlerin aktif merkezlerindeki tioller ile reaksiyona girerlerse
(mebrana bagh reseptorler ya da transport proteinler) sitotoksik olabilir-
ler. Diger taraftan GSH ile reaksiyonlarn zayif olan elektrofiller protein
ve niikleik asitlerdeki tiol olmayan aktif merkezler (S—metiyqnin ve niik-
leofilik C,N ve O) ile reaksiyona girerlerse genotoksik olabilirler (27).



Eritrosit, lens ve karaciger gibi insan dokularinda GSH'in 6nemli
rollerinden biri de indirgenmig atmosferi siirekli kilmak, doku proteinle-

rini, lipidleri, hidrojen peroksit ve hjdropéroksit gibi oksidanlardan koru-
maktir (31).

Gly
l -
Cys-R

Iu
¥- glutamil transpeptidaz
Glu
Gly

|
Cys-R

Gly | Sistenilglisin dipeptidaz

!

QOOH N Asetil COOH
R-S-CH, - CH ‘ransferaz g ocH,- cH B-liyaz R SH + Piriivat + NH;
2 qz——_'ézt 2 | —_—)
(") l Deasetilaz NH, S- metil transferaz
CH; —C — NH sistein konjugat1 v
Merkoptiirat R- S- CHy (metiltiyo-
konjugati)
oksidaz
\4
0
#
R -S - CHg
: oksidaz
7
O
I
R - S - CHg
Il
o)

Sekil 3. GSH konjugatinin yikim metabolizmas:
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GSH konjiigasyonu hiicre icerisinde olusur, daha sonra safra ya
da genel dolagima salinir. Safraya salinan konjiigasyon iiriinii enterohe-
patik sirkiilasyona ugrayarak tekrar emilebilir. Kana gegen konjiigatlar
karaciger ya da bobrekte y-glutamiltranspeptidaz aktivitesi ile sisteinil
konjiigatina yikilarak N-asetilsisteinil (merkaptiirik asit) konjiigat: olug-
turulur. GSH konjiigasyonun bu son iiriinii bébrek tarafindan idrarla ati-
hir. Cok az olarak sisteinil konjiigatlan bobrekteki B-liyaz ya da bagirsak
mikroflorasindaki C-S-liyaz'la C-S-bag1 aynigtinllarak S-metilasyon ve ok-
sidasyona ugramas: sonucu S-metilsiilfoksi konjiigatlar olusturulabilir

(Sekil 3) (32,33).
2.2.3. Glutatyon Bagimh Enzimler

Glioksalaz I ve II, oksidatif stres siiresince olugturulan o- ketoal-
dehitleri iki basamakta GSH ile konjiige ederek D-laktata doéniigtiirir
(Sekil 4).

T 9 9 ™ &9
GSH+R-C-CH *=5 R-C-CsG Glicksalaz I R.'c.C-8G
H
S- laktoil GSH

(PH (I? Glioksalaz I1 (I)H (l?
R-C — C—SG > R—(IJ——C—O'+GSH

H +Hy,0 H
S-laktoil GSH D - laktat

Sekil 4: a- ketoaldehitlerin yikim metabolizmas:

Oksidatif sitresten tiireyen ve okstidatif membran hasarlarina yol

acan organik hidroperoksit ve hidrojen peroksitler sirasiyla selenyum ba-



g1ms1z peroksidaz (non-Se GSHPx) ve selenyum bagiml glutatyon perok-
sidaz (GSHPx) tarafindan katalizlenir (34).

>
ROOH + 2 GSH (non- Se GSHPY) GSSG + 2H,0

H,0, + 2 GSH (G—SH?) GSSG + ROH + H,0
Sekil 5. Organik hidroperoksit ve hidrojen peroksitlerin indirgenmesi

Olusan okside glutatyon (GSSG) glutatyon rediiktaz tarafindan
tekrar GSH'a indirgenir.

GSSH + NADPH + H*_OE, 2 GSH + NADP+
Sekil 6. Okside glutatyonun indirgenmesi

C =C ¢ift baglarimin cis-trans izomerizasyonu da GSH bagiml ge-
sitli enzimler tarafindan katalizlenir. Maleil izomeraz, maleil asetoasetat
ya da maleil - priivat cis-trans izomerizasyonunda GSH kofaktér olarak
gereklidir. Ayrica formaldehit dehidrogenaz da GSH bagimlidir ve for-
maldehitin oksidasyonunu katalizler (35).

0 on 0
Il . .
GSH + HyC =2 H,0— 8¢ dehidrogenaz g g Mdrolaz oo - 4 gep
‘ +NAD+ +Hs0

Sekil 7. Formaldehit yikim mekanizmas:



2.3. GLUTATYON - S- TRANSFERAZ
2.3.1. Yapisi, Adlandirilmasi ve Stmflandirilmasi

Glutatyonun birgok elektrofille reaksiyonu GST olarak tanimla-
nan ¢ok iglevli kompleks enzim gruplan tarafindan katalizlenmektedir.
Farkli GST formlan cesitli kaynaklardan saflagtinlmg ve karakterize
edilmigtir (Tablo 1). Her bir GST izoenzimi homo ve heterodimerik iki
altbirimden olusur (10,14,36).

Rat sitozolik GST'ler i¢in genel olarak kabul edilen adlandirma-
da altbirim kompozisyonu temel alinmigtir. Herbir altbirime bir numara
verilmigtir. Cift numaralandirma GST enzimlerinin iki altbirimini ige-
ren homo ya da heterodimer oldugunu gistermektedir. Rat GST'lerin
amino asit kompozisyonu, triptik haritasi ve pepdit dizilim anilizleri ya-
pilmig, farkli GST siniflar1 arasinda ¢ok az homoloji gézlenmigtir

(33,37,38,39).

