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UZERINE SICAKLIK VE ZAMANIN ETKISI :
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Mide suyunda enzim aktivitelerinin olg¢tilmesi klinik gastroente-
rolojide baz1 hastaliklarin teshisinde noninvazif bir test olara kulla-
nilmaktadir, Ozellikle mide kanserinin teshisinde yardimci olabile-
cek bu enzim aktivite tayinleri son yillarda ilgi ¢ekmeye basglamistir.
Bu calismalardan biri Rogers K ve arkadaslar: tarafindan (2) laktat
dehidrojenaz (LDH) ve 3-Glukuronidaz enzimleri tizerine yapilmistir.

Mide suyu enzimler icin elverigsiz bir ortam oldugundan bircok
metodolojik problem ortaya ¢ikmaktadir. Clinki mide suyunda belirli
bir iyon kuvveti, pH, alinan besinlerin icerdigi metaller, mikroorganiz-
malar ve diger bircok faktérier bulunmaktadir. Olgiimden énce mide
suyu érneklerinin toplanmasi ve saklanmasi esnasinda enzim aktivi-
tesinin stabilitesine ait biiyiik bazi glglikler vardir, Toplama esnasin-
da mide suyu 6rneklerinin hangi islemlerden gecirilecegi ve nasil mu-
hafaza edilecegi hakkinda detayli bilgiye rastlanmamistir. Belli bir
prosedilr izlenmedigi takdirde, protein tabiathh enzimler ortamin et-
kisiyle aktivite kaybina ugramakta ve yanlhs degerlendirmelere neden
olmaktadir. Bundan dolay1 mide suyunda buiunan enzimlerin aktivi-
te tayinleri sirasinda, her enzim i¢in ayr1 ve uygun standardize edil-
mis islemlere ihtiyag vardir,

Biz bu calismada, saglhikli ve hasta fark: gozetmeksizin degisik sa-
hislardan toplayip bir havuz olusturdugumuz mide suyunda Cu,Zn
SOD ve 5NT enzimleri tizerine sicaklik ve zamamn etkisini inceledik.
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MATERYAL VE METOD
Enzimler :
Calismada, iki ayri1 metabolizmada gbérev alan iki enzimi inceledik :

a - Cu,Zn SOD (EC. 1.15.1.1) : Serbest radikal metabolizmasinda,
radikalleri yok edici olara gérev almaktadir. Katalizledigi reaksiyon :

SOD
20, -+ 2H* . 2H202

b - BNT (EC. 3.1.3.5.) : DNA turn-overinde gérev almakta olup mo-
nontkleotidlerdeki fosfat grubunun ayrilmasini katalizlemektedir.
Buna 6rnek olarak asagidaki reaksiyon verilehilir :

5NT
5 AMP — Adenozin 4 P

Bu enzimler, kanser ve serbest radikal metabolizmas tizerine ca-
listigimiz icin 6érnek olarak segilmistir.

Cihazlar :

Calismamizda Hitachi Model (100 - 30) spektrofotometre, termos-
tath Grant Instruments TBI type su banyosu, Sorvall superspeed (Type
S5S-1) marka santrifij. Beckman Model 4500 digital pHmetre kullanil-
mastir. Numunelerin saklanmasi icin +2°C 1s1ya ayarlanmis buzdolabi
ve -25°C 1s1ya ayarlanmis derin dondurucu kullamilmistir.

Enzim Aktivite Tayinleri :

Cu,Zn SOD aktivitesi (3) : Deney ortaminda iiretilen siiperoksit
radikalinin Nitroblue tetrazolium'u (NBT) rediiklemesi sonucu % 50
inhibisyona sebep olan enzim miktar: 1 {inite olarak tarif edilmekte-
dir. NBT'un rediklenmesi sonucunda olusan formazanin 560nm’deki
absorbans1 spektrofotometrik olarak olgiilerek SOD aktivitesi tayin
edilmistir.

(OD) kor - (OD) numune
% inhibisyon = X 100
(OD) kér

Sonuglar U/ml cinsinden iafed edilmistir.
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sNT aktivitesi (4} : Campbell metodu : Adenozin 5 monofosfatin
5NT’in katalizi ile pH 7.5'da adenozin ve inorganik fosfat’a hidrolitik
parcalanmasi reaksiyonu sonucunda agiga ¢ikan inorganik fosfatin
680 nm’de spektrofotometrik olarak élgiilmesi prensibine dayanmakta-
dir. Sonuclar U/L cinsinden ifade edilmistir.

