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1. GIRIS VE AMAC

Gelisen endiistrilesmeyle birlikte ¢evremizdeki hava, su ve toprak her
gegen giin kirlenmekte ve kirlilige artan oranlarda maruz kalmaktadir. Dogayi
kirleten kimyasal maddelerin 6nemli bir bolimiinii metaller olusturur.
Bilindigi gibi insanlar giinlik yasantilarinda ¢evrede yaygin olarak bulunan
metallerden kadmiyum (Cd) ve nikele (Ni) mesleksel olarak veya meslek disi
maruz kalmaktadirlar (Kasprzak, K.S., 1987; Kazantzis, G., 1987). Deneysel
caligmalar ve epidemiyolojik arastirmalar, bu metallerin insanlarda ve deney

hayvanlarinda toksik ve karsinojenik etkili olduklarini da g6stermistir.

Sitokrom P450 (CYP) enzimlerinin ilaglar, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH), pestisitler ve aromatik aminler de dahil olmak iizere
birgok ksenobiyotigi aktif toksik ve/veya karsinojenik metabolitlerine
donustirdiikleri bilinmektedir. Ayrica CYP enzimleri, steroidler, yag ve safra
asitleri ve prostaglandinler gibi endojen maddelerin metabolizmasinda énemli
rol oynamakta, karsinojenezis ve mutajenezis gibi 6zel toksik etkilerin ortaya
¢ikmasinda; ilaveten ilaglarin etkinliginde de belirleyici olabilmektedirler.
Indirgenmis glutatyon (GSH) ve glutatyon-S-transferazlar (GST) ise
mikrozomal oksidasyonlar sonucu olusan aktif ara driinlerin bertaraf
edilmesinde gorev alir. CYP enzimlerini indiikleyen maddeler
ksenobiyotiklerin  aktivasyonunu da arttirmaktadirlar. Aymi  sekilde
konjugasyon kapasitesini dugliren maddeler de aktif metabolitlerin
detoksikasyonunu Onemli Olglide azaltmig olurlar. Aktif ara iiriinlerin zarar
verme derecesi bunlarin olusma hiz1 ile ortamdaki konjugasyon enzimleri ve
konjugasyon ajanlarinin miktarina baghdir. Eger ¢ok miktarda aktif ara iiriin
olusmugsa konjugasyon Kkapasitesi sinirli oldugundan bu elektrofilik
metabolitler dogrudan proteinler veya DNA ile kovalan baglanarak hiicresel
hasara sebep olacaktir. Dolayisiyla Cd ve Ni’ nin aktivasyon ve detoksikasyon

dengesi tizerindeki etkilerinin arastiriimasi biiyitk 6nem tagimaktadir.
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Her iki metalin de tek basina sigan, fare ve kobay dahil olmak iizere
birgok hayvan tiiriinde ve ¢esitli dokulardaki CYP enzimlerini inhibe ettikleri
cesitli caligmalarla gosterilmistir. GSH diizeyi ve GST enzimleri iizerine olan
etkileri ise hayvan tiirline, organa ve GST izozimlerine bagl olarak
degiskenlik gostermektedir. Ayrica bu metallerin oksidatif stresi indiikleyerek
lipid peroksidasyonu (LP) arttirdig1 ve bunun sonucunda hiicresel hasara sebep
oldugu da gosterilmistir (Sunderman ve ark., 1985; Andersen ve Andersen,
1989; Manca ve ark., 1991). Ancak bu metallerin her birine ayr1 ayr1 maruz
kalinmasinin yani sira birlikte maruziyet de so6z konusudur (6rn. Ni-Cd pil
tiretiminde ve sigara dumaninda). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda Cd ve
Ni* nin birlikte verilmeleri halinde siganlarda fenobarbital ve 3-
metilkolantrenle indiiklenebilen karaciger CYP’ leri ve ilgili bazi enzimlerin
aktivitelerini yiikselttikleri belirlenmistir (Iscan ve ark., 1992b). Cd ve Ni’ nin
tek baslarina hepatik CYP’ ler tizerindeki baskilayicr etkileri diistintildiigiinde,
bu durum beklenmeyen bir gozlemdir. Yukarida bahsettigimiz gibi spesifik
CYP izozimleri ilaglar ve kimyasal karsinojenler de dahil olmak iizere bazi
ksenobiyotikleri aktive ettikleri i¢in bu izozimlerin seviyelerindeki
yiikselmeler, olusan aktif {iriinlerin toksik ve/veya karsinojenik etkilerini
potansiyalize edecektir. Bu sonuglardan sonra kobay ve fare tiirleri lizerinde
de caligmalar yapilmis ancak kombine uygulamada CYP enzimlerinde benzer
yiikselmeler gozlenememistir. CYP ¢aligmalarinda kullanilan doz rejimi ile
sican, kobay ve fare karaciger GST aktiviteleri 6l¢iilmiis ve hayvan tiirii ile
GST izozimine bagl olarak degisen farkli sonuclar elde edilmistir. Bunlara
ilaveten akciger ve bobrekte metal kombinasyonunun CYP ve GST izozimleri
iizerinde farkli etkileri gézlenmistir. Ornegin kombine uygulamanin metallerin
tek basglarina verildiklerinde sebep olduklan inhibisyonu diizelttigi

gorilmistiir.

Testisler de bu gevre Kkirleticilerinin hedef organlar1 arasinda yer

almaktadir. Her iki metalin karacifer ve bobrekte oldugu gibi testiste de



biriktigi (Flick, D.F. ve ark.,1971; Sunderman, F.W., 1981a), Cd’ nin
testislerde ttimor (Flick ve ark.,1971) ve nekroz olusturdugu (Clegg ve ark.,
1967) ayrica lireme iizerine toksik etkidigi (Saygi ve ark., 1991) saptanmustir.
Ancak Cd ve Ni’ nin tek baslarina ve birlikte ksenobiyotiklerin
aktivasyonunda rol oynayan CYP enzim sistemi ile ksenobiyotiklerin
inaktivasyonunda gorev alan GSH ve GST enzim aktivitelerine ve LP lizerine
etkilerinin bu organda irdelenmedigi gézlenmektedir. Bu yaklasim, metallerin
testiste aktivasyon ve detoksikasyon dengesi tizerindeki olasi etkilerini ortaya

koyarak toksik etkilerine bir 6l¢iide 151k tutabilecektir.

Bu nedenle c¢alismamizda siganlarda Cd ve Ni’ nin testisteki 7-
etoksiresorufin-0-deetilaz (EROD) aktivitesi, lipid peroksidasyon (LP),
indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyi ve ¢esitli substratlar kullanilarak (1-
kloro-2.4-dinitrobenzen (CDNB), 1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB), 3-
dikloro-4-(2-metilen biitiril) fenoksi asetik asit (Etakrinik asit, EAA), 1,2-
epoksi-3-(p-nitrofenoksi) propan (EPNP), kiimen hidroperoksit (CHPx)) GST
aktiviteleri lizerinde tek baslarina ve birlikte verildiklerindeki akut etkileri

belirlenerek karsilastiriimagtir.



2. GENEL BIiLGI

2.1. Kimyasal Maddelerin Biyotransformasyonlari

Artan endiistrilesme ve kentlesme ile canlilar her gecen giin pek ¢ok yabanci
kimyasal maddeye maruz kalmaktadirlar. Organizmaya giren bu yabanci
maddelerin (ksenobiyotiklerin) ¢ogu lipofiliktir ve lipid membranlardan
gegerek lipoproteinlerle viicut sivilarina tasinirlar. Bu lipofilik ksenobiyotikler
cok gabuk absorblanirlar, ancak ¢ok az itrah edilirler. Bu ylizden siirekli, veya
araliklarla maruziyet sonucu organizmada bu kimyasal maddeler birikir.
Yagda ¢oziinen (lipofil) bilesiklerin, suda ¢6ziinen (hidrofil) bilesiklere
donlistiigli ve enzimlerle meydana gelen biyokimyasal olaylara
biyotransformasyon denir. Kimyasallar 1. Faz ve II. Faz reaksiyonlar ile
biyotransformasyona ugrarlar. I. Faz reaksiyonlari, oksidasyon, indirgenme ve
hidroliz; 1. Faz Reaksiyonlarn ise ¢esitli konjugasyon veya sentez
reaksiyonlaridir. 1. Fazda yagda ¢oziinen ksenobiyotikler daha polar
metabolitler haline gegerler. 11. Fazda ise endojen maddelerle birlesen bu polar

metabolitler inaktif halde elimine olurlar.

[. Faz ve II. Faz reaksiyonlar1 ksenobiyotiklerin viicuttan daha kolay
atilmalarini saglar. Ksenobiyotiklerin atilmasi esnasinda detoksikasyon veya
intoksikasyon goriilebilir. Genellikle detoksikasyon gorillmesine ragmen, bu
her zaman gecerli degildir. Baz1 kimyasal maddeler de biyotransformasyon
sonucu daha toksik bilesiklere doniisiirler. Ozellikle kanserojen maddeler,
organofosfatlar, bunlara ©ornek  verilebilir. Kimyasal = maddelerin
biyotransformasyonu sonucu olduk¢a kuvvetli aktif ara iiriinleri olusur. Bir
maddenin biyotransformasyon sonucu toksik olup olmayacagi enzimatik
sekillenmede belli olur. Biyotransformasyonun yer aldif1 organlar karaciger
basta olmak tlizere; akciger, bobrek, bagirsak, deri, testis, plasenta ve

bobrekiistii bezlerdir.



2.1.1. L. Faz Reaksiyonlan

[. Faz reaksiyonlar1 iginde en Onemli reaksiyonlar ylikseltgenme
reaksiyonlaridir. Ciinkii ksenobiyotiklerin % 90-95’i bu yolla metabolize olur
ve yiikseltgenmedan sonra genellikle aktivasyon goriiliir.

Yiikseltgenme reaksiyonlarini katalizleyen sistemler:

1. Mikrozomal Enzim Sistemi
- CYP igeren monooksijenazlar

- Flavin igeren monooksijenazlar.

2. Nonmikrozomal enzim sistemi

- Sitozolik Enzimler (alkol dehidrogenaz, aldehit dehidrogenaz)
- Mitokondriyel enzimler (MAQO, DAO) olarak siniflandirilirlar.

1. Faz reaksiyonlarinin &nemli bir bolimii, mikrozomal enzimler
tarafindan Kkatalizlenir. Ksenobiyotik metabolize eden enzim sistemi ya da
diger bir adiyla karigik fonksiyonlu oksidazlar birgok ilacin ve ksenobiyotigin
metabolizmasindan sorumlu olan bir sistemdir. Organizma igin yabanci olan
bircok kimyasal maddenin yam sira safra asitleri, yag asitleri, hormanlar ve
prostoglandinler gibi endojen maddelerin metabolizmasinda karigik

fonksiyonlu oksidazlar énemli rol oynarlar.
2.1.1.1. CYP’ lerin Tarihcesi

[k kez 1938-1943 yillarinda Albert Claude, memeli hiicrelerinin mikrozomal
fraksiyonunu izole etmistir. Dokuyu homojenize ettikten sonra, yiiksek
devirde ¢oken partikiillerin fazla miktarda lipid, riboniikleik asit (RNA), hem
ve protein i¢erdigini saptamig ve bunlara kiiciik cisimcikler anlamina gelen
(microbodies) mikrozomlar adin1 vermistir. 1953 yilinda da elektron
mikroskobunun gelistirilmesi ile mikrozomlarin ger¢ekte endoplazmik

retikulum olduklar1 gosterilmistir (Claude, 1969).

Mueller ve Miller, karaciger homojenatindan elde edilen mikrozomal

fraksiyonun aminoazo boyalarinin azobaginin indirgenmesini ve oksidatif N-



demetilasyonunu  katalizledigini  gOstermiglerdir. Bdoylece, karaciger
mikrozomlar ile kimyasal maddelerin metabolizmas1 arasindaki iliski ilk kez

gosterilmistir (Mueller ve Miller, 1953).

Daha sonra, Brodie ve arkadaglari bir¢ok ilacin metabolizmasindan
karaciger mikrozomlarinda lokalize oldugu samlan bir enzim sisteminin
sorumlu oldugunu gostermislerdir. Bu enzim sisteminin NADPH’ya veya
NADPH veren sisteme (NADP®, glukoz-6-fosfat ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz) gerek duydugunu ve magnezyum (Mg'') iyonunun enzim
aktivitesini arttirdigim  saptamuslardir. Indirgeme ajanina ve molekiiler
oksijene gereksinimi olan bu enzim sistemine karisik fonksiyonlu oksidazlar
(KFO), ilag metabolize eden enzim sistemi, CYP enzim sistemi veya

monooksijenazlar gibi isimler verilmigtir (Mannering, 1972).

CYP enzim sistemi hiicrelerin mikrozomlarinda bulunur. Dolayisiyla bu
enzimlere mikrozomal ksenobiyotik metabolize eden enzimler de denebilir.
Mikrozomal enzimler, bir¢ok hiicrenin endoplazmik retikulumunda
yerlesmislerdir. Endoplazmik retikulum, plazma membranindan ¢ekirdek ve
mitokondriye kadar uzanan bir lipoprotein sebekesi olarak tanimlanabilir.
Endoplazmik retikulum hiicrenin dig ortamla olan madde aligverisini saglar.
Dokunun homojenize edilip kademeli santrifiijlenmesi sonucu hiicrelerin
endoplazmik retikulum ve golgi sistemleri parcalanarak ¢oker ve

mikrozomlari olustururlar.
2.1.1.2. CYP Enzim Sisteminin Katalizledigi Reaksiyonlar

a- CYP enzim sisteminin katalizledigi yiikseltgenme reaksiyonlari

1- Alifatik hidroksilasyon
2
3
4

Aromatik hidroksilasyon

Epoksit olusumu

Dealkilasyon
a- O- dealkilasyon
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b- N- dealkilasyon
c- S- dealkilasyon
5- Oksidatif deaminasyon
6- N- yiikseltgenme
7- S- ylikseltgenme
8- P- yiikseltgenme

9- Desiilfiirasyon ve ester kirilmasi olarak sayilabilir.

b- CYP enzim sisteminin katalizledigi indirgenme reaksiyonlart

1- Nitro indirgenmesi
2- Azo indirgenmesi

3- Rediiktif dehalojenasyon.
2.1.1.3. CYP Enzim Sisteminin Bilesenleri

Organizmaya giren yabanci kimyasal ve endojen maddelerin biyotrans-
formasyonundan sorumlu olan mikrozomal karigik fonksiyonlu oksidaz
sisteminin ii¢ bileseni vardir. Bunlar;

a- Sitokrom P450

b- NADPH - sitokrom c (P450) rediiktaz

c- Lipiddir.

Sitokrom P450 ve NADPH-sitokrom c¢ rediikktaz, endoplazmik

retikulumun fosfolipid matriksinde yer alirlar (Lu ve West, 1980; Nebert ve
ark., 1981).

Fosfolipidler, bu iki enzimin birbiriyle olan iliskisinde onemli bir rol
oynar. NADPH-sitokrom c¢ rediiktaz, sitokrom P450° ye elektron transferi
yapar. NADPH- sitokrom c rediiktazin sadece tek bir sekli izole edilmistir.

Sitokrom P450 ise bir hemoproteindir. Indirgenmis seklinin CO ile
yaptigt kompleks 450 nm’de maksimum absorbans verdigi i¢in bu ismi

almistir. Denatiire oldugu zaman 450 nm’deki pikini kaybeder ve diger hem



proteinlerine benzer olarak sadece 420 nm’de absobans verir. P ise pigment

anlamina gelmektedir. Bu pigment hemden dolay: kirmizi renklidir.

CYP’ ler mikrozomlardan iyonik ve noniyonik deterjanlarla, siilfidril
ajanlarla, gliserolle ve metal selatorlerle izole edilirler. Coziinen mikrozomlar

pek ¢ok yontemlerle elde edilirler. Bu yontemler;

1. Klasik ultrasantrifiij yontemi

2. CaCl, ile diisiik devirde ¢oktiirme yontemi
3. Kolon kromatografisi yontemi
4

. Polietilenglikol ile diisiik devirde ¢oktiirme yontemidir.

Daha sonra CYP  sekillerinin  tanimlanmasi;  elektroforez,
immiinokimyasal yontemler, peptid baglanmasi ve aminoasit dizilisleri

incelenerek yapilir (Lu ve West, 1980).

CYP enzim sisteminin en onemli bileseni olan sitokrom P450° nin ¢ok
sayida izozimi olup, her biri farkli gen tarafindan kodlanip sentezlenmektedir.
Ayrica her P450 izozimi belirli substart ve/veya substratlara kars1 segicilik

gosterir.

CYP’ lerin aminoasit dizilimlerinin benzerligi %40’ dan az ise CYPI1,
CYP2, CYP3, ... seklinde farkl ailelere, % 40-55 arasinda ise CYPIA,
CYP2A, CYP3A, ... seklinde alt ailelere boluntirler. Benzerlik, %55°den
fazla ise CYP1ALl, CYP1A2, ...... seklinde sembolize edilirler.

Son smiflandirmalara goére belirlenen 74 CYP gen ailesinin 14’ i{iniin
insanlarda bulundugu belirlenmistir. Insan CYP aileleri ve esas fonksiyonlari

tablo 1" de gosterilmistir (Nelson ve ark., 1996).

Ksenobiyotiklerin metabolizmasindan ilk 3 aile sorumludur (CYPI,
CYP2, CYP3). Tablo-2’ de ksenobiyotiklerin metabolizmasi agisindan 6nemli
olan CYP aileleri goriilmektedir. Bu ailelerden bazilar1 ksenobiyotikleri

karsinojenik iiriinlere doniistiirmektedir. Bu aktif ara tiriinler olustuktan sonra



II. Faz enzimleri yardimiyla glukuronik asit, siilfat veya glutatyonla konjuge

olarak atilirlar; ya da proteinlere veya DNA’ ya kovalan baglanarak toksik etki

olustururlar.
Tablo 1. Insan CYP aileleri
CYP Ailesi Temel Gorevi
CYPI Ksenobiyotik metabolizmasi
CYP2 Ksenobiyotik metabolizmasi
CYP3 Ksenobiyotik metabolizmasi
CYP4 Yag asitlerinin hidroksilasyonu
Ksenobiyotik metabolizmasi ?°
CYPS Tromboksan sentezi
CYP7 Kolesterol 7a-hidroksilasyon
CYP8 Prostasiklin sentezi
CYPI1 Kolesterol yan zincir agilmasi
Steroid 11p-hidroksilasyon
Aldosteron sentezi
CYP17 Steroid 17a-hidroksilasyon
CYP19 Androjen aromatizasyonu
CYP21 Steroid 21-hidroksilasyon
CYP24 Steroid 24-hidroksilasyon
CYP27 Steroid 27-hidroksilasyon
CYP51 Sterol biyosentezi

* ? Kesin bilinmiyor

Biyotransformasyonda bahsedildigi gibi monooksijenazlar tarafindan
okside olarak aktive olan ara Uriinler konjugasyonla polar hale getirilip
uzaklastirilmazsa tehlikeli olurlar. Maddenin aktivasyon ve detoksikasyon

dengesi aktivasyon lehine artarsa toksik etki olusur.
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Tablo 2. Onemli CYP aileleri

CYPI CYP3 CYP4

1A 3A 4B

- Polisiklik aromatik - Birgok substrat1 vardir - Akciger ve plasenta-
hidrokarbonlarin (PAH) - 3A5 Polimorfiktir da sentezlenir
aktivasyonu - indiikleyicileri: Glukokorti- - Endojen substratlari
1B koidler, rifampisin, makrolit metabolize eder
-PAH’larin aktivasyonu antibiyotikler

CcYpP2

2A 2B 2C 2D 2E 2F
-Karsinojen  -Fenobarbital- - Mefenitoin - Debrizokin - Etanolle - Akcigerde
. aktivasyonu le indiklenir  polimorfizmi polimorfizmi indiiklenir sentezlenir
. - Gergek rolii - Tiirler arasi - Karsinojen ]
}L kesin degil degisken aktivasyonu }

CYP’ nin 6nemi, pek ¢ok sayidaki kimyasal maddeyi kontrol etmesi ve
bu olay sonucunda pek ¢ok enzim seklinin ortaya ¢ikmasiyla ilgilidir. CYP
izozimleri higbir kimyasal maddeye maruz kalmamis organizmada varolan
CYP izozimleri (konstitiitif) veya belirli kimyasal maddelerle indiiklenebilen
izozimler seklinde olabilir. Konstitiitif CYP sekillerinin belirli kimyasal
maddelerle indiiklenebilirligi de s6z konusudur. Degisik molekiil gruplar

farkli molekiiler yapidaki CYP izozimlerini indiiklerler.

Grup 1: Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) (3MC, benzopiren,
TCDD)

Grup 2: Fenobarbital

Grup 3: Etanol, aseton, izoniyazid, imidazol

Grup 4: Steroidler [pregnenolon 16-a-karbonitril (PCN), deksametazon,

makrolit antibiyotikler].

Grup 5: Peroksizom proliferatorler (klofibrat).

Genellikle farkli hayvan tiirlerinde, ayni1 kimyasal maddeler, mRNA’ nin

niikleotid ve aminoasit dizilisleriyle olduk¢a homolog olan CYP izozimlerini
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indiiklerler. Yapilarindaki bu benzerlik CYP genlerinin isimlendirilmesine ve
yeni siniflandirmalara olanak verir. Nitekim, son isimlendirmeye gore, 10°u
memelilere ait olmak {izere 27 gen ailesinden olusan CYP siiper ailesindeki
P450 formunun sayisinin 200°¢ yaklastigt bildirilmektedir. (Gonzales ve
Nebert. 1990; Nebert ve ark., 1991). Bazi CYP izozimleri ve spesifik

substratlar1 Tablo 3” de gosterilmektedir.

Tablo 3. Bazit CYP izozimleri ve spesifik substratlar

cYp Polimorfik ozellik Spesifik substrat
141 Polimorfik 7-etoksiresorufin
142 Polimorfik Fenasetin, kafein
241 Polimorfik Kumarin
246 Polimorfik Kumarin
2B1 Polimorfik oldugu siipheli 7-pentoksiresorufin
2C9 Polimorfik Tolbutamid

Polimorfik Debrizokin, spartein,
2D6

dekstrometorfan

2E1 Polimorfik Klorzoksazon

Polimorfik Kortizol, eritromisin, lidokain,
3A43/4

dapson

345 Polimorfik Nifedipin,kortizol
4B1 Polimorfik oldugu siipheli Testosteron, progesteron
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CYP’ nin spontan gelisimi ve organizmanin gelisimi boyunca
indiiklenebilirligi, yeni doganlarda ve gebe kadinlarda, ilaglarin
toksisitesinden korunmada olduk¢a 6nemlidir. Ancak yapilan denemeler etik
nedenlerden dolay1 daha ¢ok deney hayvanlari ile sinirlidir (Casserett ve

Doull, 1991; Gonzales, 1989; Leroux ve ark., 1989).
2.1.1.4. CYP Sistemine Etki Eden Faktorler

a- Tiir farklilig
b- Genetik

c- Yas

d- Cinsiyet

¢- Beslenme diyet
f- Patolojik durum

g- Kimyasal maddelerle 6n muamele

- Indiiksiyon.

- Inhibisyon
h- Hormonlar
a- Tir farklig

Biyotransformasyondaki degisimler, tiirlerdeki nitel ve nicel farkliliklara gore
olur. Nitel farkliliklar, metabolik yolaklari, tiir defektleri ve tiire has 6zellikleri
icerir. Nicel farkliliklar ise; tiirlerdeki enzim diizeylerinin farkliligina, dogal
inhibitorlere, enzimatik reaksiyon dengelerinin bozulmasina veya yarigmali
reaksiyonlarin olugmasina baghdir. I. Faz reaksiyonlarindaki tiir farklihigt,

CYP izozimleri ile kolaylikla agiklanabilir.

Bunlarin substrat secicilikleri benzer olmasina ragmen, tiirler arasinda
farkli etkiler goriiliir. Buna 6rnek N-asetilaminofluoren verilebilir. Bu
karsinojenik amin pek ¢ok metabolizma yolagina sahiptir. N-
asetilaminofluoren, N-hidroksilasyona ve aromatik hidroksilasyona ugrayarak

sirayla hepatokarsinojenik N-hidroksi tiirevlerine ve nonkarsinojenik 7-
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hidroksi tiirevlerine doniigiir. Kobaylarda N-hidroksi tiirevleri in vivo veya in
vitro olarak olusmaz ve bu tiirlerde bu maddenin karsinojenik etkileri
goriilmez. Diger taraftan N-asetil aminofluorenin karsinojenik aktivitesi,
farelerde, tavsanlarda ve kopeklerde N-hidroksi tiirevler olusturdugu igin
goriiliir. Bu iki reaksiyon farkli iki CYP tarafindan katalizlenir (Gonzales ve

Nebert. 1990).
b- Genetik:

Soy farklilig1 da, genetik kontrol altindadir. Bu farklilik ksenobiyotiklere karsi
gozlenen biyolojik cevap seklindedir.

