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OZET

Daminozit'in total protein ve dokulardaki enzim parametreleri iizerindeki olast degisimlerini izlemeyi
amacladigimiz ¢calismamizda, sicanlara 15 giin siireyle 150 mg/kg/giin dozunda daminozit intraperitonal
injeksiyon ile uygulandi. Denekler 15. giin bitiminde servikal dislokasyonla oldiiriildii. Bobrek, dalak , beyin,
karaciger ve kalplerinden hazirlanan homojenatlarda total protein (TP) ile alanin amino transferaz
(ALT), laktat dehidrogenaz (LDH), gama glutamil transpeptidaz (GGT), alkalen fosfataz (ALP), aspartat
amino transaminaz (AST) ve glutatyon -s- tramnsferaz (GST) enzim aktiviteleri olgiildii.. GST aktivitesi
spektrofotometrik yontemle c¢alisildi diger tiim enzim aktiviteleri ise Ciba Corning FExpress Plus
otoanalizorde 6lgiildii. Elde edilen sonuclar, kontrol grubu si¢anlarin enzim aktivite sonuglar: ile
karsilastirildr.  Yapilan istatistiksel analizde deneklere ait enzim aktivite 6l¢iimleri kontrol gruplart ile
karsuastirildiginda Bébrek ve karacigerde tiim enzim aktivite degerlerinde gruplar arasi farklilik anlamsiz
olarak bulunurken (p>0,05) . dalakta T.P (u=32,;p<0,05) ve GGT (36,p<0,05) degeri hari¢ tiim gruplarda
fark anlamsiz bulundu (p>0,05), kalpte GST aktivitesi (u= 36; p<0,05), beyinde ise GST (U=36,p<00,05)
ile GGT (u=32;p<0,05) enzim aktiviteleri yoniinden gruplar arasi fark istatistiksel yonden anlamli
(p<0,05) bulundu. Diger gruplarda ise anlamh fark bulunamadi (p>0,05).
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to examine possible changes in enzyme activities and total protein levels in
tissues of rats given daminozit at the dose of 150 mg/ kg/ day for 15. days introperitonly. Rats were killed
by cervical dislocation on the end of 15 day . total protein (TP), alanin amino transferase (ALT), laktate
dehidrogenase (LDH), alkaline fosfatase (ALP), gamma glutamil transpeptidaz (GGT), aspartat amino
transaminaz (AST) enzyme activities were measured In prepared homogenates of spleen, kidney, heart,
liver and brain tissues by Ciba Corning Express Plus autoanalyzer. GST enzyme was studied by
spectrofotometric assay. The data of experimental group was compared with those of control rats. There
were no statisticallyt differences between experimental group and control group in terms of enzymes in liver
and kidney (p>0,05) . There were significant differences in experimental group compared to control rats in
spleen TP (u=32;p<0,05) and GGT (u=36 ,p<0,05) in heart GST (u=36,p<0,05) and brain GST|
(u=36,p<0,05) and GGT (u=32,p<0,05) enzymes (p<0,05), but the other enzyme activities did not show
significant differences between two group (p>0,05).
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* Bu arastirma ¢alismasi 8.Ulusal Tibbi Biyoloji Kongresinde (14-17 Ekim 2003-Adana) poster bildiri olarak sunulmustur.

GIRIS

Bitki biiyiime hormonu grubundan bir pestisit olan Daminozit (Siiksinik asit 2-2 dimetil
hidrazid) tarimda verimliligi artirmak amaci ile kullanilir (1). Yapraktan absorbe edildigi icin bitki
ve meyvelerde kalint1 birakabilir (2-4). Daminozitin hidrolizi ile olusan metaboliti UDMH'nin (1.1
dimetil hidrazin) yiiksek dozda kan damarlar1 ve karacigerde tiimoér olusumuna neden olabildigi ve
dolayist ile zayif karsinojen oldugu (5) ve DNA'y1 metilledigi bildirilmistir (6-9). Ancak diisiik
dozlarm denendigi bazi arastirmalarda ise daminozit ve metaboliti UDMH'nin karsinojen olmadig1
rapor edilmistir.(10,11). Yiiksek dozlarda uygulamanin karaciger fonksiyonlarini degistirdigi ve

safra kanalinda genislemeye yol actigi, ovaryumda atrofiye neden oldugu , teratojen olabilecegi

belirtilmektedir (12-14)