Insan GST'leri ise latin alfabesi (a, B, 7, 6, X, 1, ¥, x) ile gosteril-
mektedir. B;; ve B,y seklindeki gosterimde ise izoelektrik noktalar: ve
altbirim kompozisyonlar:1 temel alinmigtir. Bir bagka gosterim de sod-
yum dodesilsiilfat (SDS) poliakrilamid jel (PAGE) elektroforezindeki go¢-
lerine gore Ya, Yb, Yc gseklindedir (14,40,41,42).
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Tablo 1: Coziiniir GST'lerin adlandinlmas: ve sitmflandirilmas:

TUR a mn pi  adlandirilmamisg
Sigan 1.1,1.2,2.2 33,34,36 7.7 5.5
8.8, 10.10 4.4,4.6
6.9, (6.67)
11.11
Insan ' o (B1B1)
B,y,6 (B1B2) u,¥ T
2. (B2B2)
deri 9.9
Fare* N4.4 N1.1,C1.1 N33
D.1., C2.2

* N, C ve D harfleri fare soyunu gostermektedir.

Simdiye kadar c¢esitli insan dokularinda saptanan ¢oziiniir
GST'ler tablo 2'de 6zetlenmigtir. Mikrozomal GST ve ¢oziiniir GST'ler a., u,
p ve teta olmak {izere yeniden simiflandirilmig ve isimlendirilmigtir (Tablo
3) (43).

Tablo 2: Cesitli insan dokularindan saflagtinlan GST'ler

. SINIF

DOKU a i Pi
Karaciger (16,44-48) ++ +/- +/-
Akciger (49) +/- +/- ++
Bobrek (50,51) ++ +/- ++
Ince bagirsak (47,52,53) ++ +/- ++
Adrenal (50) ++ +/- .
Mide (49) +/- +/- + +
Dalak (50) +/- +/- ++
Eritrosit (31,54,55,56) - - ++
Testis (67) ++ + - + 4+
Uterus (58) ++ ++ +

11



Tablo 3: GST'lerin yeni adlandirilmas:

GST olarak énceki tamamlama Simif Yeniadlandirma
2, B1B;, GST2 tip 1, Ha (Subiinit 1), o, o, Alfa GSTA 1-1
¥, BoBg, GST2 tip 2, Ha (Subiinit 1), oy o Alfa GSTA 2-2

i, GST1 tip 2, Hb (Subiinit 4) Mu  GSTM la-la
¥, GST1 tip 1 Mu  GSTM 1b-1b
Kas, GST4 Mu  GSTM 2-2
Beyin GST5 Mu  GSTM3-3

x, GST3 Pi GSTP 1-1
GST Q Teta*

Mikrozomal GST Mikrozomal

* Amino asit kompozisyonu belirlendiginde isimlendirilecek.
2.3.2. GST'ler tarafindan katelizlenen konjiigason
reaksiyonlari
a) Doymus karbondan niikleofilik yerdegistirme

£ S

P- nitrobenzil klorit

b) Aromatik karbondan niikleofilik yerdegistirme

'/ GSH
NO, cl ——————3»  NO; SG +HCI
\»

N02 N02

1-kloro-2,4-dinitrobenzen

Oz’:‘\{@"‘ . — GS—@N -0 + HNO,

GSH
4-nitropiridin -N- oksit

12



c) Cift baga Migel katilinm
o)
/JL\N ’/u\N

I
GSH ———
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GST'ler tarafindan GSH'1in elektrofilik ksenobiyotiklerle konjgas-
yonu, enzim tizerindeki G ve H olmak iizere iki farkl: bolge ile kataliz-
lenmektedir. G bélgesi, GSH'in baglanma bélgesi, H bolgesi ise elektrofi-
lik bilesiklerin baglanma bélgesi (Sekil 8) (59,60,61,62,63).

G bolgesi
_ Sekil 8: Dimerik bir GST

H-bolgesi molekiiliiniin iki aktif bélgesinin

H-bélgesi gosterimi

G-bilgesi

2.3.3. GST'lerin ksenobiyotik biyotransformasyonundaki

rolleri

GST'lerin ba@hcé fonksiyonu, ekzojen ve endojen kaynakl: elekt-
rofillerin glutatyon ile konjiigasyonu katalizlemesidir. Genelde GSH kon-
jiigasyonu detoksifikasyon yol agim akla getirse de baz bilegikler (halo
alkan ve alkenler, alkilnitrozoguanidinler) GSH konjiigasyonu ile toksik
bilegiklere doniismektedir (64).

GST'lerin katalitik rollerine ek olarak glutatyon - S- transferaz-
lar substrati olmayan bir seri lipofilik bilegikleri [B (a) P ve Aflatoksin
B, gibi baz1 karsinojenleri (65), biliribin (66), safra ve yag asitleri
(67,68), steroid hormonlar tiroid hormonlar ve bazi1 ksenobiyotikler

(69,70)] baglayarak bunlarin hiicre membramyla etkilegimini ve y1gilimi-
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m dnleyerek sitotoksik etkilerini engellemektedir. Ayrica bu bilegiklerin
hedef organlara taginmasinda da gérev almaktadir (Sekil 9) (71,72).

