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OZET
Dietilstilbestrol'un (DES) total protein ve dokulardaki enzim parametreleri iizerindeki olasi

degisimlerini izlemeyi amacladigimiz ¢calismamizda, gebe sicanlara gebeligin 2. giiniinden itibaren 19
giin stireyle 0,4 ug/ g / giin (yaklasik 60 pg/ rat) dozunda DES oral gavaj yoluyla verildi. Denekler
gebeligin son giinii servikal dislokasyonla éldiiriildii. Bébrek, dalak , beyin ve kalplerinden hazirlanan
homojenatlarda total Protein (TP) ile alanin amino transferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH), Gama
glutamik transpeptidaz (GGT), alkalen fosfat az (AL P), aspartat amino transaminaz (AST) ve glutatyon -s-
transferaz (GST) enzim akliviteleri ol¢ciildii.. GST aktivitesi spektrofotometrik yontemle calisildl diger tiim
enzim aktiviteleri ise Ciba Corning Express Plus otoanalizorde dlgiildii. Elde edilen sonuglar, kontrol
grubu sicanlarin enzim aktivite sonuglari ile karsilastirildi.  Yapilan istatistiksel analizde denek enzim
aktivite élciimleri kontrol gruplari ile karsilastirildiginda dalakta ALP haric¢ tiim enzim gruplarinda,
gruplar arasifarklilik anlamsiz olarak bulundu (p>0,05). Bobreklerde TP, ALT, LDH ve GST, kalpte
ALT ve AST (u= 4; p<0,05) Beyinde ise ALT, ALP ve GGT enzim aktiviteleri yéniinden gruplar arasi
fark istatistiksel yonden anlamh (p<0,05) bulunurken diger gruplarda anlamli fark bulunamadi
(p>0,05). Dalak hari¢ incelenen diger dokularda, bazi sitoplazmik enzim aktivitelerinin degisiklige
ugramis olmasi, DES'in pek cok metabolikyolu etkileyerek biyomolekiillerle etkilestigini diisiindiirdii.
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ABSTRACT

In this study, we aimed to observe possible changes in enzyme activities and total protein levels
in tissues of diethylstilbestrol (DES) at the dose of 0.4 g/ g/ day (60 Hg/ rat) had orally been given to
the pregnant rats since two day of the pregnancy for 19. days by oral gavage. Rats were killed by
cervical dislocation on the last day of pregnancy. In prepared homogenates from spleen, kidney, heart
and brain tissues total protein (TP), alanin amino transferase (ALT), laktate dehidrogenase (LDH),
alkaline fosfatase (ALP), gamma glutamik transpeptidaz (GGT), aspartat amino transaminaz (AST)
enzymes were measured 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. In the
statistical analysis, there were found insignificant differences between experimental group and control
group in terms of enzymes except for ALP in spleen (p>0,05) . There were found statistically significant
differences in experimental group compared to control rats in kidney TP, ALT, LDH, GST in heart ALT,
AST and brain ALT, ALP and GGT enzymes (p<0,05), but the other enzyme activities were not showed
significant differences between two group (p>0,05). We think that DES can be affect many metabolic
ways because of changed some stoplazmic enzyme activities in the tissues.

Keywords: DES, ALT,LDH,ALP, GGT, TP ,AST, GST, enzyme.rat

GIRIS

Stilbenlerin alt linitesini olusturan dietistilbestrol (DES), cok stabil yapilidir ve toksik
etkisi uzun siire devam eder (1,2). Ilk sentezlendiginden beri hayvancilik ve klinik alanda genis
kullanim sahasi bulmustur. Sadece A.B.D. de 1971den bu giine kadar yaklagik 2.000.000.
kadinin abortusu engellemek i¢in DES kullandig1 belirtilmistir (3 ). DES ile fetal donemde
etkilenen kiz cocuklarda vagina ve serviks' te adenozis, berrak hiicreli adenokarsinoma riskinin
normal populasyona gore yuksek oldugu, erkek cocuklarda ise azoospermi ve jinekomasti
etkileri bildirilmistir (4-9).

