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SICAN AKCIGERI VE BOBREGI MiKROZOMLARINDA iLAC
METABOLIZE EDEN ENZIMLERIN AKTIVITELERI UZERINE
CALISMALAR

STUDIES ON THE ACTIVITIES OF DRUG METABOLIZING ENZYMES IN
LUNG AND KIDNEY MICROSOMES OF RAT

Benay CAN EKE

Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Toksikoloji Anabilim Dali,

06100 Tandogan, Ankara

OZET

Bu calismada sican akciger ve bobregi mikrozomal fraksiyonlarinda sitokrom P450ve bagiml
enzim sistemi iiyelerinden 7-etoksiresorufin-O-etilaz (EROD), 7-pentoksiresorufin-O-etilaz (PROD),
eritromisin- N-demetilaz (ERND), kumarin 7-hidroksilaz (Coh) ve p-nitrofenol hidroksilaz(PNP) enzim
aktiviteleri icin optimum pH, protein miktari, substrat konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi saptandi.
Sican akciger ve bébrek mikrozomlarinda bu enzim aktiviteleri icin farkli reaksiyon kosullarina

gereksinim oldugu saptand.

Anahtar kelimeler: Sican, akciger, bébrek, monooksijenaz, mikrozom

ABSTRACT

The optimum conditions (pH, protein amount, subtrate concentration and incubation time) of 7-
ethoxyresorufin-O-deethylase(ER0OD), 7-pentoxyesorufin-0-deethylase(PROD), eryhtromycin-N-
demethylase (ERND), coumarin 7-hydroxylase (Coh) and p-nitrophenol (PNP) activities in the lung and
kidney of rat were determined in microsomes. in this study, it was found out that, different reaction

conditions are reauired for these enzyme activities in rat lund and kidney microsomes.

Key words: Rat, lung, kidney, mouooxygenases, microsomes

GIRIS

Gelisen endiistrilesme ve kentlesme cevremizde havanin, suyun ve topragin her gecen
glin artan oranlarda kirlenmesine neden olmaktadir. Alinan 6nlemler bu kirlenmeyi bir Olgiide
giderebilmekte ise de yeterli olmamaktadir. Dolayisiyla kirlilige artan oranda maruz

kalinmaktadir.
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Son yillarda bu cevre kirleticilerinin mikrozomal ilag metabolizmasi enzimleri lizerinde
in vivo ve in vitro etkileri farkli deney hayvanlan ile calisilmistir(1-14). Bilindigi gibi karaciger
¢evre kirleticillerinin hedef organlarindan biridir. Son yillarda cevre kirleticilerinin karacigerde
I. faz reaksiyonlardan oksidasyon reaksiyonlarini katalizleyen ve organizmaya giren bir¢ok
ksenobiyotigin metabolizmasinda Onemli gorev Ustlenen sitokrom P450'ye bagimli enzimler
(diger adlan ile monooksijenazlar veya mikrozomal ilag metabolize eden enzim sistemidir)
tarafindan metabolize edildigi gosterilmistir. Gerek karaciger ve gerekse karaciger disindaki
pekcok dokuda bulunan sitokrom P450'ye bagimli enzim sistemi, ilag, pestisit, polisiklik
hidrokarbonlar, aromatik aminler ve organik c¢oziiciiler gibi bircok ksenobiyotigin yanisira
steroid, yag asitleri ve prostaglandinler gibi endojen maddelerin de metabolizmasinda rol alirlar.
Dolayistyla bu enzim sistemi karsinojenik ve mutajenik etkili metabolitleri olusumuna neden
olabilecegi gibi ilaclarin etkinliginde de belirleyici olmaktadir. Bu enzim sisteminin en onemli
bileseni olan sitokrom P450 nin cok sayida izoenzimi olup her biri farkli gen tarafindan
kodlanip sentezlenmektedir ve her P450 formu belirli kimyasal ve/veya kimyasallara segicilik
gostermektedir. Ayrica akciger ve bobreginde ilag ve diger ksenobiyotiklerin metabolizmasinda
rol oynayan enzim sistemi lizerinde en az karaciger kadar onemli oldugu yapilan calismalarda
gosterilmistir (15-18). Dolayisiyla bu calismada sican akciger ve bobrek mikrozomlarinda
P450'ye bagimli enzim aktivitelerinin arastirllmast ig¢in optimum sartlarin  saptanmasi

amaclanmustir.

