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Hindi Karacigerinden NADPH-Sitokrom P450 Reduktaz’in
Saflastirilmasi, Karakterizasyonu ve Baz1 Metal Iyonlarinin Enzim
Aktivitesi Uzerindeki Etkileri*

Ebru AKKEMIK', Mehmet CIFTCI2

OZET: NADPH-Sitokrom P450 reduktaz (CPR) enzimi, detoksifikasyon metabolizmasinda elektron transferini
katalizleyen anahtar bir enzimdir. Bu ¢alismada, hindi karaciger mikrozomlarindan CPR enziminin saflagtiriimasi
icin iki yontem kullanilmistir. Birinci yontemde, CPR enzimi ~114 saflagtirma katsayisiyla ve ~%23 verimle
2’, 5’-ADP Sefaroz 4B afinite kolonu kullanilarak saflagtirilmistir. Ikinci yontemde, CPR, DE-52 seluloz anyon
degisim kolonu ve 2°, 5’-ADP Sefaroz 4B afinite kolonu kullanilarak, ~124’luk saflastirma katsayist ve %8
verimle saflastirilmistir. Enzim saflig1 her iki yontemde de SDS-PAGE ile kontrol edilmistir. Saflagtirilmis enzimin
karakteristik kinetik 0zellikleri belirlenmistir. Bazi metal iyonlariin saflagtirilmig CPR enzim aktivitesi tizerindeki
etkileri in vitro sartlarda aragtirilmistir. Ag*, Hg** ve Cu** metal iyonlarmin CPR enzim aktivitesi iizerinde inhibisyon
etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hindi karacigeri, inhibisyon, karakterizasyon, metal iyonlari, sitokrom P450 rediktaz.
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Purification, Characterization of NADPH-Cytochrome P450
Reductase from Turkey Liver and Effects of Some Metal Ions on
Enzyme Activity

ABSTRACT: NADPH-Cytochrome P450 reductase (CPR) is a key enzyme catalyzing electron transfer in
detoxification metabolism. In this study, two methods were employed to purify CPR enzyme from turkey liver
microsomes. In the first method, NADPH-Cytochrome P450 reductase was purified using 2', 5'-ADP Sepharose 4B
affinity column with ~114 purification fold and ~23% yield. In the second method, CPR was purified using DE-52
Cellulose anion exchange column and 2', 5'-ADP Sepharose 4B affinity column with 124 purification fold and 8%
yield. Enzyme purity was checked in both methods with SDS-PAGE. Characteristics kinetic features of the purified
enzyme were identified. The effects of some metal ions on purified PCR enzyme activity have been investigated
in vitro conditions. It has been found that Ag*, Hg** and Cu?** metal ions have an inhibitory effect on CPR enzyme
activity.
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GIRIS

Gunumuzde neredeyse artik yagsamin dogal bir
pargasi olarak bircok yabanci kimyasalin etkisine maruz
kalmaktayiz. Ancak viicudumuzun kendi savunma
mekanizmasi sayesinde bu zararlilarin etkisi bertaraf
edilmektedir. mekanizmaya
detoksifikasyon mekanizmasi denilmektedir (Murray et
al., 2004). Bu mekanizmanin amaci kisaca kimyasallar1
daha polar bir hale getirerek viicuttan uzaklastirmaktir.
Iki kistmdan olusan mekanizmanin birinci ayagini
Sitokrom P450 ailesi olugturmaktadir (Ozerol, 1996;
Kayaalp, 2002).

Calisma konusu olan NADPH-sitokrom P450
reduktaz (CPR; EC 1.6.2.4) elektronlarin NADPH tan
sitokrom P450’ye aktarilmasint katalizleyen bir
flavoproteindir (Porter and Kasper, 1986). CPR
yapisinda FAD ve FMN flavoproteinlerini birlikte
iceren dort memeli enziminden biridir (Porter and
Kasper, 1986).

Ayni zamanda CPR direk elektron transferi yaparak
baz1 reduksiyon reaksiyonlarmi da katalizlemektedir
(Aoi et al., 1981; Kappus, 1986; Sinha, 1989; Celik,
2002). Bu yuizden CPR izerinde ila¢ dizayn caligmalari
basta olmak fizere bircok biyokimyasal calisma
yapitlmistir. S6z konusu enzim bugune kadar bir¢cok
canlinin ¢esitli dokularindan saflastirilmis, karakterize
edilmis ve amino asit sekans analizleri yapilmistir
(Dignam and Strobel, 1977; Klotz et al., 1983; Iscan
and Aring, 1986; Iscan and Aring, 1988; Wang et al.,
1997; Sen and Aring, 1998; Celik, 2002)

Biyosferde giderek artan metal kirliligi hayati
olumsuz etkileyerek yapisinda  birikmeye
baglamistir.