Calisma Plani

Gastroenteroloji bilim dalina ayni giin muayene ve kontrol ama-
ayla gelen 16’s1 erkek 81 kadin (yas aralig 24 - 51) 24 hastanin mide
sular1 endoskopik muayene esnasinda endoskopun biyopsi kanalindan

gonderilen bir katater vasitasiyla alindi. Muayene ve kontrolleri ya-
pilan hastalarin klinik durumlar: soyle idi :

2 mide kanseri

3 atrofik gastritis

8 duedonal llser
11 saghklh

Alinan numuneler muayene islemleri bitinceye kadar + 4 "C'de
bekletildi. Her bir tipteki mide suyunun pH's1 pH stikleriyle (Toyo
Rosh. Co. Ltd) kabaca 6lciildi ve birbirine ¢ok yakin degere sahip
clanlar ayni gruba dahil edildi. Bu numunelerin daha sonra pH metre
ile 6lciilen pH degerleri sirasiyla soyle bulundu : 1.5, 3.2, 5.3.

Tipler 3000xg'de +4°C’de 30 dakika santrifiij edilip Ustte kalan
berrak kisim (stipernatan) alindi ve daha sonra her niimune 3 kisma
ayrild: :

1. kisum derin dondurucuya (-25°C)
2. kisim buzdolabina (+2°C)
3. kisum oda sicakligl ortamina (4-25°C) konuldu.

Derin dondurucuya konulan kisim ayrica 8 kisma ayrildl ve kiigtik
tiplere konularak saklandi. Burada amacimiz mtikerrer dondurup ¢oz-
me islemlerinin enzimin aktivitesini azaltmasini énlemekti.

Ayrica oda sicakliginda bekletilen 3 ayr tipe bakteriyel kontami-
nasyonu ve hava ile temas1 engellemek ve bdylece deneyin sonucunt
olumsuz ydnde etkileyebilecek faktorleri yoketmek veya azaltmak
amaciyla koruyucu eolarak toluen, tipteki sivinin ylizeyinde ince bir
tabaka yvapacak sekilde ilave edildi.
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Her pH grubundan alinip 3 ayri ortamda saklanan mide suyunda
0,1,2,3,6,10,16 ve 37. giinlerde 5NT ve Cu,Zn SOD enzim aktiviteleri ta-
yvin edildi. Tayinler yapiuirken numuneler sNT enzimi igin barbitirat
tamponu (pH 7.5) ve SOD enzimi i¢gin fosfat tamponu (pH 7.5) ile 1/1
oraninda tamponiandi.

SONUCLAR

Degisik pH degerlerine sahip, farkli ortamlarda saklanan numu-
nelerde zamana gore enzim aktivitelerinde meydana gelen degismeler
tablolar halinde verilmistir (Tablo T : 4+25°C, TabloIII: +2°C, TabloIV :
—25°C) . Mide suyunun alindig1 giin tesbit edilen aktivite degerleri Tab-
lo I'de verilmistir.

Tablo | : Mide suyu alindiktan hemen sonra yapilan analizlerde bulunan
enzim aktiviteleri.

pH 1.5 3.2 5.3
Enzim 5NT (U/L) SOD(U/ml) 5NT(U/L) SOD(U/ml) 5NT(U/L)  SOD (UsL)
Aktivite 0.040 0:415 0.0121 0.634 0.0121 0.902

Tablo II've gore 25°C’de bekletme esnasinda ve pH 1.5'da 5NT_5;1-(_-
tiviteleri azalma ve artmalar gostererek 37. giinde 0.025 U/L seviyesi-

Tablo Il : 25°C’'de bekletilen mide suyunda enzim aktivitelerinin
zamana gore degismesi. A.Y. = aktivite yok

25°C
pH 1.5 pH 3.2 pH 5.3
Giin 5NT (U/L) SOD (U/ml) 5NT (U/L)  SOD (U/ml) 5NT (U/L) SOD (U/ml)
1 0.032 0.368 0.0428 0.526 0.0107 0.789
2 0.045 0.405 0045 0.649 0.0136 0.649
3 0.040 0.861 0.021 0.778 0.0215 1.028
6 0.054 0.748 0.032 0.790 0.0382 0.950
10 0.011 0.774 0.026 0.903 0:0106 0.903
16 0.042 0.813 0.047 AY, 3J.0210 0.875

37  0.025 0.591 AY. ALY, AY. AY
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ne gelmistir. Yapilan ilk ve son olgim arasinda ¢ok anlaml bir fark
bulunamamistir. SOD aktivitesi de artma ve azalmalar gostererek 37.
giinde 0.591 U/ml degerine gelmistir. Aktivitede anlamh bir degisme
gozlenmemistir.

pH 3.2’de 16. giine kadar 5NT aktivitesi gozlenmis, 37. gunde yok
olmustur. Ayni durum SOD igin 10. giinden sonra gézlenmistir. On-
altinci ve 37. giinlerde yapilan élgimlerde aktivite bulunamamistir.
pH 5.3'de 5NT ve SOD aktiviteleri artma ve azalmalarda 16. gune ka-
dar bulunmasma karsilik 37. giinde aktivite kaybolmustur.