Reaksiyonlar Tagimim yénii  Fenotip SONU¢
/L. Y g Metabolizma Direng olmayan Konjiigasyon
A/ yanit (Glukuronit,Merkapta iirat)
L Atilim: Transformasyon ﬁ
)
L. R —¥ Cekirdek Sensitiv (sitotoksik) Hormon etkisi
faz I p450, faz IT
GST (y) nin
indiksiyonu

Sekil 9: Intraseliiler baglanma ve tagimim yol ag1 R: kendi reseptiorii, Y:
GST, L: steroid ve tiroid hormonlar, biliiribin, hem, safra asit-

leri, ksenobiyotikler

Glutatyon -S- Transferazlar yalmzca GSH konjiigasyon reaksi-
yonlarim katalizlemez, aym zamanda bir seri reaksiyonlarda da (redoks,
1zomerizasyon) gorev alir (73). Redoks reaksiyonlarinda, DNA ve lipidler-
de oksijen varliginda serbest radikal hasar olusturan endojenik elektro-
filleri, Lipid ve DNA hidroperoksitler dahil, lipid hidroperoksitlerin de-
kompoze olmalar ile agifa ¢ikan alkan, alken, aldehit ve alkenallar: de-
toksifiye ederek oksidatif sitrese kargida korur (74,75,76,77,78). Izome-
raz aktivitesi ile de prostaglandin biyosentezine katilmaktadir (32).

GST'lerin DNA'da radikal hasar sonucu olusan timin hidrope-
roksit kalintisinin tamirinde rol alan enzimlerin (5-hidroksimetil-urasil
ve timin glikol DNA glioksilazlar, endoniikleaz, DNA polimeraz ve DNA

ligaz) ardigik etkilerini gerektiren sistemin de bir parcasi oldugu ileri sii-

rilmektedir (47,79).
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GST'lerin ¢ok iglevli enzim grubu olmasi ve genis spektrumlu

substrat 6zgiilligi (Tablo 4) gostermeleri, potansiyel olarak toksik olan

kimyasallara (ilaglar, cevre kirleticileri ve diger ksenobiotikler) maruz

kalan canh organizmalara, bu kimyasallarin zararh etkilerine kars: bir

savunma mekanizmasi olugturmaktir (80,81).

Tablo 4: GST tarafindan metabolize edilen ilaclar (82-98).

Antibiyotik: Fosfomisin
Herbisit:  S-Triazin
Tridifan
Fluorodifen
Prophachlor
Thiocarbomat
2-4-D
Pikolin ve tiirevleri
Insektisit: DDT
Lindane
Dichlorous
Paration
Diazinon
Organo fosfat
ve tiirevleri
Vazodilator: Nitrogliserin
Izosorbitdinitrat

Narkotikler:

Antikanser ilaclar:

Karsingjenler:

Analjezik:

Bromokarboksilik asit
ve tiirevleri
Hekzaklorobenzen
fenobarbital
3-metil konantren
Melfalan
Klorambusil
Nitrosovre

Benzo (a) piren
Aflatoksin By
Nitropiren
4-Nitropuenol iire
Allil izotiyosiyanat
PAH

Fenoasetin

Sato ve arkadasglar1 pre (neo) tiimor hiicrelerinde GST-P izoenzi-

min kanserin erken teghisinde bir tiimor marker olabilecegini agiklamig-

lardir (99,100,101). Daha sonralar1 GST-P'nin gastrointestinal tiimérler

i¢cin de bir marker olabilecegi belirtilmigtir. (102,103,104,105,106). Son

zamanlarda tiimér olusumunda Snemli rol oynayan lipid peroksidasyo-

nunu engellemesi GST-P'nin 6nemini daha da artirmigtir (Sekil  10)

(107).
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Karsinogenesizde olugturulan

— aktif okstjenler (0, Hy Oy, HO', '0, vb.)

fosfolipid 2 1
Fedt SH SH S S
NADPH I l L | [
GST-P(n) | <—= | GST-P(x) | +H20
(akfif) (inaktif)
Aragidonik
Lipid hidroperoksit

ROOH 2GSH NADP+ G6P

GSH-Px GSSG rediiktaz G6PDH
™M M M

H20 + ROH GSSG NADPH SAGPG

Sekil 10: Reaktif oksijen ve lipid hidroperoksitlerin GST-P tarafindan
detoksifikasyonu

2.3.4. GST'lerin inhibisyonu

GST'lerin cegitli kimyasallara karg1 hiicrelerce kazandirdig sa-
vunma mekanizmalari saghkli hiicreler icin bir avantaj saglarken, kan-
serli hiicre ya da dokularin sagaltiminda kullamlan antikanser ilaclara

karg: direng olugturmasi, kanserle miicadelede kargimiza bir dezavantaj

olarak ¢ikmaktadir (95,108,109,110).

Aragtirmacilar GST'lerin kanserli doku ya da hiicrelerde r;mti-
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kanser ilaglara karg olugturdugu direnci kirmak amac: ile GST'lar1 inhi-
be etme yoluna gitmiglerdir (63,111,112).

Bu amagla yapilan inhibisyon ¢alismalarinda, baz: diiiretik ilag-
lar (etakrinik, tienilik ve idakrinik asitler, bumetanid furosemid) (113),
substrat olmayan ligandlar (Biitiirik, krotonik asitler ve biliiribin)
GST'lere tersinir olarak (66,114), Glutatyon analoglar1 GST'leri tersinir
olarak (115), tetraklorobenzogiiinon ve tiirevleri GST'leri tersinmez ola-

rak inhibe etmektedir (116).

Bir seri inorganik anyonlar (C10, >, SCN- >NO3>Br) GST'leri
degisik oranlarda inhibe ederken (117), Metal iyonlar (Pb, Cd, Zn, Mn,
Cu, Mg, Be) %40-60 oramnda inhibisyon gostermektedir (118).
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3. GEREC ve YONTEMLER
3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Aletler

Daminozid, Glutatyon, Glutatyon agaroz, polibuffer exchanger
94 (PBE 94), polibuffer 96-HCI, polibuffer 74-HCl, ve CDNB Sigma
firmasindan, deneyde kullamlan diger kimyasallar analitik saflikta olup
Merk firmasindan saglanmgtir.

