DENEY NO: 1

I. FAZ REAKSIYONLARI

ETOKSi RESORUFIN O-DEETILAZ AKTIVITESI VE KOTININ TAYINi

A) Genel Bilgi:

Son yillarda artan endustrilesme ile canlilar pek ¢ok ilag ve kimyasal maddeye maruz
kalmaktadirlar. Organizmaya giren bu bilesiklerden lipofilik 6zellikte olanlar kolaylikla
absorblanirlar, ancak atihmlari kisithdir. Lipofilik 6zellikte olan bu kimyasallarin hidrofilik hale
gecgerek organizmadan atiimalari yani biyotransformasyonlari ksenobiyotik metabolize eden
enzimlerle gergeklesir. Bu enzimler |. Faz | ve Il. Faz enzimleri olarak iki gruba ayrilirlar. Bu
enzimlerden |. faz enzimleri yukseltgenme, indirgenme ve hidroliz, Il. Faz enzimleri de
konjugasyon tepkimelerini gergeklestirir. Ksenobiyotiklerin daha polar hale gegerek vicuttan
atilmasini saglayan bu tepkimelerde ¢oklukla sitokrom P450’ye bagli enzim sistemi rol oynar.

Gerek karaciger gerekse karaciger disindaki birgok organ ve dokuda bulunan sitokrom
P450’ye bagh ksenobiyotik metabolize eden enzim sistemi steroidler, safra asitleri, yag
asitleri, prostaglandinler, |6kotrienler, vitamin A ve D, biyogenik aminler, retinoidler, lipid
hidroperoksidazlar ve fitoaleksinler gibi pek ¢ok endojen maddenin oksidatif, peroksidatif ve
reduktif metabolizmasinda yer alirlar. Bu enzimlerin pek ¢ogu ayrica ilaglar da kapsayan
sentetik kimyasallari, gevre Kirleticilerini, pestisitler, aromatik aminler ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlar gibi pek ¢ok ksenobiyotigi de metabolize ederler. Bu enzim sistemi stz
konusu kimyasal maddeleri etkili veya etkisiz hale dénustlrerek gerek ilaglarin tedavi edici
etkinliklerinin degismesine gerekse karsinojenite, mutajenite gibi 6zel toksik etkilerin
gelismesine neden olabilmektedir. Bu nedenle bu sistemdeki degisiklikler etkinliklerinin
velveya ksenobiyotiklerin toksisitelerinin degismesine yol acabilmektedirler. Bu enzim
sisteminin en 6nemli bileseni olan P450'nin ¢ok sayida formu olup her biri farkli gen
tarafindan kodlanip sentezlenmektedir. Karaciger, ksenobiyotiklerin metabolize edilmesinde
en 6nemli gorevi Ustlenen organdir.

I. Faz tepkimeleri iginde en dnemli tepkimeler ylukseltgenme tepkimeleridir. Ksenobiyotiklerin
% 90-95’i bu yolla metabolize olur. Metabolizma, genellikle ana maddenin inaktivasyonuyla
sonucglansa da bazi metabolitler ana maddeden daha toksik olabilirler, yani metabolik
aktivasyon gorulur. Yukseltgenme tepkimelerini katalizleyen enzim sistemleri asagidaki
gibidir:
a. Mikrozomal Enzim Sistemi
i. Sitokrom P450 iceren monooksijenazlar (CYP’ler)
ii. Flavin iceren monooksijenazlar (FMO)
b. Nonmikrozomal Enzim Sistemi
i. Sitozolik enzimler (Alkol dehidrogenaz, Aldehit dehidrogenaz

ii. Mitokondriyel enzimler (MAO, DAO) olarak siniflandirilirlar.

I.Faz tepkimelerinin 6nemli bir boéliml, mikrozomal enzimler tarafindan katalizlenir. Bu
enzimler substratlarina OH- veya O- gibi klicik molekuller eklerler. Ksenobiyotik metabolize



eden enzim sisteminde yer alan |. faz enzimleri (CYP’ler), ilaglar dahil birgok ksenobiyotigin
metabolizmasindan sorumlu olan sistemdir.

I.Faz enzimlerinden biri olan 7-etoksiresorufin O-deetilaz (EROD) aktivitesi CYP1Al
gOstergesi olarak olcilmektedir. CYP1A1 pekgok kimyasalin aktivasyonundan sorumliudur.
Sigara dumaninda bulunan PAH lar (6rn. benzo(a)piren), aflatoksinler bu kimyasallardan
bazilardir.

Sigara dumani ile organizmaya giren nikotin de hizla metaboliti olan kotinine dénlsur. Bu
nedenle EROD anzim aktivitesinin sigara icimiyle iligkisini desteklemek amaci ile biyolojik
sivilarda kotinin &lgalir.