MATERYAL VE METOD

Kimyasallar

Calismada kullanilan D-glukoz-6-monosodyum tuzu, D-glukoz-6-fosfat dehidrogenaz,
nikotinamid dintikleotidin fosfat tuzu (NADP"), 7-etoksiresorufm, 7-pentoksiresorufin,
resorufm, eritromisin, p-nitrofenol, kumarin (Sigma Chemical Company, Saint Louis, Missouri
A.B.D.) firmasindan satin alindi. Kristalize sigir albumini BDH (BDH Chemicals, Ltd., Poole,

Ingiltere) firmasindan satin alindi. Kullanilan diger tiim kimyasal maddeler analitik safliktaydi.

Kullamilan hayvanlar

Bu calismalarda Saglik Bakanligi Refik Saydam Merkez Hifzisthha Enstitlisii serum
ciftliginden alinan erkek albino siganlar (200-250 g) kullanildi. Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi hayvan evinde bakima alinan hayvanlar Yem Sanayi Turk A.S. Ankara Yem Fabrikast

tarafindan imal edilen pelet sican yemi ile beslendiler. Deney hayvanlart kullanilmadan 6nce
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laboratuvar kosullarina bir hafta boyunca aligtirildi.Deney hayvanlar1 dokulart cikarilmadan

once son 24 saatte sadece su verilerek ac¢ birakildilar.

Dokularin eldesi

Deney hayvanlari, bayiltildiktan sonra oldurildiler. Akciger ve bobrek dokular
zedelenmeden ayrildi ve dokular saf soguk su ile yikanarak kanlarindan oldugunca aritildilar ve
sulan stiziilerek emici bir kagit Uizerinde kurulandilar. Agirliklar1 0.1 grama kadar hassasiyetle

olculerek kaydedildi.

Akciger ve bobrek mikrozomal fraksiyonunun hazirlanmasi
Akciger ve bobrek mikrozomlari Iscan ve ark'larinin (19) yontemine gore hazirlandi.

Elde edilen mikrozomal fraksiyonunun bir kismi protein tayini icin kullanildi. Geriye

kalanlar enzim aktivitelerinin saptanmasi i¢in -80 °C'de saklanarak kullanildi.

Protein tayini

Hazirlanan mikrozomlarin protein miktarlari Lowry ve ark'larinin (20) yontemine gore

tayin edildi. Standart olarak kristalize sigir serumu albumini kullanildi.

7-etoksiresorufin-O-deetilaz ve 7-pentoksiresorufin-O-deetilaz enzim aktivitelerinin

tayini

7-etoksiresorufin-O-deetilaz ve 7-pentoksitoksiresorufin-O-deetilaz enzimleri sirasiyla 7-
etoksiresorufinin ve 7-pentoksiresorufinin  resorufine dontisiimiinii saglayan enzimlerdir.
Olusan resorufin miktar1 Burke ve ark’ larinin (21) tarif ettikleri spektrofluorometrik yonteme

gore tayin edildi.
Maksimum enzim aktivitesi icin optimum kosullar belirlendikten sonraki reaksiyon
ortami:
Akciger ve bobrek dokusu

10 ml' lik reaksiyon ortaminda, substrat olarak IuM 7-etoksiresorufin ve 2.5 uM
pentoksiresorufin, 1.2 mg albumin, 0.75 mg mikrozomal protein, 45 mM 7.8 Tris HCI tamponu

ve kofaktor* kullanildi.
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Standart

EROD ve PROD enzim aktivitelerinin Olclimiinde standart olarak resorufin kullanildi.
Her deneyde 0.5 mM resorufin ¢Ozeltisi taze olarak hazirlandi. Dort farkli diizeyde (31.25,
62.50, 125, 250 nmol) reaksiyon ortanmuina ilave edildi. Elde edilen fluoresans degerleri farkli
resorufin miktarina karsi standart egrinin ciziminde kullanildi. Resorufin standart egrisi calisilan

bu kosullarda dogrusal bulundu.

Islem

EROD ve PROD enzim aktivitelerinin dl¢ciimiinde yukarida "reaksiyon ortami” kisminda
tarif edilen kofaktor hari¢ diger inkiibasyon maddelerini iceren tiiplere kondu. Reaksiyon
kofaktor ilavesiyle baglatilarak sallamali su banyosunda 37 °C'de devam edildi. Reaksiyon 3 ml

metanol ilavesiyle durduruldu ve tiipler buz banyosuna alindi.

Denatiire olmus protein 10.000 rpm'de 10 dakika dondiiriilerek ¢oktiiriildii. Ustte kalan
¢ozeltiden 3 ml alindi. Olusan reaksiyonun sonucu Schimadzu marka spektrofluorometrede

okundu (Ex.:538 nm ; Emiss.:587 nm).