Soy farkliligina 6rnek olarak 1. Faz reaksiyonlarina hekzobarbitalin farkli
sican irklarindaki yiikseltgenme hizi verilebilir. Holtzman, Sprague-Dawley,
Wistar irklarinda hekzobarbitalin uyuma zamani farklidir. CYP’ nin aracilik
ettigi enzim aktivitesi ile uyuma zamani arasinda bir iliski vardir (Igari ve ark.,

1982). Benzer farkliliklar fare ve tavsan irklari arasinda da gériilmiistiir.

insanlarda ilaglarin hidroksilasyonundaki farklhiliklar genetik olarak
kontrol edilen polimorfizm ile agiklanmaktadir (Gut ve ark., 1984; Kalow,
1987; Lorrey, 1984). Spesifik ilaglarin metabolizmasinda, insan genetik
polimorfizmi, bireysel insan karaciger CYP izoziminin tanimlanmasina olanak

saglar.

CYP’ lerin bir kismi toplum icinde ve toplumlar arasinda farklilik
gosterir, Ornegin 40> m Ulizerinde ilacin metabolizmasindan sorumlu olan
CYP2D6 Kafkasyalilarin % 5 ila 10’ unda inaktifken, Asyalilarin %1’ inden
daha azinda bu enzim inaktiftir (Hirvonen, 1999). Deney hayvanlarinda
goriillen genetik farklilign meydana getiren enzim indiikleyici ajanlarin
bilineni; C57 BL6J ve DBA2 fare irklarinin 3MC’ye verdikleri cevaptir. C57
fare irki karaciger mikrozomal benzo (a) piren hidroksilaz aktivitesini indiikler
ve “responsive” olarak tamimlanirken, DBA2 irki “nonresponsive™ olarak

tanimlanir. Bu iki irk arasindaki fark CYP izozimleriyle diizenlenen sitozolik
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resOptorlere kodlanan “Ah locus” ile iligkilidir. DBA2 1irki farelerde protein

baglanmasi defektiftir (Nebert ve ark., 1979).
c- Yas:

Fotal ve yeni dogmus hayvanlarin sinirli biyotransformasyon kapasitesi vardir

ve bu da ksenobiyotiklerin toksisitesini artirir.

Sicanlarda CYP ile katalizlenen reaksiyon aktiviteleri dogumdan hemen
sonra hizla yiikselir ve 30 giin i¢inde maksimum diizeye ulasir. Enzimatik
aktivite daha sonra yagla beraber azalmaya baslar 600. giine ulasildiginda,
aktivite maksimum degerin ancak % 50-60° 1 kadardir. Insanlarda CYP
aktivitesi gebeligin ikinci trimesterinde yetigkinlerin % 20-50’si kadardir.

Buna ragmen, CYP izozimleri yetiskinlerde kalitatif farkliliklar gosterir.

Biyotransformasyon enzimlerinde gozlenen yasa bagimli degisimler,
hepatositlerin biyokimyasal degisimleriyle ilgilidir. 1 ve 3 giinliik sigan
karaciger mikrozomal preperatlarinda tanecikli ve taneciksiz endoplazmik
retikulumun miktarinda dikkate deger artislar gozlenmistir. Daha sonraki
yaslarda, toksik maddelere doku hassasiyeti artar ve ksenobiyotiklere karsi
alinan cevaplarda degismeler gézlenir. Bu olay CYP ve NADPH sitokrom c—
rediiktazin azalmasi ile iligkilidir (Casserett ve Doull, 1991). Ayrica baz
mikrozomal enzimlerin seviyelerinin yash sicanlarda diiserken  geng

sicanlarda arttig1 gozlenmigtir (Eke ve ark. 1997).

d- Cinsiyet:

Kimyasallara duyarhilik iki cinsiyette farkli olabilmektedir (Eke ve ark.,
1998a). Disi ve erkek siganlarda yapilan ¢aligmalarda pek ¢ok ksenobiyotigin
farkli farmakolojik ve toksikolojik etkileri saptanmugtir. Orn; disi siganlar,
hekzobarbitale maruz birakildiklarinda, erkek sicanlardan daha uzun siire
uyurlar. Ayni sekilde organofosforlu bir insektisit olan paration da disilerde 2

kez daha fazla etkilidir. Bu da disilerin karacigerlerinin bu kimyasal maddeleri
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metabolizmaya ugratma kapasitesinin daha diisiik oldugunu gosterir. Uzun

biyolojik yar1 6mre sahip bilesikler, disilerde daha uzun etki gosterirler.

Cinsiyet farklihgi. aym zamanda ekstrahepatik dokularda da gozlenir.
Orn; kloroform erkek fare bobreklerinden elde edilen mikrozomlarda, disi
farelere goére 10 kat daha hizli fosgene doniisiir. Erkek fareler kloroformla
indiiklenen nefrotoksiteye daha duyarlidir, halbuki disi fareler bu maddeye
rezistans gosterirler. Disi ve erkek cinsiyet hormonlar1 arasindaki denge, CYP’
lerin aktivitesinin saptanmasinda O©nemlidir. Disi siganlara testesteron
verilmesiyle pek ¢ok sayida ilag ve ksenobiyotigin biyotransformasyonunun

arttig1 gézlenir.

CYP ve NADPH sitokrom c¢ rediiktaz konsantrasyonlar: sicanlarda
olgiildiigiinde, bu iki enzimin erkek siganlarda disilere nazaran % 20-30
arasinda daha fazla oldugu bulunmustur. Yapilan ¢aligmalarda erkek veya

disilere spesifik CYP izozimleri tanimlanmistir.

Sigcan ve farelerde goriilen cisiyete bagimli degisimler, insanlarda

gozlenmemistir (Casserett ve Doull, 1991).
e- Beslenme ve diyet:

Beslenme faktorii biyotransformasyonda olduk¢a 6nemlidir. Kalsiyum, bakair,
demir, magnezyum, ¢inko minerallerinin eksikligi CYP’ nin katalizledigi
yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarini azaltir. Mineral alimi normale

dondiigiinde enzim aktivitesi de normale doner.

Aym sekilde, vitamin eksikligi (C, E ve B kompleksi) biyotrans-
formasyon hizim1 azaltir. Bu vitaminler; direkt veya indirekt olarak CYP
sisteminin diizenlenmesinde rol alirlar. Ayrica vitamin eksikligi, enerjiye

gerek duyan I1. Faz reaksiyonlarinda da 6nemli olur.
Diisiik proteinli diyet pek c¢ok sayidaki ksenobiyotigin toksisitesini
degistirir. Orn; dimetilnitrozamin hepatotoksisitesinin diisiik proteinli diyetle

beslenen sicanlarda azaldign gosterilmistir. Zira, dimetilnitrozaminin N-
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demetilasyonunun azalmasi toksik metabolitlerinin olusumunun azalmasina

neden olmaktadir.

Biyotransformasyonda lipidler olduk¢a O©nemlidirler. Siganlarda;
doymamis yaglarca zengin besinler, karaciger CYP konsantrasyonunu
azalurlar. Bu azalma, doymamig yag asitlerinin peroksidasyonunu artirir

(Casserett ve Doull, 1991).
f~ Patolojik durum:

Ksenobiyotik metabolizmasinda gorev alan organlar, herhangi bir
hastalik durumunda, biyotransformasyondaki normal fonksiyonlarim
yapamaz. Ornegin metabolizmadan sorumlu en 6nemli organ olan karaciger
hasar gordiigiinde mikrozomal karigik fonksiyonlu oksidaz enzim aktiviteleri
azalir. Viral enfeksiyonlar, karsinomalar, dogumsal sarilik, hepatit ve siroz
karaciger icin zararbdir  ve Kkaraciger biyotransformasyonunu azaltir.
Karaciger kan akigsindaki azalmalar, ksenobiyotigin klerensini ve

biyotransformasyonunu etkiler.

Kardiyak komplikasyonlar, sok ve hipertansiyon bunlara 0&rnek
verilebilir. Bobrek hasarlar da, ksenobiyotiklerin klerensini azaltir. Testikiiler
harabiyet, testosteron salgilanmasini ve hormon metabolizmasinda gorev alan
CYP’ lerin aktivitelerini azaltir. Bu tiir hasarlar, biyotransformasyon
kapasitesinde azalmalara ve organ fonksiyonlarinin azalmasina neden olur

(Casserett ve Doull, 1991).
g- Kimyasal maddeler ile 6n muamele:

Herhangi bir kimyasal madde ile muamele CYP’ lerin aktivitesini arttirabilir
veya azaltabilir. DDT sican karacigeri benzo (a) piren hidroksilaz aktivitesini
arttirirken, simetidinin bu enzim aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. (Manis

ve Kim, 1980; Pelkonen ve Puurunen, 1980).
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Bunlardan bagka ¢esitli faktérlerin CYP’ lere etkidigi, 6zellikle deney
hayvanlarinda gésterilmistir. (Lang ve Vesell, 1976; Nebert ve Felton, 1976;
Vesell ve ark., 1976).

h- Hormonlar

Cinsiyet hormonlar1 disindaki diger hormonlarin da eksikligi veya fazlahig
biyotransformasyon hizin1 etkiler. Tiroid hormonu karaciger monoamin
oksidaz aktivitesini arttirirken aym enzimlerin bobrekteki aktiviteleri azalir.
Adrenal bezleri ¢ikarilmig erkek siganlarda karaciger mikrozomal enzim
aktivitesinin azaldig1 gozlenmistir. Tiroid, adrenal ve cinsiyethormonlarinin
fonksiyonunu diizenleyen hipofiz hormonunun ¢ikarilmas: mikrozomal enzim

aktivitesini diistirdir.
2.1.1.5. Kimyasal Maddelerle CYP’ lerin indiiksiyonu

Insan ve hayvanlar, ilaglara, pestisitlere, endiistiride kullanilan kimyasal
maddelere ve dogal iiriinlere maruz kalirlar. Genellikle bu maddeler
metabolizmada gorev alan enzimlerin sentezini artirir. Bu olay “enzim
indiiksiyonu” olarak isimlendirilir ve “de nova” protein sentezine ihtiyag
gésterir. Daha  Onceleri indiiksiyonun sadece CYP® ye bagimh
monoksijenazlarla sinirli oldugu dusiiniiliirdii, fakat bugiin konjugasyona

neden olan enzimlerin de indiiksiyonda rolii oldugu disiiniilmektedir.

Indiiksiyona neden olan kimyasal maddelerin dokularda morfolojik ve

biyokimyasal degisikliklere neden oldugu bilinmektedir.

Son yillarda, mikrozomal enzim indiiksiyonun mekanizmasi, polisiklik
aromatik hidrokarbonlarla (3-metil kolantren ve benzo (a) piren) ve
fenobarbitalle daha net anlasilir hale gelmistir (Casserett ve Doull, 1991;
Iscan, 1982). Fenobarbital ile muamele sonucunda karacigerde su degisiklikler

meydana gelir;

a- Hipertrofi

b- Mikrozomal protein konsantrasyonunda artig
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c- Diizgiin yiizeyli endoplazmik retikulumda g¢ogalma ile birlikte
NADPH- sitokrom ¢ rediiktaz sentezinde indiiklenme ve de fosfolipd ve

protein sentezinde de artig olmaktadir. Etki nonspesifiktir.

CYP sekillerini indiikleyen maddeler metabolizma hizinda artiga neden
olurlar. Ayrica P-448 sekli olusur. Etki spesifiktir. Bu indiiksiyonda karaciger
agirh@ protein ve fosfolipd sentezi ve NADPH c rediiktazda belirgin bir artig

olmamaktadir.

Diger 6nemli indiikleyiciler halojenli pestisitler (aldrin, hekzakloro-
benzen, lindan, klordan), poliklorlu ve polibromlu bifeniller, steroidler ve
klorlu dioksinlerdir. Bunlar fenobarbital veya polisiklik aromatik
hidrokarbonlara benzer indiiksiyon spektrumu meydana getirirken diger CYP
sekillerinin sentezini de indiiklerler. Diisik dozlarda selektif CYP indiiksiyonu
meydana gelebilirken, karacigerde hipertrofi de meydana getirebilirler

(Casserett ve Doull, 1991).

Kimyasal maddeler stimiile edici etkilerini mikrozomal enzim miktarini,
genellikle CYP ve NADPH-sitokrom-c rediiktaz miktarlarin1 arttirarak
gosterirler (Ernster ve Orrenius, 1975; Remmer ve Herker, 1965). Bu da
protein miktarinin ve dolayisiyla enzim sentezinin artmasina baglidir. Ancak
artan CYP ile her zaman karisik fonksiyonlu oksidazlarin aktivitesinde artma
goriilmeyebilir. Orn; 3MC sigan karacieri CYP miktarini arttirirken, etil
morfin-N-demetilaz aktivitesini arttirmamaktadir (Madhukar ve Matsumura,

1978).

Fenobarbitalin parenteral alimindan sonra maksimal indiiksiyonu 3-5 giin
icerisinde olur. 3MC ile bu etki 48 saat igerisinde goriiliir. Indiiksiyon geri
doniisimlii bir olaydir. Indiikleyici ajanin geri g¢ekilmesiyle aktivite basal
diizeye erigir. Fenobarbitalin geri ¢ekilmesiyle bazal aktivite 7-10 giin
icerisinde normale déner Buna ragmen eger indiikleyici ajan oldukga lipofilik
ve zor biyotransformasyona ugruyorsa, viicutta alikonmasi uzar ve indiiksiyon

devam eder.

FEATESER R L
DOKTRAAN KASY OIS
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Ekstrahepatik dokulardaki CYP enzimleri fenobarbitalle kolaylikla
indiiklenirler. Buna ragmen PAH'lar akciger, bobrek, intestinal sistem ve cilt

gibi ekstra hepatik dokularda etkilidirler (Casserett ve Doull, 1991).

Farkli CYP izozimleri farkli maddelerce indiiklenir. CYP2D6
indiiklenemekle beraber bir¢ok ilacin metabolizmasindan sorumludur. Bazi

CYP izozimleri ve indiikleyicileri Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4. Bazi CYP izozimlerinin indiikleyicileri ve inhibit6rleri

Izozim Indiikleyici Inhibitor
CYPI1Al PAH’ lar 7-8 benzoflavon, eliptisin
CYPIA2 PAH’ lar 7-8 benzoflavon, furfuralin
CYP2A6. C8.| Rifampisin, barbitiiratlar Siilfofenazol, simetidin
C9,C10
CYP2D6 A Kinidin, ajmalin, yohimbin,

fenformin, dekstrapropoksifen
CYP2EI1 Etanol, izoniyazid Aminoasetonitril, organik
¢oziiciiler, disiilfiram,
dietilditiyokarbamat
CYP3A4 Rifampisin, barbitiiratlar Toleandomisin, naringenin

2.1.1.6. Kimyasal Maddelerle CYP’ lerin inhibisyonu

Ksenobiyotiklerin metabolizmasinin inhibisyonu in vitro ve in vivo kosullarda,
ekzojen substratlart metabolize eden enzim veya enzim sistemlerinin
aktivasyonunun kontrol aktiviteye gore azalmasi seklinde agiklanmaktadir

(Lee ve ark., 1976).

Biyotransformasyon reaksiyonlarin1 inhibe eden pek ¢ok kimyasal
madde vardir. Bu maddeler protein sentezini inhibe ederler. Orn; 3 amino-
1,2.3 triazol, porfirin sentezindeki inhibitor etkisi dolayisiyla, CYP sentezini
azaltir. Akut kobalt kloriir alimiyla karaciger CYP konsantrasyonu azalir.
Bunun nedeni hem oksijenaz {izerindeki indiiktif etkisi kadar hem sentezi

tizerindeki inhibitor etkisi sonucudur (Casserett ve Doull, 1991).
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Kimyasal maddeler, ayn1 zamanda; kofaktorlerin ve konjugasyon yapici
maddelerin doku diizeylerini etkiler. Pek c¢ok kimyasal madde, CYP
sisteminde inhibitor etki gosterir CO ve etil izosiyanid indirgenmis hem ig¢in
ligand gibi hareket eder ve endojen ligand olan O, ile yarisir. Bunlar oksidatif
reaksiyonlarin potent inhibitorleridir. CO ayrica CYP’ nin aracilik yaptigi

rediiktif reaksiyonlar1 da inhibe eder.

Bu inhibisyon genellikle CYP’ ye baglanan iki farkli substrat arasinda
yarigsma seklinde olur ve bu yarigma genellikle her iki tarafta da metabolik

inhibisyonla sonuglanir (Casserett ve Doull, 1991).

Farkli CYP izozimleri farkli maddelerce inhibe olur. Orn; 7.8-
benzoflavon sitokrom P-448’ e yiiksek affinite gosterir. Halbuki, SKF-525 ve

metirapon, CYP’ nin fenobarbitalle indiiklenebilen sekline daha spesifiktir.

Bazi1 CYP izozimleri ve inhibitorleri Tablo 4’de gosterilmistir.

2.1.2. Glutatyon

indirgenmis glutatyon (GSH) 1934 yilinda, yapisinin y-glutamil-sistenil
glisin oldugu saptandiktan sonra tam olarak tanimlanmigtir. Glutatyon, L-
glutamik asit, L- sistein ve glisinden iki basamakli bir reaksiyonla meydana
gelen bir tripeptittir. Halojenli hidrokarbonlar, alkilleyici antikanser ilaglar
gibi elektrofilik maddelerle konjugatlar vermek iizere reaksiyona girer. Olugsan
glutatyon konjugatlar1 safrayla veya merkapturatlara doniiserek idrarla
atilirlar. Merkapturat tiirevleri bazen toksik metil tiyo bilesiklerine metabolize

olurlar (Kettrer ve Mulder, 1990).

GSH, konjugasyon reaksiyonlarinda, H,O, ve organik peroksitlerin

indirgenmesi strasinda tiiketilir.

GSH pek ¢ok metabolik yolaga katilir. Bunlardan en 6nemlisi, hiicreleri
ozellikle oksidatif hasara ugratan pek ¢ok ajana ve hastaliga kargi korumaktir.
Om; siganlarda dietil maleat (DEM) ile, glandular mide mukozasinda

glutatyon  eksikliginde iilserler ~goriilir. Insanlarda da glutatyon
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metabolizmasi etkileyen pek ¢ok genetik hastalik saptanmistir. Bu kisilerde

parasetamol gibi ilaglarin toksisitesi yiiksektir.

GSH pek ¢ok hiicrede bulunur. Ancak hiicre tipine gore degisen
miktarlarda intraselliiler konsantrasyonu mevcuttur. Insan ve siganlarda
karacigerde glutatyon 5 pmol/g doku miktarinda bulunur. Karacigerde
glutatyonun yiiksek diizeyde bulunmasi bu dokunun ksenobiyotiklerin
detoksikasyonu veya atiliminda nigin 6nemli rol oynadigim agiklar. insan
eritrositleri de, mililitrede 3 pumol diizeyinde glutatyon igerir. Diger pek ¢ok

hiicre ve dokularda da glutatyon diizeyi 1-2 pmol/g seviyesindedir.

Doku icinde glutatyon homojen olarak dagimamistir. Orn; beyinde.
astroglial ve ependimal hiicrelerde yiiksekken, néronal stroma’ da yoktur.
Aym sekilde karacigerde, korteksde daha yiiksek diizeyde bulunur, inner
medullada daha dusiiktiir. Karaciger hepatosit popiilasyonu incelendiginde,
periportal bolgedeki glutatyon sentezinin perivendz bolgedekinden daha

yiiksek oldugu saptanmuigtir.

GSH sitozol, mitokondri ve niikleusta bulunur. DEM alimiyla glutatyon
diizeyinde azalma goriiliir ki bu azalma karaciger glutatyonunun %90-95 'ini
asamaz. Ciinkii, mitokondrideki, ¢ok az miktardaki glutatyon havuzunda
herhangi bir etki olmaz. Etakrinik asit ve phron da mitokondriye gegerek
glutatyon havuzunu tliketir. Siganlardaki glutatyonun %20-30° unun sitozolik
proteinlere bagl oldugu in vitro g¢aligmalarla gosterilmistir. Niikleusa
baglanma diizeyi, makromolekiillere benzer sekildedir (Ketterer ve Mulder,

1990).

Karaciger ve diger organlardaki GSH ve oksitlenmis glutatyon (GSSG)
diizeyi degisim gosterir. Insan lenfositlerinde ve eritrositlerinde glutatyon
icerigi yasa bagimlidir. Glutatyon diizeyi insanlarda 25-40 yaslarinda en

yiiksek diizeydedir. Farelerde ise iki yagindan sonra glutatyon diizeyi diiser.
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2.1.2.1. Hiicresel Glutatyonun Tiiketilmesi

Sistein. metionin ve proteince zayif diyetler glutatyon eksikligine yol agar. Bu
olay GSH ile konjugasyonu yapabilen substratin yiiksek dozda alinmasiyla
goriiliir. Siganlarda glutatyonun tiiketimi bir giinde %50’ ye kadar ulasabilir.
Ancak, ekstrahepatik kaynaklardan sistein mobilizasyonu ile bu tiiketim 48
saatte normal konsantrasyonuna ulasir. Siganlarda proteince kisitli diyetlerde
gozlenen glutatyon tiiketimi cinsiyete bagimlidir. Orn; 7 haftalik erkek ve 12
haftalik disi sicanlarda karacigerdeki glutatyon konsantrasyonu normal diyette
birbirine yakindir. Buna ragmen, diisiik proteinli diyetlerde (Kazein miktari
%20' den %5' e indirilmis) karaciger glutatyon diizeyi, erkek ve disi si¢anlarda

sirastyla %70 ve %40 azalma gosterir.

Antikanser bir ilag¢ olan biitionin siilfoksimin (BSO) de birkag saat i¢inde
glutatyon tiiketimine neden olabilir. Eger igme suyuna birkag¢ hafta siireyle
katilirsa. karaciger ve diger organlarda ciddi glutatyon tiiketimine neden olur.
Bu maddenin kullanimin takiben glutatyon ile konjugasyon yapan maddeler
yiiksek dozda alindiklarinda, in vivo ve izole hiicrelerde hizla, glutatyon
tiikketimine neden olurlar. Dietil maleat (DEM) ve phoron bu amagla kullanilan
maddelerdir. Bu tiikketim, yeterince L-sistein kaynag: varsa, hizla eski haline
doner. Bu tiir maruz kalmalar sonucunda, organ fonksiyonlari iizerinde
glutatyona bagimli olarak direkt ve indirekt etkiler gozlenir. Bu sirada, protein

sentezi ve pek ¢ok enzim inhibe olurken, diger aktiviteler indiiklenir.

Etil alkol de, izole hepatositlerdeki GSH diizeyini azaltir. Bunun nedeni,
etil alkoliin metabolizmas1 sonucunda olusan asetaldehit’ in GSH ile reak-

siyona girerek tiyohemiasctal vermesidir.

Fiziksel egzersiz de karacigerde glutatyonu tiiketirken, kaslarda bir etkiye
neden olmaz. Yiksek dozda, L-sistein, siganlara oral veya intra-peritoneal

olarak verildiginde, glutatyon diizeyinde azalma goriiliir. Fiziksel egzersiz ve
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sisteinle ilgili olarak gérillen bu azalmanin nedeni, oksijen radikallerinin

olusmasidir (Ketterer ve Mulder, 1990).

2.1.3. 11. Faz Reaksiyonlari

II. Faz reaksiyonlar1 1. Faz reaksiyonlar1 sonucu olusan aktif ara iiriinlerin
detoksikasyonu agisindan oldukg¢a Snemlidir. Genellikle konjugasyon tiriinleri
daha polardir ve viicuttan kolaylikla atilirlar. II. Faz reaksiyonlari; glukuronik
asitle konjugasyon, siilfat konjugasyonu, metilasyon, asetilasyon, aminoasit

konjugasyonu, rodanez reaksiyonu ve glutatyon konjugasyonudur.

CYP sistemi ile olusan elektrofilik ara tirtinler glutatyonla birlestikleri
takdirde hiicre ve DNA hasar1 olusturmazlar. Bu sebeple glutatyon
konjugasyonu hiicreleri 6zellikle oksidatif hasara ugratan pek ¢ok ajana kars:

koruyucu bir mekanizmadir.

Ancak glutatyon konjugasyonu her zaman inaktif bilesiklerin olusacag:
anlamina gelmez. Baz1 halojenli hidrokarbonlar (dibromoetilen, dikloroetilen,
dikloroetan v.s.) merkaptiirik asit olusum basamagina gelmeden B-liyazlar

tarafindan pargalanarak nefrotoksik bilesikler haline doniistirler.

Glutatyon konjugasyonu, glutatyon ile reaksiyona giren bilesiklerin
elektrofilik merkezlerinin birlesmesi sonucu tioeter olugmasiyla (merkaptiirik
asit, N-asetilsistein tiirevleri) meydana gelir. GST’ ler GSH’ nin niikleofilik
siilfidril grubunun substrattaki elektrofilik karbon atomuna baglanmasini
saglayan enzimler olarak bilinirler. Bu sekilde organizmaya alinan mutajenik,
karsinojenik ve diger zararli kimyasal maddelerin detoksikasyonu saglanir
(Casserett ve Doull, 1991; Habig ve ark, 1974; Levine, 1983; Mannervik,
1985; Manervik ve Danielson, 1988; Reed, 1986, 1990; Trakshel ve Maines,
1988).