-Etiiv, Niive FN 500
-Terazi, Bosch S 2000, Sauter S 2000
-Elektronik 1s1 kontrollii, kaydedicili spektrofotometre.
Hitachi 220
-Homojenizatér, B.Braun. Tip 85 3202
-Santrifiijler. Beckman Model J2-21
Beckman ultrasantrifiij model
1L5-75 B
-Kolon kromatografi seti: LKB-Bromma
-Elektroforez-Bio-RAD: Mini-Protan cell
10-0,75 mm. Kat. no. 165-2940

3.2. Doletli yanmurtalarin saglanmasi ve deneye hazirhk.

Ross Pm-3 irk: déletli tavuk yumurtalarn Kayseri Koéy-Tir
A.J'den saglandi. 100'erlik 3 gruba ayrilan yumurtalar, nem oram %70-
80 olan ve 35° C ye ayarh etiivde kuluckaya yatirildi. 5 giin sonra
embriyo olugsumu gozlenen yumurtalarin hava keseleri igne ile delinerek
kontrol grubuna serum fizyolojik, ikinci gruba daminozid'in LD, (3
mg/ml) dozu, {igiincii gruba ise LDy, (9 mg/ml) dozlar1 100'er ul enjekte
edildi (6). 21 giin sonra yumurtadan cikan civeivlerin karaciger ve ince
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“bagirsaklar ¢ikarilarak %0,9 luk serum fizyolojik igerisine alindi ve
dokular kiiciik pargalara kesilerek serum fizyolojik uzaklagtirildi.

3.2.1 Homojenizasyon

Her bir doku 1/3 (w/v) oraninda 250 mM sukroz, 1mM EDTA ve
4mM f-merkaptoetanol igeren 0.2 M potasyum fosfat pH=7,0 (Tampon A)
tamponuna alindi. Karaciger dokusu 1500 devir/dk'da 3 vurusla, ince ba-

girsak dokusu 1500 devir/dk'da 5 vurusla homojenize edildi (119).
3.2.2. Santrifiigasyon

Homojenatlar 12.000 g'de 4°C de 15 dak Satrifiij edildi. Stiperna-
. tan alinarak 105.000 g'de 4°C de 1 saat santrifiij edilerek sitozolik kisim
elde edildi. Ustte toplanan yagh kisim gazl bez arasina yerlestirilen pa-

muktan gecirilerek uzaklagtirildi (119).
3.2.3. Diyaliz

Diyaliz torbalarina alinan sitozolik kisimlar 4°C de sukroz iger-
meyen tampon A ( Al)ya kars: 1 gece diyaliz edildi.

3.2.4 Affinite kromatografisi

Diyaliz edilen ornekler daha 6nce tampon A'ile dengelenen glu-
tatyon agaroz (1x10 cm) kolonuna uygulandi. Akig hizi 10ml/saat olacak
~ gekilde 100 ml tampon A' gegirildi. Daha sonra kolon 100 ml 50 mM KCl
iceren tampon A' ile yikanarak baglanmayan proteinler uzaklagtirildi.
Kolon 100 ml 50mM tris-HCl pH=9,6 tamponu (tampon B) ile yikanda.
Aktivite gosteren kisimlar toplandi. Son olarak 5 mM GSH igeren 100 ml
tampon B kolondan gegirildi. Aktivite gésteren kisimlarda protein

tayinleri ve aktivite él¢iimleri yapild: (Tablo 5) (120).
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3.2.5 Aktivite Tayini

500 ul 0.2 M sodyum fosfat pH=6.5 tamponu, 50 ul 20mM GSH,
50 ul 20mM CDNB, 50 ul enzim ekstresi ve hacim 1 ml'ye distile su ile
tamamlandi. 340 nm'de 30°C de kore kargi absorbanslarindaki artig
alinarak aktiviteleri hesaplandi. Bir iinite enzim aktivitesi, 30°C'de 1 da-
kikada 1 umol iriin olusumunu katalizleyen enzim miktaridir (121).

3.2.6 Kromatofokusing

a) Affinite kolonundan alinan fraksiyonlar, 25 mM Tris-HCI
pH=8.3 (tampon C) tamponla 6nceden dengelenen PBE 94 (1x30 cm)
kolonuna uyguland:. Kolon 1:13 oraninda seyreltilen ve 1M HCI ile
pH=6,0'ya ayarlanan polibuffer 96 HCIl ile yikandi. Aktivite giosteren
. kisimlar toplandi.

b) Kolon 25 mM imidazol-HCl pH=7,4, tamponu ile yikanarak
dengelendi. 1:8 oraninda seyreltilen ve 5 M HCl ile pH=4,0'e ayarlanan
polibuffer 74-HCI ile y1kandi. Aktivite gosteren kisimlarda protein ve
aktivite tayinleri yapildi (55,120).

3.2.7. Protein Tayini

a) Affinite kolonundan alinan érneklerde protein tayini Lowry

yontemine gore yapild: (122).

b) Kromatofokusig kolonundan alinan érneklerde protein tayini

. Coomassi brillant blue yontemine gore yapildi (123).
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3.2.8. Sodyum dodesil siilfat-Poli akrilamid jel elektroforez
(SDS-PAGE)

SDS-Poliakrilamid jel elektoforez sistemi Laemmli yéntemine gore
hazirland1 (124). Standart proteinler olarak tripsinojen MA=24,000, 3-Lak-
toglobulin MA=18,400, Lizozim MA=14,300, érneklerinde 25 ul'si %0,4 itk
ve %12'1lik kesikli poliakrilamid jel plakalarina uygulandi. 200 volt sabit
akimda 45" yiiriitiildii. Plakalar giimiis boyama yontemi ile boyanarak pro-
teinlerin molekiil agirhklar: standart proteinlere gore saptandi.