Eritromisin- N-demetilaz enzim aktivitesinin tayini
Eritromisin-N-demetilaz  enzimi  aktivitesinin  Ol¢ciimii  formaldehit  olusumuna

dayanir.Olugan formaldehit miktar1 Nash (22) ve Cochin ve Axelrod'un (23) tarif ettikleri

spektrofotometrik yonteme gore tayin edildi.

Maksimum enzim aktivitesi icin optimum Kkosullar belirlendikten sonraki reaksiyon
ortami:

Akciger ve bobrek dokusu

10 ml' lik reaksiyon ortaminda, substrat olarak eritromisin(1.0 mM akciger, 0.5 mM

bobrek), 1 mg mikrozomal protein, 50 mM pH:7.4 potasyum fosfat tamponu ve kofaktor*
kullanildu.

Standart

Standart olarak formaldehit ¢oOzeltisi kullanildi. Her deneyde 0.5 mM formaldehit
¢Ozeltisi taze olarak hazirlandi. Dort farkh diizeyde (12.5, 25.0, 50.0, 75.0 nmol) inkiibasyon
ortamina ilave edildi. Elde edilen absorbans degerleri farkli formaldehit miktarlarina karst
standart ciziminde kullanildi. Formaldehit standart egrisi calisilan bu kosullarda dogrusal

bulundu.
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Islem

Inkiibasyon ortaminda tarif edilen kofaktdér hari¢ diger inkiibasyon maddelerini iceren
tiipler, 37 °C de bulunan su banyosuna konuldu. Reaksiyon kofaktor ilavesiyle baslatilarak
reaksiyona tiiplerin agzi acik olarak sallamali su banyosunda 37 °C'de devam edildi. Reaksiyon

1.0 ml 0.75 N perklorik asit ilavesiyle durduruldu ve tiipler buz banyosuna alindu.

Denatiire olmus protein 10.000 rpm'de 10 dakika dondiiriilerek ¢oktiiriildii. Ustte kalan
cozeltiden 1 ml alindi. Uzerine 0.75 ml Nash reaktifi ilave edilerek 37 °C'de 30 dakika

bekletilerek olusan san rengin siddeti 412 nm'de spektrofotometrede okundu.

Kumarin 7-hidroksilaz enzim aktivitesinin tayini
Kumarin 7-hidroksilaz enzimi kumarinin 7-hidroksikumarine donlsimiini saglayan
enzimdir.Olugan 7-hidroksikumarin miktar1 Aito'nun(24) tarif ettigi spektrofluorometrik

yonteme gore tayin edildi.

Maksimum enzim aktivitesi icin optimum kosullar belirlendikten sonraki reaksiyon
ortami:

Akciger ve bobrek dokusu

0.5 ml' lik reaksiyon ortaminda, substrat olarak 0.1 @mM kumarin, mikrozomal
protein(0.5 mg akciger, 0.4 mg bobrek), 70 mM pH:7.6 potasyum fosfat tamponu ve kofaktor*
kullanildi.

Standart

Coh enzim aktivitesinin olciimiinde standart olarak 7-hidroksikumarin kullanildi. Her
deneyde 1mM 7-hidroksikumarin ¢Ozeltisi taze olarak hazirlandi. Dort farkli diizeyde (40, 80,
160, 320 nmol) reaksiyon ortamina ilave edildi. Elde edilen fluoresans degerleri farkli 7-
hidroksikumarin miktarmma karst standart egrinin ¢iziminde kullanildi. 7-hidroksikumarin

standart egrisi ¢alisilan bu kosullarda dogrusal bulundu.

Islem

Coh enzim aktivitesinin 6l¢limiinde yukarida "reaksiyon ortami” kisminda tarif edilen
Kumarin hari¢ diger inkiibasyon maddelerini iceren tiiplere kondu ve 2' preinkiibasyona tabi
tutuldu. Reaksiyona, kumarin ilavesiyle baslatilarak sallamali su banyosunda 37 °C'de devam

edildi. Reaksiyon 0.5 ml %6 TCA ilavesiyle durduruldu ve tiipler buz banyosuna alindi.
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Denatiire olmus protein 10.000 rpm'de 10 dakika dondiiriilerek c¢oktiiriildii. Ustte kalan
¢Ozeltiden 0.5 ml alindi. Tiiplere hemen okumadan 6nce 1.6 M pH:10.4 glisin tamponu ilave
edildi. Olusan reaksiyonun sonucu Schimadzu marka spektrofluorometrede okundu (Ex.:365

nm; Emiss.454 nm).

p-nitrofenol enzim aktivitesinin tayini

p-nitrofenol hidroksilaz enzimi p-nitrofenolun p-nitrokatesole dontisiimiinii saglayan
enzimdir.Olusan p-nitrokatesol miktar1 Reinke ve Moyer'in (25) tarif ettigi spektrofotometrik

yonteme gore tayin edildi.

