DENEY NO: 5

KURSUN MARUZIYETININ DEGERLENDIRILMESI AMACIYLA
IDRARDA 5-AMINOLEVULINIK ASIT (ALA) TAYINi
A) Genel Bilgi:
Kursunun en 6nemli biyolojik etkisi, hematopoetik sistem lizerinedir. Kursun, “hem biyosentezi’ni
etkiler: Bu sistemdeki ALA-dehidraz ve ferroselataz enzimlerini inhibe eder.
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Sekil 1’de hiicredeki hem sentezinin kontroll gosterilmistir. Serbest hem havuzunun ALA-sentetaz ve
mikrozomal enzimler lzerine etkisi 6nemlidir. Karacigerdeki toplam hem bilesenlerinin dizenleyicisi,
“serbest hem havuzu’dur. Hem, globin ile birleserek “hemoglobin”i olusturur. Hemoglobin, Fe*?
icermektedir ve dokulara oksijen tasinmasindan sorumludur. Hem, ayrica Sitokrom P-450'nin
yapisinda bulunmaktadir. Organizmaya alinan ilag ve diger kimyasallarin oksidasyon yoluyla
metabolize olmasini sadlayan en énemli sistem olan karigik fonksiyonlu oksidaz sistemi Sitokrom P-
450 (CYP 450) olusumu icin esansiyeldir. Kursun intoksikasyonunun mikrozomal CYP 450 sentezini
baskilayip ilag metabolizmasini degistirebilecedi dusinulmektedir.

Sekil 2'de, kursunun hem biyosentezi Uizerine etkileri gorilmektedir. Kursuna maruziyet
sonucunda bu sistemde inhibe olan enzimler:
o ALA-D
o Ferroselataz enzimleridir.

ALA-dehidrataz’in inhibisyonu sonucunda 3-ALA — PBG’ye doniusemez.

Ferrogelatazin inhibisyonu ile sitoplazmadaki Fe*? iyonu mitokondriye giremez ve sonugta hem
olusamaz. Hem miktarinin azalmasina bagl olarak, hem’in hiz kisitlayici enzim olan 3-ALA sentetaz
uzerindeki “negatif feedback” etkisi baskilanir, 3-ALA sentetaz aktivitesi ve uretilen 5-ALA miktari artar.
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idrar ALA seviyesi;
e 6 mg/L’ye kadar normal,
e 6-20 mg/L ise kabul edilebilir,
e 20-40 mg/L ise artmis,
e 40 mg/L’nin lizerinde ise tehlikeli olarak yorumlanir.

B)idrarda §-Aminoleviilinik Asit Tayini Deneyinin Prensibi ve Yapiligi

Deneyde kullanilan ¢ozeltiler:

¢ Asetat tamponu: Glasiyal asetik asit, sodyum asetat trihidrat ve distile su.

o Etil asetoasetat

o Etil asetat

¢ Modifiye Ehrlich reaktifi: Glasiyal asetik asit, p-dimetil amino benzaldehit, perklorik asit ve distile
sudan olusur.

Deneyin prensibi: idrarda 5-ALA’nin miktarinin tespiti, kurgsun maruziyeti igin iyi bir biyoindikatérddr.
Bu deneyde; etil asetoasetat yardimiyla ALA-pirol kondensasyonu meydana gelir. Olusan bu
kompleks, etil asetat sulu ¢ozeltisi ile ekstre edilir.

ALA-pirol kompleksi, Ehrlich reaktifi ile muamele edilerek kolorimetrik (visne-kirmizi renk) olarak
Olguldr.
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Standart ALA c¢dézeltilerinden yararlanilarak kalibrasyon egrisinin olusturulmasi

Bu amacla 3-ALA.HCI stok ¢dzeltisinden 1 mg/L, 3 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 15 mg/L olacak sekilde bir
seri ¢ozelti hazirlanir. Deney prosedirl uygulanarak bu ¢ézeltilerin absorbanslari okunur. Elde edilen
konsantrasyon-absorbans degerlerinden yararlanilarak ALA kalibrasyon egrisi gizilir ve kalibrasyon
denklemi gikarilir.

Deneyin yapilisi:

1. 2 adet deney tipu alinir ve her birine 1 mL idrar konur.

2. Her 2 tipe de 1 mL asetat tamponu (pH:4.6) ilave edilir.

3. ALA-pirol kompleksinin olusturulmasr:

Taplerden birine 0.2 mL etil asetoasetat ilave edilir ve yaklasik 5 saniye vortekslenir

(Blank olarak kullanilacak tlipe etil asetoasetat ilavesi yapiimaz).

4. Isitma:

Her iki tip de kapaklari kapatilarak su banyosuna konur ve 10 dakika bekletilir (Isitmanin 10.
dakikasinda, ALA-pirol kondensasyonu maksimum olmaktadir).

5. Sogutma:
10. dakikanin sonunda, tlipler su banyosundan alinir ve sogumasi beklenir.

6. ALA-pirol’'un ekstraksiyonu:



Her iki tlipe de 3 mL etil asetat ilave edilir ve ALA-pirol ekstre etmek amaciyla tipler
vortekslenir.

7. Santrifiij:
Tapler, 3 dakika (2.000 devirde) santrifiij edilir.

8. Supernatanttan (etil asetat fazi) 2 mL pipetle alinir ve bagka tiplere aktarilir.

9. Ehrlich reaktifinin ilavesi:
Tlplere 2 mL Ehrlich reaktifi ilave edilir ve vortekslenir.

10. Tupler bu sekilde 10 dakika bekletilir.

11. Absorbans él¢iimii:
Olusan renkli ¢ézeltinin 553nm’de absorbansi dlgulir.

Hesaplamalar ve degerlendirme:
Idrarda ALA konsantrasyonunun hesaplanmasi igin;

Etil asetoasetat ilavesi ile dlgllen absorbanstan (A) ,
Etil asetoasetat ilavesi olmaksizin 6lgllen absorbans (B) cikarilir.

Aabs. - Babs. = AI—Aabs.

Elde edilen bu idrar ALA absorbans degeri, standart kalibrasyon denkleminde yerine konularak
idrar ALA konsantrasyonu hesaplanir ve kurguna maruziyet degerlendirilir.