Aragtirmamizda metabolitleri nedeni ile karsinojenik etkilerinin olabilecegi, hormon ve
enzim saliniminda degisime yol agacagi belirtilen daminozit' in dalak, bobrekler, beyin, karaciger
ve kalpde total protein degeri ve bazi sitoplazmik enzimlerin aktivitelerine etkisi ve olasi

degisimleri izlemek amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM
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Deneylerde 4 haftalik yaklasgik 150 gr agirliginda 6 adet sican kullanildi. ( Rattus
Norvegicus var.albino). Uygulanan doz miktar1 10 pg/ g/ giin ( yaklasik 150 pg/kg/ giin)
daminozit olup arastirmalarda belirtilen LD 50 degerine gore belirlendi (15). Tiim denek grubuna
15 giin slireyle daminozit intraperitonal injeksiyon ile uygulandi. Kontrol grubunu olustururken
aym sayida ve Ozellikte sican se¢ildi. Daminozit uygulanan denek grubu ve kontrol grubu
siganlarm tiimii 15. giinde servikal dislokasyonla dldiiriiliip bobrek, dalak, beyin, karaciger ve
kalpleri alindi. Organlar 0,15 M KClI ile iyice yikandi. Kaba terazide tartild1 ve 1 gramlik parcalar
oziitleme i¢in kullanildi. Bu doku pargalart {izerine 1:3 (agirlik/ hacim) oraninda 0,15 M KCl
ilave edilip, 1400 devir/dakika hizla donen teflon cam o&ziitleyicide (B.Braun) li¢ vurus yapilarak
pargalandi. Elde edilen homojenat sogutmali ve vakumlu olan Beckman Model J 2 Santrifuj de
4800 g' de 15 dakika santrifiije edildi. Doku supernatanlarinda GST disindaki enzim aktiviteleri
Ciba Corning Express Plus otoanalizoriinde 6lgiildii. Calismalarimizda bioklinikadan temin edilen
standard otoanalizor kitleri kullanildi (16). GST enzim aktivitesi ise glutatyonun substrati ile
arasindaki tiyoeter bagi olusumunun 340 nm'de spektrofotometrede Olgiilmesi ile saptandi (17).
Daminozit uygulanan denek grubundan saglanan veriler, kontrol grubu siganlarin enzim aktivite
sonuglar1 ile karsilastirildi. Istatistiksel degerlendirme, denek sayisinin (n<30) az olmas1 nedeni ile
bagimsiz iki gruptan 6l¢iimle elde edilen veriler karsilastirilirken tercih edilen parametrik olmayan

Mann-Whitney "U" testi ile yapild1 (18).

SONUCLAR

15 giin daminozit verilen si¢anlarin karaciger, dalak, bobrek, kalp ve beyin homojenatlarinda
saptanan TP ve enzim aktivite degerlerinin (U/ mg protein) istatiksel analizlerine ait veriler Tablo

1, Tablo 2, Tablo 3 ,Tablo 4 ve 5' de gosterilmistir.

Daminozit uygulanan denek grubu sicanlarin dalak homojenatinda dlgiilen TP ve enzim
aktivite degerleri ile kontrol grubu degerleri Mann Whitney "u" testi ile karsilastirildiginda TP ve
GGT hari¢ tim parametrelerde gruplar arasi farklilik istatistiksel yonden anlamsiz bulundu

(p>0,05) (Tablo 1)

Tablo 1. ). Daminozit uygulanan denek ve kontrol grubu sicanlarin dalaklar1 arasinda total protein ile enzim

aktivitelerinin karsilastirilmasi.
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X+S X+ S SONUC
DENEK n:6 KONTROL n:6
total protein - T.P 1,37+ 0,11 2,23+0,3 U=32; p<0,05*
U/mg protein
alkalen fosfataz- ALP 283,33+ 73,79 650+144.9 U=30;p>0,05
U/mg protein
alanin transferaz-ALT 783+73,79 733,3+38 U=24;p>0,05
U/mg protein
laktat dehidrogenaz-LDH 32116,6+10284 21816+6333,1 U=20;p>0,05
U/mg protein
gamaglutamik transferaz-GGT U/mg | 9,17+1,39 58,3+12,43 U=36;p<0,05*
protein
aspartat transaminaz-AST 4350+348,3 4716,6+196,9 U=24;p>0,05
U/mg protein
glutatyon S transferaz-GST U/mg | 1,10+0,00 0,83+0,13 U=24,p>0,05
protein

X:Aritmetik ortalama S:Standard sapma U:Mann Whitney U testinde test istatistik sonucu

Bébrek homojenatlarinda yapilan o6l¢iimde enzim  aktivitelerinde ve total protein

degerlerinde gruplar arasinda anlamli degisim izlenmedi (Tablo 2)

Tablo 2. Daminozit uygulanan denek ve kontrol grubu sicanlarin bébrekleri arasinda total protein ile enzim

aktivitelerinin karsilastirilmasi.