Unutulmamalidir ki metaller zamanda
viicudun normal fonksiyonunu siirdiirebilmesi i¢in bazi
makro molekillerin yapisina girmek zorundadir. Ancak
fazlas1 birgok canli icin zararli sonucglar dogurabilir.
Bazi1 agir metaller belirlenen sinirlarin uizerinde vicuda
alindiginda, ndrolojik bozukluklar, bobrek hasari,
kanser gibi cok ciddi hastaliklara sebep olmaktadir
(Ozbolat ve Tuli, 2016).

Calismamizda CPR’1in hindi karaciger
mikrozomlarindan saflastirilmasi, karakterizasyonu
ve canli organizmayla bir sekilde etkilestikten sonra
tolere edilmesi veya uzaklagtirmasi ¢cok zor olan metal
iyonlarmin, detoksifikasyon metabolizmasinin onemli
bir enzimi olan CPR tizerindeki etkileri in vitro sartlarda
arastirilmak istenmistir.

Vicudumuzdaki bu

canli

ayni
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METARYAL VE YONTEM

Kimyasallar

2', 5" ADP-sefaroz 4B’yi Pharmacia’dan,
DE52’yi Whatman, Protein Marker V’i peqGOLD/
peglab, Protein Marker 0375’1 BioRad’dan,
Etilendiamintetraasetikasit’s  (EDTA)  Fluka’dan,

2'-adenosin monofosfat (2'-AMP)’1, 6-amino kaproik
asid (g-ACA)’i, Butil hidrositoluen (BHT), Emulgen
(polyoksietilen nonylfenileter), Fenilmetilensulfonill
florid (PMSF), Folin Reaktifi, Sitokrom ¢, nikotinamid
adenin dinukleotid 2'-fosfat indirgenmis form sodyum
tuzu (NADPH) ve B-nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat sodyum tuzu (NADP*) sigma’dan temin edildi.
Calismada kullanilan diger buitiin kimyasallar Sigma ya
da Merc’ten temin edildi.

Enzimin Saflastirilmasi

Enzimin hindi karacigerinden saflagtirilmasi igin
ilk olarak hindi karaciger dokusundan mikrozomlar
Sen and Aring,1998’in yontemi kullanilarak elde
edildi. Mikrozomlar yaklagik 20 g hindi karacigerinden
hazirlandi. Karaciger once 1 mM EDTA i¢eren %1.5°lik
soguk KCl ¢ozeltisi ile yikand1 ardindan kuigiik parcalara
ayrildi. Daha sonra | mM EDTA, 0.25 mM PMSF, 0.25
mM e-ACA igeren %1.5’lik KCI cozeltisi igerisinde
Ultra turrax vasitastyla 2 400 rpm’de homojenize edilip
10 500 rpm’de 40 dakika santrifuj edildi ve ¢okelek
atildi. Daha sonra suipernatant 110 000 rpm’de 60
dakika santrifuj edildi. Elde edilen mikrozomal pelet
1 mM EDTA iceren %10’luk gliserol ¢ozeltisi i¢inde
cozuldi. Mikrozomlarin ¢ozundurulerek CPR’1n ¢ozelti
ortamina alinmasinda Sen and Aring, 1998’1n kullandig1
Emiilgen 913 ve Na-kolat kullanildi. CPR’nin ytiksek
oranda ¢ozunebilmesi i¢in, 5 mg mL"' mikrozomal
protein, %25 gliserol, 2 mM EDTA, 20 xuM BHT, 0.1
mM DTT, 0.25 mM PMSE, 0.25 mM e-ACA, %0.5
Emilgen 913, %0.5 Na-kolat igeren 20 mM K-fosfat
tamponu pH 7.5 kullanildi. Daha sonra deterjanla
parcalanmig mikrozomlar1 igeren suspansiyon 110
000 rpm’de 40 dakika santrifuj edilerek olusan pelet
atildi ve supernatant alindi. Ilk yontemde elde edilen
supernatant (Tampon A:%20 gliserol, 0.1 mM EDTA,
0.1 mM DTT, 0.25 mM PMSEF, 0.25 mM e-ACA, %0.1
Emulgen 913 iceren 50 mM K-fosfat pH 7.7) tampon
A ile dengelenmis olan 2, 5'-ADP Sefaroz 4B afinite
kolonuna yuklendi. Kolon hacminin 5 kati kadar 0.2
M K-fosfat iceren tampon A ile yikandi. Daha sonra
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0.5-2.5 mM 2'-AMP ihtiva eden tampon A ¢ozeltisi ile
elisyon iglemi gerceklestirilerek saf NADPH-Sitokrom
P450 reduktaz elde edildi. Ikinci yontemde elde edilen
supernatant Tampon B (Tampon B: %20 gliserol, 2
mM EDTA, 0.1 mM DTT, 0.25 mM PMSF, 0.25 mM
e-ACA, %0.25 Emulgen 913, %0.2 Na-Kolat iceren
20 mM K-fosfat, pH 7.5) ile dengelenmis olan DE-52
seliiloz kolonuna yuiklendi. Kolon, 5 kolon hacmine esit
hacimde tampon B ile 45 ml h' akis hizinda yikandi.
50 mM-300 mM KCI iceren Tampon B ile enzim
gradientli eluisyon ile eliie edildi. 150 mM KCI igeren
Tampon B ile NADPH-sitokrom P450 reduktaz elie
edildi. Daha sonra iyon degisim kolonundan elde edilen
protein cozeltisi birinci yontemde kullanilan 2°,5’-ADP
Sepharoze 4B afinite klonuna yiiklenerek ayni sekilde
elue edildi. Tam calisma 4°C’de gerceklestirildi.