GST’ lerin enzimatik fonksiyonlarina ilaveten intraseliiler protein tagtyici
gibi gorev yaptig1 da diisiiniilmektedir. Ayrica, aktif elektrofilik molekiillerin,

kovalan baglanmasi ve bunun sonucunda goriilen inaktivasyon ve
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immobilizasyonda GST’ lerin koruyucu rolii oldugu diislintilmektedir (Jakoby,

1976; Ketterer ve ark., 1967).

Bu konudaki ilk ¢alismalar 1979 yilinda bromobenzenin idrardan, N-
asetil-4-bromobenzen seklinde atiliminin saptanmasiyla baglamistir. Glutatyon
tiiketimi ile merkapturik asit tiirevlerinin arasindaki iliski saptandiktan sonra.

glutatyon konjugatlarinin merkaptiirik asit tlirevlerine donuistiigii belirtilmisgtir.
2.1.3.1. Glutatyon S-transferazlar

Glutatyon S-transferazar (GST), substratin elektrofilik karbon atomu ile
glutatyonun niikleofilik siilfidril grubu arasindaki reaksiyonlari katalizleyerek,
kimyasal maddelerin degisik fonksiyonel gruplarimin  N-asetilsistein
(merkaptiirik asit) olusturmasina neden olur. GST i¢in substrat olan maddeler
2 6zellige sahip olmalidir:

-Lipofilik olmak,

-Elektrofilik karbon atomu i¢cermek.

Bu ozelliklere sahip maddeler glutatyon ile Oolgiilebilir diizeyde
nonenzimatik reaksiyon vermelidir. Ayrica, bu transferazlar enzimatik
reaksiyonlar i¢in substrat olmayacak pek ¢ok kimyasal madde i¢in ligand gibi
hareket ederler. Transferazlarin lipofilik bolgeleri, ekzojen ve endojen
maddeler i¢in baglanma bdlgesi olarak yardimci olurlar. GST’ ler igin depo

veya transport gérevi yaparlar (Casserett ve Doull, 1991).

Glutatyon konjugatindan, glutamik asit ¢ikarilmasi v-glutamil-
transpeptidaz ile katalizlenir. Bu enzim hiicrelerde emilim veya atlim
fonksiyonlar1 igin bulunur. Sisteinil glisinaz ise, sistein konjugatindan glisini
koparir ve sonugta N-asetil merkapturik asit olusumuna neden olur. Bu
asetilasyon reaksiyonu i¢in kofaktor asetil ko-A' dir (Casserett ve Doull, 1991;

Chasseand, 1979).

Glutatyon konjugatlar1 bobrekte lokalize olan enzimlerde sistein

tiirevlerine doniisiirler. Bu tiirevler daha sonra N-asetil sistein (merkaptiirik
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asit) konjugatlarim vermek iizere asetillenerek idrarla atilirlar (Casserett ve

Doull, 1991).

GST ile katalizlenen niikleofilik reaksiyonlarin 6nemi son yillarda
artmistir. GST” ler, daha Once de bahsedildigi gibi pek ¢ok elektrofilik
bilesiklerin ki, bunlarin arasinda pek ¢ok ksenobiyotik ve lipid peroksidasyon
sonucu olusan iiriinler vardir, detoksikasyonunda onemli rol oynarlar

(Manervik, 1985; Mantle ve ark., 1987; Trakshel ve Maines, 1988).

GSH ayrica, glutatyon peroksidaz igin bir kofaktordiir. GSH’ mn eksikligi
lipid peroksidasyonu artirir. Yapilan in vivo ¢aligmalarda, hepatositlerde GSH
havuzunun tiiketiminden sonra, lipid peroksidasyonun arttigi goézlenmistir.
Olusan peroksitlere karsi GSH peroksidazlarin koruyucu etkisi oldugu
goriilmiigtir (Cantford ve Giegelen, 1975). Glutatyon eksikligi, total
glutatyonun %20-30" u civarinda olursa, hiicre hasart ve 6liimiiyle sonuglanan

olaylar goriilebilir (Modeus ve Quanguan, 1987; Reed, 1985, 1990).

Aerobik organizmalarda, molekiiler O,’ nin indirgenmesi siiperoksit ve
peroksitlerin olusumu demektir ki, bu tiriinler de hiicre i¢in toksiktir. H,O, ve
organik peroksitler lipid peroksidasyonu artirir. Endoplazmik retikulumda
meydana gelen H,0,, glutatyon peroksidaz ile inaktif hale getirilir.

Hepatositlerde, GSH havuzu tilkendigi takdirde H,0O, birikmeye baglar.
2.1.3.1.1. Glutatyon-S-Transferazlarim Simflandirilmasi

GST’ ler, glutatyonun elektrofilik karbon atomu igeren substratla birlesmesini
katalizleyen enzimlerdir. GST” ler pek ¢ok tlirde bulunmaktadir. Ayrica gesitli
dokularda bulunmaktadirlar. Ancak dokular arasinda miktar olarak farklilik
oldugu gibi, farkli tiir hayvanlarin aym dokularinda da nitel ve nicel
farkhiliklar gozlenmektedir (Jakoby, 1978; Ketterer ve Mulder, 1990;
Manervik ve ark., 1984).
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GST’ lerin dogal substratlarinin tam olarak bilinmesine ragmen, bilinen
substrat spesifiteleri ile farkli sekillerinin birbirlerinden ayrilmasi miimkiin

olmamistir (Mannervik ve Danielson, 1988).

GST’ lerin en eski siniflandirilmast Boyland ve Chasseaud tarafindan
1969’ da yapilmistir ve aril transferaz, epoksit transferaz, alkil transferaz,
arilalkil transferaz ve alken transferaz deyimleri ortaya g¢ikarilmigtir. Ayni
zamanda, glutatyon transferazlar elektrofilik substratlarina gére ayrilmislardir.
Glutatyon transferazlarin saflastirilmalar1 saglanmis olmasina karsin, substrat
spesifitesi tam olarak saptanamamustir. Orn; Epoksit transferaz, hem alkil, hem
de arilalkil halojeniirler i¢in aktiftir ve aril transferazin her iki sekli de epoksit
substratlar igin aktiftir (Pabst ve ark., 1973). Buna ragmen, orjinal adlandirma,
enzimatik ozelliklerinden ¢ok proteinin fiziksel ve yapisal O6zelliklerine
dayanir. Substrat dayali adlandirmada, biitiin arastirmacilar kloronitro-
benzenler ve halojenmis hidrokarbonlar gibi substratlar1 kullanmiglardir. Son
tanimlamalarda ise, sigan dokularinda GST’ lerin hidrosialkenallere yiiksek
affinite gosterdigi goriilmiigtiir. Buna ragmen, su anda bu tip adlandirma kesin

temellere dayanmamaktadir (Jensson ve ark., 1986).

Sican karacigerinde 6 tane GST sekli oldugu one siiriilmiis ve bu sekiller,
karboksimetilseliiloz iyon degistirici matriksinden elde ediligine gére E, D, C,
B. A ve AA olarak isimlendirilmislerdir (Habig ve ark., 1974, 1976; Jakoby ve
ark., 1976). 7. sekil ise daha 6nce menafitil siilfat ile tanimlanarak M ismi

verilmistir (Gillham, 1973).

Sigan sitozoliindeki GST’ ler dimerik proteinlerdir. Bu 6 major sekil,
farkhh substrat spesifitelerine gére 4 farkli alt grubun homomerik ve

heterodimerik sekilleridir (Mannervik ve Jensson, 1982).

GST’ lerle ¢aligan biitiin arastirmacilar daha sonra adlandirmada, Arabik

sayilarla siniflandirmay1 g6z oniine almiglardir (Jakoby ve ark., 1984).
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Buna ek olarak, sigan GST’ lerinin sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid
jel elektroforez (SDS-PAGE) sistemi iizerindeki hareketine goére bir
adlandirma gelistirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda, GST’ lerin adlandirilmasinda
diger memeli tiirlerinde de aym prensiplerin kullanilmasi kararlagtirilmistir.
Ancak, bunun sonucunda farkh tiirlerdeki enzimleri Kkarsilagtirmak
giiclesmektedir. Orn; Farelerdeki GST sekilleri elde edildikleri enzimlere gore
de yapilmigtir (Warholm ve ark., 1986).

Sitozolik GST’ lerin; alfa (GSTA), mii (GSTM), pi (GSTP) ve teta
(GSTT) olmak tizere 4 smif olduklart bilinmektedir. Son yilardaki
arastirmalarda, GST" lerin sigma (GSTS) ve zeta (GSTZ) olmak iizere iki
sinifinin daha oldugu anlagilmistir. Hatta bazi aragtirmacilar tarafindan
simdiye kadar bulunanlardan baska, birbirinden farkli yapida en az 25 simf

GST daha oldugu 6ne siiriilmektedir. (Snyder ve Maddison, 1997).

insan ve siganlardaki sitozolik GST’ lerin siniflandirilmas: Tablo 5° de

gosterilmistir .
Tablo 5. GST’ lerin simiflandiriimasi
Tiirler Sinif
Alfa Mu Pi Teta Zeta Sigma
(o) W | (@ (6) (2 (3)
Sican 1-1 3-3 7-7 5-5 1-1
1-2 3-4 12-12
2-2 4-4 13-13
8-8 3-6
4-6
6-6
insan |a, B, T (B2B2)| T 0 (T1-1) 1-1 1-1
0 (B1B2) 0 (T2-2)
e (BIB1)
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GSTA, organik peroksitlerin inaktivasyonunda; GSTM, diol
epoksitlerin inaktivasyonunda; GSTP, epoksitler, aren epoksitler ve diol
epoksitlerin inaktivasyonunda; GSTT, kii¢iik molekiiler yapidaki organik
¢oziiciilerin inaktivasyonunda veya aktivasyonunda rol oynarlar. GSTZ’ nin
insanlardan bitkilere kadar birgok tiirde bulundugu ve insanda fenil alanin
katabolizmasinda gorev aldig1 saptanmistir (Blackburn ve ark., 1998). Tablo

6’ da GST izozimlerinin polimorfik 6zellikleri ve substratlar1 goriilmektedir.

Memeli testisi iki ana kompartmana ayrilir; spermatogenezden sorumlu
olan bolge semnifer tiibiillerdir ve sertoli hiicrelerini igerirler. Hormon
sentezinden sorumlu olan bolge intersititium’ dur ve leydig hiicrelerinden

olusur.

Western blot analizleri ile bu kompartmanlardan her birinde o, p ve n
smifi GST’larin varhigi; HPLC analizleri ile de testis sitozolinde GST
izoformlarindan 1, 2,3 , 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 11’in varlig1 gosterilmistir (Gandy
ve ark., 1996). u sinifi GST’ lerden hGSTM3 alt iinitesinin en ¢ok testis ve
beyinde bulundugu gosterilmistir (Listowsky ve ark., 1998).

Tablo 6. GST izozimlerinin polimorfik 6zellikleri ve substratlari

Izozim Polimorfik Ozellik Substrat
GST-A (o) Polimorfik oldugu siipheli Organik hidroperoksitler
(Kiimenhidroperoksit)

GST-M () Polimorfik DCNB

GST-P (m) Polimorfik EAA

GST-T (6) Polimorfik EPNP

GST-Z (Z) Polimorfik t-biitil hidroperoksit

GST-S (9) Polimorfik oldugu siipheli CDNB
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Testiste diger organlara kiyasla daha yiliksek seviyelerde bulunan
hGSTM3%iin yiiksek Kkatalitik kapasitesi sayesinde testiste olusan zararl
reaksiyonlarin sonuglarini 8nleyici ya da diizeltici etkili oldugu diisiiniilebilir.
Testisteki GST’larin reaktif kimyasallar, hidroperoksitler ve oksidatif stresi
indiikleyen diger maddelere karsi sperm hiicrelerini koruyucu kapasitede
olduklar1 muhtemeldir. Kemiricilerde GST’ lerin hormonlar ve
ksenobiyotikler tarafindan indiiklendigi bilinse de, insanlardaki GST
enzimlerinin benzer sekilde indiiklenip kontrol edildigi heniliz acikliga

kavusturulamamigtir (Listowsky ve ark., 1998).

Cesitli toksikanlarin iireme {izerinde farkli yaslarda farkli etkiler
gostermeleri lireme organlarindaki aktivasyon veya detoksikasyondan sorumlu
enzimlerin yasa bagli sentezinden ileri geldigi diisiiniilmektedir (Gandy ve

ark., 1996).

2.1.3.1.2. Glutatyon S -Transferaz Aktivitesini Etkileyen Faktorler

GST aktivitesi ve doku glutatyon diizeyleri de CYP sistemi gibi tiir, yas,
cinsiyet. genetik gibi degiskenlere bagh olarak farklilik gostermektedir.

a- Tiir Farklilig:

Karacigerde sitozolik GST aktivitesi biitlin tiirflerde saptanmistir. Deney
hayvanlarmdaki enzim aktivitesi genellikle insanlara goére daha yﬁksektir.
oldugu bellrtllmlstlr. Orn; CDNB ile insan karac1ger1nde yapllan akt1v1te
¢alismalari, siganlarla yapilan g¢aligmalarin sonuglarina benzerlik gostermistir

(Chasseand, 1979).
b- Cinsiyet Farklilig

Yapilan ¢alismalarda, erkek sigan karacigerinde aktivitenin, disilerdeki
aktiviteye gore yaklasik 3 kez fazla oldugu saptanirken, diger bir aragtirmada

bu farklilk sigan bobreginde gosterilmistir. GST’ lerle yapilan cinsiyet
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farkliligina dayanan akivite c¢alismalarinda ¢ok kesin bilgiler elde
edilememistir. Ancak substratlarin digilerde daha toksik oldugu saptanmistir.
DCNB kullanilarak kir faresinde yapilan aktivite ¢alismasinda, disi
karacigerinde daha yiiksek enzim aktivitesi saptanmigtir. Insan biyopsi veya
postmortem c¢alismalarinda CDNB ile yapilan aktivite belirlemelerinde-

cinsiyet farkina bagimli bir farkhilik gézlenememistir (Chasseand, 1979).
c- Yas

Disi farelerin karaciger, akciger ve bagirsaklarinda yapilan g¢aligmalarda;
dogumu takip eden 10. ayda, karacigerdeki GST diizeyi 40 nmol/mg
protein/dk.” dan 160 nmol/mg protein/dk.” ya yiikselmektedir. Daha sonra 15
aya kadar postnatal diizeye ulagmaktadir. Benzer degisiklikler akciger ve
bagirsaklarda da gozlenmistir (Farooqui ve ark., 1987). Indirgenmis glutatyon
diizeyi ileri yaslarda gozlenen hastaliklarla iligkili olarak da degismektedir

(Stohs ve ark., 1982).

d- Genetik

GST aktiviteleri toplumlara gore farkhliklar gostermektedir. Ornegin
Cinlilerin % 58, Malezyalilarin % 38 ve Hindistanlilarin % 16° sinda GSTM1
izozimi (Lee ve ark., 1995); Alman popiilasyonunun yaklasik %30-40° inda
GSTT! izozimi ¢aligmamaktadir (Warholm ve ark., 1995). Benzer sekilde
GSTMI izoziminin bulunmama siklig1 beyazlarda, GSTT1 izoziminin
bulunmama sikhig1 ise zencilerde daha fazladir (Chen ve ark., 1996). Bu ve
benzeri genetik farkliliklar, ilgili izozimin katalizledigi konjugasyon
reaksiyonlarinin, dolayisiyla da kimyasallarin toksik ve Kkarsinojenik

etkilerinin artmasina ya da azalmasina sebep olur.
e- Indiiksiyon

Sican karacigerinde barbitiiratlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH),
antioksidanlar biitillenmis hidroksi toluen (BHT), biitillenmis hidroksi anizol

(BHA), trans-stilbenoksid, ve bazi dogal iiriinler GST diizeyini indiikler,
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farelerde ise bu maddeler siganlara gore daha fazla indiiksiyona neden olurlar.
Indiikleyici pek ¢ok madde ayni zamanda 6zefagusta, midede ve bagirsaklarda

da etki gosterirler (Ketterer ve ark., 1990; Severson ve ark., 1978).

f~ Inhibisyon

Glutatyon S- transferaz aktivitesi endojen ve ekzojen pek ¢ok madde ile inhibe
olur. Doymamis yag asitleri, 15kotrien C4, safra asitleri, hematin, bilirubin gibi
endojen metabolitler GST aktivitesinin gii¢lii inhibitorleridir. Ekzojen
inhibitorler arasinda ise trialkil kalay tuzlari, tetrabromosiilftalein, Cibacron
Blue F3GA, quersetin ve elajik asit gibi bitki fenolleri ve herbisitler (di ve
triklorofenoksiasetik  asit) sayilabilir. Bazi inhibitor maddeler GST

isoenzimlerini birbirinden ayirmada nem kazanirlar (Ketterer ve ark., 1990:

Vos ve ark., 1990).
2.2. Lipid Peroksidasyon ve Mekanizmasi

Atmosferin % 20 sini teskil eden molekiiler oksijen, aerobik organizmalarin
enerji kaynagidir. Ancak oksijen (O,), biyolojik sistemlerde hasara da sebep
olmaktadir (Bert, 1978; Doroshow, 1989; Harman, 1986; Rice-Evans ve
Dormandy, 1988). Oksijenin toksisitesi O, ile insan viicudunda ve g¢evrede
bulunan diger molekiiller arasindaki kimyasal reaksiyonlarla ilgilidir. Bu

reaksiyonlar, reaktif O, tiirlerinin (serbest radikaller) olusumu ile sonlanir.

Reaktif O, tiirlerinin hiicrelerde lipid, protein ve DNA gibi
makromolekiillerle etkilesmesi, hiicre Olimii, doku hasar1 ve organ
fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilir. Bir¢ok hastaliin fizyopatolojisi
ile yaslanma ve ksenobiyotik toksisitesinde serbest radikallerin rolii vardir

(Freeman ve Crapo, 1982; Sies ve Groot, 1991).

Oksidatif stres, pro-oksidan — antioksidan dengesinin pro-oksidan
tarafina kaymasi sonucu potansiyel hasara yol agacak sekilde bozulmasi olarak

tanimlanir (Ahmad, 1993; Ahmad ve ark., 1995; Sies, 1991). Tim aerobik

organizmalar molekiiler oksijenin temel halinin indirgenmesi sirasinda olusan
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siiperoksit anyonu radikalinin (O, ~) sebep oldugu oksidatif stresle kars:
karsiyadir. Stiperoksit radikali, hidroperoksil radikali (HO,) ile denge
halindedir. Serbest radikallerin artmas1 durumunda hidrojen peroksite (H,O,)
donusiirler. Stiperoksit radikali (O, ) ve hidrojen peroksit (H,0,) bir¢ok
hiicresel reaksiyon sonucu olusabilir (Fridovich, 1983; Halliwell ve
Gutteridge, 1984). Gegis metal iyonlarinin (6rn: demir) varhginda, siiperoksit
ve hidrojen peroksit; fenton reaksiyonu araciligi ile’ hidroksil radikaline (OH)
doniisiir. Hidroksil radikalleri, serbest radikaller arasinda en aktif olanidir. OH
radikallerinin DNA ile etkilesmesi, peroksidasyon ve sarmal kiriklarina; daha
da ileri diizeyde tiimor gelisimi ve kansere yol agar. Diger taraftan membran
lipidlerinin  peroksidasyonu membran biitinliigiinii  bozarak hiicre
fonksiyonlarimin durmasina ve nihai olarak hiicre 6liimiine sebep olur.
Proteinlerin okidasyonu ise membran hasarina ve enzim aktivitelerinde

azalmaya neden olmaktadir (Stadtman, 1990).

Serbest radikallerin, hiicrede cesitli fizyolojik fonksiyonlar1 da vardir.
Yabanci organizmalarin fagositlerce ldiiriilmesinde (Morelli ve ark., 1991),
ayrica noronlar ve endotelial hiicrelerde nitrik oksitin regiilasyonunda

(Gryglewsky ve ark., 1986) gorev alirlar.

Testis fizyolojisi ve toksikolojisi agisindan serbest radikal olusumu ve
lipid peroksidasyon Onemli mediatérlerdir. Steroidojenik yolaktaki CYP
enzimlerinin serbest radikal olusturduklar1 bilinmektedir. Serbest radikaller,
normal hiicre metabolizmasi sirasinda Uretilmektedir. Testis metabolizmasi,
hormonal kontrol altindadir. LH (liiteinlestirici hormon), leydig hiicrelerindeki
steroidogenezi ve FSH (folikiil stimiile edici hormon) sertoli hiicrelerinin
fonksiyonlarin1 dolayisiyla da indirekt olarak spermatogenezi stimiile eder.
Steroidojenik yolaktaki CYP enzimleri molekiiler oksijeni ve substrati
hidroksillemek i¢cin NADPH’dan transfer edilen elektronlar1 kullanirlar. Bu

olayda siiperoksit anyonu ya da diger serbest radikaller normal
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reaksiyonlardan digan elektron sizmasi veya steroid lirlinlerin ya da diger

pseudosubstratlarin enzimle etkilesmesi sonucu olusur (Peltola ve ark., 1996).

Membran lipdlerinin oksidatif bozunmasi lipid peroksidasyon olarak
bilinir. Kisaca Ozetlenirse lipd peroksidasyon, hiicre membranlarindaki
doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle etkilegerek bir seri reaksiyon
sonucu bozulmasi ve lipd hidroperoksitlerin olusmasidir. Olusan lipid
peroksitler stabil degildir ve aldehit, alkan veya alken tiirevlerine doniistirler
(6rn: malondialdehit). Lipid peroksidasyon agir metallerin sebep oldugu
toksisitenin altinda yatan Onemli bir oksidatif reaksiyondur. Hiicre
membranindaki yag asitleri bu zincir reaksiyonu ile degradasyona ugrayarak
lipid peroksitleri olugtururlar. Lipid peroksidasyon, oksidatif stresin bir
gostergesi olarak kullanilir. Ayrica hiicresel hasara yola acan en onemli
etkenlerden biri olarak kabul edilir (Schalch, 1992).

Hiicresel lipid peroksidasyonun baglamasi serbest radikallerle olur.
Ancak tiim serbest radikaller bu reaksiyonun baglamasina neden olmaz. Lipid
peroksidasyonun baslamasi i¢in superoksit anyonunun bulunmasi gereklidir,
ancak tek basina siiperoksit radikali de lipid peroksidasyonun baslamasi i¢in
yeterli degildir. Lipid peroksidasyonun baglamasi i¢in indirgenmis demir
iyonun (Fe **) bulunmas: gereklidir. ADP ve diger di ve tri fosfatlar demir ve
NADPH ile lipid peroksidasyonu indiiklerler. Bu enzim Fe™ i Fe ye
indirgemek i¢in elektron vericisi olarak NADPH P450 rediiktaz kullanilir. Bu
ADP Fe*? kompleksi lipid peroksidasyonu baslatir.

Lipid peroksidasyonu katalizleyen en 6nemli faktorlerden birisi demir
iyonudur. Demir iyonunun katalizledigi bu reaksiyon siiperoksit ( O, )
anyonu ile baslar ve hidroksi (HO ) radikalinin olugmasiyla sona erer. Bu
reaksiyon Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinir. Mevcut olan Fe™ iyonlari
Fenton tipi reaksiyon olarak bilinen reaksiyonlarla tekrar HO' radikali

olusturmak tizere H,0O, ile reaksiyona girer:
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02'- + 02. T+ 2H+ —p H202 + 02
0, +Fe® —» Fe?+0,
H,0, + Fe'? » HO +HO +Fe” (Fenton Reaksiyonu)

0, +H,0, —» 0O, +HO + HO™ (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Demir iyonuyla indiiklenebilen lipid peroksidasyon pek ¢ok in vitro
sistemde (mikrozom, mitokondri, izole hiicrelerde veya izole organlarda)
goriilebilir. Demir kompleksi ile muamele edilen deney hayvanlarinda, lipid
peroksidasyonun anlamli sekilde arttig1 saptanmigtir (Droper,1990; Kappus,
1987).

Hiicre membranlarinda en 6nemli antioksidan a-tokoferoldiir. Vitamin E
ailesinin en dnemli iiyesi olan bu molekiiliin fonksiyonu lipid peroksil (LOO-)
radikallerinin olusumunu ve lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini
engellemektir. Plazma ve hiicrelerde bulunan diger bir antioksidan askorbik
asittir (vitamin C). Ayrica askorbik asit biyolojik membranlarda, a-tokoferil
radikallerini indirgeyerek a-tokoferole tekrar doniislimiinii saglar. Bu da lipid
peroksidasyonu onleyici etkisi olan o-tokoferoliin siirekli ayni diizeyde
kalmasimi saglar (Gutteridge ve Halliwell, 1990). Plazmadaki {irik asit ve
hiicre sitozoliindeki GSH’ nin da radikalleri bertaraf etmede 6nemli rolleri

vardir.

Bunlara ilaveten, organizmalarda oksijen radikallerinin artmasini ve lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonlarini engelleyerek toksik oksijen tiirevlerinin
bertaraf’ edilmesini saglayan gesitli enzimatik mekanizmalar vardir. Memeli
tiirlerinde en iyi bilinen antioksidan enzimler siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), selenyum bagimli glutatyon peroksidaz (Se-GPx), glutatyon-S-
transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktazdir (GRd).