3.2.9. Optimum pH

Kromatofokusing kolonundan alinan SDS-PAGE'de molekiil agir-
liklar1 saptanan GST'lar 6 degisik (pH=6; 6.5; 7,0; 7.5; 8.0; 8.5) pH'da opti-
mum pH tayinleri yapildi.

3.2.10. Substrat doygunluk egrisi ve 6zgiil aktivitelerin
saptanmasi

Optimum pH'lar saptanan 6rneklerin, CDNB'nin 7 farkh (50, 100,
200,400,600,800,1000 uM) derigimlerine karg: aktiviteleri dl¢tildi. Sonug-
lar Lineweaver-burk grafigine alinarak km ve Vmax degerleri saptand.

8.2.11. Ni ve Cd iyonlarimin GST aktiviteleri iizerine
etkileri

Ni ve Cd iyonlarimin 5 farkh (200, 400, 600, 800, 1000 uM) derisi-
minde, GST aktiviteleri tizerine etkileri incelendi. Cd iyonlarimin etkileri

grafiksel olarak degerlendirildi.
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4- BULGULAR

4.1. GST'lerin glutatyon agaroz kolonundan

saflastirilmasi.

Glutatyon agaroz kolonundan alinin érneklerin voliim aktivitele-
ri ve spesifik aktiviteleri agagidaki formiile gére hesaplandi. Sonuglar
tablo 5'de ozetlendi.

v
Volum aktivite = ———— . AE/At (U/ml)
€dv
A"
Spesifik aktivite = ————— . AE/At (U/mg)
€.dv

V= Son hacim

€= Molar sogurma katsayis1 (10 mM-1 ¢m-1)

d= Isik yolu (cm)

v= Enzimin kullanilan hacmi

AE/At= Birim zamanda abzorpsiyon farki (A€,-AE, / At -At; )

Corotein= Enzim derigimi (mg/ml)

Tablo 5 : Affinite kolonundan alinan GST'lerin saflagtirma verileri

Toplam  Protein  Toplam Volum Spesifik  Toplam

Hacim Derigimi Protein  Aktivite Aktivite Aktivite
ml mg/ml mg U/ml mmol/dk mg Unite
AFFINITE KROMATOGRAFISI

Karaciger Kontrol 20,5 0.185 3,793 0,422 2.284 8,651
Karaciger LDq 22.5 0.437 9.833 0,222 0.509 4,995
Karaciger LDgg 18,5 0.340 6,290 0,356 1,047 6,586
Ince bagirsak kontrol 19,5 0,100 1,950 0,071 0,710 1,385
Ince bagirsak LDy 20,0 0,242 4,840 0,019 0,079 0,380
Ince bagirsak LDgy 16,0 0,233 3,728 0,010 0,043 0,160
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4.2 GST'lerin safliklar ve molekiil agirhiklarinin
saptanmasi

SDS-PAGE'de yiiriitiillen standard proteinlerin molekil
agirliklarina goére alikonma faktorleri (Rf) hesaplandi (Sekil 11).
Bulunan degerler yan logaritmik grafik kadgidina gecirilerek molekiil
agirligina gore standard egri grafigi cizilerek buradan orneklerin Rf
degerlerine gore molekiil agirhklan saptand: (Tablo 6).

| T1 8 1 LI 1 12112213 14151 6I

% 0.4'iik jel
%12'lik jel

Sekil 11: Standard proteinler ve saflagtirilan GST'lerin SDS-PAGE
kesikli jel iizerinde gosterimi: T=Tripsinojen 3=8-
Laktoglobulin, L=Lizozim, 1=Karaciger kontrol, 2,1ve
2,2=Karaciger LDy, 3=Karaciger LDy, 4=Ince bagirsak
kontrol, 5= Ince bagirsak LD, 6= Ince bagirsak LDgg
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Tablo 6. Saflagtirilan GST'lerin molekiil agirhklar.

Ornekler Rf Molekiil Agirhig
Tripsinojen 0,665 24.000
B.Laktoglobulin 0,754 18.000
Lizozim 0,823 14.300
Karaciger kontrol 0,661 23.400
Karaciger LDy 1- 0,661 23.400
2- 0,572 26.500
Karaciger LDg, 0,661 23.400
Ince bagirsak kontrol 0,522 28.100
Ince bagirsak LDy 0,550 27.200
Ince bagirsak LDgo 0,550 27.200

4.3. Optimum pH belirlenmesi

Affinite kolonunu takiben kromatofokusing sonras: saflagtirilan
ve molekiil agirliklar saptanan herbir GST i¢in GSH ve CDNB'nin 1000
* er uM sabit derisimlerinde 6 farkli pH'da (pH= 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5)
optimum pH calismas: yapildi. Herbir 6rnek pH=7,5'de maksimum

aktivite gosterdi ve optimum pH grafikleri ¢izildi.
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Sekil 12: Karaciger GST'lerin optimum pH grafikleri (KC: Karaciger)
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Sekil 18: Ince Bagirsak GST'lerin optimum pH grafikleri
(IB: Ince bagirsak)
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4.4. Km ve Vmax'larin saptanmasi

Optimum pH'lann belirlenen 6rnekler. CDNB'nin 7 farkl
derisi;:ninde (50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 uM) aktivite ol¢iimleri
yapildi. Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek herbir 6rnegin Km ve Vmax

degerleri belirlendi.