Tablo I1I, +2°C'de bekletmenin enzimle aktiviteleri tizerine etki-
sini gostermektedir. pH 1.5 ortaminda 1. glinden itibaren SNT aktivi-
tesi kaybolmustur. SOD aktivitesi ise 37. ginde kaybolmustur. pH
3.2'de 6. gunde 5NT aktivitesi kaybolmustur. SOD aktivitesi ise 16. glin-
de minimal sevivede azalmis, 37. ginde aktivite kaybolmustur. pH
5.3'te 5NT aktivitesi 16. giin kaybolurken SOD aktivitesinde bir mik-
tar azalma gozlenmis ancak aktivite tamamen kaybolmamistir,

Tablo 1l : +2°C'de bekletilen mide suyunda enzim aktivitelerinin
zamana gore dedismesi. A.Y.= aktivite yok

+2°C
pH 1.5 pH 3.2 pH 5.3
Giin 5NT (U/L) SOD (U/ml) 5NT (U/L)  SOD (U/ml) 5NT (U/L) SOD (U/ml)
1 AY. 0.553 0.0428 0.526 0.0161 0.789
2 AY. 0.510 0.0112 0.324 0.0130 0.703
3 AY. 0.444 0.6050 0.722 0.0101 0.472
6 AY. 0.325 AY. 0721 0.0660 0.953
10 AY. 0.806 AY. 0.903 0.0260 1.032
18 AY. 1.594 AY. 0.313 AY. 0.656
37 AY. AY. AY. AY. AKX 0.364

Tablo IV, —25°C’de bekletmenin enzim aktivitesi lizerine etkisini
gostermektedir. pH 1.5'da 5NT aktivitesi 37. glinde 1. gline oranla azal-
ma gdstermistir. Ancak pH 3.2'de 1. ve 37. gunler arasimdaki aktivite
azalmasi minimaldir. pH 5.3'de ise 2. glinden itibaren aktivite tamamen
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kaybolmustur. SOD enzim aktivitesi pH 1.5 ve 3.2'de, 16. giine kadar
artan-azalan degerler halinde tesbit edilmis olup 37. ginde aktivite
tamamen kaybolmustur. pH 5.3'de ise 37. gline kadar aktivitede dii-
zensiz bir azalma olmus ancak tamamen kaybolmadiglr gozlenmistir.

Tablo IV : —25°C'de bekletilen mide suyunda enzim aktivitelerinin
zamana gore dedismesi. A.Y. = aktivite yok

—25°C
pH 1.5 pH 3.2 pH 5.3

Giin  5NT (U/L) SOD (U/ml) 5NT (U/L) SOD (U/ml) 5NT (U/L) SOD (U/ml)
1 0.0214 0.737 0.0214 0.526 '0.0054 0.947
2 0.0342 0.243 0.0091 0.460 AY. 0.622
3 0.0263 0.722 0.0050 0.750 ACY. 0.944
8 0.0460 0.426 0.0075 0.630 ALY 0.760
10 0.0320 0.774 0.0106 0.935 AY. 1.032
16 0.0040 0.750 0.0210 0.531 AY. 0.625

37  0.0050 AY. 0.0159 AY. AY. 0.273

sekil 1 ve 2 zamana baglh olarak meydana gelen enzim aktivite
degisikligini gostermektedir.

pH 1.6 pH 3.2 pH 6.3
aktivil (UL} kvt (UAL) aktivim (UA)
o.08 0.08 o.o0r
0.08
0.08 0.04
0.06
0.04
gne 0.04
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0.02 D08
0.02 T
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Sekil 1 : 5NT enziminde zamana bagli olarak gézlenen aktivite degisiklikleri.
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Sekil 2 : SOD enziminde zamana bagh olarak gézlenen aktivite degisiklikleri.
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TARTISMA

Oncelikle sunu belirtmek gerekir ki, mide suyunun toplanmasi,
saklanmasi, enzim aktivitesi tayini ve bilgilerin ifade tarzindaki fark-
Lilik ve bu konudaki ¢alismalarin azligl nedeniyle, sonuglarimizin lite-
ratiir ile karsilastirilmasi mumkin olmamistir. Pereslegine’in yaptig:
bir erastirmada (1) mide suyunda SOD enzim aktivitesi lizerine gesitli
maddelerin etkisi incelenmistir. Fakat bu arastirma bizim calismamiz-
dan farkl olup sadece mide suyunda SOD enzimi aktivitesinin bulun-
dugu ve bircok endojen ve eksojen faktdrlerden etkilenebilecegi yoniin-
de fikir vermektedir, Bu viizden sonuglarimiz bu ¢alismanin sonuglar:
ile mukayese edilememektedir. Ayrica herhangi bir vicut sivisinda
SOD ve 5NT enzimleri ile ilgili sicaklik ve saklama zamaninin enzim
aktivitesi lizerine etkisinin arastirildigi metodolojik bir calismaya da
rastlanilamamaistir.

