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OZET

Calismada tavsan karacigerinden izole edilen Glutatyon-S-Transferaz'in etkili bir pestisit olan daminozit ile
etkilesimi incelenmistir. Glutatyon -S-Transferaz enzimi in vitro sartlarda degisik dozlarda daminozit ile muamele
edilerek, reaksiyonlari gdzlenmistir. Bulgular 1-kloro 2,4 dinitro benzen (CDNB) substrat olarak kullanildiginda elde
edilen aktivite ile karsilastinimistir. Regresyon ve korelasyon analizi yapiimis ve sonuglar spesifik aktivite olarak
verilmigtir.

Anahtar kelimeler: Daminozit, Glutatyon -S-transferaz

AN INVESTIGATION ON EFFECT OF DAMINOZIDE TO THE
GLUTATION-S-TRANSFERASE ACTIVITY IN RABBIT LIVER

SUMMARY

We analyzed the interaction between glutation-S-transferase, which is isolated from the liver of rabbits, and
daminozide which is an effective pesticide. Glutation-S-transferase enzymes were treated with daminozide in vitro
conditions at various doses, and the reactions were recorded. The observed activities were compared with the
activity of 1-chloro 2, 4 dinitrobenzen substrate and a regression analaysis was performed to investigate the
correlation. The result were expressed as spesific activites.
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GIRIS

Calismada kullanilan daminozit (Suksinik asit
2-2 dimetil hidrazid) pestisitlerin bitki buyume hor-
monu grubuna dahildir, verimliligi artirmak igin
tarimda kullanilir (1). Yapraktan absorbe edildigi
icin bitki ve meyvelerde kalinti birakabilir (2,3).
Daminozitin hidrolizi ile olusan metaboliti
UDMH'nin (1.1 dimetil hidrazin) karsinojen oldugu
ve DNA'yI metilledigi bildirilmistir (4-6). Glutatyon-

S-transferaz (GST) detoksifikasyonda gorevli bir
enzimdir. Insan dokularinda farkli substrat 6zgul-
lugl gosteren GST tipleri mevcuttur. Potansiyel
olarak zehirli bazi elektrofilik ksenobiyotikler ile
glutatyonun (GSH) sulfidril (SH) gruplarinin
konjuge olmasini saglar. Bunlar cok islevli
enzim gruplaridir, sadece GSH konjugasyonu
katalizlemez; steroid yapili hormonlarla tiroid
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hormonlarini ve bazi ksenobiyotikleri baglar ve
yigilimini azaltarak sitotoksik etkilerini engeller
(7-9). Bu ¢calismada, besin zinciri yoluyla insanlar
etkileyen daminozit ile tavsan karacigerinden
izole edilen GST enzimi arasinda in Vvitro
sartlardaki etkilesimin aragtiriimasi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Ketamin anestezisi ile tavsanlarin karaciger-
leri gikarildi. Tartihp agirliklarinin g kati izotonik
sivi (0.15 M KCI) ilave edilip homojenize edildi
(B.Braun Tip 85 3202). Homojenat 1.5 saat 1000
g'de santrifuj edilip (Beckman Model J2, JA21 ro-
tor) supernatan DEAE-seluloz kolondan gegirildi.
Aktivitenin goruldugl kisma amonyum sulfat ¢ok-
turmesi yapildi. Presipitat potasyum fosfat tampo-
nunuda ¢bzulup diyalizlendi. Dialize edilen
materyal CM-seluloz kolondan gecirildi (10).
Kolondan g¢ikan ve aktivite gozlenen kisim GST
enzim kaynagi olarak kullanildi ve aktivite sap-
tandi (11). GST enziminin tepkime karisimi-sub-
strat glutatyon, recipient 1 kloro 2,4 dinitro benzen
(CDNB)-varliginda 12.5mM'dan, 300mM'a kadar
bir skala icerisinde, her bir tepkime karigsimina in-
hibitdér olarak 0.1mM ve 0.01 mM hazirlanmis
daminozit ¢ozeltisi eklenerek, aktiviteler spektro-
fotometre de (Shimadzu UV-1201, UV-Vis, Nuve
BM101 benmari atagsman) kinetik olarak odlculdu.
Bulunan enzim aktivite degerleri, kontrol
(daminozit icermeyen tepkime karigimi) CDNB'nin
normal aktivitesi ile kargilagtirildi. Protein tayini
Lowry yontemi ile yapildi (12).

Arastirmanin verilerinin degerlendirilmesinde
regresyon, korelasyon analizleri ve Kruskal Wallis
waryans analizi kullanildi (13).

BULGULAR

Arastirmamizda saptanan spesifik aktivite
degerleri ve regresyon analizi sonuglari tablo 1'de
verilmigtir.