Enzim Aktivitesi ve Protein Tayinin Belirlenmesi

NADPH-sitokrom  P450 reduktazin  (CPR)
aktivitesi Masters et al., 1967 nin uyguladig1 prosedire
gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Saflastirilma
sirasinda kullanilan tim basamaklarda elde edilen
cozeltilerdeki protein miktar1 Lowry yontemiyle
belirlendi (Nelson and Cox, 2005).

SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontroli

Enzim saflagtirildiktan sonra Laemmli, 1970
metoduna gore %3-10 kesikli SDS-PAGE yapilarak
enzimin saflik derecesi kontrol edildi. (Sigma M.W. 30
000-200 000), (BioRad 0375).

Karakterizasyon Calismalari

Enziminin optimum pH’sini1 belirlemek amaciyla
pH’s1 6.6, 6.8, 7.0, 7.2, 7.4, 7.6, 7.7, 7.8 ve 8.0
olan 0.3 M K-fosfat tamponlar1 hazirlandi. Uygun
substrat ¢ozeltisi ile her bir tamponda ayr1 ayri enzim
aktivitesi bakildi. Enzimin optimum iyonik siddetinin
belirlenmesi amaciyla optimum pH’da 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 1000 mM K-Fosfat tamponlari
kullanildi. Her bir tampon konsantrasyonunda optimal
sartlarda ayr1 ayr1 enzim aktivitesine bakildi. Enzimin
optimum sicakliginin belirlenmesi amaciyla 0°C ile
70°C arasinda 10°C araliklarla aktivite olgumu yapildi.
E, ve Q,, degerlerinin belirlenmesi amaciyla optimum
sicaklik calismasinda elde edilen aktivite degerlerinin
logaritmalar1 (log k) alindi. Sicaklik degerleri Kelvine
cevrilerek grafikte T!(1000K'!) olarak ifade edildi
(Danigsan et al., 2004). Daha sonra bu grafikten
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faydalanilarak Arhenius egrisi elde edildi ve bu
egrinin egiminden aktivasyon enerjisi (E ) hesaplandi.
(Wilson, 1971; Segel et al., 1975; Soyut, 2006). Q
degeri, aralarinda 10°C fark olan iki aktivite degerinden
yuksek olanin dusiik olan aktivite degerine boliinmesi
ile hesapland1 (Keha ve Kiufrevioglu, 2009). Enzimin
stabil oldugu pH’y1 tespit etmek i¢in pH’lar1 6.6, 7.0,
7.4,7.6 ve 7.8 olan 50 mM K-fosfat tamponlar1 ayrica
pH’st 8.2 olan 50 mM Tris-HCI tamponu kullanildi.
Belirtilen pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin 1 mL’si ile
1 mL enzim ¢ozeltisi karistirilarak +4°C’de muhafaza
edildi. 5 giin boyunca 24 saat arayla yapilan aktivite
olctimuinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi.

Kinetik Calismalar

CPR’m sitokrom ¢ ve NADPH substratlari igin K,
ve V__ degerleri Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla
belirlendi (Lineweaver and Burk, 1934).