Serbest radikallerin hiicre membranindaki ¢oklu doymamig yag asitleri

tizerine olan etkileri deneysel olarak TBARS (thiobarbituric acid-reactive



35

substances) yani tiyobarbitiirik asit-reaktif maddelerin olugmasinin dl¢iimiine

dayanur.

Peroksidasyon sonucunda lipid hidroperoksitler, lipid epoksitler.
epoksialkoller ve kisa zincirli bir bilesik olan malondialdehit (MDA), etan,
pentan, hidroksi alkenaller olusur. Lipid peroksidasyon 6l¢iimleri sirasinda,
bu tiriinler dl¢iilebilir. Ancak en yaygin medhod lipid hidroperoksitin bozunma
tirtinii olan MDA olgiilmesidir. Bu {irlin tiyobarbitiirik asitle 6l¢iime olanak

Verir.

2.2.1. Glutatyon Tiiketimi ve Lipid Peroksidasyon Arasindaki fliski

Glutatyon tiiketimine neden olan maddeler hiicresel hasara neden olurlar. Bu
maddeler arasinda bromobenzen ve asetaminofen sayilabilir. Bu bilesikler
metabolizmalar1 sonucunda kolaylikla glutatyon ile konjugasyona ugraya-
bilecek elektrofilik metabolit olustururlar. Glutatyonun, tiikketimiyle aktif
metabolit makromolekiillere kovalan baglanir ve glutatyon tiiketimi esit
diizeye geldiginde lipid peroksidasyon geliserek, ciddi hiicre hasarlari
meydana gelir. Deneysel ¢aligmalar lipid peroksidasyona bagimlt olarak
meydana gelen hiicre hasarinin, kovalan baglanmadan daha biiyiik boyutlarda

oldugunu gostermistir.

Proteinin  siidfidril gruplariyla reaksiyona girerek bu gruplarin
azalmasmna neden olan bromobenzen gibi bilesikler kalsiyum

homeostazisinin bozulmasinda 6énemli faktorlerdir (Comporti, 1987).

Yakin zamanlarda tamimlanmasi yapilan glutatyon peroksidaz, lipid
peroksidasyona kargi gosterilen  koruyucu mekanizmalar arasinda yer
almaktadir.  Glutatyon, selenyuma bagimli ve bagimsiz olan glutatyon

peroksidaz i¢in hidrojen donorti olarak rol oynar.

Yapilan c¢alismalarda karaciger hiicrelerinde iki Onemli glutatyon

havuzunun  varligi saptanmigtir.  Bunlardan birisi sitoplazmada  total

iR LR O
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glutatyonun % 85°i oraninda lokalize olmustur ve yarilanma &mrii 2 saattir.
Digeri ise mitokondride total glutatyonun % 10-15’i oraninda lokalize
olmustur ve yarillanma Omrii 30 saattir. Bu nedenle hiicre hasarinda

mitokondriyel glutatyon havuzunun tiikketimi 6nemlidir (Comporti, 1987).
2.2.2. Agir Metaller ve Lipid Peroksidasyon Arasmdaki Tliski

Gesis metallerinin iki degerlikli iyonlarinin lipid peroksidasyonu arttirdig1 in
vitro olarak gosterilmigtir (Halliwell ve Gutteridge, 1984). Rodentlerde bakir.
kursun, aliiminyum, kobalt, civa, kalay, vanadyum, nikel ve kadmiyumun lipid
peroksidasyonu arttirdigt bilinmektedir (Sunderman, 1986). CdCl,’ ye maruz
kalmis kemiricilerin hedef dokularinda lipid peroksidasyonun arttig:
gozlenmigtir. Kadmiyum iyonlari, hiicre zarindaki doymamis yag asitlerinin,
lipid hidroperoksitlerin meydana geldigi bir zincir reaksiyonu tarafindan
degredasyona ugramas: ve malondialdehit gibi aldehitler ile alkanlari iceren
degredasyon fiiriinlerinin olusumu ile sonuglanan serbest radikal
reaksiyonlarini arttirir. Bu reaksiyonlar ¢esitli doku hasarlarinin  genel
mekanizmasi olarak kabul edilir, metal karsinojenesitesinin baglama
(initiation) ve gelisme (promotion) safthalarinda rolii oldugu diistiniiliir ayrica
kadmiyumun akut toksisitesine de istirak ettigi diisiiniilmektedir (Kazantzis,
1987). Cd ve Ni’ nin lipid peroksidasyon iizerine etkisi bolim 2.3.5." de

ayrintili olarak acgiklanmigtir.
2.2.3. Lipid Peroksidasyonu Etkileyen Kimyasal Maddeler
a. llaglar

Pekgok ilag, 6rn; paraquat, mitomisin ¢, menadion, aromatik nitro bilesikleri
biyolojik sistemde superoksit anyonu olusumuna neden olurlar (Kappus, 1986,

1987).
b. Karbon tetrakloriir ve halothan

Lipid peroksidasyona in vivo ve in vitro neden oldugu bilinen ilk toksik

madde CCl, diir. CCl; mikrozomal CYP ile metabolize olarak triklorometil
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radikallerini (‘CCl;) olusturur. Bu radikal O, varliginda lipid peroksidasyonu
baslatir.

‘CCl;+O, —» CCl;-00

Halothan (CF; CHBrCl) ile indiiklenen lipid peroksidasyon CYP’nin
indirgenmesi ile serbest radikaller olusturur. Ancak bu konuda yeterli bilgi

yoktur (Kapus, 1987).
c. Organik hidroperoksitler

Model bilesik olarak alinan biitilhidroksiperoksitle lipid peroksidasyonun
indiiklendigi saptanmigstir. Genellikle organik hidroperoksitler direkt olarak
lipid peroksidasyonu indiiklemezler. Organik hidroperoksitler, CYP’ yi
aktive ederek lipid peroksidasyonu baslatirlar (Gutteridge ve Haliwell 1990.
Kapus, 1987).

e. Sigara

Sigara dumanimin lipid peroksidasyonu stimiile ettigi, ancak bu etkinin
spesifik olarak serbest radikaller nedeni ile mi yoksa nonspesifik bir etki mi

oldugu tam olarak bilinmemektedir (Church ve Pryor, 1985; Kappus, 1987).

Buna ilaveten LP seviyeleri sigara i¢cimi ile erkek sicanlarda duigerken
disi sicanlarda degismemektedir (Eke ve ark., 1998). Ayrica LP seviyeleri
sigara i¢imiyle  gen¢ sicanlarda yiikselirken yash siganlarda diisiik
bulunmustur (Eke ve ark., 1997).

f Alkol

Lipid peroksidasyonun etanolle stimiilasyonu tam olarak anlagilamamustir.
Akut alkol intoksikasyonunda, CYP sistemi araciligiyla hidroksil radikalleri
olugsmaktadir. Etanol verilmis sicanlarin mikrozomlarinda siiperoksit,

peroksit ve hidroksiradikaller gibi aktif ara iirlinlerinin arttif1 gozlenmistir.

Etanol, izole karaciger hiicrelerinde in vitro ve in vivo olarak hepatosit
GSH diizeyini azaltir. GSH azalmasi asetaldehitin olusumuyla ilgilidir ve

asetaldehit-GSH konjugasyonuna katilir. Bu durumda in vivo olarak GSH’
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nin  azalmasi %20-30 arasinda ise de, GSH diizeyindeki bu azalmanin
peroksidasyona karsi bir defans mekanizmast olup olmadigi tartismalidir.
Sican karaciger homojenatinda malondialdehit (MDA) olusumunun etanol
ilavesiyle arttig1 goriilmiistiir. A¢ birakilan siganlarin hepatositlerinde in vivo

GSH azalmasi ve MDA olugmasi gozlenmistir.

Deney hayvanlarinda, kronik alkol intoksikasyonu, artan lipid peroksi-
dasyonla iligkilidir. Kronik alkol intoksikasyonunda, mikrozomal fraksiyonda
serbest radikallerin olusumunun  indiiksiyonuyla  ve hepatosit lipid
peroksidasyon defans mekanizmasmn tiiketilmesiyle lipid peroksidasyon
artar. Tekrarlanan dozlarda sicanlara etanol verilmesiyle homojenat ve
subselliiler fraksiyonda, in vitro olarak lipid peroksidasyonun arttig1

g6zlenmistir (Horton, 1987; Kappus, 1986)
2.3. Metaller

Insan viicudu i¢in esansiyel olan ve olmayan metaller basta besinler olmak
lizere su, hava gibi yollarla alinmaktadir. Bdoylelikle bu metaller insan
viicudunda birikmekte ve “viicut metal yiikii” olugmaktadir. Metaller,
esansiyel olanlar da dahil olmak {lizere fazla miktarda alindiklarinda zararh
etki gostermektedirler. Insanlar metallere gevrelerinde ¢ok gesitli yollarla

maruz kalmaktadirlar.

Besinler ve i¢gme sulariyla bircok yabanci maddeyle birlikte metaller de
organizmaya alinmaktadir. Bu metaller besinlerin normal bilesenleri
olabildikleri gibi Kirlilik olarak da bulunabilirler. Metal iceren pestisit
kalintilari, ¢evre kirlenmesi sonucu metallerin biyoakiimiilasyonu ile besin
zincirine gegmesi, metalden yapilmig veya metal bilesikleri igeren besin
kaplarindan metallerin besinlere ge¢mesi sonucu besinlerle birgok metal
organizmaya girmektedir. Hava, su ve toprak, dogal kaynaklar ve teknolojik

nedenlerle metaller tarafindan Kirletilebilir. Boylece metaller ¢evrede jeolojik
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ve biyolojik olarak dagilima ugrarlar. Bu dagilim ve tasinma sonucu metaller

emisyona ugradiklar yerlerin ¢ok uzaginda da birikebilirler.

Endiistride metallerin islenmesi ve teknolojik prosesler sirasinda
metallere direkt maruziyet sonucu bir¢ok mesleki zehirlenme vakalari
olmaktadir. Kronik kursun zehirlenmesi (plumbizm), kronik civa zehirlenmesi
(merkiiriyalizm), kronik kadmiyum zehirlenmesi mesleki zehirlenmelere

ornektir.
2.3.1. Kadmiyum

Kadmiyum (Cd), artan endiistriyel gelismeye paralel olarak ¢evreden insanlara
ulasarak zarar veren ¢ok toksik bir metaldir. Endiistrilesmis iilkelerde ¢evreye

verilen Cd, bu yiizyilin 2. yarisinda diigiindiiriicii bir sekilde artmugtir.
2.3.1.1. Dogada Bulunusu ve Maruziyet Yollar

Kadmiyum, kimyasal olarak ¢inko ile benzerlik gosterir ve siilfid filizlerinde
dogal olarak ¢inko ve kursunla birlikte bulunur. Dolayisiyla bir metal elde
edilirken digerleri islenmezse gevreye geri verilir. Iste kursun ve ¢inko eldesi
sirasinda yillardir 6nemli 6igiide kadmiyum dogaya yayilmistir. Hava, su ve
topraktaki yiiksek kadmiyum konsantrasyonlar1 6nemli Ol¢ilide endiistriyel

emisyon kaynaklarina, bir miktar da madencilik ve metal islenmesine baglidir.

Kadmiyum canli organizmada yasam siiresi ile orantili olarak birikime
ugramaktadir. Kadmiyumun madenciler ve endiistri iscilerinde, daha yogun
olarak da alkali pil {tiretiminde c¢alisanlarda olumsuz saghk etkileri
gozlemlenmigtir. Kadmiyuma  mesleki olmayan (gevresel) maruziyet
genellikle besinsel kaynaklarla olmaktadir. Kadmiyumun viicuttaki miktarinin
artmasi genellikle kadmiyumla kontamine olmus topraklarda yetisen meyve,
sebzeler ile Cd ihtiva eden sularin bilinmeden igilmesi ve yemek pisirmede

kullanilmasi ile olmaktadir (Sartor ve ark., 1992).

Kadmiyum endiistride sayisiz islemde kullanilir. Kadmiyum metali,

genel olarak demir {Urlinleri lizerine yipranma o&nleyici kaplama olarak
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kullanilir. Cd siilfit ve selenit plastiklerde ayrica boyalarda kirmizi, sar1 ve
portakal rengi pigment olarak kullanilir. Bazi {iilkelerde kadmiyumun bu
amagla kullanimi yasaklanarak yerine toksik etkisi daha diisiik bagka metaller
kullanilmaya baglanmigtir. Kadmiyum, bakir1 sertlestirmesi ve yiiksek
sicakliklara dayanikliligini arttirmast sebebiyle otomobil radyatorlerinde de
kullanilmaktadir. Cd bilesikleri, nikel-kadmiyum pillerde katod maddesi
olarak, ayrica elektronik birimlerde ve niikleer reaktorlerde de kullanilir.

Ancak bu alanlarda Cd’nin yerini tutacak baska metal kullanmak daha zordur.

Kontamine olmamig bolgelerin havasinda 0,1 pg/m*’den az kadmiyum
bulunur. Et balik ve meyveler 1-50 pg/kg, hububatlar 10-150 pg/kg civarinda
kadmiyum igerir. En yiiksek konsantrasyonlar hayvanlarin karacier ve
bobreginde mevcuttur. Midye vs. gibi kabuklu deniz hayvanlar: diyetle alinan
kadmiyum major kaynag: olabilirler (100-1000 ug/kg civarinda Cd igerirler).
Midyeler, Cd’ yi sudan alarak Cd baglayabilen peptid yapilarinda biriktirirler.
Su. hava ve yiyeceklerle alinan giinlik Cd miktar1 Kuzey Amerika ve Avrupa
icin farklilik gosterse de birgok tiilkede ortalama 10-25 pg arasinda
degismektedir.

Solunum yoluyla alman Cd %15 ila %30 civarinda absorbe olur.
Havadaki kadmiyum konsantrasyonu yiiksek isyeri ortamlarinda direkt Cd
maruziyeti daha zararli olmaktadir. Mesleksel maruziyet disinda inhalasyon
yoluyla Cd’ ye en fazla sigara duman ile maruz kalinmaktadir. Bir sigara 1-2
ug Cd igerir ve bu miktarin %10’u inhale edilir (0,1-0,2 pg). Giinde bir paket
ya da daha fazla sigara igilmesi sonucu giinlikk absorblanan Cd miktan
yiikselmektedir. Ankara’ da yasayan insanlar {izerinde yapilan bir ¢alismada
sigara icen kisilerde, igmeyenlere oranla kan Cd diizeyleri yaklasik iki kat

bulunmustur (Vural ve Giivendik, 1984).

Gastrointestinal absorpsiyon, solunumla absorpsiyondan daha azdir (%5-

8). Besinlerle yeterli miktarda kalsiyum ve demir alinmamasi, ayrica diisiik
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proteinli diyet Cd absorpsiyonunu arttirir. Demir eksikligi olan Kkisilerde

gastrointestinal absorpsiyon oran1 %20’ye gikabilir.

Kadmiyum plazmada proteinlere, bir miktar da albumine bagli olarak
tasinir. Kandaki Cd’ nin kiigiik bir miktar1 distik molekiil agirlikli proteine
(metallotiyonein) bagh olarak taginir. Kadmiyum birgok dokuda birikir ve yari
omrii uzundur. Kaslar, karaciger ve bobrek icin bu miktarin 10 ila 30 yil
arasinda oldugu saptanmistir. Metallotiyonein olusumu Cd, Zn, Cu, Hg ve
diger 2 degerlikli metaller tarafindan stimiile olur. Cd ve metallotiyonein
arasindaki iliski Cd’ nin dokularda birikimi ve toksisitesi agisindan temel

teskil etmektedir.

Kadmiyum organizma i¢in essansiyel olmayan bir elementtir. Karaciger,
bobrek. iskelet sistemi vs. lizerindeki toksik etkileri arastirmacilar tarafindan
kapsamli olarak ag¢iklanmistir (Friberg ve ark., 1979; Coipus Pereboom-

Stegeman ve Jongstra-Spaapen, 1979; Morselt ve ark., 1983).

2.3.1.2. Genel Toksisitesi

Akut toksisite: Akut toksisite yiliksek konsantrasyonlarda Cd ile kontamine
olmus yiyecek veya igeceklerle olusabilir. Yaklasik 16 mg/lt Cd igeren
iceceklerin tiiketimi sonucu bulanti, kusma ve karin agris1 goriiliir. Kadmiyum
fume’larinin ya da Cd igeren 1sitilmig diger materyallerin inhalasyonu ile akut

kimyasal pnémoni ve pulmoner 6dem olusur.

Kronik toksisite: Kadmiyum baslica karaciger ve bobrekte toplanir.
Ayrica testisler ve lireme lizerinde de toksik etki gosterir. Uzun siire diisiik
seviyelerde kadmiyuma maruziyetin esas etkileri kronik obstruktif pulmoner
hasar, amfizem ve kronik renal tiibiiler hasardir. Kardiovaskiiler ve iskelet
sisteminde de bazi etkiler goriillebilmektedir. Cd’ nin immiin sistemi de
etkiledigi bilinmektedir. Cd’ ye maruz kalan ig¢ilerde monosit sayisinda artma

olmaktadir (Karakaya ve ark., 1994). Kronik olarak yiiksek seviyelerde Cd’ ye
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maruz kalan insanlarda bazi sitokin seviyelerinin etkilendigi goézlenmistir
(Yiicesoy ve ark., 1997).

Kadmiyumun bdbrekler {izerindeki primer toksisitesi renal tiibiiler
fonksiyonlar1 etkilemesidir ve idrarda kadmiyumun artmasi, proteiniiri,
aminasitlirli, glukoziiri ve proksimal tiibiiler hasar ile kendini gosterir.
Proteiniiri diisiik molekiil agirhikli proteinlerin proksimal tubuluslardan geri
emiliminin bozulmas: sonucu olusur. Idrarla en ¢ok atilan diisikk molekiil
agirlikli protein B,-mikroglobulindir. Cd ye maruz kalan kisilerde bobrek
toksisitesinin 6nemli gostergeleri olan [,-mikroglobulin ve N-asetil-B-D-
glukozaminidaz itrah1 incelenmis, Cd ile idrar ,-mikroglobulin ve idrar N-
asetil-p-D-glukozaminidaz aktivitesi arasinda anlamli iliskiler bulunmustur

(Karaaslan, Z.. 1998).

Yiiksek miktarda kadmiyuma maruz kalan iscilerin idrarlarinda ayrica
retinol baglayici protein, lizozim, riboniikleaz ve immiinglobulin zincirleri gibi
diisik molekiil agirlikl diger proteinlere de rastlanmistir. Kadmiyum ayrica
glomeruler lezyonlar da olusturmaktadir. Kadmiyumun bébrekte olusturdugu

hasar geri doniisiimsiizdiir.

Kadmiyumun bdobreklerde belirgin bir toksik etki ortaya ¢ikarmadan
birikmesi Cd-tiyonein veya Cd-metallotiyonein kompleksinin olusumu ile
milmkiin olmaktadir. Kadmiyum birikme yerlerinde metallotiyoneinle
baglanir. Kadmiyumun dokularda metallotiyoneinle baglanmigken toksik
olmadig1 diisiiniilmektedir. Ancak Cd seviyesi kritik konsantrasyonu asarsa
toksik hale gelir. Metallotiyonein 61 aminoasitten olusur ve bunlardan 20
tanesi sisteindir (%30). En ¢ok karaciger ve bobrekte bulunur ve agir

metallerle baglanabilme kapasitesi oldukga yiiksektir.

Kadmiyum toksisitesi, kalsiyum metabolizmasim etkiler. Kadmiyum
nefropatisi sonucu kalsiyumun atilimi artar ve kalsiyum eksikligine bagh
olarak kemik agrilari, osteomalazi ve osteoporoz olusur. Japonya’da Cd ile

kontamine olmus besinleri tiiketen kisilerde siddetli romatizmal agrilar, ciddi



43

kemik deformasyonlar1 ve kronik renal hasar goriilmiistiir. Itai-itai hastalig

ad1 verilen bu olayin Cd zehirlenmesi ile ilgili oldugu gosterilmistir.

Epidemiyolojik g¢alismalar sonucunda Cd’ nin esansiyel hipertansiyon
etiyolojisinde rol oynayan faktorlerden biri oldugu goriilmistiir. Cd’ ye maruz
kalan is¢ilerin sistolik ve diastolik basinglarinda yiikselme gozlemlenmistir.
Ayrica igme suyu ile Cd verilen siganlarin miyokardiumunda fonksiyonel,

elektrokardiografik ve biyokimyasal degismeler goriilmistiir (Goyer, 1996).
2.3.1.3. Karsinojenite

Kadmiyuma mesleksel maruziyet ile akciger ve prostat kanseri arasindaki
iliskiyi gostermek igin bir ¢ok epidemiyolojik arastirma yapilmustir. ingiltere
ve Isve¢’te Ni-Cd pil iiretiminde ¢aligan isgiler {izerinde yapilan arastirmalarda
akciger ve prostat kanser riskinin yiiksek oldugu goézlenmistir. Kadmiyum son
olarak TARC tarafindan pulmoner tiimoérlerle iliskisinden dolayr insan
karsinojeni olarak kabul edilmistir (IARC, 1994).

2.2.1.4. Kadmiyumun Testisler Uzerindeki Etkileri

Kadmiyumun bir¢ok doku ve organ iizerindeki etkisi viicutta basit hiicresel
fonksiyonlar1 bozmasi ile agiklanabilir. Hiicresel diizeyde kadmiyumun
kromatin kondenzasyonuna (yogunlagsmasina) yol agtig1 gosterilmistir. Olusan
kromatin kondenzasyonu ve membran biitiinliigliniin geri doniisiimsiiz olarak
bozulmasi hiicre Oliimii ile sonuglanir. Kadmiyumun etkilerine hiicre
¢ekirdeginin primer hedef oldugu diisiiniilmektedir (Morselt ve ark., 1983).
Kadmiyum toksisitesinde hedef organlardan biri de testisdir (Chung ve
Maines, 1987). Kadmiyumun testikiiler tiimorler dahil olmak iizere birgok
patolojik olguda etiyolojik bir faktor oldugu dusiiniilmektedir. Kadmiyum
sicanlarda iireme Uzerine toksik etkimekte ve testikiiler nekroz
olusturmaktadir. Kadmiyum spermatojenik hiicrelere de ectki etmekte ve
fertiliteyi onemli Ol¢lide diislirmektedir (Fowler ve ark., 1982; Ono ve ark.,

1997). Oral yolla 52 hafta boyunca Cd verilen siganlarda iireme kapasitesinin
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hayvanlarin % 39,98 inde yok oldugu saptanmigtir (Saygi ve ark., 1991).
Deney hayvanlarinda kadmiyum karaciger bobrek ve testiste ciddi lezyonlara
sebep olur. Ancak Cd sigan testisinde diger organlara toksik olan dozlara gore
daha diisiik dozlarda ciddi zararli etkiler olusturur. Bu etkiler, ciddi hemoraji,
ddem, nekroz ve semnifer tiibiillerin tahribatiyla birlikte olusan atrofi olarak
Ozetlenebilir (Parizek ve Zahor, 1956; Cameron ve Foster, 1963). Kadmiyum
3 mg/kg dozda verildikten 7 giin sonra olugan atrofi sonucu testis agirlig:
azalmaktadir (Ono ve ark., 1997). Semnifer tiibiillerdeki atrofi sonucu sperm

yapimi da durmaktadir (Saygi ve ark., 1991).

Kronik Cd alim testislerde makroskobik ve mikroskobik degisikliklere
sebep olmaktadir. Bu degisimler ve olusan hasar maruziyet zamamn ile dogru

orantilidir.

Kadmiyum enjeksiyonundan sonra si¢an testisinde hemoglobin
konsantrasyonu anlamli olarak artmaktadir. Hemoglobin konsantrasyonunun
artmasi testiste olugsan hemorajinin miktar1 ile korelasyon gostermektedir.
Kadmiyumla tiim testisin mikrozomal ve graniillii ve graniilsiiz endoplazmik
retikulum fraksiyonlarinda leydig ve sertoli hiicrelerinin mikrozomal
fraksiyonlarinda oldugu gibi hem konsantrasyonunda artma goézlemlenmistir

(Chung ve Maines, 1987).

Torbal1 testislere sahip hayvan tiirlerinde kadmiyum, testis ve kaput
epididimis’e toksiktir. Cd’ nin primer etkisi kadmiyumun kapiller endotele
baglanmasindan dolay: testikiiler damarlar {izerinedir. Bu da endotelial
devamlilig1 engellemekte ve testikiiler interstitium’da sivi birikimi sonucu
interstisyal 6dem ve kan viskozitesinde artmaya neden olmaktadir.Bu olaylar
vendz tromboz ve tiim testis ile kaput epididimisin 6zellikle proksimal
boltimlerinde iskemik nekroz takip eder. Cd’ ye ilk maruziyetten 3 ay sonra
testisin morfolojik ve histopatolojik incelenmesi sonucu hasarin geri

doniisiimsiiz oldugu goriilmiistiir. Deliller kan testis bariyeri ve sertoli
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hiicrelerinin ¢ok diisiik dozlarda kadmiyuma olduk¢a duyarli oldugunu

gostermektedir (Walker ve ark., 1984).