Anabolizan etkisi nedeni ile hayvancilik alaninda kullanilmis ancak karsinojenik
etkilerinin tesbitinden sonra bu amacla kullanimi  bir c¢ok tilkede yasaklanmistir (2,9).
Yurdumuza ithal edilen etlerde anabolizan denetimi zorunludur, ancak aymi kontroliin yerli
uretimde yapilmasi icin yasal tedbirler yoktur ve etler, et Urlinleri ve yemler bu yonde
denetlenmemektedir ( 4,10). Dolayisi ile karsinojenik etkili DES ve metabolitleri besin zinciri

yolu ile her giin binlerce insana ulasmaktadir.
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DES' in enzimlere etkileri iizerinde de bazi arastirmalar mevcuttur, adenozin deaminaz (ADA),
peptidil arjinin deaminaz, peroksidaz gibi enzim tepkimeleri izlenmistir (11-15). Organizmaya
alman DES' in kan lipid miktarinda degisime neden olup bazi organ ve dokularda yaglanmay1
artirdigi, damarlarda yaglanma ve dejenerasyon olusturdugu bildirilmistir (16,17).
Arastirmamizda karsinojenik etkilerinin yanisira hormon ve enzim saliniminda degisime yol
acan DES' in dalak, bobrekler, beyin ve kalpde total protein degeri ve bazi sitoplazmik
enzimlerin aktivitelerine etkisi ve olasi degisimleri izlemek ayrica, ksenobiyotik etkisinden
dolay1 DES' in biyotransformasyonunun glutatyon-s- transferaz (GST) aktivitesini degistirip

degistirmedigini belirlemek amac¢lanmustir.

MATERYAL-METOD

Deneylerde 4 haftalik yaklasik 150 gr agirliginda 6 adet sigan kullanildi. ( Rattus
Norvegicus var.albino). Bunlarin hepsine gebeligin ikinci giiniinden itibaren 19 giin 0,4 Wg/g/
giin (60 Wg/rat) dozunda musir yaginda ¢oziinen DES oral gavaj yolu ile verildi. Kontrol grubu
da denek grubuna paralel stirelerde ¢alisildi. Denek ve kontrol grubu siganlarin tiimii gebeligin
20. gliniinde servikal dislokasyonla oldiirtiliip bobrek, dalak, beyin ve kalpleri alindi.
Organlar 0,15 M KCI ile iyice yikandi. Kaba terazide tartildi ve 1 gramlik parcalar 6ziitleme
icin kullanildi. 1:3 (agirlik/hacim) oraninda 0,15 M KCI ilave edilip 1400 devir/dakika hizla
donen teflon cam o6ziitleyicide (B.Braun) li¢ vurus yapilarak parcalandi. Elde edilen homojenat
sogutmali ve vakumlu olan Beckman Model J 2 Santrifiij de 4800 g' de 15 dakika santrifiije
edildi. Elde edilen supernatanda GST disindaki enzim aktiviteleri Ciba Corning Express Plus
otoanalizoriinde olgtildii. Bioklinikadan temin edilen standard otoanalizor kitleri kullanildi (18).
GST enzim aktivitesi ise glutatyonun substrati ile arasindaki tiyoeter bagi olusumunun 340
340nm'de spektrofotometrede 6lciilmesi ile saptandi (19). Istatistiksel degerlendirme, denek
sayisinin (n<30) az olmast nedeni ile bagimsiz iki gruptan Ol¢imle elde edilen veriler

"oon

karsilastirilirken tercih edilen parametrik olmayan Mann-Whitney "u” testi ile yapildi (20).

SONUC VE TARTISMA
19 giin DES verilen siganlarin 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 ve 4' de gosterilmistir.
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Denek gebe sicanlarin dalak homojenatinda oOlgiilen TP ve enzim aktivite degerleri,
kontrol grubu degerleri Mann Whitney "u

parametrelerde gruplar arasi farklilik istatistiksel yonden anlamsiz bulundu (p>0,05) (Tablo 1)

"on

testi ile karsilastirildiginda ALP haric tim

TABLO 1. Denek ve kontrol grubu sicanlarin dalaklar1 arasinda total protein ile enzim
aktivitelerinin karsilastirilmasi.

T.P ve Enzimler X + Sx X+Sx SONUC
DENEK n:6 KONTROL n:6

total protein - T.P 1,32+0,11 1,03+0,09 U=20; p>0,05

U/mg protein

alkalen fosfataz- ALP 243,33+61,14 60+13,17 U=30;p<0,05*

U/mg protein

alanin transferaz-ALT 613,3+143,17 682,3+155,5 U=20;p>0,05

U/mg protein

laktat dehidrogenaz-LDH 27693,3+2957,1 21883,3+4011,5 | U=20;p>0,05

U/mg protein

gamaglutamik transferaz-GGT 2993,3+22,31 2813+480,4 U=24;p>0,05

U/mg protein

aspartat transaminaz-AST U/mg | 4606,6+276,4 4029+1046,5 U=20;p>0,05

protein

glutatyon S transferaz-GST 0,02+0,00 0,02+0,00 U=24,p>0,05

U/mg protein

Bobrek homojenatinda yapilan 6l¢iimde ise TP (U=36;p<0,05), ALT (U=36;p<0,05), LDH

(U=36;p<0,05) ve GST(U=36;p<0,05) aktivitelerinde anlamli degisim izlendi (Tablo 2).