Enzimin Inhibiyon Calismalar:

Enzim aktivitesi Uzerine Ag' (0.227-4.54 uM),
TI* (0.045-18.2 mM), Cu?** (0.191-0.25 mM), Zn*
(0.091-0.454 mM), Cd**(0.045-0.363 mM), Hg*
(2.72-32.72 uM), Co** (0.450-36.30 mM), Pb** (0.045-
0.545 mM), Ni* (0.450-36.40 mM), Mn?** (0.045-
0.363 mM), Ca* (0.450-36.40 mM) ve AI** (0.23-
45.45 mM) metal iyonlarinin inhibisyon etkisi in vitro
sartlarda aragstirildi. Oncelikle metal iyonlarinin en az
5 farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesine bakildi.
Caligmalar hem fosfat tamponunda hem de HEPES
tamponunda gergeklestirildi. Inhibisyon etkisi gosteren
metal iyonlari i¢in % Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek IC,
degerleri hesaplandi. Ayrica inhibisyon etkisi gosteren
metallerin inhibisyon tipi ve K sabiti ti¢ farkli inhibitor
ve bes farkli substrat konsantrasyonunda Lineweaver-
Burk grafikleri cizilerek belirlendi (Lineweaver and
Burk, 1934).

BULGULAR VE TARTISMA

CPR detoksifikasyon metabolizmasinin en d6nemli
sistemlerinden biri olan sitokrom P450 ve okaryotik
huicrelerdeki bircok enzim igin, elektron transferini
(Porter and Kasper, 1986) saglamasinin yani sira icinde
antibiyotikleri de barmdiran c¢esitli kimyasallarin
indirgenme reaksiyonlarint da katalizlemektedir (Aoi
et al., 1981; Kappus, 1986; Sinha, 1989; Celik, 2002).
Belirtilen fonksiyonlart yuziinden calismamizda CPR
enzimi hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirildi
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ve karakterize edildi. Enziminin saflastiriimasinda
iki farkli yontem kullanildi. Ilk yontemde hindi
karaciger mikrozomlarindan elde edilen NADPH
sitokrom P450 reduktaz 2’, 5'-ADP Sepharose 4B
afinite kromatografisine uygulanarak tek basamakta
~%23 verimle ~114 kat saflagtirildi. Ikinci yontemde
hindi karaciger mikrozomlarindan elde edilen
NADPH sitokrom P450 reditktaz DES2 anyon degisim

kromatografisi ve 2, 5-ADP Sefaroz 4B afinite
kromatografisi teknikleri kullanilarak %8 verimle 124
kat saflastirild1 (Cizelge 1). Sonuclar incelendiginde
her iki yontemde de saflagtirma kat sayilarinin birbirine
yakin oldugunu ancak birinci yontemde daha iyi bir
verim elde edildigi tespit edildi. Bu yuizden ekibimiz
tarafindan elde edilen verim nedeniyle birinci yontemin
daha avantajli oldugu duisinulmektedir.

Cizelge 1. Hindi karaciger mikrozomlarindan CPR’1n saflagtirilma sonuglart

Toplam

Spesifik

Saflastirma Toplam Protein Toplam Aktivite Verim  Saflagtirma
. . s o
Basamaklan Hacim (ml) (mg) Aktivite (EU) (EU mg") Z) Katsayisi
Coziindiirilmiis
Yéntem  Mikrozom 20 177.4 0.64 0.0036 100 1
1
2', 5'-ADP Sefaroz 4B 5 0.365 0.15 0.410 23.43 114.15
(Oziindiirilmi 20 79.2 112 0.014 100 1
Mikrozom
Yontem
I DES52-Seliiloz 10 1.26 0.28 0.222 25 15.86
2', 5'-ADP Sefaroz 4B 5 0.049 0.085 1.73 8 124