Civa, Kadmiyum, Kobalt ve bakirin 100 uM konsantrasyonda sigan
adrenal bezlerinden izole edilen hiicreler ve sigan testisinden izole edilmis
leydig hiicrelerinin yagama Kkabiliyetinde advers etki olusturmaktadirlar.
Kursun, ¢inko, aliiminyum, krom, demir, nikel ve lityum 100 uM
konsantrasyonda bile adrenal ve leydig hiicrelerinin yasama orami veya bu
hiicrelerdeki hormon kontrollii steroidogenez {izerinde herhangi bir zararl etki

yapmamistir (Ng ve Liu, 1990).

Kadmiyum testis {izerinde selektif toksik etki gostermektedir. 1.1-2.2
mg/kg gibi distik dozlarda bile diger organlarda patolojik hasar
olusturmaksizin testikiiler hasara yol agmaktadir. 10 mg/kg’lik yiiksek tek
dozda rodent testisinde selektif hasar olusturmaktadir (Parizek ve Zahor,

1956).

Kadmiyum tarafindan indiiklenen testikiiler harabiyet vaskiiler hasar
sénucu olusan dolasim yetersizligi veya Cd’ nin spermatojenik hiicrelere olan
direkt etkisi ile agiklanabilir. Kadmiyumun spermatogonal hiicrelerde DNA
sentezini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica Cd’ nin siilfidril ve disiilfit
gruplarina olan affinitesinden dolay1 hiicre boliinmesi {izerindeki etkisi ig
ipliklerini olusturan proteinlerin siilfidril gruplar1 ile etkilesmesi sonucu

olugsmaktadir (Fowler ve ark., 1982).
2.3.2. Nikel
2.3.2.1. Dogada Bulunusu ve Maruziyet Yollar

Nikelin 6nemli bir ¢evre kirleticisi oldugu son 10-20 yilda farkedilmistir
(IARC 1990). Insanlar bu gevre kirleticisine mesleksel veya meslek dist

yollarla maruz kalmaktadir.

Nikelin asil kullanim sahasi metal endiistrisidir. Uretilen nikelin

%50'den fazlas1 demir ile alasim halinde paslanmaz celik iiretiminde,%?25 'i



46

bakir ve kromla alasim halinde; %25 'i de saf halde veya koruyucu kaplama
olarak kullanilir. Ayrica nikel elektronik, pil ve besin endiistrisinde (katalizor
olarak). madeni para iiretiminde kullanilmaktadir. Endiistride nikele kaplama
sirasinda, nikel tozlarmin 6giitiilmesi sirasinda ve nikel karbonil [Ni (COy)] ile
maruz kalinmaktadir. Nikel karbonil oldukg¢a toksik bir gaz olup metalik
nikelle karbon monoksitin birlesmesi sonucu olusur. Sigara dumani da 6nemli
miktarda nikel karbonil icermektedir. Nikel karbonile uzun siire maruziyet

ciddi akut ve bazen fatal toksisiteye neden olmaktadir.

Yakin ¢evrede nikel, fosil kaynakli sivi yakitlarin yanmasi sonucu
havada bulunabilir. Ilaveten atik sular da diinya ¢apinda nikel bakimindan
zengindir (Snodgrass, 1980). Baz1 yapay besin maddelerinde, (kabartma tozu
v.s.) sebzelerde, hububatlarda nikel dogal olarak bulunmaktadir. Normalde

suda nikel bulunmaz.

2.3.2.2. Metabolizma ve Genel Toksisite

Nikel (Ni) gastrointestinal kanaldan ¢ok diisiik miktarda absorbe olur.
Yiyeceklerle giinde ortalama 250 mg olarak alinan nikelin yalnizca %35 inin
absorplandigi, bu ylizden nikele maruziyette solunum yolunun daha Snemli
oldugu belirtilmistir (Rondia,1979). Plazmada serum albiiminine kiigiik
organik - molekiillere aminoasitlere veya polipeptidlere baglanarak tasinir.
Nikel kanda alblimiin ve nikeloplasmin adi verilen makroglobuline bagl

olarak bulunmaktadir.

Hayvanlara parenteral yolla verilen nikel bobrekler akciger, deri
hipofiz, adrenal bezler, yumurtaliklar ve testise kisa zamanda dagilir
(Sunderman, 1981). Viicut nikel yiikii ortalama 20 mg’ dir ve yar1 6mrii diger
metallere gore kisadir. Biiyllk miktarda idrarla, bir kismi da terle atilir

(Leonard ve ark., 1981). Safra ve digki nikel i¢in minér atilim yolaklardir.

2.3.2.3. Karsinojenite
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Nikel, immiinotoksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik olarak
bildirilmistir. Nikel bilesiklerinden kat1 olanlar1 en toksik olarak belirtilmigse
de NiCl, gibi suda ¢6ziinen nikel tuzlar1 da mutajenik etkilidir (Kakela ve ark..

1999).

Rafineri is¢ilerinde nikelin epidemiyolojisi iyi bilinmektedir
(Sunderman, 1978). Nikele mesleksel maruziyetin insanlarda akciger ve nazal
kansere egilimi arttirdigi 40 yildir bilinmektedir (Jacquet ve Mayence, 1982).
Ingiltere’de yapilan epidemiolojik ¢alismalarda nikel rafinesinde calisan
iscilerde popiilasyondaki diger insanlara gore akciger kanseri riskinin beg kat,

nazal kanser riskinin ise 150 kat oldugu gosterilmistir.

Nikel rafinerisinde g¢alisan Norvegli is¢ilerde larenks kanseri riskinde
artty ve Rusya'da calisan isgilerde gastrik karsinom ve yumusak doku
sarkomlar1 gézlenmistir. Elektrolitik nikel rafinasyonunda ¢alisan Kanadali ve
Norvecli isgiler arasinda alti tane renal kanser vakasi rapor edilmistir

(Sunderman, 1981b).

Calismalar isyeri havasinda nikel karbonil kadar nikel siilfidierin de
kanser insidansim1 arttirdigimi  gostermektedir. Gergekten de hayvanlar
tizerinde yapilan deneylerle nikel subsiilfidin (Ni3S;) bu bilesikler i¢inde en
potent karsinojenik bilesik oldugu ve enjeksiyon yerlerinde tiimor olugturdugu
gosterilmistir. Kaslar ve testiste sarkomlar olusturma insidansi yiiksek
bulunmustur. Ayrica gesitli nikel bilesikleri ile farkli parenteral uygulamalar
sonucu farkli doku ve organlarda tiimorler olusmaktadir. Birkag aylik latent
periyod sonunda uygulama yeri ve nadiren bir bagka bolgede ¢esitli malign
tiimorlerin olustugu gosterilmistir (Leonard ve ark., 1981). Sicanlarda nikel
tuzlarinin enjeksiyonundan 17-41 hafta sonra sarkomlarda artma olugmaktadir

(Heath ve Daniel, 1964).

Kemiricilerde nikel karbonil veya nikel tuzlarinin inhalasyonu sonucu
akcigerde tiimor insidansi ¢ok yiiksek bulunmustur. Nikele maruziyet sonucu

akcigerlerden baska siniisler, larenks, bobrek, yumugak dokular ve midenin
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gesitli yerlerinde sarkomlar olustugu goézlemlenmistir (Pederson ve ark.,

1973).

Yapilan epidemiolojik ve deneysel c¢aligmalar sonucu belirli nikel
bilesiklerinin potent karsinojen oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda
karsinojenik riskin maruz kalinan miktarla sinirli oldugu ve doz cevap
iliskisinin varlign da gosterilmistir. Ayrica deney hayvanlarinda yapilan
calismalarda nikel bilesiklerinden kaynaklanan kanser riskinin uygulama
sekline bagl oldugu kadar bu bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliikklerine de bagh

oldugu ortaya ¢ikmistir (Lau ve ark., 1972, Sunderman, 1976).

Akcigerlerde biriken metalik ve oksitlenmis nikel tuzlari yavas,
¢oziinebilen nikel tuzlar1 hizl, ugucu ve yagda ¢oziinen nikel bilesiklerinin
uzaklastirilmas: ¢ok hizhdir. Coziinebilen ve absorblanabilen nikel tuzlarinin
herhangi bir organda belirli miktarda konsantre olmamakla beraber karaciger,
bobrek hipofiz bezi ve iskelet sisteminde yiiksek  oranda biriktigi

belirlenmistir.

Sigara dumani veya PAH'larla birlikte nikele maruziyetin kanser riskini
artirdigi deney hayvanlarinda gosterilmigstir. Yine hayvan deneylerinde bu
riskin mangan ile onlendigi de gozlenmistir. Bununla beraber sigara
dumanindaki Nikel karbonilin zayif olasilikla sigara i¢iminde kanser riskine
katkida bulundugu sanilmaktadir (Sunderman ve Sunderman, 1961;
Sunderman ve Donnel, 1965). Nikelin sebep oldugu kanser mekanizmas:
halen agiklia kavusmamis olup nikel karbonilin mRNA diizeyinde RNA
sentezini ve DNA'ya bagli RNA polimerazi inhibe ederek genetik sifreyi
degistirdigi gosterilmistir (Sunderman ve Esfahani, 1968).

2.3.2.4. Teratojenite ve Embriyotoksisite

Nikelin ayrica teratojenik etkili oldugu kemiriciler iizerinde gosterilmistir.
Nikel plasentay1 gegerek fetiise ulasabilmektedir (Lu ve ark., 1976; Mas ve
ark., 1985). Nikelin plasentay:1 gectigi ve annedeki diizeye eristigi insan fetal
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dokusunda da gosterilmistir (Stack ve ark., 1976). Nikel annenin hormonal
dengesini bozarak hamilelige etki eder. Siganlarda hipofiz bezinden salgilanan
prolaktinin nikelle inhibe edildigi in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir
(Labella ve ark., 1973). Bu olay hamileligin devamu i¢in gereken hipotalomus

ve hipofiz arasi etkilesmeyi bozmaktadir.

Nikelin, karsinojenik ve teratojenik etkilerinden baska bir diger nemli
etkisi de allerjik kontakt dermatite neden olmasidir. Nikel dermatiti, allerjik
kontakt dermatit tiirlerinin en yaygin seklidir. Oyle ki kontakt dermatitli
kisilerin %4 ile 9' u nikel duyarlilik testine pozitif yanit vermektedir.
Duyarhlik metal paralar, takilar gibi giinliik kullammi olan sayisiz metal
tiriinlerinden ayrica nikel igeren besinlerin tiiketiminden kaynak-
lanabilmektedir. Popiilasyonda ozellikle kuyumcular ve nikel endiistrisinde
¢alisan kisilerde nikel dermatitine daha sik rastlanmis olup bu gruplarin % 5'

inde egzama ve %10’ unda potent allerji gézlenmistir (Baer ve ark., 1973).

Nikel lenfoblastik biyotransformasyonu indiikleyebilir ve bu nikele
duyarhlik testinde kullanilir. Bu olay sirasinda nikel lenfositlerin yiizeyine
baglanir (Hutchinson ve ark., 1975). Deride nikelin epidermisi gegtikten sonra
proteinle baglandig1 ve olusan antijen kompleksi ile duyarlihk reaksiyonuna

neden oldugu diisiintilmektedir.

Nikelin néroendokrin etkileri de oldugu bilinmektedir (Carlson, 1984;
Clemons ve Garcia, 1981). Nikelin farelerde steroidogenezi inhibe ettigi
bulunmustur. Nikel iyonlarinin prolaktin saliniminda potent inhibitdr olduklar
ve bilyime (growth) hormonu salmiminin regiilasyonuna etkidikleri
gosterilmistir (Labella ve ark., 1973). Nikel insiilin salimmint etkiler ve
plazma glukozunun yiikselmesi sonucu hiperglisemi olusur (Dormer ve ark.,

1973).

Son zamanlarda arastirmalar Cd ve Ni’ nin karaciger, akciger ve
bobrekteki CYP’ ler ve GST’ ler {izerindeki etkilerine odaklanmigtir. CYP

enzim sistemi; ilaglar, PAH’lar, pestisitler ve aromatik aminler de dahil olmak
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lizere bircok ksenobiyotigi ¢ok toksik ve karsinojenik aktif metabolitlerine
doniistiirebilmektedir. GST® ler de genel olarak aktif elektrofilik
ksenobiyotiklerin detoksikasyonunda gorev alirlar. Bu nedenle kadmiyum ve
nikelin toksikasyon ve detoksikasyon dengesine etkisinin aragtirtlmast biiyiik
Onem tagimaktadir. Bunlara ilaveten son zamanlarda birlikte verildiginde Ni’
nin Cd" nin toksisitesini azaltict yonde etkilerinin olabildigini gosteren veriler
ortaya c¢ikmistir. Bu veriler, konunun bir baska boyutunu da ortaya

¢ikarmaktadir.
2.3.2.5. Ni’ nin Testisler Uzerindeki Etkileri

Ni" nin {ireme iizerine de toksik etkili oldugu bilinmektedir. Giinde 30 ppm
nikel verilen erkek siganlarda fertilitenin biiyilk oranda diistiigi
gozlemlenmistir (Kakela ve ark., 1999). Nikele maruz kalan erkek si¢anlarm
testislerindeki degisimler histolojik olarak incelenmis; kiigiilmiis ve bir kismi
anormal olan semnifer tiibiillerin az miktarda spermatid igerdigi
gozlemlenmistir. Nikel ile olusan anormallikler semnifer tiibiillerde kii¢iilme
ve bunun sonucu bazal spermatognia sayisindaki azalmadir. Tiibiillerin
kiigilmesinin membranlardaki degisen permeabilite ve degisen iyon
akimlariin sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Hoey, 1966). 30 ppm nikele 42
giin maruz kalan hayvanlarda 28 giin maruz kalanlara gore tiremede daha
kiiciik defektler ve testis histolojisinde daha az degisme gozlemlenmistir. Bu
ise daha onceden de diisiiniildiigli gibi maruziyetin devamu durumunda bir

toparlanmanin miimkiin olabilecegini géstermektedir (Kakela ve ark., 1999).

2.3.3. Kadmiyum ve Nikelin CYP Sistemi Uzerindeki Etkileri ile Ilgili
Yapilmis Calismalar

Ni ve Cd’ nin tek baslarina in vitro ve in vivo olarak gesitli deney
hayvanlarinda ve insanda akciger ve bobrekte birikerek fonksiyon
bozukluklarina ve baz1 CYP enzim aktivitelerinde degismelere yol agtigini

gosteren ¢esitli caligmalar mevcuttur (Eke ve ark., 1998b).
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Inkiibasyon ortamina in vitro olarak Ni’ nin diisiik konsantrasyonlarda
ilave edildiginde erkek fare karacigeri anilin hidroksilaz (AH) (CYP2EI)
enzim aktivitesini etkilemedigi ancak yiiksek konsantrasyonlarda inhibe ettigi;
etilmorfin N-demetilaz (EMND) (CYP3Al) aktivtesini ise diisiik
konsantrasyonlarda arttirirken, yiiksek konsantrasyonlarda diistirdiigii
gozlenmigtir. Mikrozomal aminopirin N-demetilaz (AMND) (CYP2B1/2)
aktivitesi diisiik konsantrasyonlarda kontrol degerinin biraz ilizerinde kalmuis,
daha yiiksek konsantrasyonlarda enzim aktivitesinin inhibe oldugu

saptanmistir (Coban ve Iscan, 1990).

Yapilan in vivo ¢aligmalarda farkli hayvan tiirti ve farkli dokulardaki
CYP izozimlerinin farkl: etkilendikleri, dolayisiyla Cd ve Ni’ ye ayr1 ayn ve
birlikte uygulandiklarinda tiir ve dokuya bagli olarak degisik yanitlar
verdikleri dolayisiyla da farkli etkilendikleri ortaya konmustur. Doz ve
zamana bagli olarak Ni’ nin fare karaciger monooksijenaz aktivitelerinde
meydana getirdigi degisiklikler de gosterilmistir. Ni ile farelerde 8 saat sonra
karaciger AH ve EMND aktivitelerinde azalmalar gozlenmistir. Nikel ile
karaciger monooksijenazlarinda olusan maksimum inhibisyon 59.5 mg/kg
dozda s.c. yolla verildikten 16 saat sonra gozlenmistir. Daha yukar1 dozlarda

ve uzun zaman siirelerinde normale dénmektedir (Iscan ve Coban, 1989).

Cd. kobaylarda bobrek ve akciger AH ve EMND aktivitelerinde kontrole
gore anlamli olmamakla birlikte yiikselmelere neden olmustur. Cd’ nin
akcigerde EMND aktivitesi iizerindeki etkisi AH’ den fazla iken bobrekte
bunun tersidir (Karakaya ve Iscan, 1988). Cd, siganlarda karaciger AH ve
EMND aktivitelerini kobayla kargilastirildiginda daha yiiksek oranda inhibe
etmektedir (Iscan ve Karakaya, 1988).

Ni fare, sican ve kobayda karaciger AH, EMND ve AMND
aktivitelerini inhibe etmektedir (Iscan ve ark., 1992a). Cd ve Ni birlikte
verildiklerinde sigan karacigerinde EMND ve AMND aktiviteleri kontrole

gore anlamli olarak artmakta, AH aktivitesi degismemektedir (Iscan ve ark.,
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1992b). Cd ve Ni, tek baslarna ve birlikte verildiklerinde kobay ve fare
karacigerinde mikrozomal AH, EMND ve AMND aktivitelerinde inhibisyona
neden olmaktadirlar (Iscan ve ark., 1993a; Iscan ve ark., 1995).

Siganlara Ni ve Cd tek baslarina verildiginde, Ni bobrekte
etoksiresorufin-O-deetilaz (EROD) aktivitesini arttirirken Cd anlamli olarak
azaltilmisur. Birlikte verildiklerinde EROD aktivitesi kontrole yakin
bulunmustur. Bu da metallerin birlikte verildiklerinde bobrekte birbirlerine
negatif etki ettiklerini gdstermektedir. Sigan akcigerinde EROD aktivitesinin
Ni ve Cd’un tek baslarina ve birlikte uygulanmasiyla azaldif1 gézlenmistir.
Birlikte maruziyetle gozlenen azalmanin metallerin yalmz baslarina
uygulanmasina ve Kontrole gore daha fazla olmasi bu iki metalin akcigerde

birbirlerinin inhibitér etkilerini arttirdigini gésterebilir (Eke ve ark., 1998b).

2.3.4. Kadmiyum ve Nikelin GSH ve GST’ ler Uzerindeki Etkileri ile flgili
Yapilmis Calismalar

Insan ve sican bdbreginde yapilan in vitro karsilastirmali ¢aligmalarda CdCl,
ve Ni' nin 10 * ile 10 7 M aras1 dozlarda GSH diizeylerine etkili olmadig:
ancak. CdCl,” nin doza bagli olarak CDNB GST aktivitesini inhibe ettigi
goriilmiigtiir. Ni ile herhangi bir inhibisyon gézlenmemistir (Coban ve ark.,

1995).

Farkli hayvan tiirii ve farkli dokularda yapilan in vivo ¢aligmalarda ise
GSH ve GST’ lerin farkl etkilendikleri, dolayisiyla Cd ve Ni’ ye ayr1 ayn ve
birlikte uygulandiklarinda tir ve dokuya bagl olarak degisik yanitlar
verdikleri dolayisiyla da farkl etkilendikleri gosterilmigtir.

Cd, tek basina siganlarda karaciger GST aktiviteleri tizerinde degisiklik
yapmazken, Ni tek bagmna ve Cd ile birlikte uygulandiginda EAA GST
aktivitesini arttirmis, CDNB GST ve DCNB GST aktivitelerinde degisiklik
yapmamustir (Iscan, M. ve ark., 1993b). Cd tek basina kobayda karaciger ve
bobrekte GSH diizeylerini etkilememektedir. Ni tek basmna uygulandiginda

karacigerde GSH seviyesini arttirirmakta, bobrekte tek basina ve Cd ile
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birlikte verildiginde diistirmektedir. Cd ve Ni tek baslarina ve birlikte
uygulandiklarinda karaciger CDNB, DCNB, EAA ve EPNP GST aktivitelerini
artirmaktadir. Cd, bobrekte DCNB aktivitesini arttinrken EPNP GST
aktivitesini diisiirmekte; Ni CDNB, DCNB ve EPNP GST aktivitesini
diisiirmektedir. Cd ve Ni birlikte uygulandiklarinda bobrekte CDNB ve EPNP
GST aktiviteleri diismektedir (Iscan ve ark., 1994). Cd tek bagina
uygulandiginda fare karacigeri GSH diizeyini ve sitozolik CDNB, EAA ve
EPNP GST aktivitelerini diigirmektedir. Ni tek basina uygulandiginda fare
karacigeri GSH diizeyini ve sitozolik GST’ lerden CDNB, DCNB, EAA ve
EPNP GST aktivitelerini diisiirmektedir. ki metal birlikte verildiklerinde
CDNB ve DCNB GST aktiviteleri yiikselirken EAA GST aktivitesi
degismemis, EPNP GST aktivitesi ise diigmiistiir (Iscan ve ark., 1995).

Cd’ nin, ayrica detoksikasyon mekanizmasina katilan glutatyon
peroksidaz ve stiperoksit dismutaz seviyelerini azalttig: ileri stirtilmektedir
(Kappus, 1987; Sato ve Nagai, 1986). Cd asetat verilen siganlarin testislerinde
glutatyon peroksidaz aktivitesi artmaktadir. Aym1 zamanda glutatyon rediiktaz
ve hiicrese] GSH konsantrasyonlar1 anlaml sekilde diismektedir (Chung ve

Maines. 1987).

Ni’ nin fare karacigerinde GSH’ y1 tiikettigi gosterilmistir (Andersen ve
Andersen, 1989). Ni farelerde karaciger GSH diizeyini azaltmakta, kobaylarda
arttirmakta, sigcanlarda ise degistirmemektedir. CDNB ve DCNB GST
aktiviteleri de Ni ile tiirler arasinda GSH diizeyine benzer bir profil
gostermektedir. Ancak EAA GST aktivitesi farede anlamli olarak diiserken
sican ve kobayda artmaktadir (Iscan ve ark., 1992a).

Cd ve Ni aynn ayn verildiklerinde farede karacigerinde GSH' yi
tiiketmektedir. Bu metaller birlikte verildiginde GSH seviyesinde kontrole
gore fazla bir degisiklik yapmazlar. Ancak farkli hayvan tiirlerinde karaciger

GSH diizeyleri Cd ve Ni’ ye farkli yanitlar vermektedir. Ornegin Cd ile farede
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karaciger GSH diizeyi diiserken (Iscan ve ark., 1995) siganda degisme-
mektedir. (Iscan ve ark., 1992a; Iscan ve ark., 1993b).

2.3.5. Kadmiyum ve Nikelin LP Uzerindeki Etkileri ile Ilgili Yapilms

Cahismalar

Cd’ nin siganda karaciger, bobrek, beyin, akciger, kalp ve testis dokularinda
LP’ yi arttirdig1 gosterilmistir (Manca ve ark., 1991). Farelerde, testiste Cd’
nin LP" yi yiiksek oranda arttirdig1, bu artisin da Selenyumla bertaraf edildigi

gosterilmigstir (Sugawara ve Sugawara, 1984).

Ni verilen siganlarda karaciger, bobrek ve akcigerde LP’ nin arttig
goriilmiistir (Sunderman ve ark., 1985). Ni’ nin farelerde karaciger LP

diizeyini arttirdig1 gosterilmistir (Andersen ve Andersen, 1989).

TE A L i MUROMAY
A A RY@N I RE2
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Maddeler

Kadmiyum kloriir (Riedel de Haen-Almanya)

Nikel kloriir (Merck-Almanya)

Tiyobarbitiirik asit (Merck-Almanya)

Sig1r serum albiimin (BDH-Ingiltere)

D-glukoz-6-fosfat monosodyum tuzu (Sigma-ABD)
Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat, NADP" (Sigma-ABD)
Magnezyum kloriir (Merck-Almanya)

Potasyum kloriir (Merck-Almanya)

Sodyum kloriir (Merck-Almanya)

Gliserin (Merck-Almanya)

Bakir siilfat (BDH-Ingiltere)

Sodyum potasyum tartarat (Merck-Almanya)

Sodyum karbonat (BDH-Ingiltere)

Anilin (Fisher-ABD)

Fenol (BDH-Ingiltere)

Potasyum dihidrojen fosfat (Merck-Almanya)
Dipotasyum hidrojen fosfat (Merck -Almanya)
Folin-ciocalteu (Merck-Almanya)

Trikloroasetik asit (Merck-Almanya)

Perklorik asit (Riedel-Almanya)

Amonyum asetat (Merck-Almanya )

Indirgenmis glutatyon (Sigma-ABD)
5.5'-ditiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) (Sigma-ABD)
Etilalkol (Merck-Almanya )

Disodyum etilendiamin tetra asetat (Na,EDTA) (Fluka-Isvicre)
Etoksiresorufin (Pierce-ABD)
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Resorufin (Eastman Kodak-ABD)

Glukoz-6-fosfat monosodyum tuzu (Sigma-ABD)

DMSO (Sigma-ABD)

Tris HCL (Sigma-ABD)

p-nitrofenol (Merck -Almanya)

Kiimen hidroperoksit (CHPx) (Sigma-ABD)
1-kloro-2.4-dinitrobenzen (CDNB) (Fluka-ABD)
1.2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB) (Fluka-ABD)
3-dikloro-4-(2-metilen biitiril) fenoksi asetik asit (EAA) (Sigma-ABD)
1.2-epoksi-3-(p-nitrofenoksi) propan (EPNP) (Eastman-Kodak ABD)
Metil alkol (Merck-B. Almanya)

3.1.2. Kullanilan Aletler:

Spektrofotometre (Shimadzu UV-160A)
Spektroflorimetre (Shimadzu RF-1501)

Sogutmah santrifiij (IEC Centra MP4R)

Yiiksek devirli santriflij (Hettich EBA12)
Ultrasantrifiij (Sorval SS-3)

Sallamali su banyosu (Elektro —-Mag)

pH metre (Sesa, Model-1400)

Matkap (Black & Decker)

Teflon homojenizator baghk

Vortex (Whirlimixer Fisons Scientific Apparatus)

Spektrofotometre kiiveti (Starna)
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3.1.3. Kullanilan Hayvanlar

Saglik Bakanhigi Refik Saydam Merkez Hifzissitha Enstitiisi  serum
ciftliginden aliman 3-4 aylik (225-275 g) erkek Wistar irki siganlar
kullanildi. A.U. Eczacilik Fakiiltesi hayvan evinde bakima alinan
hayvanlar Tiirk Yem Sanayi A.S. Ankara Yem Fabrikas1 tarafindan imal

edilen pellet sican yemi ile beslendiler.

