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Canli organizmadaki reaksiyonlarin bir ¢cogunda radikal yap1s1?a
sahip ara Urltnler olusmaktadir. Aerobik organizmalarda molekiiler
oksijen (O,;) ¢ok yaygm olarak kullanilmakta ve hicrelerde olusan
reaksiyonlar sonucunda ¢ok miktarda oksijen tlrevi serbest radikal-
ler meydana gelmektedir. Organizma agisindan en énemli radikaller
sliperoksit (O;) ve hidroksi (OH) radikalleridir (3).

Serbest radikallerin hlicrede meydana getirdigi hasarlar sebebiy-
le bu metabolizma son yillarda ilgi ¢gekmeye baslamastir (1,4). Serbest
radikal metabolizmasiyla ilgili hlicre ici enzimatik savunma mekaniz-
malari olarak sliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
percksidaz (GSHPx) enzimleri arastiricilar tarafindan gesitli tip has-
talik gruplarinda incelenmistir. Bu enzimlerden stiperoksit dismutaz
asagidaki reaksiyvonu katalizlemektedir.

20, + 2Ht — H.O; + O,

SOD, bu sekilde stperoksit radikalinden htcreyi korumaktadir.
Guniumizde SOD aktivitesinin tayini igin direkt ve indirekt olmak tize-

re gesitli metodlar kullanilmaktadir. Indirekt metotiarln prensibi, olus-
turulan serbest radikallerin tiketilme hizina dayanmaktadir (2). Bu
tip metodlardan biri olan Yi-Sun ve arkadaslarimn tarif ettigi metod-
da reaksiyonu durdurmak amaciyla 0.8 mM CuCl; ¢ézeltisi kullanil-
maktadir (5).

Biz gesitli hastaliklarda SOD aktivitesinin tayini amaciyla Yi-Sun
ve arkadaslarinin metodunu kullanarak g¢alismalar yaptik. Bu calis-
malar esnasimda bazl numunelerin absorbans degerlerini kore ¢ok ya-

* A.U. Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal
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kin, bazilarinin absorbans degerlerini ise kortin verdigi absorbans de-
gerlerinden daha yiiksek bulduk. Bu durum, numunelerdeki SOD ak-
tivitesinin tayininde bazi problemlerin oldugu diisindirmiugtir,

Metodun prensibine gore kérin absorbansinin numunenin absor-
bansindan diisik olmasi mumkiin degildir. Bu hatanin kaynagini tes-
bit edebilmek amaciyla kullandigimiz metodla ilgili bir ¢alisma yap-
may1 distndik. i’k clarak bu absorbans farkhliklarinin seyreltmeye
bagl olup olmadiginy enlamak amaciyla koriin ve numunenin absor-
banslarimi CuCl ilavesinden once ve sonra okuduk ve CuCl; ilavesin-
den sonra seyrelmeye bagl absorbans degigimleriyle iliskili olmayan
absorbans degerleri elde ettik. Neticede, CuCl, ilavesi ile bakir'in
(Cu++) proteinlerin peptid baglariyla metodda kullanmilan pH'da bitre
reaksiyonu verdigi ve buna baglh olarak absorbans degerlerinde artis
yaparak hatali sonuglara yol a¢tig1 sonucuna vardik.

MATERYAL VE METOD

Bu calismada SOD aktivitesinin tayini i¢in gesitli hasta serumla-
rinin karistirilmasiyla elde edilen pool serum kullamlmistir. Serum
tizerine Kloroform-Etanol (3/5 v/v) karisimindan 1/1 oraninda ilave
edildikten sonra +4 °C'de 5.000 g'de, 2 saat santrifiij edildi. Ustteki ber-
rak faz ¢alisma numunesi olarak alindi, SOD tayin metodu olarak Yi-

Sun ve arkadaslarimn tarif ettigi metod kullanmilmistir (5). Bizim ¢alig-
mamizda bu metod test edilmistir.