X+S X+ S SONUC
DENEK n=6 KONTROL n=6
Total protein-TP 1,90+0,17 1,88+0,20 U=21;p>0,05
U/mg protein
alkalen fosfataz-ALP 1866+231,9 1816,6+322,6 U=20;p>0,05
U/mg protein
alanin transferaz-ALT 7600+316,7 6966+823,2 U=24;p>0,05
U/mg protein
laktat dehidrogenaz-LDH 44300+11730 69466,63+8236,3 U=28;p>0,05
U/mg protein
gamaglutamik transferaz-GGT U/mg | 2250+162,2 1900+137,84 U=28;p>0,05
protein
aspartat transaminaz-AST 36000+3771,1 33033,3+4118 U=20;p>0,05
U/mg protein
Glutatyon S transferaz-GST 1,67+0,08 1,53+0,11 U=22;p>0,05
U/mg protein

X:Aritmetik ortalama S:Standard sapma U:Mann Whitney U testinde test istatistik sonucu

Kalp homojenatlarinda yapilan degerlendirmede ise gruplar arasinda Total protein degerinde
(U=36;p<0,05) ve GST (U=36;p<0,05) enzim aktivitelerinde anlamli degisimler gézlendi (Tablo
3).

Tablo 3. Daminozit uygulanan denek ve kontrol grubu sicanlarin  Kkalpleri arasinda total protein ile enzim

aktivitelerinin karsilagtirilmasi.
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X+S X+ S SONUC
DENEK n=6 KONTROL n=6
Total protein-TP 1,73+0,90 0,66+0,05 u=36;p<0,05*
U/mg protein
Alkalen fosfataz-ALP 883,3+38 800+18,26 u=28; p>0,05
U/mg protein
Alanin transferaz-ALT 24500+7656,3 16783,3+1261,2 u=20;p>0,05
U/mg protein
Laktat dehidrogenaz-LDH 85966+8477,6 80150+1610 u=20;p>0,05
U/mg protein
Gamaglutamik transferaz-GGT U/mg | 68,33+16,36 38,33+11,74 u=28;p>0,05
protein
Aspartat transaminaz-AST 41050+12399,8 67316,6+2465,3 u=28;p>0,05
U/mg protein
Glutatyon S transferaz-GST U/mg | 1,73+0,90 0,66+0,05 u=36;p<0,05*
protein

X:Aritmetik ortalama S:Standard sapma U:Mann Whitney U testinde test istatistik sonucu

Beyinden hazirlanan homojenatlarda ise sadece GST (U=36;p<0,05), ve GGT
(U=32;p<0,05) aktivitelerinin gruplar aras1 degisimi istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo

4)..

Tablo 4. Daminozit uygulanan denek ve kontrol grubu si¢canlarin beyinleri arasinda total protein ile enzim

aktivitelerinin karsilastirilmasi.

X+S X+ S SONUC
DENEK n=6 KONTROL n=6
total protein-TP 1,0+0,06 1,60+0,37 U=24;p>0,05
U/mg protein
alkalen fosfataz-ALP 563,6153,8 575+46,10 U=22;p>0,05
U/mg protein
alanin transferaz-ALT 2516,6+352,2 2158,6+380,0 U=22;p>0,05
U/mg protein
laktat dehidrogenaz-LDH 300669519,9 26333+7505,4 U=20,p>0,05
U/mg protein
gamaglutamik transferaz-GGT 100+20,3 50+9,49 U=32;p<0,05*
U/mg protein
aspartat transaminaz-AST 21866+3411,9 22016,6+2100,3 U=20;p>0,05
U/mg protein
glutatyon S transferaz-GST 1,67+0,08 0,84+0,09 U=36;p<0,05%*
U/mg protein

X:Aritmetik ortalama  S:Standard sapma U:Mann Whitney U testinde test istatistik sonucu

Karacigerden hazirlanan homojenatta ise total protein ve tiim enzim aktiviteleri arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (tablo 5).