1) Etoksiresorufin O-Deetilaz (EROD) Enzim Aktivitesi
Deneyde kullanilan ¢ézeltiler, malzemeler ve cihazlar:

Resorufin ¢gozeltisi

1 mM 7-etoksi resorufin ¢ozeltisi

12 mg/ml albumin ¢ozeltisi

0.1 M pH: 7.8 Tris HCI tampon ¢ozeltisi
NADPH dreten sistem
Spektroflorimetre

Metil alkol

Otomatik pipetler
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Sallamali su banyosu
10. Santrifij
11. Vortex

12. Deney hayvani-sigan/fare

Dokularin Eldesi ve Mikrozomal Fraksiyonlarin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarindan gikarilan karaciger dokulari zedelenmeden ayrilip, saf ve soguk su ile
yikanarak kanlarindan aritiir. Daha sonra emici bir kagit Uzerinde sulari stuzulerek kurulanan
dokularin agirliklari 0,001 grama kadar hassasiyetle ol¢ulir. Tim bu igslemler +4°C’de, buz

banyosu icinde yapilir.

Sigan karaciger dokulari makasla kesilerek ufak pargalara ayrilir. Pargalara ayrilan dokular
teflon cam homojenizasyon aygiti buza yerlestirilerek Gzerine 1 gram doku basina 5 mL (fare
icin 1 gram doku basina 3.5 mL) olacak sekilde % 1.15'lik KCI ¢ozeltisinden ilave edilir ve

homojenizator yardimiyla dokular homojenize edilir. Homojenize edilen dokular, santrifdj



tuplerine konup 10000 g’de 20 dakika santrifij edilir. 10000 g’de ¢Oken doku fraksiyonlari
baslica mitokondri ve hiicre gekirdedini igermektedir. Sivi kisimda ise endoplazmik retikulum
parcalari ve ¢bzunir halde bulunan sitoplazma vardir. Bu kisim 10000 g fraksiyonu olarak
ayrilmistir. Elde edilen 10000 g fraksiyonu, yani Ust faz, daha sonra tekrar santrifij tiplerine
konularak Beckman sogutmali ultrasantrifijde 30.000 rpm’de (108000 g) 1,5 saat siureyle
santrifij edilir. Pelletler, mikrozom igermektedir. Coken kisim (pelletler) alinarak 1 g doku igin
0,5 mL olacak sekilde %20 gliserol ile homojenize edildikten sonra elde edilen mikrozomal
fraksiyonun bir kismi, protein tayini igin alinarak geriye kalan mikrozomal fraksiyonlar enzim

aktivitelerinin hesaplanmasi i¢cin —80°C’lik derin dondurucuda saklanir.

Protein Miktar Tayini

Hazirlanan mikrozomlarin protein miktarlari Lowry ve ark.(1951) tarif ettikleri ydnteme goére
hesaplanir. Karaciger mikrozomu 1/100 (100 pl mikrozom ¢o6zeltisi 10ml'ye distile suyla
tamamlanir) ve 1/200 (50 ul mikrozom ¢oézeltisi 10ml’'ye distile suyla tamamlanir) oraninda
seyreltilerek 2.5 ml Reaktif D ilave edilir. 10 dakika sonunda mumkun oldugunca hizl bir
sekilde butln tuplere 0,25 mL Folin ¢ozeltisi eklenir. Her bir ekleme sonrasinda vorteks
yardimiyla karistirma islemi yapilarak, 37°C’de 30 dakika su banyosunda calkalanir ve 660
nm’de kore karsi spektrofotometrede okuma yaplilir. Cizilen standart egriden (0.05 mg/mL,
0.10 mg/mL, 0.015 mg/mL ve 0.2 mg/mL derisimlerindeki sigir serum albumini, BSA) protein

miktarlari hesaplanir. Ornek standart egri grafigi, asagida gérilmektedir.

Reaktif D nin hazirlanmasi:

**rrx*Reaktif A: 0.1 ml % 2’lik CuS0O,4.5H,0,

Reaktif B: 0.1 ml % 2’lik sodyum potasyum tartarat,

Reaktif C: 10 ml % 2’lik Na,COs'iin 0,1 N NaOH icindeki ¢ozeltisi

Reaktif D ¢ozeltisi, kullanimdan hemen 6nce taze olarak hazirlanir.

***Eolin ¢ozeltisi: 2 N Folin reaktifi, 1:1 oraninda saf su ile seyrelilir.

Tap Tepkime ortaminin Hacim | ilave edilen ¢ézelti | ilave edilen ¢cdzelti
No elemanlari (ml) (2.5 ml) (0.250 ml)
1 Distile su 0.5 Reaktif D Folin ¢ozel.
2 Distile su 0.5 Reaktif D Folin ¢ozel.
3 0.1 mg/ml BSA* 0.5 Reaktif D Folin ¢ozel.
4 0.1 mg/ml BSA 0.5 Reaktif D Folin ¢ozel.
5 0.1 mg/ml BSA 0.5 Reaktif D Folin ¢ozel.
6 0.1 mg/ml BSA 0.5 Reaktif D Folin ¢ozel.
7 1/100 dil. Kc. Mik. Coz. 0.5 Reaktif D Folin ¢dzel.
8 1/1001 dil. Kc. Mik. Coz. 0.5 Reaktif D Folin ¢ozel.
9 1/2001 dil. Kc. Mik. Coz. 0.5 Reaktif D Folin ¢ozel.
10 1/200 dil. Kc. Mik. Coz. 0.5 Reaktif D Folin ¢ozel.