Enziminin saflik kontroli SDS-PAGE ile yapildi.
Enzimin monomer molekul kitlesi SDS-PAGE ile
~81 kDa olarak belirlendi. Hindi karaciger CPR gen
sekansinin yapildigi bir ¢calismada CPR enziminin 670
amino asitten olustugu ve enzimin alt birim molekul
kutlesinin yaklastk 76 kDa oldugu belirtilmigtir
(Dalloul et al., 2010). Koala CPR amino asit sekansi
sonucu hesaplanan molekul kitlesinin 77 kDa oldugu
fakat SDS-PAGE’de molekil kiitlesinin 82 kDa olarak
bulundugu ifade edilmistir (Kong et al., 2009). Bu durum
mas fasulyesi CPR i¢inde gecerlidir (Shet et al., 1993).
Aradaki 4 kDa fark glikozidasyon ile agiklanmaktadir.
Benzer bir durumun hindi karaciger CPR icinde
gecerli oldugunu dustinmekteyiz. Hindi karaciger
mikrozomlarindan saflastirllan CPR’mn aktivitesinin
en yuksek oldugu pH degeri K-fosfat tamponunda
7.6 olarak belirlendi. Benzer sekilde petunya CPR
(Menting et al., 1994), sicrayan kefal (Ilanya) baligi
karaciger dokusundan saflagtiritlan CPR (Sen and Aring,
1998) ve sigir karaciger CPR (Celik, 2002), enziminin
optimum pH degerleri pH 7.4-7.8 arasindadir. Sonuglar
dikkatle incelendiginde buldugumuz verilerin literatiirle
uyum icinde oldugu goriilmektedir. Hindi karaciger
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mikrozomal CPR K-fosfat tamponunda pH 7.0’de bes
glintin sonunda aktivitesinin ~%56 oraninda korudugu
belirlendi.

Literaturle benzer gsekilde (Sen and Aring,
1998, Celik, 2002) CPR’m aktivitesinin en yuksek
oldugu iyonik siddet degeri 400 mM (K-fosfat
tamponunda) olarak tespit edildi. CPR’in yuksek
tuz konsantrasyonunda FMN’nin bir
kaybedilebilecegi ve bunun aktivitesinin azalmasina yol
acacagi (Klotz et al., 1983) farkli calismalarla da ortaya
konulmustur. Optimum sartlarda 0°C ile 70°C arasinda
aktivite olcumleri yapilarak, enzim aktivitesinin en
yuiksek oldugu sicaklik 50°C olarak tespit edildi.

miktarini

Optimum sicaklikta elde edilen veriler kullanilarak
enzim i¢in E : 3.505 cal mol™ ve Q,: 1.56 olarak tespit
edildi. Yapilan bir calismada tirtil suriisunin midgut
membranindan saflagtirilan CPR enzimin aktivasyon
enerjisinin 31.65 kj mol™! bulundugu si¢can karacigerinde
ise bu degerin 60.16 kj mol"' olarak bulunmustur. Bu
farkliliklarin enzimlerin aktif bolgelerinin de turlere
gore farkh desteklemektedir
(Crankshaw et al., 1979). Enzimin substratlarindan

oldugu dusuncesini
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NADPH i¢in K, degeri 3.44; sitokrom c igin ise, 7.44
UM olarak hesaplandi. Bu durum enzimin NADPH’a
olan ilgisinin sitokrom c’ye gore daha butytik oldugunu
gostermektedir. Domuz karacigeri, tirtil stiristt midgut
ve koyun akcigeri CPR enzimleri icin de benzer sonuglar
elde edilmistir (Crankshaw et al., 1979; Master, 1980;
Iscan and Aring, 1986). Enzim aktivitesi uzerine
bazi metal iyonlarinin (Ag*, TI*, Hg*, Cu?*, Mn*,
Ni%, Ca*, Zn*, Pb*, Co?, Cd* ve Al*) inhibisyon
etkileri in vitro sartlarda arastirildi. Ag*, Hg** ve Cu*?

Baz1 Metal Iyonlarinin Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerinde inhibisyon
etkisi gosterdikleri belirlendi (Cizelge 2, Sekil 1).
Inhibisyon etkisi gosteren Ag*, Hg** ve Cu** metal
iyonlart igin IC,  degerleri sirasiyla 1.60, 13.52 ve
227 uM; K. sabitleri ve inhibisyon tipleri ise sirasiyla
0.02967+0.0067 uM (yarigmal1), 10.37+2.24350 uM
(yarigmali) ve 251+108.6247 uM (yarigsmasiz) olarak
tespit edildi (Cizelge 2, Sekil 1). Bu sonuclara gore
iyonlarin inhibisyon gi¢lerinin buyukten kiiguge dogru
siralamas1 Ag*>Hg?*> Cu** seklindedir.