3.2. Metot

3.2.1. Kimyasal Maddelerin Deney Hayvanlarima Uygulanmasi

Deney hayvanlari, her grupta 5 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Ilk grup
hayvanlara oldiiriilmeden 72 saat dnce %0.9° luk NaCl (salin) (2 ml/kg) iginde
sadece Cd (3.58 mg CdCl,.H,0/kg, i.p.); ikinci grup hayvanlara 6ldiiriilmeden
16 saat once salin (2 ml/kg) icinde sadece Ni (59.5 mg NiCl,.6H,0O/kg, s.c.)
verildi. Ugiincii grup hayvanlara Cd (3.58 mg CdCl,.H,0/kg, i.p.) verildikten
56 saat sonra Ni (59.5 mg NiCl,.6H,0/kg, s.c.) verildi ve Ni uygulamasindan
16 saat sonra Oldiiriildiiler. Dordiinci grup hayvanlar ise kontrol grubunu

olusturdu ve bu hayvanlara da 2 ml/kg olmak {izere salin enjekte edildi.

3.2.2. Testis Sitozolik ve Mikrozomal Fraksiyonunun hazirlanmasi

Deney hayvanlari, baglar1 hizla sert bir yere vurularak bayitildiktan sonra
baslar kesilerek oldiiriildiiller. Testis dokular g¢ikarildiktan hemen sonra
beher i¢inde soguk saf su ile yikanarak kanlarindan aritildilar. Sonra sular
stiziilerek emici bir kagit tizerinde kurulandilar. Agirliklar1 0.1 grama kadar
hassasiyetle olgiilerek kaydedildi. Bu sirada , tiim islemler buz banyosu

icinde yapild.

1. Tim testis dokular1 bir beher i¢ine makasla ufak pargalara ayrilarak
kabaca homojenize edildi. 1 gram doku agirlig1 i¢in 3 ml olacak sekilde %
1.15'lik KCl ¢ozeltisi kullamldi. Bu arada indirgenmis glutatyon tayini
icin yaklasik 200 mg doku ayridi.
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2. Kiyilmis organ, teflon cam homojenize aygitinin buza yerlestirilmis
cam kismmna konuldu. Uzerine 1 g. doku basina 3 ml. olacak sekilde
%1.15" lik KCI ¢ozeltisinden ilave edildi. Homojenize aletinin teflon ucu
matkabin ucuna takildi ve matkap 3000 rpm’de dondiiriilerek doku 9-10 kez
indirilip ¢ikarilma islemi ile homojenize edildi. Bu arada , teflon ucun

fazlaca yukariya ¢ekilmemesine dikkat edildi.

3. Homojenize edilen organ santrifij tiiplerine dolduruldu. Tipler
Ecco-Superior-IV BK sogutmali  santrifiijinde  10.000g” de 20 dakika

cevrildi.

4. 10.000g’ de ¢oken organ fraksiyonu baslica mitokondri ve hiicre
¢ekirdegini icerir. Sivi kisimda ise, endoplazmik retikulum pargalar ile
¢oziinlir halde bulunan stoplazma vardir. Bu kisim yani iist faz, tliplere
alinarak Sorvall SS-3 marka sogutmali ultrasantrifiijde 100.000g’ de 1 saat

cevrildi.

5. Santrifiij sonucunda mikrozomlar ¢oker ve sitozol tist fazda kalir. Elde
edilen ¢okelti mikrozomal; tist faz ise Sitozolik (¢oziiniir) fraksiyon olarak ad-
landirtlir. Mikrozomal faz, mikrozom eldeside kullanilan doku agirliginin 1:4°
i oraninda %20’ lik gliserol ¢ozeltisi ilave edilerek teflon cam homojenize
aygitinda homojenize edildi. Sitozolik faza ayrica bir islem yapilmadi. Elde
edilen homojen mikrozomal fraksiyon EROD aktivitesi, sitozolik faz da
GST aktiviteleri tayininde kullanilmak iizere —75°C’ lik derin dondurucuda

sakland.

6. Mikrozomal ve sitozolik fraksiyonunun bir kism1 protein tayini i¢in
ayrildilar. Geriye kalanlar yukarida anlatildig1 lizere enzim aktivitesinin

saptanmasinda kullanildilar.

3.2.3. GSH icin doku ekstrakti supernatantinin hazirlanmasi

Deney hayvanlarinin dokular1 3.2.1. boliimiinde anlatildigr gibi ¢ikarilip

tartildiktan sonra;



59

I. GSH ol¢imil i¢in ayrilan testis dokular1 ayri ayr1 buz icindeki
beherlere alind1. Uzerlerine 1 g doku basina 3ml olacak sekilde dlciilen %
1.15°lik KCI ¢ozeltisinin az bir miktar1 konularak makasla ufak pargalara

kiymak suretiyle kabaca homojenize edildi.

2. Kiyilmig organ teflon cam homojenize aygitinin buza yerlestirilmis
cam kismma konuldu. Uzerine 1 g doku basma 3ml olacak sekilde %
1.157lik KCI ¢ozeltisinin kalam ilave edildi ve 3.2.1. boliimiinde oldugu gibi

homojenize edildi.

3. Homojenize edilen organ lizerine 1 ml homojenat i¢in 1 ml olacak
sekilde 5 mM EDTA igeren % 10’luk trikloroasetik asit ilave edilerek 10
dakika 10.000g” de santrifiij edildi.

4. Coken kisim atilarak, iist sivi kisitm GSH  diizeyinin saptanmasi

icin saklandi.
3.2.4. Protein tayini

Hazirlanan mikrozom ve sitozollerin protein miktarlari tayin edildi (Lowry
ve ark.. 1951). Kristalize sigir serum albiimini 0.02 mg/ml., 0.05 mg/ml.
0.10 mg/ml, 0.15 mg/ml, 0.20 mg/ml konsantrasyonlar halinde kullanildi.
Testis mikrozom ve sitozolleri 1:100 oraninda seyreltildiler. Reaktif I olarak
% 2'lik CuSO4.5H,0, reaktif II olarak % 2’ lik sodyum potasyum tartarat,
reaktif A olarak % 2’ lik Na,COs’tin, 0.1 N NaOH icindeki ¢6zeltisi
kullanildi. Bu ii¢ reaktifin karisimi, reaktif B adialtinda kullanildu.

Karisim soyle hazirlandi: 0.1 ml. reaktif 1. 0.1 ml. reaktif Il, 10 ml.
reaktif A (Bu kansim kullanilmadan hemen 6nce hazirlanmalidir). 2N

folin reaktifi, 1:1 oraninda saf su ile seyreltildi.

3.2.4.1. Islem
Her konsantrasyondaki sigir serumu albiimininden 0.5°er ml. tiiplere
konuldu. Ayrica 0.5’er ml. saf su koér deney igin 2 tiipe kondu. 1:100

oraninda seyreltilmis mikrozomal ve sitozolik fraksiyonlardan 0.5, 0.25 ve
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0.1 ml. gekilip tiiplere kondu ve bunlar saf suile 0.5 ml.’ye tamamlandi.
Uzerlerine 2.5 ml reaktif B ilave edildi. Vortex yardimiyla karistirildi ve 10
dakika beklendi. 0.25 ml. folin reaktifi ilave edildi. 50°C’de 10 dakika veya
37 °C'de 30 dakika bekletildi. 660 nm’de kore kars1 spektrofotometrede

okundu. Cizilen standart egriden protein miktarlar1 hesaplandi (Sekill).

0.5
0.45 ®
0.4
0.35

e
L

0.25

0.15

Absorbans 660 nm
[
N

e

0.05

0 0,05 0.1 0,15 0.2

mg protein/ml

Sekil 1. Protein standart egrisi

3.2.5. EROD Aktivitesinin Tayini

Mikrozomlarda 3.2.4." de tarif edildigi gibi protein tayini yapildiktan sonra 7-
etoksi resorufin 0-deetilaz (EROD) aktivitesinin tayinine ge¢ildi. EROD
aktivitesi, olusan resorufin miktarinin spektroflorometrik olarak olgiimiine
dayanan yontemle saptandi (Burke ve Mayer, 1974). Kofaktér olarak
NADPH iireten sistem  kullamildi. Resorufin olusumu sekil 2° de

gosterilmistir.
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3.2.5.1. Reaksiyon Ortami

Tablo 7° de goriildiigii gibi reaksiyon ortami 1.0 ml’lik toplam hacimde 1 mg
mikrozomal protein, pH’ s1 7.8 olan 45 mM Tris HCI tamponu ve
kofaktor olarak 2.5 mM glukoz-6-fosfat, 0.25 mM NADP" ve 2.5 mM MgCl,

ihtiva etmektedir.

(‘Hw( H;

HO 0 o 0
EROD g i
+ CH;CH
Or, NADPH, H Ne

-etok51res0ruﬁn Resorufin
Sekil 2. 7-etoksiresorufin’ in 7-etoksiresorufin-0-dectilaz ile resorufine
doniisiimil.

3.2.5.2. Standart

Standart olarak resorufin ¢6zeltisi kullanildi. Her deneyde 0.5 mM resorufin
¢ozeltisi taze olarak hazirlandi. Dort farkh diizeyde (125, 62.5, 32, 16 pmol
resorufin ) reaksiyon ortamina ilave edildi. Elde edilen absorbans degerleri
farkli resorufin miktarlarina kargi standart egrinin ¢iziminde kullanildi
(Sekil 3).

3.2.5.3. Islem

Tablo 7° de goriilen reaksiyon ortami elemanlarindan NADPH {ireten sistem
hari¢ diger maddeleri iceren tiiplere NADPH iireten sistem ilavesi ile
reaksiyon baslatildi ve tliplerin agz1 acik olarak sallamali su banyosunda,
37°C" de 1 saat reaksiyon devam ettirildi. Siire sonunda reaksiyon 3 ml
metanol ilavesi ile durduruldu. Tipler buz banyosuna konuldu. Denatiire
olmus protein 3.000 rpm’de (Hettich EBA12) 10 dakika kadar dondiiriilerek
coktiriildii. Ustte kalan ¢ozeltinin 3 ml’ si otomatik pipetle baska bir tiipe

alind1.



Bu ¢ozeltinin spektroflorometrik yOntemle (eksitasyon 538, emisyon

587) absorbansi 6lgiildiikten sonra EROD aktivitesi hesaplandi.

Tablo 7. EROD aktivitesinin dl¢iimiinde kullanilan reaksiyon ortaminin

elemanlari

Ilave edilen I'ml reaksiyon
Elemanlar Stok ¢ozeltiler . ortamindaki son

hacim (ml)

konsantrasvon

Etoksiresorufin 10 uM 0.100 1 uM
Albumin 12 mg/ml 0.100 1.2 mg/ml
Tris HCl tamponu 100 mM 0.250 45 mM
pH: 7.8
Mikrozomal protein 5 mg/ml 0.200 1 mg
H,O 0.200
NADPH {ireten sistem
Glukoz-6-fosfat 100 mM 0.025 2.5 mM
NADP' 10 mM 0.025 0.25 mM
MgCl, 100 mM 0.025 2.5 mM
Glukoz-6-fosfat 300 Unite(U)/ml 0.003 1U
dehidrogenaz
PH 7.8 potasyum 200 mM 0.072 14.4 mM
fosfat tamponu

3.2.6. Lipid Peroksidasyon Ol¢iimii
Dokularda lipid peroksidasyon, TBARS (thiobarbituric acid-reactive
substances) yani tiyobarbitiirik asit-reaktif maddelerin Ol¢iimiine dayanan

yontemle belirlendi (Mihara ve ark., 1980).
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Sekil 3. Resorufin standart egrisi
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3.2.6.1. Standart

Standart olarak MDA ¢6zeltisi kullanildi. Her deneyde 0.5 mM MDA ¢ozeltisi
taze olarak hazirlandi. Dort farkli diizeyde (0.5, 1.0, 2.0, 4.0 nmol) reaksiyon
ortamina ilave edildi. Elde edilen absorbans degerleri farkli MDA miktarlarina

karsi standart egrinin ¢iziminde kullanildi (Sekil 10).
3.2.6.2. Islem

Agz1 kapakli cam tiiplere 5 ml % 2.5” lik doku homojenat {izerine 3 ml % 1°
lik o-fosforik asit ve 1ml % 6’ lik tiyobarbitiirik asit (TBA) reaktifi (0.1 gr
TBA + 0.33 ml 2 N NaOH/ 20 ml distile su) ilave edildikten sonra tiipler
vortekslendi. Tiipler 100° C* de su banyosunda agizlar1 kapali olarak 45
dakika kaynatildi. Siire bitiminde su banyosundan alinan tiipler sogutulduktan
sonra 4" er ml n-biitanolle 1 dakika ekstraksiyon yapildi. Biitanol faz1 Hettich
EBAI12 santrifiijiinde 3000 rpm’de 15 dakika dondiiriilerek ayrildiktan sonra
spektrototometrede 532 ve 520 nm’ de absorbanslari okundu. Absorbanslar
arasindaki fark, c¢izilen standart egrinin yardimiyla MDA miktarlarinin

hesaplanmasinda kullanildi.

3.2.7. GSH él¢iimii

GSH o6l¢timii spektrofotometrik yontemle saptand1 (Ellman ve Lysko, 1979;
Sedlak ve Lindsay, 1968). Bu yontem, dokulardaki siilfidril gruplarinin
spektrofotometrik  Olglimlerine dayanir. Reaksiyon ortaminda kullanilan
5.5'-ditiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) siilfidril  gruplartyla (—SH)
indirgenerek ~ bir mol -SH  grubuna karsihk bir mol 2-nitro-5-
merkaptobenzoik asiti verir. Nitromerkaptobenzoik asitin  olusturdugu

kuvvetli sar1 renk spektrofotometrede okunur.
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3.2.7.1. Reaksiyon Ortami

Tablo 8’ de goriildiigii gibi, reaksiyon ortami 3 ml’lik toplam hacimde, 0,2
ml doku ekstrakti supernatanti, SmM EDTA igeren pH’ s1 8.0 olan 100 mM
potasyum fosfat tamponu ve 10 mM DTNB’ nin metanoldeki g¢ozeltisi ihtiva

etmektedir.

3.2.7.2. Standart

Standart olarak indirgenmis GSH kullanildi. Her deneyde 0.1 mM
indirgenmis GSH ¢ozeltisi taze olarak hazirlandi. Dort farklh diizeyde (6.78,
13.56. 27.12, 54.24 nmol) reaksiyon ortamina ilave edildi. Elde edilen
absorbans degerleri farklit GSH miktarlarina kars1 standart egrinin ¢iziminde

kullanuld1 (Sekil S).

3.2.7.3. Islem

Yukarida, “reaksiyon ortami” kisminda tarif edilen reaksiyon maddeleri
spektrofotometrik kiivetlere konularak, DTNB ilavesiyle reaksiyon baslatildi.

Olusan sari rengin absorbansi 412 nm’ de spektrofotometrede 6l¢iildii.

Tablo 8. GSH ol¢iimiinde kullanilan reaksiyon ortaminin elemanlari

3 ml reaksiyon
karigimindaki son
konsantrasyon

Have Edilen

Elemanlar Stok ¢ozeltiler hacim (ml)

Potasyum fosfat
tamponu pH:8 100 mM 2.7 90 mM

(5mM EDTA igeren)

DTNB 10 mM 0.1 0.33 mM

Doku ekstrakti 0.2
supernatant1 miktari
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Sekil 5. GSH standart egrisi

3.2.8. Glutatyon S-transferazlarin dlciimii

Farkli substratlar farklh glutatyon-S-transferaz (GST) izozimlerine gosterge

olmalari nedeni ile asagidaki substratlar kullanilmistir.

1. 1-kloro-2.4-dinitrobenzen (CDNB). GST’ ler i¢in genel bir substrattir.

2. 1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB). u sinifinin gostergesi olarak kullanilir.
3. 3-dikloro-4-(2-metilen biitiril) fenoksi asetik asit (Etakrinik asit, EAA). &
sinifinin gostergesi olarak kullanilir.

4. 1.2-epoksi-3-(p-nitrofenoksi) propan (EPNP). 6 sinifinin gostergesi olarak
kullanilir.

5. Kiimen hidroperoksit (CHPx). a sinifinin gostergesi olarak kullanilir.

3.2.8.1. 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
CDNB GST enzim aktivitesi, 30° C’ de 340 nm’ de olusan {riiniin

spektrofotometrik olarak izlenmesine dayanan yonteme gore belirlendi (Habig
ve ark.. 1974). Enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar 4. bsliimde gosterildigi

gibi saptandi.
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3.2.8.1.1. Reaksiyon ortami

Tablo 9° da goriildiigii gibi reaksiyon ortami 0.750 ml’lik toplam hacimde.
40 pg sitozolik protein, 2.66 mM GSH, 1.33mM CDNB ve 80 mM pH: 7.2

potasyum fosfat tamponu igermektedir.

Cl SG
NOZ NOZ
+ GSH —» +H' + Cl”

N02 NOZ
Sekil 6. Glutatyon-S-transferaz tarafindan katalizlenen CDNB reaksiyonu

3.2.8.1.2. Islem

Yukarida  “reaksiyon ortami” kisminda tarif edilen sitozolik protein test
kiivete ilave edilerek reaksiyon baslatildi ve 340 nm’ de 30°C°de

spektrofotometreden olusan iiriin kinetik olarak izlendi (¢ = 0.0096 uM™"'.cm™')

Tablo 9. CDNB aktivitesinin 6l¢iimiinde kullanilan reaksiyon ortaminin

elemanlar

o Ilave Edilen 0.75 mi reak.?iy on

Elemanlar Stok ¢ozeltiler . ortamindaki son
hacim (ml)
konsantrasyon

Potasyum fosfat 100 mM 0.600 80 mM
tamponu pH: 7.2
GSH 40 mM 0.050 2.66 mM
CDNB 20 mM 0.050 1.33 mM
Sitozolik protein 0.8 mg/ml 0.050 40 pug




3.2.8.2. 1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB)
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DCNB GST enzim aktivitesi, 30° ¢’ de 344 nm’ de olugan {irliniin

spektrofotometrik olarak izlenmesine dayanan yonteme goére belirlendi (Habig

ve ark., 1974). Enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar 4. b6liimde gosterildigi

gibi saptandi.

3.2.8.2.1. Reaksiyon Ortami

Tablo 10° da goriildiigii gibi, reaksiyon ortami 0.750 ml’lik toplam hacimde,
100 pg sitozolik protein, 1.33 mM GSH, 0.66 mM DCNB ve 80 mM pH: 7.6

potasyum fosfat tamponu icermektedir.

Cl SG
Cl Cl
+ GSH —» +H" + Cl-
NOZ NOZ
Sekil 7: Glutatyon-S-transferaz tarafindan katalizlenen DCNB reaksiyonu
Tablo 10: DCNB aktivitesinin 6l¢limiinde kullanilan reaksiyon ortaminin
elemanlari
s Ilave Edilen 0.75 ml reak.siyon
Elemanlar Stok ¢ozeltiler . ortamindaki son
hacim (ml)
konsantrasyon
Potasyum fosfat 100 mM 0.600 80 mM
tamponu pH: 7.6
GSH 20 mM 0.050 1.33 mM
DCNB 10 mM 0.050 0.66 mM
Sitozolik protein 2 mg/ml 0.050 100 ng
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3.2.8.2.2. islem
Yukarida “reaksiyon ortami1” kisminda tarif edilen sitozolik protein test kiivete
ilave edilerek reaksiyon baslatildi. 344 nm. de 30° C’ de spektrofotometreden

olusan iiriin kinetik olarak izlendi (g = 0.0085 pM".cm™).

3.2.8.3. 3-dikloro-4-(2-metilen biitiril) fenoksi asetik asit (Etakrinik asit,
EAA)

EAA GST enzim aktivitesi, 30° C’ de 270 nm’ de olusan iriiniin
spektrofotometrik olarak izlenmesine dayanan yonteme gore belirlendi (Habig
ve ark.. 1974). Enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar 4. boliimde gosterildigi

gibi saptandi.
3.2.8.3.1. Reaksiyon Ortami

Tablo 11° de goriildiigii gibi, reaksiyon ortami 0.750 ml’lik toplam hacimde.
20 ug sitozolik protein. 0.33 mM GSH, 0,27 mM etakrinik asit ve 80 mM pH:

6.6 potasyum fosfat tamponu icermektedir.

%Hz EIIHSG
C|‘ — CH,CH3 F— CH,CHj3;
CO CO
Cl Cl
+ GSH —» @i
Cl Cl
OCH,COOH OCH,COOH

Sekil 8. Glutatyon-S-transferaz tarafindan katalizlenen EAA reaksiyonu.

3.2.8.3.2. islem

Yukarida “reaksiyon ortam1” kisminda tarif edilen sitozolik protein test kiivete
ilave edilerek reaksiyon baslatuldi. 270 nm. de 30° C de

spektrofotometreden olusan tiriin kinetik olarak izlendi (g = 0.005 uM™.cm™).



Tablo 11. Ftakrinik asit aktivitesinin

ortaminin elemanlari
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Olgtimiinde kullanilan reaksiyon

flave edilen 0.75 ml reaksivon
Elemanlar Stok ¢ozeltiler ! ortamindaki son

hacim (ml)

konsantrasyon

Potasyum fosfat 100 mM 0.600 20 mM
tamponu pH: 6.6
GSH 5 mM 0.050 0.33 mM
EAA 4 mM 0.050 0.27 mM
Sitozolik protein 0.4 mg/ml 0.050 20 ug

3.2.8.4. 1,2-epoksi-3-(p-nitrofenoksi) propan (EPNP)

EPNP GST enzim aktivitesi, 30° C’ de 360 nm’ de olusan iiriiniin

spektrofotometrik olarak izlenmesine dayanan yonteme gore belirlendi (Habig

ve ark.. 1974). Enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar 4. boliimde gosterildigi

gibi saptandu.

3.2.8.4.1. Reaksiyon Ortam

Tablo 12" de goriildiigii gibi, reaksiyon ortami, 0,750 ml” lik toplam hacimde,
300 pg sitozolik protein, 3.33 mM GSH, 0.06 mM EPNP ve 80 mM pH: 6.6

potasyum fosfat tamponu igermektedir.

O
7\

OCH;CH — CH,

NO-

OH SG

OCH,CH — CH,

+ GSH —> @
NO,

Sekil 9. Glutatyon-S-transferaz tarafindan katalizlenen EPNP konjugasyonu
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3.2.6.4.2. islem

Yukarida “reaksiyon ortami1” kisminda tarif edilen sitozolik protein test
kiivete ilave edilerek, 360 nm. de 30° C’ de spektrofotometreden olusan iiriin

kinetik olarak izlendi (¢ = 0.0005 uM™'.cm™).
3.2.8.5. Kiimen hidroperoksit (CHPx)

CHPx" in substrat olarak kullanildigt GST enzim aktivitesi 25° C’ de 340 nm’
de NADPH azalmasinin spektrofotometrik olarak izlenmesine dayanan
yonteme gore tayin edildi (Lavrence ve Burk, 1976). Enzim aktivitesi icin

optimum sartlar 4. boliimde gosterildigi gibi saptand.

Tablo 12. EPNP aktivitesinin 8l¢timiinde kullanilan reaksiyon ortaminin

elemanlari

lave edilen 0.75 ml reaksivon
Elemanlar Stok ¢ozeltiler 4 ortamindaki son

hacim (ml)

konsantrasyon

Potasyum fosfat 100 mM 0.600 80 mM
tamponu pH: 6.6
GSH 50 mM 0.050 3.33 mM
EPNP 1 mM 0.050 0.06 mM
Sitozolik protein 6 mg/ml 0.050 300 pg

3.2.8.5.1. Reaksiyon Ortami

Tablo 13" de goriildiigii gibi, reaksiyon ortami, 1 ml’ lik toplam hacimde, 150
pg sitozolik protein, 1 mM GSH, 6 mM CHPx, 0.2 mM NADPH, | U
glutatyon redilktaz ve 50 mM pH: 7.0 potasyum fosfat tamponu

icermektedir.
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3.2.8.5.2. islem

Yukarida “reaksiyon ortami” kisminda tarif edilen substrat test kiivete ilave
edilerek. 340 nm de 25°C’ de spektrofotometreden olusan iiriin kinetik olarak

izlendi (€ = 0.0062 uM™".cm™).