TABLO 2. Denek ve kontrol grubu siganlarin bobrekleri arasinda total protein ile enzim
aktivitelerinin karsilastirilmasi.

T.P ve Enzimler X + Sx X+Sx SONUC
DENEK n=6 KONTROL n=6

Total protein-TP 1,37+0,15 2,07+0,15 U=36;p<0,05*

U/mg protein

alkalen fosfataz-ALP 3280+536,26 3320+542,01 U=24;p>0,05

U/mg protein

alanin transferaz-ALT 2376,6+289,7 8900+1081 U=36;p<0,05*

U/mg protein

laktat dehidrogenaz-LDH 37096,6+5731 82748,3+8439,3 U=36;p<0,05*

U/mg protein

gamaglutamik transferaz-GGT 2993,3+223,1 2813+480,4 U=24;p>0,05

U/mg protein

aspartat transaminaz-AST 22646,6+5731 35491,6+4074,7 U=28;p>0,05

U/mg protein

glutatyon S transferaz-GST 1,37+0,08 0,2+0,04 U=36;p<0,05*

U/mg protein
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Kalp homojenatinda yapilan degerlendirmede ise ALT (U=36;p<0,05) ve AST (U=32;p<0,05)

enzim aktivitelerinde anlamli degisim izlendi (Tablo 3).

TABLO 3. Denek ve kontrol grubu siganlarin
aktivitelerinin karsilastiriimasi.

kalpleri arasinda total protein ile enzim

T.P ve Enzimler X + Sx X+Sx SONUC
DENEK n=6 KONTROL n=6

Total protein-TP 1,17+0,01 1,27+0,04 u=24;p>0,05
U/mg protein

Alkalen fosfataz-ALP 900+189,8 394+43,36 u=28;p>0,05
U/mg protein

Alanin transferaz-ALT 1747,67+99.,9 14950+724,1 u=36;p<0,05*
U/mg protein

Laktat dehidrogenaz-LDH 11066+10962 130566+953,1 u=24;p>0,05
U/mg protein

Gamaglutamik transferaz-GGT 33,33+4,22 30,1+3,3 u=20;p>0,05
U/mg protein

Aspartat transaminaz-AST 63000+1316,5 69216,6+1770,1 u=32;p<0,05*
U/mg protein

Glutatyon S transferaz-GST 0,03+0,01 0,01+0,0 u=24;p>0,05
U/mg protein

Beyinden hazirlanan homojenatta ise ALT (U=36;p<0,05), ALP (U=32;p<0,05)
(U=36;p<0,05) aktivite degisimi izlendi (Tablo 4)..

ve GGT

TABLO 4. Denek ve kontrol grubu sicanlarin beyinleri arasinda total protein ile enzim
aktivitelerinin karsilastirilmast.

T.P ve Enzimler X + Sx X+Sx SONUC
DENEK n=6 KONTROL n=6

total protein-TP 1,07+0.,26 0,70+0,04 U=20;p>0,05

U/mg protein

alkalen fosfataz-ALP 670+43,05 780+21,91 U=32;p<0,05*

U/mg protein

alanin transferaz-ALT 828,6+86,4 1604,6+42,28 U=36;p<0,05*

U/mg protein

laktat dehidrogenaz-LDH 54320+8122.6 41516,6+2220 U=24,p>0,05

U/mg protein

gamaglutamik transferaz-GGT 8,43+1,8 4,67+0,43 U=36;p<0,05*

U/mg protein

aspartat transaminaz-AST 21800+1323,6 22016,6+1990 U=20;p>0,05

U/mg protein

glutatyon S transferaz-GST 0,02+0,0 0,02+0,0 U=24;p>0,05

U/mg protein
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Bobrek, beyin ve kalp icin diger tim enzim gruplarinda enzim aktivitelerindeki
degisiklik istatistiksel olarak anlamsiz bulundu.(p>0,05).