Maksimum enzim aktivitesi icin optimum kosullar belirlendikten sonraki reaksiyon

ortami:
Akciger ve bobrek dokusu

1.0 ml' lik reaksiyon ortaminda, substrat olarak p-nitrofenol (0.25 mM akciger, 0.5 mM
bobrek) , mikrozomal protein(lmg akciger ve 15 mg bobrek), 200 mM pH: 7.4 Tris HCI

tamponu ve kofaktor* kullanildi.

Islem

PNP enzim aktivitesinin Ol¢iimiinde yukarida "reaksiyon ortami" kisminda tarif edilen
kofaktor hari¢ diger inkiibasyon maddelerini igeren tiiplere kondu ve reaksiyon Kkofaktor
ilavesiyle baslatilarak sallamali su banyosunda 37 °C'de devam edildi. Reaksiyon 0.5 ml 0.6 N

perklorik ilavesiyle durduruldu ve tiipler buz banyosuna alindi.

Denatiire olmus protein 10.000 rpm'de 10 dakika déndiiriilerek ¢oktiiriildii. Ustte kalan
¢ozeltiden 1.0 ml alindi. Tiplere okumadan 6nce 0.1 ml 10 N NaOH ilave edilerek Schimadzu

marka spektrofotometrede 546 nm'de okundu.

* Kofaktor olarak 2.5mM glukoz-6-fosfat, 0.25mM NADP" , 0.5 mM glukoz-6-fosfat dehidrogenaz,
2.5mM MgCl,, 28.8 mM pH: 7.8 potasyum tamponu kullanildi. Kofaktér kullanilacagi giin hazirlandi.
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SONUC VE TARTISMA

Bu calismada sican akciger ve bobrek dokulart tizerine EROD, PROD, ERND, Coh ve
PNP enzimlerinin maksimum aktiviteleri icin optimum kosullar mikrozomal fraksiyon
kullanilarak  aragtirildi.Enzim  aktivitelerine  pH'nin, protein  miktarinin,  substrat

konsantrasyonunun ve inkiibasyon siiresinin etkileri incelendi.

7-etoksiresorufin-O-etilaz enziminin maksimum aktivitesi icin gerekli kosullarin

saptanmast
Akciger ve bobrekte pH'min EROD enzim aktivitesi iizerine etkisi

Enzim aktivitesi tizerine pH'nin etkisi 37 °C'de pH degerleri 7.4 ile 8.0 arasinda degisen
0.1 M Tris HC1 tamponu kullanilarak incelendi. Akciger ve bobrek dokusu mikrozomal

fraksiyonu kullanilarak maksimum enzim aktivitesi icin optimum pH 7.8 olarak bulundu (Tablo

Tablo 1. pH'nin EROD ve PROD enzim aktivitesi lizerine etkisi **

EROD (pmol/mg protein/dk) PROD (pmol/mg protein/dk)
PH Akciger Bobrek Akciger Bobrek
74 3.2910.27 49.5613.35 61.0015.34 0.7710.05
7.6 6.8710.52 52.2014.56 64.5815.56 0.8010.05
7.8 9.1310.83 53.4013.95 81.2616.97 0.9910.08
8.0 9.0910.83 48.9015.01 80.5017.39 0.9410.07

Akciger ve bobrekte protein miktarimmn EROD enzim aktivitesi iizerine etkisi

Enzim aktivitesine mikrozomal kullanilarak protein miktarinin etkisi Iml'lik reaksiyon
ortaminda 0.5-1.0 mg arasinda protein olan ortamda incelendi. EROD enzim aktivitesinin
akciger ve bobrekte reaksiyon hizinin 0.75 mg protein miktarinda doygunluga ulastig1 gozlendi.
Aktivite ol¢timlerinde reaksiyon ortaminda her iki dokuda da 0.75 mg protein kullanildi (Tablo
2).
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Tablo 2. Protein miktarinin EROD ve PROD enzim aktivitesi tizerine etkisi **