Her iki enzim icin de farkl ortamlarda bekletmenin numunenin
pH'sina goére avantajli ve dezavantajli yonleri vardir. Sonug¢larimiza
gore, SOD igin pH 1.5'ta en iyi bekletme ortam1 +25°C oda sicakligi-
dir. 42 ve —25°C ortamlar: ise 16. giine kadar beklemek icin elverisli-
dir. Daha sonra aktivite kaybolmaktacir. pH 3.2’de en iyi bekleme or-
tami1 —25°C’dir. Zira bu sicakhkte dénemli bir aktivite kaybi olmaksi-
zln 16. gune kadar enzim stabil kalmistir. +2°C'de ise 16. gliine kadar
% 50'lik bir aktivite kaybi olmustur. pH 5.3’te en iyi saklama ortami
+2°C’dir. Bu sicaklikta 16. gtine kadar % 15lik, 37, gline kadar % 60'lik
hir aktivite kayb1 gozlenmistir. 4-25°C’de 18. gine kadar onemli akti-
vite kaybi olmazken daha sonra aktivite tamamen kaybolmus, —25°C’
de ise 37. gline kadar onemli bir azalma goézlenmistir. Kanaatimizce
SOD enzimi yapisi itibariyle stire stmirh tutulmak sartiyla dusiuk pH
ortarnlarida nisbeten dayanikli bir enzimdir.

5nukleotidaz icin pH 1.5'da en iyi saklama ortami +425°C'dir.
+2°C’de hig aktivite bulunamamig olmasi bu ortamin 5NT enzimi i¢in
¢ok elverissiz oldugunu goéstermektedir. —25°C’de dondurarak sakla-
ma ise 10. giine kadar elverisli olmakla birlikte daha sonrasi igin el-
verigsizdir. pH 3.2'de en iyi saklama ortami1 —-25°C'dir. Bu sicaklikta
hi¢kir aktivite kayb1 olmaksizin 37. giine kadar enzim stabilitesini de-
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vam ettirmistir. Bu pH grubunda en elverigsiz ortam ise +2°C'dir. pH
5.3'de 16. giine kadar saklamak Uzere en elverigli ortam +25°C’dir.
__95°C’de saklamak ise ilk ginden enzimde hemen hemen tama yakin
aktivite kaybina neden olmaktadir.

Sonuc olarak, fizikokimyasal igerigi ¢cok degisken olan mide su-
yunda enzimatik analiz yapilirken degisik sicakliklarda saklama is-
lemlerinin, mide suyunun pH degerine goére ayarlanmasi daha uy-
gundur. Yukaridaki bilgilerin 1s18mda bu iki enzim i¢in standart bir
ortam énermek mimkiin gorilmemektedir. Bu tir enzimatik analizler-
de takip edilecek yol, numunenin fazla bekletilmeden isleme konul-
masidir. Konunun daha iyi aydinlatilmas: i¢in bu sahada daha farkh
pH degerine sahip mide suyu gruplarinda calismalar yapilmalidir.
Hatta bu galismalarin siniri genis tutulup mide suyunda mevcudiyeti
tesbit edilmis ve degisik diagnostik yaklasimlara yardimci olabilecek
tiim enzim gruplarin icermelidir.

OZET

Bu calismada, saghkl ve hasta sahislardan elde edilen mide su-
yunu, pH degerlerine gore smiflandirarak 5NT ve SOD enzim aktivi-
telerini arastirdik. Saklama ortami ve zamanin mide suyundaki en-
zim aktivitelerini cok degisik seviyede etkiledigini bulduk.

Anghtar Kelimeler : Gastrik sivi, 5§NT, Cu,Zn 50D.

SUMMARY
The Effects Of Temperature And Time Course On The Activities Of 5" Nucleotidase (5NT)

And Superoxide Dismutase (SOD) Enzymes in Gastric Juice : An Experimental Study.

In this study, we classified gastric juices from healthy and dise-
ased-patients according to the pH values and estimated 5NT and SQOD
activities in the groups : We found that environment and duration af-
fect enzyme activities in various degree.

Key words : Gastric juice, 5nucleotidase, Superoxide dismutase.
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