Verilere logaritmik dbonusum yapilarak
regresyon yontemi uygulandiginda CDNB doz
miktarlari ile 0.1M ve 0.01 M daminozit ¢bzeltisi
verilen gruplar ile daminozit uygulanmayan
kontrol grubunun GST aktiviteleri arasinda
asagida regresyon denklemleri verilen dogrusal

baginti bulunmustur.

Tablo 1: Tavsan karaciger GST ile CDBN (1kloro 2,4
dinitrobenzen) ve daminozit'in spesifik aktivite degerleri
(lineer regresyon analizi)

CDNB mM
125 25 50 75 100 150 200 250 300 r

Daminozit
0.1M  0.097 0.225 0.325 0.437 0.500 0.575 0.612 0.687 0.725 0.97

0.01M 0.075 0.187 0.300 0.325 0.412 0.537 0.575 0.515 0.587 0.95
Kontrol 0.087 0.187 0.310 0.337 0.460 0.525 0.595 0.587 0.580 0.96

ygst=-1.58+0.58X CDNB (Kontrol-daminozitsiz)
ygst=-1.63+ 0.6X CDNB (0.01M daminozit)
ygst=-1.53+0.58X CDNB (0.1M daminozit)
Ayni sekilde CDNB doz miktari ile 0.1 M
daminozit uygulanan grup arasinda Ayni yonlu
korelasyon vardir. CDNB doz miktarl arttiginda
GST aktivite degerleri yukselmektedir (r=0.97).
Ayni yonlu korelasyon 0.01 M daminozit ¢ozeltisi
icin (r=0.95) ve kontrol grubu icin de saptanmigtir
(r=0 96). Bu uc¢ korelasyon da istatistiksel olarak
onemlidir.
0.1M. ve 0.01M daminozit ¢ozeltisi uygulanan
gruplar ile daminozit verilmeyen kontrol grubuna
ait GST aktivite degerleri Kruskal Wallis varyans
analizi ile karsilastirildiginda gruplar arasi farklilik
onemsiz bulunmustur (p>0.05). Tablo 2.

Tablo 2: Daminozit verilen gruplar ile kontrol arasindaki
GST Aktivite degerleri (Kruskal Wallis varyans analizi)

GST aktivite degisimi xxSe

0.1M-daminozit-GST 0.464+0.007

0.01M daminozit-GST 0.390+0.006

Kontrol GST 0.407+0.006

Sonug KW=1.3 p>0.05
TARTISMA

Ozellikle elmada verim artirici  olarak
kullanilan daminozit ile yapilan bazi ¢alismalarda,
yaprakta 0.02 mg/kg, meyvede 0.008 mg/kg
kalinti biraktigi bildirilmistir (3,14). Daminozitin
hidrolizi sonucu olusan (1-1 dimetil hidrazid)
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UDMH'nin DNA’y1 metilledigi (5,6), ayrica mikro-
nukleus artisina neden oldugu bildirilmistir (15).
Ancak bazi ¢alismalarda ise karsinojenik etkisinin
olmadigi belirtilmistir (16,17) Daminozit verilen
civcivierde AST, ALP ve GGT degerlerinde an-
lamli degisimler izlenmis ve tumbre benzer
yapilara neden oldugu belirlenmistir (18). Koshar-
ian ve ark. hidrazit turevleri LD50 dozlarinin rat
karacigerlerinde etkisi Uzerine yaptigi arastirma-
da bu dozun mikrozomal oksidasyonu inhibe
ettigi, SOD aktivitesini azalttigi, lipid peroksidas-
yonunu aktive ettigini gostermistir (19).

GST ksenobiyotiklerin etkisiz hale getir-
ilmesinde gorevli enzimlerden biridir Vessey ve
Boyer (2-4 dikloro fenoksiasetik asit) 2-4 D,
(2-4-5 trikloro fenoksiasetik asit) 2-4-5 T herbisit-
leri ile yaptiklari arastirmada, bu maddelerin
GST'nin bazi izoenzim formlarinda inhibisyona

neden oldugunu bildirmislerdir (20). Ancak Cabral
ve ark (21) GST aktivasyonunda degisime neden
olmadigi bildirilmistir. Bir diger arastirmada
daminozit uygulanan civcivlerde in vivo GST akti-
vasyonu incelenmis, ince barsaklarda doza bagh
artis izlenirken, karacigerde LD10'da artis,
LD30'da ise inhibisyon bildirilmigtir (22).
Arastirmamizda da in vitro sartlarda denedigimiz
daminozid dozlari, CDNB doz miktarina bagh
olarak GST aktivitesinde artisa neden olmustur.
Bulgularimiz  in  vivo sartlarda daminozit
kullanilarak yapilan arastirmada bulunan sonucla
paralellik tagsimaktadir. Bu sonuca gore in vitro
sartlarda daminozitin GST ile etkilestigi ve ak-
tivitesinde degisime neden oldugu ileri surulebilir.
Ancak bu bulgunun daha hassas metotlarla ve
ileri arastirmalarla desteklenmesi gerektigi
kanisindayiz.
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