* BSA: Sigir serum albumini, bovine serum albumin (ing.)
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Standart protein egrisi

EROD Aktivitesinin Tayini

Mikrozomlara protein tayini yapildiktan sonra 7-etoksiresorufin O-deetilaz (EROD) aktivitesi
tayin edilir. 7-etoksiresorufin O-deetilaz, 7-etoksiresorufinin resorufine déntisimuind saglayan
enzimdir. Bu enzimin aktivitesi, olusan resorufin miktarinin spektroflorimetrik olarak

Olcimine dayanan yontemle saptanir. Kofaktér olarak NADPH Ureten sistem kullanilir.

EROD enzim aktivitesinin dlgiminde standart olarak resorufin ¢ozeltisi kullanilmigtir. Doért
farkh derisimde tepkime ortamina ilave edilen standartlarin spektroflorimetrede okunan farkh
resorufin miktarlarina karsilik gelen farkli FI dederleri de standart egrinin cizilmesinde

kullanilir.

Tepkime ortaminda, 1.0ml’ lik toplam hacimde, 0.2 mg mikrozomal protein, substrat olarak 1
MM 7-etoksiresorufin , pH 7,8 Tris HCL tamponu; 12mg/ml albumin, kofaktor olarak (NADPH
ureten sistem) 2.5 mM glukoz-6-fosfat, 2,5 mM NADP+, 1 U/0,5 mL glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz, 2.5 mM MgCl,, 0.4 mM pH 7,8 potasyum fosfat tamponu bulunmaktadir.

Kofaktor, kullaniimadan hemen 6nce hazirlanir.



Karaciger mikrozomu EROD aktivitesi tepkime ortaminin elemanlari

Tepkime ortaminin elemanlari

Stok ¢ozeltiler

ilave Edilen Hacim

7-etoksiresorufin 1mM 0,100 mL
pH 7,8 Tris HCL tamponu 100 mM 0,550 mL
Albumin 1.2 mg/mL 0,100 mL
Mikrozomal protein 0.2 mg/mL 0,100 mL
NADP* 10 mM 0,025 mL
MgCl, 100 mM 0,025 mL
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz 1000 Birim (U)/0,2 mL |0,0002 mL
Potasyum fosfat tamponu pH: 7,8 | 400 mM 0,0748 mL
Glukoz-6-fosfat 100 mM 0,025 mL

Deneyin yapilisi:

Tepkime ortami elemanlarindan NADPH Ureten sistem hari¢ diger maddeleri iceren tiplere
NADPH Ureten sistem ilavesiyle reaksiyon basglatilir. Tilpler agizlari acik olacak sekilde
sallamali su banyosunda, 37°C’de 5 dakika inkibasyona birakildiktan sonra 3 ml metanol
ilavesiyle reaksiyon durdurulur ve tlpler tekrar buz banyosuna konur ve denatlre protein,
4000rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek ¢oktirilir. Cozeltinin 3 ml si baska bir tipe alinarak,
¢cozeltinin Fl degerleri spektroflorimetrik

Olcllur. FI degerleri okunduktan sona EROD aktivitesi resorufin standartlarina karsi

hesaplanir.

(Eksitasyon: 538 nm, Emisyon: 587 nm) olarak




2) idrarda KOTININ tayini

idrar érneginde kotinin tayini spektrofotometrik olarak barbitiirik asit metodu ile saptanir. Bu
yéntem kotininin barbitlrik asitle renkli kompleks vermesi esasina dayanir. Olusan renkli

kompleksin absorbansi spektrofotometrik olarak élgulir.

Deneyde kullanilan ¢ozeltiler, malzemeler ve cihazlar:

4 M sodyum asetat tampon ¢dzeltisi pH:4.7

% 10 luk potasyum siyanuir

% 10 luk Kloramin-T

% 1 lik barbittrik asit ¢ozeltisi (aseton:su- 1:1 icinde)

idrar numunesi
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Spektrofotometre

Deneyin yapiligi:
0.5 ml idrar Gzerine sirasi ile,

- 0.2ml 4 M sodyum asetat tamponu pH:4.7

- 0.1 ml % 10 luk potasyum siyanur

- 0.1 ml % 10 luk Kloramin-T

- 0.5ml % 1 lik barbiturik asit ¢ozeltisi ilave edilir.
- 20 dakika beklenir.

- 506 nm de spektrofotometrede oSlculir.

Okunan absorbansin degeri daha farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltilerin

absorbans degerlerine gore hesaplanarak idrardaki kotinin miktarlari hesaplanir.