DES, karacigerde glukronik asit ile suda ¢oziinebilen glukuronit konjugatini olusturur.
DES-glukuronit safra iizerinden bagirsaga salindiktan sonra degisiklige ugramadan geri emilip
enterohepatik dolasima gecer (5). Dolayisi ile uzun siire viicutta varligi saptanabilir.Bu arada
DES'in enzimler lizerindeki etkileri genis ilgi ve arastirmalara konu olmustur . Isaksson ve ark.
3 lizozom enzimi -Hekzoaminidaz, §§- Glukorinidaz ve a-Fukozidaz- iizerinde yaptiklari
incelemede enzim aktivitelerinin Ostrojen uygulanan ratlarda degistigini, ancak DES
verilenlerde sadece a -Fukozidaz enzim seviyesinde farklilasma oldugunu bildirmislerdir (21).
1, 2 ve 3 aylik periyotlarla DES verilen deneklerde yapilan arastirmada zamana bagli olarak
adenozin deaminaz (ADA) aktivitesinde periyodik artis izlenmistir (11-13). Nagae ve
arkadaslarinin ~ sican karacigerinde yaptiklari arastirmada ise DES'in  doza bagli olarak
glutamat-oksalasetat transaminaz (GOT), glutamat piruvat transaminaz (GPT) ve LDH
aktivitelerini inhibe ettigi gosterilmistir (15). Bir diger arastirmada ise fare kas dokusu iizerine
DES'in etkisi incelenmis ve LDH inhibisyonu saptanmistir (22) Kas dokusunda yapilan bir
diger arastirmada ise ALP aktivitesinde artis bildirilmistir (23, 24). Sicanlarda seks
hormonlarinin beyin ve karaciger GST'sine etkisinin arastirildig1r bir calismada ise GST'de
rediiksiyon saptanmustir (25). Nunez-Delicado ve arkadaslar ise cyclodextrin-DES kompleksi
ile yaptig1 arastirmada, lipoksijenaz aracilifi ile DES oksidasyonunun inhibe edildigini
gostermis ve DES' in lokal ve sistemik yan etkilerinin azaltilmasinda bu kompleksin faydal
oldugunu bildirmislerdir (26). Sharma ve Slocum ise antioksidan etkili Vitamin C ve N-Asetil
Sistein' in DES' in yapmasi muhtemel DNA arylasyonunu ve genotoksisiteyi Onledigini
gostermislerdir (27). In vivo 1I. faz detoksifikasyon yolu siilfasyonun arastiriimasi ile de siilfath
DES tiirevlerinin bu yolla detoksifiye edildigi bulunmustur (28). Van Der Heyden ve ark. ise
DES'in hiicre ici pH dengesini plazma membrani ATPaz'lar1 inhibe ederek degistirdigini

gostermiglerdir (29).

Bizim calismamizda ise yapilmis olan diger enzim caligmalarina benzer sekilde
(15,22) bobrek homojenatinda LDH aktivitesinde inhibisyon izlenmis, GST enzim
aktivasyonun da ise anlamli artis bulunmustur. Tim dokularda GGT enzim aktivitesinin denek
grubunda yiiksek olmasi ve beyin dokusunda anlamli artis gostermesi dikkat cekicidir. Kalpte

ALT ve AST degerlerinde, beyin dokusunda ise ALT degerinde ilgi cekici azalis saptanmuistir.
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TCA dongusiindeki metabolitlerin  enzimleri olan ALT, AST ve LDH degisimleri
incelendiginde istatistiksel olarak anlamli sonu¢ vermemekle birlikte, ALT ve AST dalak
haricinde tiim dokularda aktivite kaybina ugramis olarak goriilmektedir. Bu da oksaloasetat ve
piruvat yonuindeki metabolik aktivitenin aspartat ve alanine yoneldigi izlenimini uyandirmistir.
Benzer sekilde LDH' de goézlenen aktivite kaybinin da ALT ve AST' de oldugu gibi DES' in
anabolik etkisine bagl oldugunu distiniilebilir.

DES icin yapilan pek cok arastirma mevcuttur, ancak enterohepatik dolasima gecip
vucutta uzun siure varligimi siurdiirebilmesi ve hiicre ici enzim dengelerini degistirebilmesi,
genotoksisitesi gibi nedenlerden dolayr mutajenite ve toksisitesinin daha ileri tekniklerle

arastirilmasi gerektigi kanisindayiz.
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