5 |

mg’1 dk

1

lIumol
[V}

1
Spesifik aktivite

) LI L 1 ¥ ] | 1 ) 1 L | 1 _2
-1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 O 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 X10
1

1
[CDNB] I:uM ]

Sekil 14: Karaciger kontrol egrisinin Lineweaver-Burke grafigi
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] T T T T T T T ] T T 1 x10.2
-0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
1

1
[CDNB] I:p,M

Sekil 15: Karaciger LD, - 1 egrisinin Lineweaver-Burke grafigi
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Sekil 16: Karaciger LD, - 2 egrisinin Lineweaver-Burke grafigi
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Sekil 17: Karaciger LDg, egrisinin Lineweaver-Burke grafigi
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Sekil 18: Ince bagirsak kontrol egrisinin Lineweaver-Burke grafigi
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Sekil 19: Ince bagirsak LD, egrisinin Lineweaver-Burke grafigi
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Sekil 20: Ince bagirsak LDg, egrisinin Lineweaver-Burke grafigi

4.5. Ni ve Cd Iyonlarimin GST aktiviteleri iizerine etkileri

NiClynin 5 farkli derigiminde (200, 400, 600, 800, 1000 uM)
yapilan deneylerde GST aktiviteleri iizerinde anlamli bir etki
g‘ﬁzlenmedi. NiCly'nin baz1 derigimleri GST aktivitesini artirirken, baz
derigimlerinde inhibisyon gozlendi.

Cd'SO,1n 5 farkh derigimlerinde (200, 400, 600, 800, 1000 uM)
herbir derigsim GST aktivitelerini %50-70 arasinda inhibe ettigi gézlen-
migtir. Sonuglar % aktivite olarak grafiklenmigtir.
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%GST Aktivitesi
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Sekil 21: Karaciger kontrol GST-CdSO  inhibisyon grafigi
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Sekil 22: Karaciger LD;, 1 GST-CdSO, inhibisyon grafigi

31



%GST Aktivitesi

%GST Aktivitesi

100

20

80

70

60

50

40

30

20

10

- -
—
T —T T i
f e} —» = =»
= = = =
[Cd] (udvD

Sekil 23: Karaciger LD, 2 GST-CdSO,inhibisyon grafigi
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Sekil 24: Karaciger LDg, GST-CdSO, inhibisyon grafigi
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Sekil 25; Incebagirsak kontrol GST-CdSO, inhibisyon grafigi
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Sekil 26: Ince bagirsak LD, GST-CdSO, inhibisyon grafigi
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Sekil 27: Ince bagirsak LDg, GST-CASO, inhibisyon grafigi
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5- TARTISMA ve SONUC

GST'lerin genig spektrumlu substrat dzgiilliigii gostermeleri ¢cok
islevli kompleks bir enzim grubu olmalarindan ileri gelmektedir. Kseno;
biyotikler ve gevre kirleticisi birgok bilegiklerin kendileri ya da aktif me-
tabolitleri GST'lerin bazi formlarim indiiklerken baz formlarim da inhi-
be etmektedir. Pirazin ve pikolin (herbisit) GSTM1 izoenzimini kuvvetli
bir gekilde etkileyerek aktivitesini azaltirken GSTA1 izoenzimi pikolin'in
etkisiyle indiiklenmektedir (83,84,85).

2,4-Diklorofenoksi asetat (2,4-D) ve 2,4,5-triklorofenoksiasetat
(2,4,5-T) gibi herbisitler rat karaciger GST izoenzimlerinden YbYb' ve
YbYb formlarini tamamiyle inhibe etmigtir (84).

Bir grup nitrozminlerle [Dietilnitrozamin (DENA), Dimetilnitro-
zamin (DMN) ve N-nitrozopirolidin (NPYR)] insan plasentasindan saf-
lagtarilan GSTP enzimi in vitro olarak etkilegtirildiginde, nitrozaminle-
rin artan dozlar Km'i degigtirmezken Vmax'da azalmaya neden olmus-
tur. Bu da nitrozaminlerin GSTP'yi non-kompetetif olarak inhibe ettigini
gostermektedir (125).

Ho reseptor blokorii ve amino alkol furan tiirevi olan ranitidin,
duedonum ve mide iilserlerinin tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Raniti-
din'in 2 mg/kg olarak ratlara uygulanan dozlar1 karaciger GST aktivite-
sini artirirken, bobrek GST enzimlerini de ¢ok az indiiklemistir (126).

Bazi antikanser ilaglarin [melfalan, 1,3-bis (2-kloroetil)-1-nitro-
zoure (BCNU) ve siklofosfamid] GST'ler i¢in ¢ok iyi substrat olduklar bi-
linmektedir (95).
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Ksenebiyotiklere ve bunlarin olumsuz etkilerine karg: hiicrelere
egsiz bir savunma mekanizmas: saglayan GST'ler kanserle miicadelede

biiytik bir engel olugturmaktadir (127).

Giiniimiizde antikanser ilag¢larla kanserin sagaltiminda
calismalar yapan aragtirmacilarin kargilagtiklar en biiyilik sorunlardan
biri, kanserli doku ya da hiicrelerin bu kimyasallara karg1 olugturulan
direncte en onemli rolii GST'lerin gostermis olmasidir (77,128,

129,130,131).