EROD (pmol/dk) PROD (pmol/dk)
Protein(mg) Akciger Bobrek Akciger Bobrek
0.5 4.68+0.37 29.5311.96 39.3112.25 0.52910.03
0.75 6.8510.52 37.0512.30 60.9415.21 0.74610.05
1.0 5.4410.47 47.4113.51 - -
15 - - 64.1315.72 0.64610.04

AKkciger ve bobrekte substrat konsantrasyonunun EROD enzim aktivitesi iizerine
etkisi

7-etoksiresorufin konsantrasyonunun akciger ve bobrek dokusu mikrozomal fraksiyonu
EROD enzim aktivitesi tizerine etkisi incelendi. Akcigerde EROD enziminin denenen 0.5-2
uM konsantrasyonlarinda luM'a kadar dogrusal olarak arttigi, bobrekte ise 1uM' da
doygunluga ulastig1 gozlendi. Aktivite Olgclimleri icin optimum substrat konsantrasyonu akciger

ve bobrek dokusunda 1 uM olarak alindi (Tablo 3).

Tablo 3. Substrat konsantrasyonunun EROD enzim aktivitesi tlizerine etkisi **

EROD (pmol/mg protein/dk)

Substrat konsantrasyonu (uM) Akciger Bobrek
0.5 4.16+0.34 34.5112.96
1.0 9.13+0.72 49.4013.21
2.0 8.12+0.76 51.1013.98

Tablo 4.Substrat konsantrasyonunun PROD enzim aktivitesi lizerine etkisi **

PROD (pmol/mg protein/dk)

Substrat konsantrasyonu (uM) Akciger Bobrek
2.50 81.2616.74 0.9910.08
5.00 130.90110.23 0.9710.06

6.00 131.5019.34 0.95%0.06
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Akciger ve bobrekte inkiibasyon siiresinin EROD enzim aktivitesi iizerine etkisi

Akciger mikrozomal EROD enzim aktivitesi ile inkiibasyon siiresinin 10 dk'ya bobrekte
ise 15 dk'ya kadar dogru orantili arttig1 gozlendi. Aktivite Ol¢limleri icin optimum siire akciger

icin 5 dk ve bobrek icin 10 dk olarak alindi. (Tablo 5).
7-pentoksiresorufin-O-etiiaz enziminin maksimum aktivitesi icin gerekli kosullarin
saptanmasi:
Akciger ve bobrekte pH'nmin PROD enzim aktivitesi iizerine etkisi

Enzim aktivitesi lizerine pH'nin etkisi 37 °C'de pH degerleri 7.4 ile 8.0 arasinda degisen
0.1 M Tris HC1 tamponu kullanilarak incelendi. Akciger ve bobrek dokusu mikrozomal
fraksiyon kullanilarak maksimum enzim aktivitesi her iki doku icinde optimum pH 7.8 olarak

bulundu (Tablo 1).

Tablo 5.1 nkiibasyon zamaninin EROD ve PROD enzim aktivitesi lizerine etkisi **

EROD (pmol/mg protein) PROD (pmol/mg protein)
Siire (dk) Akciger Bobrek Akciger Bobrek
2.5 17.561+1.56 . - - ' -
5.0 45.6313.97 288.74119.20 477.79132.24 4.8510.36
10 56.5114.21 494.00137.16 812.61171.27 9.9610.06
15 - 674.50159.12 1169.89198.26 15.0611.24

Akciger ve bobrekte protein miktarimmn PROD enzim aktivitesi iizerine etkisi

Enzim aktivitesine mikrozomal kullanilarak protein miktarimin etkisi ImPlik reaksiyon
ortaminda 0.5-1.5 mg arasinda protein olan ortamda incelendi. PROD enzim aktivitesinin
reaksiyon hizinin 0.75 mg protein miktarinda doygunluga ulastifi gozlendi. Aktivite

olciimlerinde reaksiyon ortaminda her iki dokuda da 0.75 mg protein kullanildi (Tablo 2).

Akciger ve bobrekte substrat konsantrasyonunun PROD enzim aktivitesi iizerine
etkisi

7-pentoksiresorufin konsantrasyonunun akciger ve bébrek dokusu mikrozomal fraksiyonu
PROD enzim aktivitesi lizerine etkisi incelendi. Akcigerde PROD enziminin denenen 1.25-6.0
uM konsantrasyonlarinda 5.0 uM'a kadar arttign daha sonra degismedigi, bobrekte ise PROD
enziminin denenen 1.25-6.0 uM konsantrasyonlarinda degismedigi gbzlendi. Bu nedenle her iki
dokuda da aktivite Ol¢limleri icin optimum substrat konsantrasyonu 2.5 uM olarak alinmistir

(Tablo 4).
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Akciger ve bobrekte inkiibasyon siiresinin PROD enzim aktivitesi iizerine etkisi

Akciger ve bobrekte mikrozomal fraksiyonu PROD enzim aktivitesi ile inkiibasyon
siresinin 15 dk'ya kadar dogrusal olarak arttigi goézlendi. Aktivite ol¢liimleri i¢in optimum

inkiibasyon siiresi her iki dokuda da 10 dakika olarak alindi(Tablo 5).