Cizelge 2. CPR enzim aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisi gosteren metal iyonlarinin IC, degeri, K, sabiti ve Inhibisyon tipi

' . o 0 2 x 0 . 0 .
Inhibitor IC_, (uM) R K, (uM) Inhibisyon Tipi
Ag* 1.60 0.9658 0.029+0.0067 Yarigmalt
Hg** 13.52 0.9551 10.37£2.2435 Yarigmali
Cu* 227 0.9400 251+108.6247 Yarigmasiz

100 120
y= 1006043 y = 1000033 160 - y =-0,0062x2 + 1,1867x + 100
30 ° R? = 0,9658 L R‘ = 0,9551
3 £ . 4
2 £ 80 . 120
60 % E
= > 4 80 -
r i < 40 - P
20 40 -
i ‘ 0 . ' 0 : : ,
0 1 2 3 4 5 0 20 40 100 150 200 250
[Ag7 nM a) [Hg¥] uM b) [Cu*] pM o)
2500 7+ Control 1600 ¢ Control 8000 + Control
=[0,023] M 5,450] pM 181,82] uM
00 4 [0.114] yM 1200 - :{16 36} "\/I 6000 :{204’541 p\/[
©[0,227] M -36] ud .54] p
> 1500 - ©[27.30] uM ©[236,40] )
1 = 800 - > 4000
1000 - - ~
400 - s
04 0,1 0.6 11|05 0 0.5 1|05 0 0,5 1
1/[Cytokrom ¢ ] pM d) 1/[Cytokrom ¢ ] pM e) 1/[Cytokrom c] pM f)

Sekil 1. CPR enzim aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisi gosteren (a) Ag*; (b) Hg** ve (c) Cu*, iyonlarinin %Aktivite-[I] grafigi ile K,
sabitinin hesaplanmasi igin ¢izilen Lineweaver and Burk grafigi [(d) Ag*; (e) Hg? (f) Cu*]

kefal baliginin karacigerinden saflagtirrlan CPR
enzimini inhibe ettigi, Zn*’nin ise etki etmedigi,
(Bozcaarmutlu and Aring, 2007), Cu** sican karaciger

Pb*, Cd** ve Ni** iyonlarinin in vitro sartlarda sigir
karacigeri CPR enzimini inhibe ettigi (Bozcaarmutlu
et al., 2011), Hg*, Cd?**, Ni**, Cr** iyonlarinin sigrayan
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CPR enzimini inhibe ettigi, Zn**, Mg>*, Mn**, Ca’* ve
Co?* metal iyonlarinin etki etmedigi, (Kim et al., 2002)
tespit edilmistir. Bu sonuglarla benzer sekilde Hg** ve
Cu** hindi karaciger CPR enziminde inhibisyon etkisi
gostermigtir. Ancak Zn**, T1*, Cd*?, Mn?** ve Ca** metal
iyonlart enzim aktivitesi uzerinde herhangi bir etki
gostermemistir. Buradan turlere 0zgu olarak enzimin
daha dayanikli bir profil cizebilecegi dusunulmektedir.
Ayni zamanda gunluk hayatta oldukc¢a siklikla kargimiza
cikan Ag* metal iyonun hindi karaciger CPR aktivitesi
uzerinde en yuksek inhibisyona sahip olmasi oldukca
sagirticidir. Calismamizda Co?*, Pb** ve Ni** iyonlarinin
enzim uzerinde aktivasyon etkisi gosterdikleri tespit
edildi. Bu durum son derece tehlikelidir. Cunku
literatirde NADPH bagli indirgenme reaksiyonlarinda
reaktif oksijen turleri, karbon merkezli serbest radikaller
ve reaktif metabolitler olugturulabildikleri belirtilmistir
(Kappus, 1986; Halliwell and Auroma, 1991; Lu,
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1991; Celik, 2002). Bu nedenle enzimin aktivasyonu
radikal uretimine yol acabilecegi ve bununda DNA,
huicre butunlugu ve protein yapisi gibi hayati fonksiyon

tastyan kisimlarda tehlikelere yol acabilecegini
dustinmekteyiz.

SONUC

Sonug olarak  bu  calismayla ~ CPR’mn

saflagtirilmasinda iki farkli yontem kullanildi. Enzimin
monomer molekil kitlesi SDS-PAGE ile 81 kDa
olarak belirlendi. Enzimin karakterizasyon ¢aligmalari
kapsaminda optimum sicaklik, pH, iyonik siddet,
E, ve Q,, degerleri tespit edildi. Kinetik ¢aligmalar

a

kapsaminda ise sitokrom ¢ ve NADPH substratlari i¢in
K, ve V_ degerleri tespit edildi. Son olarak Ag*, Hg**
ve Cu** metal iyonlarmm enzim aktivitesi uzerinde
inhibisyon etkisi gosterdigi belirlendi.
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