Baz antineoplastik ilaglar (Doxorubicin, vincristine, vinblastine,
vindensine, siklofosfamid, mitomisin C ve idarubicin) insan plasentasin-
dan saflastirilan GSTP 1-1 izoenzimine baglanmaktadir (132). Antrasik-
lin grubundan bir antineoplastik ilag olan idarubicin tarafindan GSTP'yi
kompetitif olarak, kinan grubuna dahil olan mitomisin-C'de non-kompe-
titif olarak inhibe etmektedir (133).

Bitki biiyiime diizenleyicisi olarak bilinen daminozid'in 100
mg/kg dozu intraperitonal yolla farelere verildikten sonra karaciger ve '
bobrek alkalen fosfataz aktivitesi ¢aligmalarinda, en fazla etkinin btb-
rekte oldugu, enzimin aktivitesinin arttig gosterilirken,karaciger doku-
sundaki alkalen fosfataz etkilenmemistir (134). Daminozid'in fare kara-
ciger ve kas glikojen seviyelerine etkisi incelendiginde her iki dokuda da
glikojen seviyeleri kontrol grubuna gire azaldigl, bu azalmanin kraciger-

de kas dokusuna gore daha anlaml oldugu tespit edilmigtir (135).

Daminozid'in 100, 200 ve 400 ppm'lik dozlar: aromatik (fenilala-
nin, triyonin, triptofan, tirozin) ve alifatik (alanin, arjinin, glisin, gluta-

mik asit, izolosin, valin) amino asitleri ile in vitro olarak etkilestirildigin-
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de, kontrol grubuna gire nétral alifatik amino asitlerin (glisin, valin, ala-
nin) Rf degerleri artarken, aromatik aminoasitlerin (triptofan, tirozin) Rf
degerleri azalmigtir. Bu da daminozid'in metabolize edilmeden direkt
olarak proteinlerin yapitaglar: ve enzimlerin fonksiyonel gruplarim olus-

turan amino asitlere baglanabilecegini gostermektedir (136).

Bu ¢aligmada, bitki biiyiime diizenleyicisi olarak bilinen damino-
zid'in LDy ve LD3(dozlar uygulanan civcivlerin karaciger ve ince bagir-

sak GST enzimleri iizerindeki etkileri kargilagtirmali olarak incelendi. -

Glutatyon agaroz affinite kolonunda saflagtirilan GST'lerin

olciilen spesifik aktiviteleri sirasiyla;

Karaciger Kontrol 2,284 unite/mg dk
Karaciger LD, 0,508 nw
Karaciger LD3, 1,407 o
Ince bagirsak Kontrol 0,710 g -
Ince bagirsak LD, 0,079 o

Ince bagirsak LDy, 0,043 oo olarak bulundu.

Tablo 5'e gére protein derigimleri her iki doku igin kontrol grup-
larina gore kiyaslandiginda daminozid uygulanan civcivlerin protein
miktarlarinda artig gozlenmektedir. Buna kargin her bir grubun kontrol
grubuna gore spesifik aktivitelerinde azalma gozlenmektedir. Protein de-
rigimlerindeki artig LD,y dozunda her iki doku i¢in 2 kat olurken, LDg,
dozunda 1 kat artmugtar. Spesifik aktivitelerdeki azalis anlaxﬁsm protein

sentezine bagh olabilir.
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Glutatyon agaroz kolonunu takiben kromatofokusing kolonun-
dan alinan érneklerin Lineweaver-Burk grafigine giore hesaplanan Km

ve Vmax degerleri sirasiyla su gekildedir.

Vmax (umol mg! dk1) Km (uM)

Karaciger Kontrol 1,31 588
Karaciger LD,y 1) 1,41 575

2) 1,29 357
Karaciger 1.Dg 1,24 833
Ince bagirsak kontrol 0,562 1111
Ince bagirsak LD, 0,286 909
Ince bagirsak LDy, 0,113 53

Karacigerde daminozid'in LD;, dozu, molekiil agirhklar: 23.400
(kontrol grubu ile aym) ve 26.500 olan iki farkl proteinin saflagtirilmasi-

na neden olmusgtur.

Ayrica daminozid'in LD, dozu, karacigerde kontrol grubuna go-
re GST aktivitesini indiiklerken, LDgy dozu GST aktivitesini artan Km

degerine gore azaltmistir.

Ince bagirsak GST aktiviteleri LD, dozunda yaklagik %20 artig
gostermektedir. LDgo dozunda saptanan Km degerine gére bu artig

yaklagik 20 kat olmustur.

Daminozid'in LDgy dozu karacigerde kontrol grubuna goére %50
inhibisyon olugtururken, ince bagirsakta 20 kat: GST aktivitesini

artirmasi, embriyonik donemde karacigerin sindirim sistemine gore
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daha erken olgunlagmasindan dolayi, kimyasalla ¢ok daha 6énce ve ince
bagirsaga gore ¢ok daha fazla miktarda karsilasmasindan ileri gelebilir.

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezine gore
GST'lerin saptanan molekiil agirliklar karaciger i¢in 23.400 ile 27.000,
ince bagirsak i¢in 27.200-28.100 arasindadir.

Chang ve arkadaglar1 1 giinliik civeivlerin karciger sitozolik
fraksiyonunda 5 degisik GST saflastirmislardir. Bunlardan CL2 (chic-
ken liver) CL3 ve CL5'in homodimer oldugu, CL1 ve CL4'iin, CL1-2 ve
CL3-4 gibi heterodimer oldugu gosterilmigtir. CL1'den CL4'e kadar sap-

tanan molekiil agirliklarn 24.5-27 kDa arasindadir. Bizim saptadigimiz
’ molekiil agirliklari, Chang ve arkadaglarimin degerleriyle oldukca yakla-
sik degerlerdir. Chang ve arkadaglarimin saflagtirdiklart GST'lerin
CDNB'ye kars: spesifik aktiviteleri 10-20 umoldk'mg! degerleri arasin-
da degismektedir. Bu bulgular bizim glutatyon agaroz kolonundan saf-
lagtirdigimiz GST'lerin spesifik aktivitelerinin yaklagik 8-10 katidir. Bu-
nun nedeni Chang ve arkadaglarimin ardil affinite kolonu uygulamala-

rindan ileri gelebilir (137).