Eritromisin N- demetilaz enziminin maksimum aktivitesi icin gerekli kosullarin

saptanmasi:
Akciger ve bobrekte pH'min ERND enzim aktivitesi iizerine etkisi

Enzim aktivitesi tizerine pH'nin etkisi 37 °C'de pH degerleri 7.2 ile 7.6 arasinda degisen
0.1 M potasyum fosfat tamponu kullanilarak incelendi. Akciger ve bobrek dokusu mikrozomal
fraksiyon kullanilarak maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum pH 7.4 olarak bulundu (Tablo
6).
Tablo 6. pH' nin ERND enzim aktivitesi tizerine etkisi **

ERND (nmol/mg protein/dk)

pH Akciger Bobrek

7.2 4.21£0.35 1.35+025
7.4 4.6410.41 1.4110.07
7.6 4.50%0.32 1.40+0.06

Akciger ve bobrekte protein miktarmmin ERND enzim aktivitesi iizerine etkisi

Enzim aktivitesine mikrozomal fraksiyon kullanilarak protein miktarnin etkisi Iml'lik
reaksiyon ortaminda 0.5-1.5 mg arasinda protein olan ortamda incelendi. ERND enzim
aktivitesinin reaksiyon hizinin akcigerde 0.5-1.5 mg protein miktar1 arasinda, bobrekte ise 0.5-
10 mg protein miktar1 arasinda dogru orantili olarak arttigi saptandi. Aktivite ol¢iimlerinde

reaksiyon ortaminda akciger ve bobrekte 1.0 mg protein kullanildi1 (Tablo 7).

Tablo 7. Protein miktarinin ERND enzim aktivitesi tizerine etkisi **

ERND (nmol/ dk)

Protein (mg) Akciger Bobrek
0.5 0.1+10.01 0.85+0.06
1.0 0.31£0.02 1.41+0.07

15 0.56x0.02 1.60+0.07
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Akciger ve bobrekte substrat konsantrasyonunun ERND enzim aktivitesi iizerine

etkisi

Eritromisin konsantrasyonunun akciger ve bobrek dokusu mikrozomal fraksiyonu ERND
enzim aktivitesi izerine etkisi incelendi. ERND enziminin akcigerde denenen 0.25-1.50 mM ve
bobrekte denenen 0.25-1.00 mM konsantrasyonlarinda degismedigi gozlendi. Aktivite olciimleri

icin optimum substrat konsantrasyonu akciger icin 1.0 mM, bobrek icin 0.5 mM olarak

alinmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Substrat konsantrasyonunun ERND enzim aktivitesi lizerine etkisi **

ERND (nmol/ mg protein/dk)

Substrat konsantrasyonu (mM) Akciger Bobrek
0.25 0.28+0.01 1.33£0.01
0.50 0.31+0.03 1.41£0.01
1.00 0.41£0.03 1.431+0.02
1.50 0.40£0.02 -

Akciger ve bobrekte inkiibasyon siiresinin ERND enzim aktivitesi iizerine etkisi

Akciger ve bobrek mikrozomal fraksiyonu ERND enzim aktivitesi ile inkiibasyon
suresinin sirastyla 25 ve 15 dakikaya kadar dogrusal arttigi gozlendi. Aktivite olgiimleri icin

akcigerde 20 dk, bobrekte ise 15 dk optimum inkiibasyon siiresi olarak alind1 (Tablo 9).

Tablo 9. inkiibasyon zamanimim ERND enzim aktivitesi iizerine etkisi**

ERND (nmol/ ms protein)

Stire (dk) Akciger Bobrek
10 2.53%0.19 14.34+1.27
15 4.64+0.24 21.10£1.78
25 8.431+0.67 23.21+1.65