OOH (I)H
|

CH:—C — CH; — C—CHs

+ GSH —» @ + (GSOH) —» GSSG + H,0

Sekil 10. Glutatyon-S-transferaz tarafindan katalizlenen CHPx konjugasyonu

Tablo 13. CHPx aktivitesinin 6l¢timiinde kullanilan reaksiyon ortaminin

elemanlar

Ilave edilen R 7o/ syon
Elemanlar Stok ¢ozeltiler . ortamindaki son

hacim (ml)

konsantrasyon

Potasyum fosfat 100 mM 0.500 50 mM
tamponu pH: 7.0
GSH 50 mM 0.020 I mM
NADPH 2 mM 0.100 0.2 mM
Glutatyon rediiktaz 20 U/ml 0.050 1U
H,O 0.180
CHPx 120 mM 0.050 6 mM
Sitozolik protein 1.5 mg/ml 0.100 150 pg
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3.2.9. Kullanilan istatistiksel Yontem
Ortalamalar1 alinan deney sonuglarinda ortalamalar + standart hatalari1 (SH) ile
beraber gosterildi. Ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli

olup olmadig: Student t-testi uygulanarak belirlendi. Anlamlilik seviyesi P <
0.05" dir.

BE VST GERTT I KUROLY
TORIIANTASYON MERIOTTH
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4. BULGULAR

4.1. Kullanilacak Yontemler i¢in Gerekli Olan Optimum Kosullarin
Saptanmasi

Galismada oncelikle kullanilacak olan yontemler igin gerekli olan optimum
kosullar  saptandi. Arastirmada yararlanilan yontemlerde, saptanan bu
optimum Kkosullarda O&lgiimler yapildi. Tablolarda goriilen degerler, her
deneyden elde edilen iki degerin ortalamasin1 gostermektedir.

4.1.1. EROD Enzim Aktivitesi icin Gerekli Olan Optimum Kosullarin
Saptanmasi

Sican testis dokusu EROD enziminin maksimum aktivitesi i¢in optimum
kosullar mikrozomal protein kullanilarak arastirildi. Enzim aktivitesine
protein miktarinin, inkiibasyon siiresinin ve etoksiresorufin konsantrasyon-

larinin etkileri incelendi.

4.1.1.1. pH’ mn EROD Aktivitesi Uzerine Etkisi

EROD aktivitesi tizerine pH’ nin etkisi, 1 ml inkiibasyon ortaminda pH" si
7.6 ile 8.0 arasinda degisen 45 mM tris HCI tamponu kullanilarak incelendi.
Aktivitenin pH 7.8° de maksimum oldugu goriildii (Tablo 14). Aktivite

Ol¢timlerinde pH 7.8 tris HCI tampon kullanilmas1 uygun bulundu.

Tablo 14. pH’ nin EROD aktivitesi {izerine etkisi

pH Aktivite (pmol/mg protein)
7.6 7.46
7.8 9.91
8.0 8.79

4.1.1.2. Protein Miktarimin EROD Aktivitesi Uzerine Etkisi
EROD aktivitesi 6l¢timlerinde mikrozomal protein miktarimin etkisi 1ml’lik
inkiibasyon ortamina 0.25 ile 2 mg arasinda protein ilave edilerek incelendi.

| mg proteine kadar aktivitenin dogrusal olarak arttig1 gozlendi (Tablo 15).
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Aktivite Sl¢timlerinde reaksiyon ortaminda Img protein kullanilmast uygun

bulundu.

Tablo 15. Protein miktarinin EROD aktivitesi {izerine etkisi

Protein miktart (mg) Aktivite (pmol/dk.)
0.25 0.31
0.5 0.57
1 1.28
2 1.76

4.1.1.3. inkiibasyon Siiresinin EROD Aktivitesi Uzerine Etkisi

1 mg mikrozomal protein kullanilarak, 1 ml inkiibasyon ortaminda
inkiibasyon siiresinin enzim aktivitesine etkisi incelendi. Maksimum aktivite
10 dakika sonunda elde edildi (Tablo 16). EROD enzim aktivitesi diizeyinin

belirlenmesinde optimum inkiibasyon siiresi 10 dk. olarak saptand:.

Tablo 16. Inkiibasyon siiresinin EROD aktivitesi tayini iizerine etkisi

i Inkiibasyon siiresi (dk.) Akivite (pmol/mg protein)
1 1.33
5 5.94
10 10.45

4.1.1.4. Etoksiresorufin Konsantrasyonunun EROD Aktivitesi Uzerine
Etkisi

EROD aktivitesi  dlglimlerinde etoksiresorufin konsantrasyonunun etkisi
Iml'lik inkiibasyon ortamma 0.5 ile 2 uM arasindaki konsantrasyonlarda
ctoksiresorufin ilave edilerek incelendi (Tablo 17). 1 uM konsantrasyonda
aktivite maksimum oldugundan, Olgtimlerde reaksiyon ortaminda 1 pM

etoksiresorufin kullanilmasi uygun bulundu.
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Tablo 17. Etoksiresorufin konsantrasyonunun EROD aktivitesi tayini iizerine

etkisi
Etoksiresorufin Akivite (pmol/mg protein.)
konsantrasyonu (uM)
0.5 3.61
1 9.85
2 8.22

4.1.2. Lipid Peroksidasyon Diizeyi icin Gerekli Olan Optimum Kosullarin

Saptanmasi

Sigan testis dokusu LP dlgiimiinde maksimum diizeyin eldesi igin gerekli olan
optimum kosullar, doku homojenat:1 kullanilarak arastirildi. LP diizeyine doku

homojenati miktarinin ve ekstraksiyon siiresinin etkileri incelendi.

4.1.2.1. Doku Miktarinin LP Diizeyi Uzerine Etkisi

LP diizeyine doku homojenati miktarimin etkisi %1.25 ile %5 (0.05 - 0.2 g)
arasinda degisen miktarlarda doku homojenat: kullamlarak arastirildi. 0.1 g° a
kadar LP diizeyinin dogru orantili olarak arttig1 saptandi (Tablo 18). Bu
sebeple LP diizeyi 6l¢timlerinde reaksiyon ortaminda 0.1 g doku kullanilmasi

uygun bulundu.

Tablo 18. Doku miktarinin LP diizeyi {izerine etkisi

Doku miktari (g) LP diizeyi (nmol MDA)
0.05 10.97
0.1 24.85
0.2 26.21

4.1.3. GSH Olgiimiinde Maksimum Diizeyin Eldesi i¢in Gerekli Olan

Optimum Kosullarin Saptanmasi

Testis dokusu GSH 6l¢iimiinde maksimum diizeyin eldesi i¢in gerekli olan
optimum kosullar, GSH i¢in doku ekstraktinin hazirlanmasi kisminda (3.2.3)

tarit edilen yontemle elde edilen doku ekstrakti kullanilarak arastirildi. GSH
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diizeyine pH’ nin, doku ekstrakti miktarinin ve DTNB konsantrasyonunun
etkileri incelendi.

4.1.3.1. pH’ nin GSH Diizeyi Uzerine Etkisi

GSH diizeyine pH’> nin etkisi 25° C’ de pH degerleri 7.6 ile 8.4 arasinda
degisen ve SmM EDTA igeren 0.1 M potasyum fosfat tampon kullanilarak
incelendi GSH diizeyinin pH 8.0’ da maksimum oldugu belirlendi (Tablo 19).
Optimum pH 8.0 olarak saptand.

Tablo 19. pH’ nin GSH diizeyi iizerine etkisi

pH GSH (umol/g doku)
7.6 1.27
8.0 1.96
8.4 1.78

4.1.3.2. Doku Homojenati Supernatant Miktarinin GSH Diizeyi Uzerine
Etkisi

Doku homojenati supernatant miktarinin GSH diizeyi tizerine etkisi 3.0 ml" lik
reaksiyon ortaminda 0.05 ml’ den 0.4 ml’ ye (0.006 - 0.048 g) kadar degisen
doku ekstrakti supernatanti kullamilarak arastirildi. GSH diizeyinin bu
miktarlar kullanildiginda dogrusal olarak arttig1 belirlendi (Tablo 20). Testis
dokusu GSH olgtimlerinde 0.2 ml (0.024 g) doku ekstraktt supernatanti

kullanilmaigtir.

Tablo 20. Doku miktarinin GSH diizeyi {izerine etkisi

Doku miktar: (g) GSH (nmol)
0.006 46.89
0.012 95.22
0.024 186.32
0.048 371.16
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4.1.3.3. DTNB Konsantrasyonun GSH Diizeyi Uzerine Etkisi

DTNB konsantrasyonun testis dokusu GSH diizeyi {izerine etkisi
incelendiginde; GSH diizeyinin 0.166 ile 0.66 mM arasinda kullanilan DTNB
konsantrasyonlarindan 0.33 mM konsantrasyonda en yiiksek seviyeye ulastigi
goriilmiistiir (Tablo 21). Bu sebeple GSH ol¢limlerinde optimum DTNB

konsantrasyonu 0.33 mM olarak alinmuigtir.

Tabloe 21. DTNB konsantrasyonun GSH diizeyi lizerine etkisi

DTNB (mM) GSH (umol/g doku)
0.166 1.48
0.33 2.11
0.66 1.55

4.1.4. CDNB Substratina Karsi GST Enzim Aktivitesi icin Optimum

Kosullarin Saptanmasi

Sigan testis dokusu CDNB GST enzim aktivitesi ig¢in optimum kosullar
sitozolik testis proteini kullanilarak arastirildi. Enzim aktivitesine pH’ nin.

protein miktarinin, CDNB ve GSH konsantrasyonlarinin etkileri incelendi.

4.1.4.1. pH’ min CDNB GST Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesine pH’ nin etkisi 25° C’ de pH degerleri 6.8 ile 7.6 arasinda
degisen 0.1 M potasyum fosfat tamponu kullanilarak incelendi. Testis dokusu
sitozolik proteini kullanmlarak pH 7.2’ de maksimum enzim aktivitesi elde

edildiginden optimum pH 7.2 olarak saptandi (Tablo 22).

Tablo 22. pH’ nin CDNB GST enzim aktivitesi {izerine etkisi

pH Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
6.8 176.54
7.2 235.38
7.6 180.46




79

4.1.4.2. Protein Miktarinin CDNB GST Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesine sitozolik protein miktarinin etkisi 0.75 ml reaksiyon
ortaminda 10 ug ile 80 ug arasinda degisen miktarlarda protein kullanilarak
incelendi. CDNB GST enzim aktivitesinin 80 ug’ a kadar dogru orantili olarak
arttig1 saptanmistir (Tablo 23). Aktivite dl¢limlerinde reaksiyon ortaminda 40

ug protein kullanilmasi uygun bulundu.

Tablo 23. Protein miktarinin CDNB GST enzim aktivitesi tizerine etkisi

Protein (ug) Aktivite (nmol/dk)
10 43.85
20 92.56
40 188.31
80 358.33

4.1.4.3. CDNB Konsantrasyonunun CDNB GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

10 mM ile 40 mM arasinda degisen CDNB konsantrasyonlarinin testis dokusu
sitozolik CDNB GST enzim aktivitesi iizerindeki etkileri incelenmistir.
Enzimin 20 mM substrat konsantrasyonunda doygunluga ulastigi gézlenmistir
(Tablo 24). Aktivite dl¢limlerinde optimum CDNB konsantrasyonu 20 mM

olarak saptanmistir.

Tablo 24. CDNB konsantrasyonunun CDNB GST enzim aktivitesi izerine

etkisi
CDNB (mM) Abktivite (nmol/dk/mg prot.)
10 150.12
20 239.36
40 241.83
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4.1.4.4. GSH Konsantrasyonunun CDNB GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

20 mM ile 80 mM arasinda degisen GSH konsantrasyonlarinin testis dokusu
sitozolik CDNB GST enzim aktivitesi Uzerindeki etkileri incelenmistir.
Enzimin 40 mM GSH konsantrasyonunda doygunluga ulastigi gozlenmistir
(Tablo 25). Aktivite ol¢iimlerinde optimum GSH konsantrasyonu 40 mM

olarak saptanmistir.

Tablo 25.GSH konsantrasyonunun CDNB GST enzim aktivitesi iizerine etkisi

GSH (mM) Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
20 95.26
- 40 242.15 |
80 208.99

4.1.5. DCNB Substratina Karst GST Enzim Aktivitesi icin Optimum
Kosullarin Saptanmasi

Sigan testis dokusu DCNB GST enziminin maksimum aktivitesi i¢in optimum
kosullar testis sitozolik proteini kullanilarak arastirildi. Enzim aktivitesine pH"
nin. protein miktarinin, DCNB ve GSH Kkonsantrasyonlarinin etkileri

incelendi.

4.1.5.1. pH’ nin DCNB GST Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesine pH’ nin etkisi 25° C’ de pH degerleri 7.2 ile 8.0 arasinda
degisen 0.1 M potasyum fosfat tamponu kullanilarak incelendi. Testis dokusu
sitozolik proteini kullanilarak pH 7.6’ da maksimum enzim aktivitesi elde

edildiginden optimum pH 7.6 olarak saptandi (Tablo 26).

Tablo 26. pH’ nin DCNB GST enzim aktivitesi {izerine etkisi

pH Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
7.2 7.06
7.6 13.59
8.0 2.25
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4.1.5.2. Protein Miktarinin DCNB GST Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesine sitozolik protein miktarinin etkisi 0.75 ml reaksiyon
ortaminda 50 pg ile 400 ug arasinda degisen miktarlarda protein kullanilarak
incelendi. DCNB GST enzim aktivitesinin 200 pg’ a kadar dogru orantili
olarak arttig1 saptanmistir (Tablo 27). Aktivite Ol¢timlerinde reaksiyon

ortaminda 100 ug protein kullanilmas1 uygun bulundu.

Tablo 27. Protein miktarinin DCNB GST enzim aktivitesi tizerine etkisi

Protein (ug) Aktivite (nmol/dk)
50 12.4
100 29.12
200 55.38
400 72.84

4.1.5.3. DCNB Konsantrasyonunun DCNB GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

5 mM ile 20 mM arasinda degisen DCNB Kkonsantrasyonlarinin testis dokusu
sitozolik DCNB GST enzim aktivitesi {izerindeki etkileri incelenmistir.
Enzimin 10 mM substrat konsantrasyonlarinda doygunluga ulastig
gozlenmistir (Tablo 28). Aktivite Slglimlerinde optimum DCNB konsantras-

yonu 10 mM olarak saptanmistir.

Tablo 28. DCNB konsantrasyonunun DCNB GST enzim aktivitesi tizerine

etkisi
DCNB (mM) Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
5 9.71
10 11.47
20 10.59




4.1.5.4. GSH Konsantrasyonunun DCNB GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

5 mM ile 40 mM arasinda degigen GSH konsantrasyonlarinin testis dokusu
sitozolik DCNB GST enzim aktivitesi (zerindeki etkileri incelenmistir.
Enzimin 5 mM GSH konsantrasyonundan sonra doygunluga ulastig
gozlenmistir (Tablo 29). Aktivite 6l¢limlerinde optimum GSH konsantrasyonu

20 mM olarak saptanmistir.

Tablo 29.GSH konsantrasyonunun DCNB GST enzim aktivitesi lizerine etkisi

GSH (mM) Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
5 9.23
10 9.71
20 10.59
40 9.97

4.1.6. EAA Substratina Karsi GST Enzim Aktivitesi icin Optimum
Kosullarin Saptanmasi

Sican testis dokusu EAA GST enziminin maksimum aktivitesi i¢in optimum
kosullar testis sitozolik proteini kullanilarak arastirildi. Enzim aktivitesine pH®

nin. protein miktarinin, EAA ve GSH konsantrasyonlarinin etkileri incelendi.

4.1.6.1. pH’ min EAA GST Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesine pH’ nin etkisi 25° C’ de pH degerleri 6.4 ile 6.8 arasinda
degisen 0.1 M potasyum fosfat tamponu kullanilarak incelendi. Testis dokusu
sitozolik proteini kullanilarak pH 6.6’ da maksimum enzim aktivitesi elde

edildiginden optimum pH 6.6 olarak saptandi (Tablo 30).

Tablo 30. pH’ nin EAA GST enzim aktivitesi lizerine etkisi

pH Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
6.4 58.64
6.6 63.98
6.8 61.12




83

4.1.6.2. Protein Miktarinin EAA GST Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesine sitozolik protein miktarinin etkisi 0.75 ml reaksiyon
ortaminda 10 ug ile 80 pg arasinda degisen miktarlarda protein kullanilarak
incelendi. EAA GST enzim aktivitesinin 20 pg’ a kadar dogru orantili olarak
arttig1 saptanmistir (Tablo 31). Aktivite 6lgimlerinde reaksiyon ortaminda 20

ug protein kullanilmasi uygun bulundu.

Tablo 31. Protein miktarinin EAA GST enzim aktivitesi lizerine etkisi

Protein (ug) Aktivite (nmol/dk)
10 12.85
20 24.94
40 23.69
80 19.04

4.1.6.3. EAA Konsantrasyonunun EAA GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

2 mM ile 8 mM arasinda degisen EAA konsantrasyonlarinin testis dokusu
sitozolik EAA GST enzim aktivitesi lizerindeki etkileri incelenmistir. Enzimin
4 mM substrat konsantrasyonunda doygunluga ulastig1 gozlenmistir (Tablo
32). Aktivite Olglimlerinde optimum EAA konsantrasyonu 4 mM olarak

saptanmistir.

Tablo 32. EAA konsantrasyonunun EAA GST enzim aktivitesi iizerine etkisi

EAA (mM) Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
2 31.59
4 _ 60.33
8 22.73
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4.1.6.4. GSH Konsantrasyonunun EAA GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

2.5 mM ile 10 mM arasinda degisen GSH konsantrasyonlarinin testis dokusu
sitozolik EAA GST enzim aktivitesi tizerindeki etkileri incelenmistir. Enzimin
2.5-5 mM GSH konsantrasyonlarinda doygunluga ulastig1 gézlenmistir (Tablo
33). Aktivite Ol¢iimlerinde optimum GSH konsantrasyonu 5 mM olarak

saptanmistir.

Tablo 33. GSH konsantrasyonunun EAA GST enzim aktivitesi {izerine etkisi

GSH (mM) Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
2.5 24.71
5 61.57
10 59.32

4.1.7. EPNP Substratina Karsi GST Enzim Aktivitesi icin Optimum
Kosullarin Saptanmasi

Testis dokusu EPNP GST enziminin maksimum aktivitesi i¢in optimum
kosullar sitozolik protein kullanilarak arastirildi. Enzim aktivitesine pH™ nin.

protein miktarinin, EPNP ve GSH konsantrasyonlarinin etkileri incelendi.

4.1.7.1. pH’ nin EPNP GST Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesine pH’ min etkisi 25° C* de pH degerleri 6.4 ile 6.8 arasinda
degisen 0.1 M potasyum fosfat tamponu kullanilarak incelendi. Testis dokusu
sitozolik proteini kullamlarak pH 6.6° da maksimum enzim aktivitesi elde

edildiginden optimum pH 6.6 olarak saptandi (Tablo 34).

Tablo 34. pH’ nin EPNP GST enzim aktivitesi lizerine etkisi

B pH Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
6.4 62.58
6.6 70.22
6.8 68.85 ]
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4.1.7.2. Protein Miktarmin EPNP GST Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesine sitozolik protein miktarinin etkisi 0.75 ml reaksiyon
ortaminda 150 pg ile 600 ng arasinda degigen miktarlarda protein kullanilarak
incelendi. EPNP GST enzim aktivitesinin 300 ug’ a kadar dogru orantili
olarak arttigi saptanmistir (Tablo 35). Aktivite O6l¢iimlerinde reaksiyon

ortaminda 300 pg protein kullanilmasi uygun bulundu.

Tablo 35. Protein miktarinin EPNP GST enzim aktivitesi tizerine etkisi

Protein (ug) Aktivite (nmol/dk) |
150 210.44
300 426.72
600 503.69

4.1.7.3. EPNP Konsantrasyonunun EPNP GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

0.5 mM ile 2 mM arasinda degisen EPNP konsantrasyonlarinin testis dokusu
sitozolik EPNP GST enzim aktivitesi Uzerindeki etkileri incelenmistir.
Enzimin 1 mM substrat konsantrasyonunda doygunluga ulastig1 gozlenmistir
(Tablo 36). Aktivite dlgiimlerinde optimum EPNP konsantrasyonu 1 mM

olarak saptanmistir.

Tablo 36. EPNP konsantrasyonunun EPNP GST enzim aktivitesi lizerine

etkisi
EPNP (mM) Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
0.5 43.35
1 82.12
2 50.62

4.1.7.4. GSH Konsantrasyonunun EPNP GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi
25 mM ile 100 mM arasinda degisen GSH konsantrasyonlarinin testis dokusu

sitozolik EPNP GST enzim aktivitesi {lizerindeki etkileri incelenmistir.
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Enzimin 50 mM GSH konsantrasyonunda doygunluga ulastifi gozlenmistir
(Tablo 37). Aktivite dlglimlerinde optimum GSH konsantrasyonu 50 mM

olarak saptanmuigtir.

Tablo 37. GSH konsantrasyonunun EPNP GST enzim aktivitesi {izerine etkisi

GSH (mM) Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
25 59.87
50 70.33
100 45.61

4.1.8. CHPx Substratina Karst1 GST Enzim Aktivitesi icin Optimum
Kosullarin Saptanmasi

Testis dokusu CHPx GST enziminin maksimum aktivitesi i¢in optimum
kosullar sitozolik protein kullanilarak arastirildi. Enzim aktivitesine pH’ nin.

protein miktarinin, CHPx ve GSH konsantrasyonlarinin etkileri incelendi.

4.1.8.1. pH’ min CHPx GST Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesine pH’ nimn etkisi 25° C* de pH degerleri 6.8 ile 7.2 arasinda
degisen 0.1 M potasyum fosfat tamponu kullanilarak incelendi. Testis dokusu
sitozolik proteini kullamlarak pH 7.0 da maksimum enzim aktivitesi elde

edildiginden optimum pH 7.0 olarak saptand: (Tablo 38).

Tablo 38. pH’ nin CHPx GST enzim aktivitesi iizerine etkisi

pH Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
6.8 72.46
7.0 85.36
7.2 80.92

4.1.8.2. Protein Miktarinin CHPx GST Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesine sitozolik protein miktarinin etkisi 1 ml reaksiyon ortaminda
75 ug ile 600 pg arasinda degisen miktarlarda protein kullanilarak incelendi.

CHPx GST enzim aktivitesinin 300 ug’ a kadar dogru orantilt olarak arttig
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saptanmigtir (Tablo 39). Aktivite dl¢limlerinde reaksiyon ortaminda 150 pg

protein kullanilmasi uygun bulundu.

Tablo 39. Protein miktarinin CHPx GST enzim aktivitesi lizerine etkisi

Protein (ug) Aktivite (nmol/dk)
75 65.81
- 150 129.17 N
300 , 200.99
600 349.08

4.1.8.3. CHPx Konsantrasyonunun CHPx GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

60 mM ile 240 mM arasinda degisen CHPx konsantrasyonlarinin testis
dokusu sitozolik CHPx GST enzim aktivitesi {izerindeki etkileri incelenmistir.
Enzimin 120 mM substrat konsantrasyonunda doygunluga ulastig
gozlenmistir  (Tablo 40). Aktivite Ol¢limlerinde optimum CHPx

konsantrasyonu 120 mM olarak saptanmistir.

Tablo 40. CHPx konsantrasyonunun CHPx GST enzim aktivitesi iizerine

etkisi
CHPx (mM) Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
60 46.17
120 93.96
240 72.38

4.1.8.4. GSH Konsantrasyonunun CHPx GST Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

25 mM ile 100 mM arasinda degisen GSH konsantrasyonlarinin testis dokusu
sitozolik CHPx GST enzim aktivitesi {izerindeki etkileri incelenmistir.
Enzimin 50 mM GSH konsantrasyonunda doygunluga ulastigi gozlenmistir
(Tablo 41). Aktivite dlgtimlerinde optimum GSH konsantrasyonu 50 mM

olarak saptanmistir.
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Tablo 41. GSH konsantrasyonunun CHPx GST enzim aktivitesi iizerine etkisi

GSH (mM) Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
25 56.13
50 90.38
100 85.22

4.1.8.5. Glutatyon Rediiktaz Miktarimin CHPx GST Enzim Aktivitesi
Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesine sitozolik protein miktarinin etkisi 1 ml reaksiyon ortaminda
0.5 ile 2 funite (ii) arasinda degisen miktarlarda glutatyon rediiktaz
kullanilarak incelendi. 1 i1 glutatyon rediiktaz kullanildiginda enzim aktivitesi
maksimum oldugundan aktivite Ol¢iimlerinde reaksiyon ortaminda 1 i

glutatyon rediiktaz kullanilmas1 uygun bulunmustur (Tablo 42).