Metodun Prensibi : Reaksivon ortaminda enzimatik olarak treti-
len stiperoksit radikallerinin nitro blue tetrazoliumu (NBT) indirgeme-
sinin, ortamda bulunan SOD tarafindan engellenmesi esasina dayanir.
Serbest radikal tiretimini bu metod’'da Ksantin Oksidaz saglamakta-
dir. Uretilen serbest radikaller ortamdaki NBT'yi indirger ve olusan
formazonun absorbansi 550 nm’de okunur., Numunedeki SOD'nin tire-
tilen serbest radikalleri dismutasyona ugrattig1 oranda NBT reduksi-
yonu azalmakta ve buna baglh olarak absorbans degerleri dismekte-
dir. Absorbans degerleri arasindaki farktan da SOD aktivitesi hesap-
lanmaktadir. Bu metodda tretilen serbest radikalerin NBT'yi indirge-
mesiyle serbest radikallerin SOD tarafindan ortadan kaldirilmasi bir
yaris halindedir.
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Reaktifler

Ksantin stok gozeltisi
EDTA »

NBT »
Na.CO; »
BSA =
CuClz »

Ksantin oksidaz (XQO)
Enzim ¢ozeltisi

: 3 mmol/1
: 0,6 mmol/1

150 pmol/1

. 400 mmeol/l

1g/1

. 0,8 mmol/l

16,66 U/ml aktiviteye sahip XO enzim

¢ozeltisinden 20 pl alinip tzerine 2 ml.
2 M'lik amonyum stlfat konup karisti-
rilir. :

Reaktif karistmi : 40 ml, 10 kat seyretilmis ksantin stok ¢ozeltisi,
20 ml EDTA, 20 ml NBT, 12 ml Na,CO; ve 6 ml BSA, 250 ml'lik bir erlende
karistirilir.

Deney Semas: :

Reaktifler (ul) Kor (ul) Numune (ul)
Reaktif karisim 2900 2900
Numune — 50
Bidistile Su 50 —
XO gbézeltisi 50 50

25 °C de 20 dk. inktibasyondan sonra tizerine 0.8 mM CuCl,’den 1 ml
konur, 560 nm’de numune ve koér'iin absorbans degerleri bidistile suya
kars: okunur,

Kor'in Absorbansi - Numune'nni Absorbansi*®

% inh = X 100

Kor'in Absorbans:

1 SOD tunitesi = NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden
enzim aktivitesi olarak kabul edilir. Yani % 50 inhibisyon = 1 U dir.

Bu galismada ilk olarak Yi-Sun metodunda reaksiyonu durdur-
mak amaciyla kullanilan 0.8 mM CuCl; yerine diger elementlerin kul-
lanilip kullanmilamayacagi arastiriimis, ayrica CuClynin degisik kon-
santrasyonlar1 incelenmisdir. Incelenen maddeler ve konsantrasyon-
lar1 asagida belirtilmistir.

NiCl; = 0.8 mM’lik ¢ézeltisinden 200 ul, 400 ul, 500 w1600 pl, 760 ul,
1000 pl'lik miktarlar:.
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PbCl,, ZnCl;, MnCl, FeCl,, CdCl;, HgCl;, CrCl;, CaCly'nin ise 0.8 mM
lik ¢ozeltilerinden 1000 pl'lik miktarlar:.

CuClL: = 0.8 mM’lik ¢ozeltisinden 1C0 ul, 200 ul, 800 pl, 1000 pl'lik
miktarlart kullamilmistir. Incelenen her konsantrasyon igin 3 er nu-
mune ile ¢alisiilmis ve bunlarin ortalamasi sonu¢ olarak verilmistir.

Bakir iyonlarim peptid baglaryla etkilenmesini incelemek igin
ortama degisik miktarlarda serum konularak deneyler tekrarlanmis-
tir. Asagida belirtilen konsantrasyonlarda protein igeren her serum
numunesi ile 10 ar deney yapilarak ortalamalar: alinmistir.

Deney tipundeki son protein konsantirasyonlar: asagida belirtil-
mistir.

Numunedeki Reaktif karisimindaki
Serum miktar1 (ul)  protein miktar1 (ug) protein miktarn (BSA ug)

50 430 178
100 860 178
200 1720 178

Elde edilen sonuclar Tablo 1 ve Sekil 1,2,3 ve 4 de verilmistir,

Sonuglar :

Reaksiyonu durdurmak amaciyla kullanilan degisik metalerle
asagidaki sonuglar elde edilmistir.

NiCl,nin 200 @, 400 w1, 500 ul, 300 ul, 7¢ pl, 1000 pl'hik miktarlari-
nin reaksiyonu durdurmadigl gézlenmistir.
PbCL, CdCl,, HgCl; gibi agir metaller, protein denatiirasyonuna

bagh olarak bulaniklik olusturdugu i¢in okuma yapilamamistir.