Kumarin 7-hidroksilaz enziminin maksimum aktivitesi icin gerekli kosullarin

saptanmasi:
Akciger ve bobrekte pH'min Coh enzim aktivitesi iizerine etkisi

Enzim aktivitesi lizerine pH'nin etkisi 37 °C'de pH degerleri 7.2 ile 7.6 arasinda degisen
0.1 M potasyum fosfat tamponu kullanilarak incelendi. Akciger ve bobrek dokusu mikrozomal

fraksiyon kullanilarak maksimum enzim aktivitesi icin optimum pH sirasiyla 7.6 ve 7.4 olarak

bulundu (Tablo 10).
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Tablo 10. pH' nin Coh enzim aktivitesi lizerine etkisi **

pH
7.2
7.4
7.6
7.8

Coh (nmol/mg protein/dk)

Akciger Bobrek
2.56+0.17 0.0210.00
3.0610.20 4.0610.35
3.8010.15 7.4710.43
7.3010.41

Akciger ve bobrekte protein miktarimmn Coh enzim aktivitesi iizerine etkisi

Enzim aktivitesine mikrozomal kullanilarak protein miktarinin etkisi 0.5ml'lik reaksiyon

ortaminda akcigerde 0.25-0.75 mg, bobrekte 0.2-0.75 mg arasinda protein olan ortamda

incelendi. Coh enzim aktivitesinin reaksiyon hizinin akcigerde 0.5 mg, bobrekte 0.4 mg protein

miktarina kadar dogru orantili olarak arttigi saptandi. Daha sonra doygunluga ulastig1 gozlendi.

Aktivite Olciimlerinde reaksiyon ortaminda akcigerde ve bobrekte sirasiyla 0.5 mg ve 0.4 mg

protein kullanild1 (Tablo 11).

Tablo 11. Protein miktarinin Coh enzim aktivitesi lizerine etkisi **

Coh (nmol/dk)
Protein (mg) Akciger Protein (mg) Bobrek
0.25 0.87£0.02 0.2 1.10£0.01
0.5 1.534+0.02 0.4 2.56%0.02
0.75 0.531+0.01 0.6 0.39+0.01

Akciger ve bobrekte substrat konsantrasyonunun Coh enzim aktivitesi iizerine

etkisi

Kumarin konsantrasyonunun akciger dokusu mikrozomal fraksiyonu Coh enzim aktivitesi

uzerine etkisi incelendi. Coh enziminin denenen 0.05-0.2 mM konsantrasyonlarinda akcigerde

0.1 mM'a kadar degismedigi daha sonra doygunluga ulastigi bobrekte 0.1 mM'da doygunluga

ulastigr gozlendi. Aktivite Olclimleri icin optimum substrat konsantrasyonu her iki dokuda da

0.1 mM olarak alind1 (Tablo 12).
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AKkciger ve bobrekte inkiibasyon siiresinin Coh enzim aktivitesi iizerine etkisi

Akciger ve bobrek mikrozomal Coh enzim aktivitesi ile inkiibasyon siiresi arasindaki
iliski incelendiginde aktivite olciimleri icin optimum siire sirasila 5 ve 10 dk olarak alindi.
(Tablo 13).

Tablo 12. Substrat konsantrasyonunun Coh enzim aktivitesi lizerine etkisi **

Coh (nmol/ mg protein/dk)

Substrat konsantrasyonu (mM) Akciger Bobrek
0.05 2.50%0.01 1.03£0.01
0.10 3.06+0.02 4.0610.0
0.20 2.391+0.01 3.50£0.02

Tablo 13. Inkiibasyon zamaninin Coh enzim aktivitesi iizerine etkisi **

Coh (nmol/ mg protein)

Siire (dk) Akciger Bobrek
2.5 16.45+1.30 -
5 28.94+1.76 17.76+0.98
10 30.63+1.56 40.59£2.01
15 29.74%1.80 84.00+3.56

p-nitrofenol enziminin maksimum aktivitesi icin gerekli kosullarin saptanmasi:

Akciger ve bobrekte pH'min PNP enzim aktivitesi lizerine etkisi

Enzim aktivitesi lizerine pH'nin etkisi 37 °C'de pH degerleri 7.2 ile 7.6 arasinda degisen
04 M Tris HC1 tamponu kullanilarak incelendi. Akciger ve bobrek dokusu mikrozomal
fraksiyon kullanilarak maksimum enzim aktivitesi icin optimum pH akciger ve bobrek icin 7.4
olarak bulundu (Tablo 14).
Tablo 14. pH' nin PNP enzim aktivitesi lizerine etkisi **

PNP (nmol/mg protein/dk)

pH Akciger Bobrek
7.2 0.04+0.01 0.03+0.01
7.4 0.10£0.01 0.0610.02

7.6 0.03+0.01 0.03+0.01
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Akciger ve bobrekte protein miktarimin PNP enzim aktivitesi iizerine etkisi