Tablo 42. Glutatyon rediiktaz miktarinin CHPx GST enzim aktivitesi lizerine

etkisi
Glutatyon rediiktaz (U) Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
0.5 40.81
1 88.23
2 80.35

4.1.8.6. NADPH Konsantrasyonunun CHPx GST Enzim Aktivitesi
Uzerine Etkisi

1 mM ile 4 mM arasinda degisen NADPH konsantrasyonlarinin testis dokusu
sitozolik CHPx GST enzim aktivitesi {izerindeki etkileri incelenmistir. Enzim
2 mM NADPH konsantrasyonunda doygunluga ulastigindan, aktivite
ol¢timlerinde 2 mM NADPH kullaniimas1 uygun bulunmustur (Tablo 43).
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Tablo 43. NADPH konsantrasyonunun CHPx GST enzim aktivitesi {izerine

etkisi
NADPH (mM) Aktivite (nmol/dk/mg prot.)
1 52.26
84.55
4 73.42

4.2. Cd ve Ni’ nin Ayn1 Ayn ve Birlikte Uygulandiklarinda Testiste EROD
Aktivitesi, GSH ve LP Diizeyleri ile CDNB, DCNB, EAA, EPNP, CHPx
GST Aktiviteleri Uzerindeki Etkileri

Bu c¢alismada kullanilan yOntemler igin gerekli optimum kosullar
belirlendikten sonra siganlarda Cd ve Ni’ nin birlikte ve ayr1 ayri
uygulandiklarinda testiste EROD aktivitesi, LP ve GSH diizeyleri ile GST

enzim aktivitelerine olan etkileri incelenmistir. Olglilen parametrelerin

ortalama degerleri + SH ile birlikte sekillerde gosterilmistir.

4.2.1. Cd ve Ni’ nin Ayn Ayn ve Birlikte Uygulandiklarinda Testiste
EROD Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

Cd ve Ni ayr1 ayr1 uygulandiklarinda testis EROD aktivitesini kontrole gore
anlamli olarak sirasiyla %79 ve %32 azalmistir (Sekil 11). Ni’ nin tek basina
EROD aktivitesi tizerindeki etkisi Cd kadar degildir. Ni uygulanan
hayvanlarda testis EROD aktivitesi Cd uygulanmis hayvanlara gére anlaml
olarak yiiksektir. Cd ve Ni birlikte uygulandiginda testis EROD aktivitesi
kontrole gore anlamli olarak %68 azalmistir. Ayrica Ni’ ye gore de anlamli
olarak diisiiktiir. Bu azalma Cd’ nin meydana getirdigi azalmaya goére yiiksek

olmakla beraber anlamli degildir.

4.2.2. Cd ve Ni’ nin Ayr1 Ayn ve Birlikte Uygulandiklarinda Testiste LP
Diizeyi Uzerindeki Etkileri

Cd ile testis LP diizeyini kontrole gore anlamli olarak %400 arttirmistir. Ni
tek basina LP diizeyini etkilememistir. Cd ve Ni birlikte uygulandiginda testis
LP diizeyi kontrole gore anlamli olarak %300 artmistir (Sekil 12).
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B K ontrol
OcCd
ENi
B Cd+Ni
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Sekil 11. Cd ve Ni’ nin ayr1 ayn1 ve birlikte uygulandiklarinda testiste EROD
aktivitesi tizerindeki etkileri. Degerler 5 hayvana ait degerlerin ortalamasini +
SH ile birlikte gostermektedir. * Kontrole gore anlamli (P < 0.05). ** Cd" ye
gore anlaml (P < 0.05). + Ni’ ye gore anlamh (P < 0.05).
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Sekil 12. Cd ve Ni’ nin ayr1 ayn1 ve birlikte uygulandiklarinda testiste LP
diizeyi lizerindeki etkileri. Degerler 5 hayvana ait degerlerin ortalamasini +
SH ile birlikte gostermektedir. * Kontrole gore anlamli (P < 0.05). ** Cd’ ye
gore anlamli (P < 0.05). + Ni’ ye gore anlaml1 (P < 0.05).
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4.2.3. Cd ve Ni’ nin Ayri Ayn ve Birlikte Uygulandiklarinda Testiste GSH
Diizeyi Uzerindeki Etkileri

Cd ve Ni ayr1 ayr1 uygulandiklarinda testis GSH diizeyi kontrole gore anlamli
olarak sirastyla % 78 ve %22 azalmistir (Sekil 13). Ni uygulanan hayvanlarda
testis GSH diizeyi Cd uygulanmis hayvanlara gére anlamli olarak yiiksektir.
Cd ve Ni birlikte uygulandiginda testis GSH diizeyi kontrole gére anlamli

olarak %78 azalmistir. Ayrica Ni’ ye gore de anlamli olarak diisiiktiir.
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Sekil 13. Cd ve Ni’ nin ayr1 ayn1 ve birlikte uygulandiklarinda testiste GSH
diizeyi izerindeki etkileri. Degerler 5 hayvana ait degerlerin ortalamasini +
SH ile birlikte gostermektedir. * Kontrole gore anlamli (P < 0.05). ** Cd’ ye
gore anlamh (P < 0.05). + Ni’ ye gore anlamli (P < 0.05).

4.2.4. Cd ve Ni’ nin Ayn Ayn ve Birlikte Uygulandiklarinda Testiste
CDNB GST Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

Cd uygulamas: ile testiste CDNB GST aktivitesi kontrole gére anlamli olarak
%62 azalmistir (Sekil 14). Ni ile testis CDNB GST aktivitesinde goriilen
azalma kontrole gére anlamli olmamakla beraber diigme goéstermistir (%18)
ancak anlamli degildir. Ni uygulanan hayvanlarda testis CDONB GST aktivitesi

Cd uygulanmis hayvanlara gore anlamli olarak yiiksektir. Cd ve Ni birlikte



uygulandiginda testis CDNB GST aktivitesi kontrole gore anlamli olarak %63

azalmistir. Ayrica Ni’ ye gore de anlamli olarak duisiiktiir.
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Sekil 14. Cd ve Ni" nin ayn ayr1 ve birlikte uygulandiklarinda testiste CDNB
GST aktivitesi Uzerindeki etkileri. Degerler 5 hayvana ait degerlerin
ortalamasint £ SH ile birlikte gostermektedir. * Kontrole gére anlamh (P <
0.05). ** Cd" ye gore anlamli (P < 0.05). + Ni’ ye gore anlamli (P < 0.05).

4.2.5. Cd ve Ni’ nin Ayn Ayn ve Birlikte Uygulandiklarinda Testiste
DCNB GST Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

Cd uygulamasi ile DCNB GST aktivitesi kontrole gére anlamli olarak %50
azalmistir (Sekil 15). Ni ile DCNB GST aktivitesi kontrole gore %17’ lik bir
azalma olmakla beraber anlamli degildir. Ni uygulanan hayvanlarda testis
DCNB GST aktivitesi Cd uygulanmig hayvanlara gore anlamh olarak
yiiksektir. Cd ve Ni birlikte uygulandiginda testis DCNB GST aktivitesi
kontrole gore anlamli olarak %58 azalmistir. Ayrica Ni’ ye gore de anlamli

olarak diistiktiir.
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Sekil 15. Cd ve Ni" nin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulandiklarinda testiste DCNB
GST aktivitesi lizerindeki etkileri. Degerler 5 hayvana ait degerlerin
ortalamasint = SH ile birlikte gostermektedir. * Kontrole gore anlamh (P <
0.05). ** Cd" ye gore anlaml1 (P < 0.05). + Ni’ ye gore anlamli (P < 0.05).

4.2.6. Cd ve Ni’ nin Ayrn Ayr ve Birlikte Uygulandiklarinda Testiste EAA
GST Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

Cd uygulamasi ile testis EAA GST aktivitesinde kontrole gore anlamli olarak
%20 azalmistir. Ni testis EAA GST aktivitesini kontrole goére anlamli olarak
%40 azaltmigtir (Sekil 16). Cd ve Ni birlikte uygulandiginda testis EAA GST

aktivitesi kontrole gére anlamli olarak %41 azalmistir.

4.2.7. Cd ve NI’ nin Ayr1 Ayn ve Birlikte Uygulandiklarinda Testiste
EPNP GST Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

Cd ve Ni. ayn ayn ve birlikte uygulandiklarinda testis EPNP GST
aktivitesinde kontrole gore sirasiyla %63, %70 ve %75 anlamli azalmalar

olmustur (Sekil 17).
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Sekil 16. Cd ve Ni’ nin ayn1 ayr1 ve birlikte uygulandiklarinda testiste EAA
GST aktivitesi {izerindeki etkileri. Degerler 5 hayvana ait degerlerin
ortalamasin1 = SH ile birlikte gostermektedir. * Kontrole gére anlaml (P <
0.05). ** Cd" ye gore anlaml (P < 0.05). + Ni’ ye gore anlaml (P < 0.05).
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Sekil 17. Cd ve Ni’ nin ayr1 ayn ve birlikte uygulandiklarinda testiste EPNP
GST aktivitesi {lizerindeki etkileri. Degerler 5 hayvana ait degerlerin
ortalamasini * SH ile birlikte gostermektedir. * Kontrole gore anlamli (P <
0.05). ** Cd’ ye gore anlamli (P < 0.05). + Ni’ ye gore anlaml1 (P < 0.05).



4.2.8. Cd ve Ni’ nin Aynn Ayn ve Birlikte Uygulandiklarinda Testiste
CHPx GST Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

Cd ve Ni, ayn ayn ve birlikte uygulandiklarinda testis CHPx GST
aktivitesinde kontrole gore sirasiyla %29, %31 ve %50 anlamli azalmalar
olmustur (Sekil 18). Ni’ nin tek bagina uygulanmasi ile Cd’ ye; Cd ve Ni' nin
birlikte uygulanmasinda ise Ni’ ye gore anlamli olmamakla beraber hafif

azalmalar vardir.
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Sekil 18. Cd ve Ni" nin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulandiklarinda testiste CHPx
GST aktivitesi iizerindeki etkileri. Degerler 5 hayvana ait degerlerin
ortalamasint = SH ile birlikte gostermektedir. * Kontrole gére anlamli (P <
0.05). ** Cd" ye gore anlaml (P < 0.05). + Ni’ ye gore anlaml1 (P < 0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Cd ve Ni’ nin hedef organlarindan biri de testisdir. Bu metallerin ayri
ayri ve birlikte karaciger, akciger ve bobrekte ksenobiyotik metabolize eden
enzimlerden CYP ve GST aktiviteleri tizerine etkileri irdelenmis olmasina
kargin. testis lizerindeki olasi etkileri ile ilgili veriye rastlanmamaktadir.
Dolayistyla bu ¢alismada, Cd ve Ni’ nin tek baslarina ve birlikte sig¢an testisi
CYP ve GST aktiviteleri ile GSH ve LP diizeyleri iizerine etkileri
arastirllmistir.

Cd ve Ni. tek baslarina CYP1A1/2 ile katalizlenen ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlar1 karsinojenik ara fiiriinlerine doniistiren EROD aktivitesini
kontrole gore anlamli olarak diiglirmiistiir. Benzeri sonug sigan akcigerinde de
belirlenmistir (Eke ve ark., 1998b). EROD enzim aktivitesinedeki diisiis hem
katabolizmasinda hiz sinirlayici bir enzim olan hem oksijenaz aktivitesindeki
(Maines ve Kappas, 1976; Maines, 1984) ve lipid peroksidasyondaki artisa
(Levin ve ark., 1974; Kitada ve ark., 1974, 1977; Maines, 1984) bagl olabilir.
Nitekim. Cd uygulamasi ile asir1 artan LP diizeyi bu savi desteklemektedir.
Ancak. Cd’ nin bu enzim aktivitesi lizerindeki baskilayic1 etkisinin Ni* den
daha giiglii oldugu gozlenmektedir. Bunun nedeni de Cd’ nin LP" yi
arttirmasia karsin Ni’ nin LP diizeyini degistirememesi olabilir (Sekil 12).
Avrica Cd’ nin hiicre membran gegirgenligini ve biitiinliiglinii bozmasi1 da bu
tarklihgin olusmasina katkida bulunabilir (Ada ve ark., 2000; Novelli et al.
1996). Cd ve Ni birlikte uygulandiklarinda EROD aktivitesinin kontrole dogru
artma cgiliminde oldugu goriilmektedir. Bu durum, iki metalin birlikte
uygulanmasinda Ni’ nin EROD aktivitesini diizeltici bir rol {stlendigi
izlenimini vermektedir.

Daha once belirtildigi gibi Cd tek basina testis LP diizeyini kontrole gore
olduk¢a viiksek oranda arttirmaktadir (Sekil 12). Bu sonug, sigan ve farc

testisinde yapilan diger ¢alismarin sonuglarina uymaktadir (Manca ve ark..
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1991: Sugawara ve Sugawara, 1985). LP diizeyinde Cd ile goriillen dramatik
artis. hem oksijenazin asir1 indiiklenerek yiiksek miktarda aktif oksijen
radikallerinin ve toksik lipid peroksit firlinlerinin olusumuna baglanabilir
(Maines ve Kappas, 1976; Sunderman ve ark., 1983; Kazantzis, 1987. Novelli.
1998). Ni. LP diizeyini tek basina degistirememektedir. Oysa Ni' nin hem
oksijenaz diizeyini arttirdigit ve daha yiiksek dozda LP’ yi arttirdig
bilinmektedir (Sunderman ve ark, 1985; Andersen ve Andersen, 1985). Ancak
bu ¢alisgmada uygulanan dozda hem oksijenaz aktivitesini Cd’ den daha az
arttirmasi ve olusan aktif oksijen radikallerinin elimine edilmesinde GSH ve
GST" lerin yeterli olmas1 LP diizeyinin kontrol diizeyinde kalmasin1 saglamis
olabilir. Cd ile Ni birlikte verildiginde LP diizeyi Cd’ ye oranla daha diisiik
diizeyde kalmaktadir. Bu durum EROD aktivitesinde goriildiigli gibi Ni’ nin
Cd ile birlikte verildiginde LP tizerinde de diizeltici bir etkisinin olabilecegi
izlenimini vermektedir.

Cd GSH duzeyini Ni’ den daha ¢ok deprese etmistir (Sekil 13). Cd
uvgulamast ile GSH diizeyinin asin diismesi yiiksek miktarlarda olusan
serbest radikallerin ve LP drinlerinin inaktive edilmek tizere kullaniliyor
olmasina baglanabilir. Ni uygulamasi ile GSH diizeyinde hafif bir diisme
goriilmektedir. Bu da Ni ile olusan reaktif radikallerin Cd ile olusanlar kadar
¢ok olmadigini ve bunlarin eliminasyonlarinda GSH’ dan ¢ok GST’ lerin
gorev aldig1 izlenimi dogurmaktadir. Cd ve Ni birlikte uygulandiginda GSH
tizerinde sinerjik ya da antagonistik bir etki yapmamustir.

EPNP GST disinda genel GST aktivitesinin gostergesi olan CDNB GST
aktivitesi. metallerle GSH’ ya benzer bir profil vermistir (Sekil 14). CDNB
GST ve DCNB GST enzim aktiviteleri, Ni’ ye gore Cd’ den daha ¢ok
ctkilenmistir (Sekil 14, 15). Bunun nedeni Cd’ nin daha fazla aktif oksijen
radikalleri iiretmesine bagl olarak LP diizeyinde gosterdigi artis olabilir. Iki
metal ayr1 ayr1 ve birlikte uygulandiklarinda EAA GST, EPNP GST ve CHPx
GST aktiviteleri tizerindeki etkileri nitel olarak benzer olmasina karsin nicel

olarak farklilik gostermektedir (Sekil 16,17,18). Cd ve Ni’ nin gerek ayri ayri
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gerekse birlikte uygulandiklarinda en gok EPNP GST aktivitesini etkiledikleri
goriilmiistiir. Genelde metallerle olusan lipid peroksitlerin ve organik
peroksitlerin bertaraf edilmesinde CHPx GST aktivitesi ile belirlenen GSTA
ve ENPP GST aktivitesi ile gosterilen Teta smifi GST’ ler  gorev
vapmaktadirlar. Testiste EPNP GST aktivitesindeki diigmenin CHPx GST
aktivitesine gore fazla olmasi, olusan peroksitlerin ve elektrofilik triinlerin
climinasyonundan daha ¢ok GSTT’ nin sorumlu oldugu izlenimini
vermektedir. Genelde metallerin birlikte uygulanmasi ile GST enzimleri
tizerinde tek baslarina olusturduklar1 deprese edici etkileri potansiyalize
etmedikleri goriilmustiir.

Ni ile Cd birlikte verildiginde EROD aktivitesi ve LP diizeylerindeki
normale dogru hafif fakat anlamli olmayan yonelmeler Ni’ nin Cd toksisitesini
engellemeye basladign izlenimini vermektedir. Nitekim, Ni’ nin Cd" nin
bobrekte ve karacigerde olusturdugu toksisiteye karsi koruyucu etkinligi
belirlenmistir (Tandon ve ark., 1984; Novelli ve ark., 1998). Ayrica her iki
metalin birlikte karacigerde bazi1 CYP’ lerin aktivitelerinde diizelmelere neden
oldugu da saptanmistir (Iscan ve ark., 1992b). Ilaveten, testiste Ni nin, Cd’
nin neden oldugu patolojiyi diizelttigi de saptanmistir (Ada ve ark., 2000).
Benzeri bulgu plazma testosteron diizeyinde de goézlenmistir (Ada ve ark..
2000). Bu olas1 antagonistik etkinin nedeni belirli degildir. Ancak Cd’ nin
Ni' nin depolanmasi ve transportu igin Onemli olan proteinlere yarigmali
olarak baglanmasi sonucu toksisitesini azaltmig olabilir. Ayrica Cd ve Ni tek
baslarina metallotiyonein sentezini arttirabilmektedirler (Abel ve ark., 1991:
Bracken ve Klaassen, 1987; Maitani ve Suzuki, 1983). Dolayistyla Ni Cd ile
birlikte uygulandiginda metallotiyonein miktarini daha fazla arttirabilir ve
sonugta serbest olarak dolagan Cd’ yi baglayarak toksisitesinin azalmasina
neden olabilir. Dolayistyla Ni’ nin diizeltici etkisine ilk yanitin CYP’ den
geldigi soylenebilir. Cd ve Ni birlikte uygulandiginda GSH diizeyi ve GST
aktivitclerinde kontrole yaklagsma egiliminin olmamasi bunlarin daha geg

diizelme egiliminde olabilecegini gostermektedir.
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Sonug¢ olarak bu ¢aligma testiste gerek Cd’ nin ve gerekse Ni’ nin
aktivasyon ve detoksikasyon enzimlerini gii¢lii bir sekilde deprese ettigini
takat Cd" nin genelde Ni’ ye gére daha baskin oldugunu gostermektedir.
Metallerin birlikte uygulanmasi durumunda ise Ni’ nin, Cd’ nin baskin etkisini
bir ¢lciide diizeltme egilimi iginde oldugunu, EROD aktivitesi ile [P

diizevlerindeki degismelerle gostermektedir.
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OZET

Kadmiyum ve Nikelin Birlikte Sican Testisi Ksenobiyotik Metabolize
Eden Enzim Sistemleri Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi

Bilindigi gibi, kadmiyum (Cd) ve nikel (Ni), 6nemli ¢evre kirleticileri arasindadirlar.
Testisin de bu gevre kirleticilerinin hedef organlarindan biri olmasina karsin, Cd ve
Ni" nin ayr1 ayr1 ve birlikte testis ksenobiyotik metabolize eden enzimler {izerindeki
etkileri heniiz agikliga kavusturulmamistir. Bu sebeple, Cd ve Ni’ nin bilikte
uygulandiklarinda testiste 7-etoksiresorufin-O-deetilaz (EROD) aktivitesi, indirgen-
mis glutatyon (GSH) ve lipid peroksidasyon (LP) diizeyleri ile 1-kloro-2.4-
dinitrobenzen (CDNB), 1,2-dikloro-4-nitrobezen (DCNB), etakrinik asit (EAA), 1.2-
epoksi-3-(p-nitrofenoksi)propan (EPNP) ve kiimen hidroperoksit (CHPx) substrat-
larina karst GST aktiviteleri belirlenerek Cd ve Ni’ nin ayn ayr verilmesi ile olusan
etkilerle karsilagtirilmistir. Numuneler Uzerindeki Olgiimlere gegilmeden &nce.
incelenen parametreler i¢in optimum kosullar (pH, protein miktari, substrat ve
kofaktor konsantrasyonu) saptanmistir. Erkek Wistar (225-275 g) siganlar, her
grupta 5 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrild. Ik grup hayvanlara 6ldiirtilmeden 72
saat once salin (2 ml/kg) iginde sadece Cd (3.58 mg CdCl,.H,O/kg, i.p.); ikinci grup
hayvanlara oldiirilmeden 16 saat 6nce salin (2 ml/kg) i¢inde sadece Ni (59.5 mg
NiCl».6H,0/kg. s.c.) verildi. Uglincii grup hayvanlara Cd (3.58 mg CdCl,.H,O/kg.
i.p.) verildikten 56 saat sonra Ni (59.5 mg NiCl,.6H,O/kg, s.c.) verildi ve Ni
uygulamasindan 16 saat sonra Sldirildiiler. Dordiincii grup hayvanlar ise kontrol
grubunu olusturdu ve bu hayvanlara da 2 ml/kg olmak iizere salin enjekte edildi. Cd
tek basma uygulandiginda EROD aktivitesi ile CDNB, DCNB, EPNP, EAA, CHPx
substratiarina karst GST aktivitelerini kontrole gore anlamli olarak diisiirmiistiir. Cd.
ayni zamanda GSH seviyesini diislirlirken, LP’ yi arttirmaktadir. Tek basina Ni
uygulamasi ile EROD ve EPNP GST, EAA GST, CHPx GST aktiviteleri ve GSH
seviyesini disiirmekte ancak LP’ yi etkilememektedir. Cd, EROD aktivitesi ile
CDNB GST, DCNB GST aktivitelerini, GSH ve LP seviyelerini Ni’ den daha fazla
etkilemektedir. Iki metalin birlikte uygulanmasi ile EROD, CDNB GST, DCNB GST
ve GSH diizeyi azalmig, LP diizeyi artmigtir. Ancak EROD aktivitesi ve LP diizeyi
Cd ile karsilastinldiginda normal seviyelerine dénme egilimindedir. Sonug¢ olarak,
Cd ve Ni’ nin birlikte verilmesi EROD aktivitesi ve LP diizeyleri {izerinde diizeltici
etkiye sahip oldugu goriinimii vermekte ancak GSH diizeyi ve GST enzim
aktivitclerini degistirememekedir.

Anahtar Sozciikler: Kadmiyum, nikel, si¢an, testis,
7-ctoksiresorufin O-deetilaz, indirgenmis glutatyon,
glutatyon S-transferaz.
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SUMMARY

Investigation of the Combined Effects of Cadmium and Nickel on Rat
Testicular Xenobiotic Metabolizing Enzymes

Cadmium (Cd) and Nickel (Ni) are well known environmental pollutants. Although
testis is one of the target organs of these environmental pollutants, the effects of Cd
and Ni alone or in combination on testicular xenobiotic metabolizing enzymes have
not been clarified yet. Therefore the acute combined effects of Cd and Ni on
testicular 7-ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) activity, reduced glutathione
(GSH) level. lipid peroxidation (LP), glutathione S-transferase (GST) activities
toward several substrates (1-chloro-2,4-dinitrobenzene, CDNB; 1,2-dichloro-4-
nitrobenzene, DCNB; etachrynic acid, EAA; 1,2-epoxy-3-(p-nitrophenoxy)-propane.
ENPP and cumene hydroperoxide, CHPx) were determined and compared with those
of Cd or Ni alone in rat. The optimum conditions (pH, protein amount, substrate
concentration and cofactor concentration) for the parameters examined were
determined before the measurements on samples. Male Wistar rats were (225-275g)
administered either a single dose of Cd (3.58 mg CdCl,.H,O/kg, i.p.) 72 hr before
sacrifice or a single dose of Ni (59.5 mg NiCl,.6H,0/kg, i.p.) 16 hr prior to sacrifice.
For the combined treatment, the animals received the single dose of Ni 56 hr after the
single dose of Cd and were killed 16 hr later. Cd treatment alone significantly
decreased EROD and GST activities toward CDNB, DCNB, ENPP, EAA, CHPx. Cd
also inhibited GSH level while increasing LP level. Ni treatment alone, decreased
EROD and GST activities toward ENPP, EAA CHPx and GSH levels significantly
whereas ineffective on LP level. However, Cd depressed EROD, CDNB GST.
DCNB GST activities and GSH levels more than Ni. The combined treatment
significantly decreased EROD, CDNB GST, DCNB GST activities and GSH level
while increasing LP level. However, the EROD activity and LP level were tend to
return to control levels than compared to those of Cd treatment alone. As a
conclusion. the combination of Cd and Ni treatment seems to have an ameliorating
effect on EROD activity and LP levels but not on GSH level and GST enzyme
activities.

Key words: Cadmium, nickel, rat, testis,
7-ethoxyresorufine O-deethylase, reduced glutathione,
glutathione S-transferase.
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