Koyun karacigerinden saflagtirilan GST'nin CDNB ic¢in Km de-
geri 436 UM olarak (138), rat karacigerinden saflastirilan GST'nin CDNB
icin Km degeri 180 uM olarak saptanmagtir (139). Biz bu degerleri civciv-
. lerin karacigerinde 588 uM, incebagirsakta ise 1111 uM olarak saptadik.

Artan daminozid dozuna gire aktivasyonu azalan GST enzimleri
saghkli dokuyu potansiyel olarak riskli hale getirmektedir. Azalan
detoksifikasyon iglemi zararh metabolitlerin bu dokuda birikimine buna

paralel olarak da sitotoksik ve genotoksik olaylari kacimilmaz olarak
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beraberinde getirecektir.

Bir diger yonden artan daminozid dozuna goére indiiklenen GST
enzimleri saglikli doku ya da hiicreler i¢in bir savunma mekanizmas

olugtururken pre (neo) plastik hiicrelerin de bir habercisi olabilmektedir.

Sonug olarak daminozid, civcivlerden saflagtirdigimmz karaciger
GST enzimlerini doza bagl olarak inhibe etmistir. Ince bagirsak GST en-
zimlerini ise doza baglh olarak indiiklemisgtir.

Daminozid ve benzeri kimyasallarin bilingsizce ve agir1 olarak
kullanmak bir yandan dogay kirletirken diger taraftan bu tiir kimyasal-
lara maruz kalan canl: sistemlerindeki ilag metabolizmasindan (aktivas-
yon ve detoksifikasyon) sorumlu sistemlerde olumsuz degisikliklere ne-
den olmaktadir. Bu nedenle boylesi kimyasallarin kullaniminda ¢ok da-
ha segici olmak, tiiketici ve tireticileri bu konuda bilinglendirmek toplum
saghg acisindan 6nem tasimaktadir.
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OZET

Bu kargilagtirmali ¢aligmada, bir bitki biiyiime diizenleyicisi ola-
rak bilinen daminozid'in LD, ve LDg, dozlarimin Ross Pm-3 civcivlerin

karaciger ve ince bagirsak GST enzimleri tizerindeki etkileri incelendi.

Karaciger ve ince bagirsak GST enzimleri affinite ve kromatofo-
kusing kolonundan saflagtirildi. Bu enzimlerin izoenzimleri kromatofoku-
sing kolonundan alindi. Her bir farksiyondaki enzim aktiviteleri spektro-
fotometriksel olarak saptandi. Affinite kolonundan saflagtirilan her iki
dokudaki enzim aktivitelerini daminozid'in LD,y ve LDgy dozlarnin
azaltigh gozlendi. Daminozid'in LD;; dozu kromatofokusing kolonundan
ayrigtinlan karacigerdeki enzim aktivitesini artirirken daminozid'in
- LD, dozu enzim aktivitesi iizerinde azaltic bir etkiye neden olmaktadur.
Diger taraftan, daminozid'in her iki dozu ince bagirsaktaki enzim aktivi-

tesinde artigsa neden olurken bu etki LD3, dozunda daha fazladur.

Cd iyonlar, karaciger ve ince bagirsaktan saflagtirilan GST en-
zimlerinin aktivitelerinde yaklagik %50-60 inhibisyon gisterdi.

Civcivlerin karaciger ve ince bagirsak GST'lerinin molekiil agir-
liklan sirasiyla 23.000-27.000 ve 27.200-28.100 dalton arasinda oldugu
bulundu. Proteinler SDS.PAGE'de ayrigtirildi.

Elde edilen sonuglar gostermektedir ki daminozid, civciv karaci-
gerinden saflagtinlan GST enzim aktivitelerini doza bagh olarak azaltir-

ken, ince bagirsak GST enzimlerini ise doza bagh olarak indiiklemigtir.
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SUMMARY

In this comparative study the effects of LD,, and LDj3, doses of
~ Daminozide, known as a plant growth regulator, on glutathione-S-trans-
ferases in liver and small intestine of the chicks (Ross Pm-3) have been

investigated.

GST enyzmes of liver and small intestine were purifed by affinity
column. Chromatofocusing isozymes of these enzymes were eluted by chro-
matofocusing column. Enzyme activites in each fraction were detected as
spectrophotometrically. Enzyme activities in both tissues purified by affi-
nity column were shown to be decreased by LD; and LDg, doses of da-
minozide. LDy, dose of daminozide was demonstrated to stimulate enz-
yme activity in liver samples separated by chromatofocusing column while
LDg, dose of daminozide had a decreasing effect on the activity of the se-
" parated enzymes. On the other hand, both doses of daminozide caused inc-
rease on enzyme activity in samples from small intestine with being hig-

her in LDg4, treated ones.

It was observed that Cd ions inhibited approximately 50-60% -of

the activities of the GST enzymes separated from liver and small intestine.

Molecular weights of the chicks liver and small intestine GST'es
were found to be in the range of 23.000-27.000 and 27.200-28.100 dal-
tons respectively. Proteins were resolved by a SDS-PAGE.

The results obtained indicate that, depending on the dose of
daminozide, GST activity purified from chick liver decreased while GST

activity purified from chick small instestine increased.
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