FeCl, (0.8 mM) : 1000 pl'lik ¢ozeltisi reaksiyonu inhibe etmis ve AOD’de
ise % 20'lik artisa,

MnCl, (0.8 mM) : 1000 ul'lik gézeltisi reaksiyonu inhibe etmis ve AOD'de
ise % 36 azalmaya,

MgCl, (0.8 mM) : 100 pl'lik gozeltisi reaksiyonu inhibe etmsi ve AOD’'de
ise % 22 azalmaya,

ZnCl, (0.8 mM) : 1000 'k ¢odzeltisi reaksiyonu inhibe etmis ve AOD’de
ise % 51 artisa,

CrCl, (0.8 mM) : 1000 ul'lik ¢ozeltisi reaksiyonu inhibe etmis ve AOD’'de
ise % 26 azalmaya neden olmuslardir.

*Kor'iin absorbans: - Numunenin absorbansi AOD olarak gosterilmistir.
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AKTIVITE AZALISI (%)
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Sekil 4 : 1/Protein miktarina bagl olarak SOD aktivitesindeki azalma

CaCl; (0.8 mM) : 1000 ul miktar: reaksiyonu durdurmamistir.
CuCly'nin 200 pl, 400 wul, 600 xl'lik miktarlar: reaksiyonu inhibe et-
memisgtir.

CuCly'nin metodda verilen konsantrasyonundan daha diisik mik-
tarlar: ile calisildigi zaman reaksiyonun inhibe olmadig: tespit edil-

mistir,
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Reaksiyonu durdurmak igin en uygun konsantrasyonun orjinal
metodda verilen miktar (0.8 mM CuCl, de 1000 1) oldugu sonucuna
varilmistir.

Degisik konsantrasyonlarda protein igeren serum numunesi ile ya-
pilan deneyler sonucunda CuCl; ilavesinden énc¢e ve sonra okumalar
yapilarak aktiviteler hesaplandigl zaman bu iki degerin farklh oldugu
tesbit edilmistir. Muhtemelen Cu-peptid bag1 etkilesmesine bagl ola-
rak CuCl; ilavesinden sonra enzim aktivitesinde azalma oldugu gibi
bir sonug ortaya cikmaktadir. Bu deneylere ait sonuclar Tablo 1 de
verilmistir, ‘

Tablo 1 : Aktivite ve absorbans lzerine CuCl, ilavesinin etkileri

Protein
Kor (ng) 1 2 3 4 5 6 7

— 0610412 0.457 0.510+18 10.39 s — —
n=10
n, (10) 430 0.321 4-10.1 0.241 0.288-+-10.4 16.32 0.948 0.871 0.077
n,(10) 860 0.262+13.5 0.197 0.242-4-11.5 18.60 1.141 1.051  0.090
n3(1OJ 1720 0246 4-14.2 0.185 0.232--17.3 20.30 1.193 1.090 0.103

1 : CuCl ilavesinden onceki absorbans degerleri
2 : Seyretmeden sonra beklenen absorbans degerleri
3 : CuCl, ilavesinden sonraki absorbans degerleri

kolon 3 - kolon 2
4 . % Absorbans artis1 = X 100
kolon 3

5 : CuCl, ilavesinden o6nceki absorbans degerlerinden elde edilen ak-
tivite degerleri

6 : CuCl; ilavesinden sonraki absorbans degerlerinden elde edilen ak-
tivite degerleri

7 : CuCl, ilavesinden 6nce ve sonra elde edilen aktivite degerleri ara-
sindaki aktivite farklart = (Kolon 5 deki degerler - Kolon 8 daki
degerler)

TARTISMA

Tablo 1 de gérildigu gibi kor ve numunelerin absorbanslarn CuCl,
ilavesinden énce ve sonra okundugu zaman CuCl; eklendikten sonra.
absorbanslarda diisme olmaktadir. Bu dustuse CuCl, nin ilavesiyle mey-
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dana gelen seyrelmenin yol agabilecegi distntiilerek énce seyrelmeden
ileri gelebilecek absorbans degerleri hesaplanmistir. (Tablo 1, stitun 2).
Ancak okunan degerleri (Tablo 1, situn 3) seyrelme hesabi ile bulunan
absorbans degerlerinden daha yiksek oldugu gérulmiis ve absorbans-
daki artis yuzdeleri hesaplanmistir (Tablo 1, siitun 4). Bu hesaplama-
lar sonucunda numunelerin absorbanslarindaki artis ylizdelerinin ko-
re gore daha fazla oldugu ve numunedeki protein konsantrasyonlari
ile iliskili oldugu tesbit edilmistir.

Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak hesaplanan aktivite
degerleri karsilastirildiginda ise, CuCl, kullamlmadan dénce hesapla-
nan aktivite degerlerinin, CuCl, kullanildiktan sonraki aktivite deger-
lerinden protein konsantrasyonlarina bagh olarak daha yiksek oldu-
gu tespit edilmistir. Absorbansda gozlenen bu artis ve sonugta aktivi-
tenin disik hesaplanmasi buyuk 6lglide Cut+—— peptid etkilesme-
sinden kaynaklanmaktadir. Bu durum ise hatali sonuglara yol agmak-
tadir.

Bu problemin ¢oézima igin iki yol onerilebilir.

Birinci yol : CuCl; ghii reaksiyonu durdurucu ajanlarin hicbirini
kullanmadan absorbans degerleri olciiliip aktivite degerleri hecapla-
nabilir. Bu durumda inkiibasyon stireleri sonunda hemen absorbans
degerleri dlcilmelidir. Bu yol ¢ok fazla numuneyle yapilan ¢alismalar-
da yorucudur ve pratik degildir,

ikinci yol : 0,8 mM konsantrasyonundaki CuClyun SOD reaksiyo-
nunu durdurmak icin uygun olmasina ragmen, peptid baglari ile bitire
reaksiyonu vermesi hatalara sebep olmaktadir. Bu hata analitik ola-
rak duzeltilebilir, Bu amacla, protein miktariyla absorbans artisi ve
buna bagh olarak da aktivite azalis1 arasinda matematiksel iliskiler
kurmaya calistik. Bunun icin 4 degisik grafik cizilmistir. Sekil 2 ve
4’den elde edilen sonugclar kullanilmak suretiyle diizeltilmis dogru de-
gerleri elde etmek mimkundir.

Sekil 2 deki grafik kullanilarak Absorbans degerlerindeki duzelt-
me asagidaki sekilde yapilabilir.

X : Numunedeki total protein miktary (ug)
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kolon 3 - kolon 2
vy : % Absorbans artisy = x 100
kolon 3

logy = 043log X  (Sekil 2 den)

Diizeltilmis Absorbans == Gozlenen Absorbans - [Gozlenen
Absorbans x 0,01 (antilog y)1 (kolon 3)

Sekil 4 deki grafik kullanilarak aktivite degerlerindeki diizeltme
asagidaki sekilde yapilabilir.

X : Numunedeki total protein miktar:
Z : Aktivite azalmas1 = Kolon 5- Kolon 6

i
Z =-13.-—— 4+ 0,105 (Sekil 4 den)
X

Diuzeltilmis Aktivite = Tayin edilen aktivite +z

Bu sekilde aktivite degerleri yukaridaki duizeltme faktérleri kul-
lanilmak sureti ile dogru olarak hesaplanabilir.

Biz SOD tayininde Yi-Sun ve arkadaglarinin tarih ettigi gibi, re-
aksiyon durdurucusu olarak CuClynin kullamldig1 bir metodla galisil-
digmda hatalarin ortadan kaldirilmasi ve dogru bir analiz yapabilmesi
icin yukaridaki analitik hesaplarin kullanilmasinin uygun olacag1 go-
rusindeyiz.

OZET

Bu ¢alismada Siiperoksit Dismutaz aktivitesinin tayini i¢in kulla-
nilan bir metod degisik agilardan incelenmis ve sonucglar degerlendi-
rilmistir. Metodda reaksiyonu durdurmak igin kullanmilan CuCl,in pep-
tid baglanyla etkilesmesi sebebiyle hatali sonuglarin elde edilebilecegi
tesbit edilmis ve bu hatamn ortadan kaldirilabilmesi i¢gin analitik bir
calisma yapilmasinin gerekli oldugu sonucuna varimistir,

Anahtar Kelimeler : Superoksit Dismutaz, Bakir (II) Klordr.
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SUMMARY

An Experimental Study on Superoxide Dismutase (SOD) Activity Determination

. In this study, a method given on Superoxide Dismutase activity
determination was investigated from various points of view and results
were evaluated.

It has been established that faulty results may obtain due use of
to CuCl, solution, which give reaction with peptide bonds of the pro-
teins, to end the assay and suggested that an analytical study should
be performed to correct the fault.

Key Words : Superoxide Dismutase, Copper (II) Chloride.
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