Enzim aktivitesine mikrozomal protein kullanilarak protein miktarmin etkisi 1ml'lik
reaksiyon ortaminda akcigerde 0.5-1.5 mg ve bobrekte 0.5-2.0 mg arasinda protein olan ortamda
incelendi. PNP enzim aktivitesinin reaksiyon hizinin akcigerde 0.5-1.0 mg ve bobrekte 0.5-1.5
mg protein miktar1 arasinda dogru orantili olarak arttigi saptandi. Daha sonra aktivitenin
distigi gozlendi. Aktivite olgiimlerinde reaksiyon ortaminda akciger ve bobrekte sirastyla 1.0

ve 1.5 mg protein kullanild1 (Tablo 15).

Tablo 15. Protein miktarinin PNP enzim aktivitesi lizerine etkisi **

PNP (nmol/dk)

Protein (mg) Akciger Protein (mg) Bobrek
0.5 0.09%0.01 0.5 0.00+0.00
1.0 0.20£0.01 1.0 0.04%0.01
15 0.17+0.02 L5 0.09+0.02
2.0 0.06+0.01

Akciger ve bobrekte substrat konsantrasyonunun PNP enzim aktivitesi iizerine

etkisi

p-nitrofenol Kkonsantrasyonunun akciger dokusu mikrozomal fraksiyonu PNP enzim
aktivitesi tlzerine etkisi incelendi. PNP enziminin akcigerde 0.125-0.5mM ve bobrekte 0.25-
1.0 mM konsantrasyonlarinda aktivite ol¢timleri icin optimum substrat konsantrasyonu akciger

ve bobrekte sirasiyla 0.25 mM ve 0.5 mM olarak alindi (Tablo 16).

Tablo 16. Substrat konsantrasyonunun PNP enzim aktivitesi tizerine etkisi **

PNP (nmol/ mg/dk)
Substrat konsantrasyonu (mM) Akciger Bobrek
0.125 0.02x0.00 -
0.250 0.10%0.01 0.06+0.01
0.500 0.07+0.02 0.33+0.01

1.000 0.34£0.01
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AKkciger ve bobrekte inkiibasyon siiresinin PNP enzim aktivitesi iizerine etKisi

Akciger mikrozomal fraksiyonu PNP enzim aktivitesi ile inkiibasyon siiresinin
inkiibasyon zamanina bagl olarak 10 dakikaya kadar dogrusal olarak arttig1; bobrekte ise 5 dk
dan sonra degismedigi gozlendi. Aktivite dl¢ciimleri icin optimum inkiibasyon stiresi akciger ve

bobrekte sirasiyla 10 ve 5 dakika olarak alindi(Tablo 17).

Tablo 17. inkiibasyon zamaninin PNP enzim aktivitesi {izerine etkisi **

PNP (nmol/ mg protein/dk)

Siire (dk) Akciger Bobrek
5 0.50%0.03 0.53%+0.02
10 1.00x0.01 0.60+0.02
15 1.10+0.01 0.331+0.01

**Her deger 2 ayri deney sonucunun ortalamasini (+S5S) gostermektedir.
Her deney kendi icinde cift olarak yapilmistir.

Sonug olarak, bu arastirmada sican akciger ve bobrek mikrozomlarinda sitokrom P450'ye
bagimli enzim sistemi tliyelerinden 7-etoksiresorufin-O-ctilaz (EROD), 7-pentoksiresorufin-O-
etilaz (PROD), eritromisin-N-demetilaz (ERND), kumarin 7-hidroksilaz (Coh) ve p-nitrofenol
hidroksilaz(PNP) aktivitelerinin o6l¢limiinde farkli reaksiyon kosullarinin saglanmasi gerektigi
saptanmistir. pH, protein, substrat konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi gozoniine alinarak
yapilan bu optimizasyon g¢alismasinda akciger ve bobregin bu parametrelere verdikleri farkli
yanitlar, bu iki dokuda enzim miktarlarinin farklihigr ile agiklanabilir.Bu saptamalara
dayanilarak yapilacak daha sonraki caligmalarda sitokrom P-450 enzim sistemiminin farkl
izozimleri ile aktive olan ilag, pestisit, polisiklik hidrokarbonlar, aromatik aminler ve organik
¢ozuculer gibi bircok ksenobiyotigin yanisira steroid, yag asitleri ve prostaglandinler gibi
endojen maddelerin farkli dokularda ne boyutta etkili olduklarinin irdelenmesi miimkiin
olacaktir.

(TUBITAK Proje No: SBAG 1515)
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