TABLO 5. Daminozit uygulanan denek ve kontrol grubu sicanlarin karacigerleri arasinda total protein ile

enzim aktivitelerinin karsilagtirilmasi.
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X+S X+ S SONUC
DENEK n:6 KONTROL n:6
total protein - T.P 3,53+0,2 3,67+0,18 u=22; p>0,05
U/mg protein
alkalen fosfataz- ALP 500+ 79,58 500+79,58 u=20;p>0,05
U/mg protein
alanin transferaz-ALT 31600+4489 3786615314 u=24;p>0,05
U/mg protein
laktat dehidrogenaz-LDH 94733,3+8867 84355+16466 u=20;p>0,05
U/mg protein
gamaglutamik transferaz-GGT 141,67+1,05 126,6+36,76 u=24;p>0,05
U/mg protein
aspartat transaminaz-AST 58750+53006,6 63750+1834 u=20;p>0,05
U/mg protein
glutatyon S transferaz-GST 3+0,04 340,09 u=22,p>0,05
U/mg protein

X:Aritmetik ortalama S:Standard sapma U:Mann Whitney U testinde test istatistik sonu
TARTISMA

Ozellikle elmada sertligi ve dayanikliligi artirma amaci ile 1960 yilindan beri kullanilan
(1,19) daminozit'in yaprak ve meyvede kalinti biraktig1 belirlenmistir (4,20). Bu kalintilar besin
zinciri yoluyla organizmayi etkilemektedir. Bu konuda yapilan bir arastirmada domuzlara yiiksek
dozda daminozit verilmis, 96 saat sonra yapilan 6l¢iimde dokularda 0,073 mg/kg daminozit varlig
belirlenmistir (12). Baz1 calismalarda ise daminozit'in % 84'd idrar ile atilirken % 1'inin zayif
karsinojen etkili oldugu iddia edilen UDMH'ya metabolize oldugu tesbit edilmistir (12-15).
Daminozit ve UDMH'mim karsinojenik etkisinin arastirildign calisrmalarda DNA'da  metilasyon
yaptig1 (7), diisiik dozda karsinojenik olmadigi (9,10,21) ancak bu dozda uzun siireli etkilesimde
veya yilksek tek dozda zayif karsinojenik etkili olabilecegi (12-15,22) bildirilmistir. Ayni
aragtirmalarda yiiksek ve siirekli dozlarda ovaryumda atrofiye neden olabilecegi,bening ve maling
timo6r olusumuna, benzer sekilde UDMHmim da kan damarlart ve karacigerde tiimdre yol
acabilecegi belirtilmistir(12-15). Bu ihtimallerden sonra daminozit kullanimina 1989 senesinde
sinirlama getirilmistir (23 ). Tavuk embriyolar1 ile yapilan bir arastirmada ise daminozit’in
enzimlerde degisimlere yolagabildigi ve civcivlerde tiimdre benzer hamartamatéz degisimler ortaya
¢ikardigi bildirilmig(24), mikronukleus'a neden oldugu da saptanmistir (25). Bir diger arastirmada
ise mikrozomal oksidasyonu inhibe edebilecegi superoksid dismutaz ve glutatyon peroksidaz
enzim aktivitelerini baskiladig1 bildirilmistir (26). Aragtirmamizda dalak , bobrek, beyin ve kalpte
GST alktivitesinin arttig1 agiklanmistir. Ancak dalak ve bobrekte bu degerler istatistiksel olarak
onemsiz iken (p>0,05), beyin ve kalpte aktivasyon degerleri istatistiksel olarak da onemli

(p<0,05) bulunmustur. GGT degerleri ise beyinde yiiksek aktivite gdsterirken (p<0,05), dalakta
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inhibisyon gostermistir (p>0,05). Benzer sekilde bobrek ve kalptede GGT degerleri istatistiksel

anlamlilik vermese de 6nemli inhibisyona ugramaistir.

TCA dongiislindeki metabolitlerin  enzimleri olan ALT, AST ve LDH degisimleri
incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ vermemekle birlikte, ALT ve
AST beyin ve karaciger haricinde tiim dokularda aktivite olmus goriilmektedir. Benzer sekilde

LDH' de bobrek disinda tiim dokularda aktivite artisi izlenmistir.

Ozellikle daminozit uygulandiktan sonra vucutta uzun siire varligmi siirdiirebilmesi ve
DNA'da metilasyona yol agmasi hiicre i¢i enzim dengelerini degistirebilir.Bu nedenle daminozitin
DNA-protein etkilesiminde farkliik veya UDMHmim DNA da hasar yaparak bazi enzim

aktivasyonuna ait degerleri degistirebildigi kanisindayiz.
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