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ARING, Emel ve 1$CAN, Mesude. Xoyun karacifer ve akciger
mikrozomal anilin 4-hidroksilaz enziminin karakterize edil-
mesi.

Anilinin p-aminofenole doniislimiinii katalize eden, ani-
1in 4-hidroksilaz enziminin 6zgil aktivitesi, koyun karaci-~
ger ve akciger mikrozomlarinda, sirasiyla, 0,65 (N=10) ve
0,15 ( N=13) nmol p-aminofenol/mg protein/dakika olarak bu-
iyndu, Anilin konsantrasyonunun, pH'nin, gegitli kofaktbr-
lerin, enzim miktarinin ve inkiibasyon siiresinin enzim akti-
vitelerine etkisi incelenerek, karaciger ve akciger mikro-
zomal enzimlerinin maksimum aktivitesi igin gerekli olan
optimum gsartlar saptandi.

Karaciger ve akciger anilin 4-hidroksilaz enzimleri-
nin aktivitesinin tamamen, kofaktor NADPH'ye bagimli oldugu
gozlendi, Xaracifer anilin 4~-hidroksilaz enzimi igin gizi-
len Lineweaver-Burk ve Eadie-Hofstee grafiklerinin egri hat-
11 oldufu ve bu enzimin Michaelis~lenten kinetigini takip
etmediZi saptandi., Karaciger enzimi ig¢in, bu grafiklerden,
3,21 nM ve 0,072 mM anilin degerinde iki Km deferi bulundu.
Akciger anilin 4-hidroksilaz enziminin Lineweaver-Burk gra-
figinden Km 1,43 mM anilin olarak hesaplandai.

Iki degerlikli metal iyomlarindan olan mainezyum,

nikel ve kadmiyum iyonlarinin anilin 4-hidroksilaz enzim=-
lerinin aktivitesi iizerindeki etkileri incelendi, DMagnez-
yum iyonlarinin koyun karaciger ve akciger mikrozomal ani= .
1lin 4-hidroksilaz enzimlerinin aktivitesi ilizerindeki etki-
leri reaksiyon ortamina 0,1 mM'dan 100 mM'a kadar degigen

! konsantrasyonlarda Mg012 ildvesiyle incelendi, HMagnezyum
iyonunun akciger ve karaciger hidroksilaz enszimlerinin ak-
tivitesini hlzlandlrdlgl ve en fazla etkinin 2,5-10,0 mM

) magnezyum iyonu konsantrasyonunda oldufu saptandi. Nikel




ve kadmiyum iyonlaranin karacigfer ve akcifer hidroksilaz
enzimlerinin aktivitesini engellediZi gozlendi, Inkijbas-
yon ortamina 0,1 mM, 1 mM ve 5 mi nikel iyonu il&vesinin
karaciger enzim aktivitesini sirasiyla, % 11, % 27 ve % 100
oraninda engelledigi saptandi. 0,1 mM, 1 mM, 5 mif ve 10 mM
konsantrasyonlarindaki nikel iyonunun akciger enziminin ak-
tivitesini sirasiyla, % 20, % 35, % 45 ve % 100 oraninda
inhibe ettigi gozlendi. Kadmiyum iyonlarinin karaciier ve
akciger mikrozomal anilin 4-hidroksilaz aktivitesini engel-
leyici etkisinin ¢ok daha kuvvetli oldugu saptanda,
Neticede, koyun karaciger ve akciger mikrozomal ani-
lin 4-hidroksilaz enzimleri, gtzlenen bazi kinetik farkli-
liklara ragmen, genel olarak birbirine benzer bulundu,




ABSTRACT

ARING, Emel ve ISCAN, Mesude, Characterization of hepatic
and pulmonary microsomal aniline 4-hydroxylase from sheep.

The specific activity of the aniline 4-hydroxylase
which catalyzes hydroxylation of aniline to p-aminophenol
was found to be 0,65 (N=10) and 0,15 (N=13) nmole p=-amino-
phenol formed/mg protein/minute, in sheep liver and lung
microsomes, respectively. The effects of aniline concent~
ration, pH, cofactors, amount of the enzyme, and the incu-
bation period on enzyme activity were studied, and the op-
timum conditions for maximum activity of liver and lung
microsomes were determined,

Liver and lung microsomal aniline 4~hydroxylase
activity was found to be completely dependent on the pre-
sence of cofactor NADPH., The Lineweaver-Burk and Eadie~
Hofstee plots of the liver enzyme were found to be curvi=
linear, suggesting that the enzyme did not follow the Mic-
haelis-Menten kinetics., From these graphs, two different
Em values were calculated for the liver enzyme as 3.21 mM
and 0,072 mM aniline, Km of the lung enzyme was calculated
to be 1.43 mM aniline from its Lineweaver-Burk graph.

The effect of magnesium ions on the sheep liver and
lung aniline 4-hydroxylase activity was examined by the
addition of MgCl, at different concentrations, varying
between 0,1 mM and 100 mM, inte the incubation medium,
Magnesium ion was found to have a stimulatory effect on
the aniline 4-hydroxylation activity of both enzymes, and
the maximum enzyme acdtivities were obtained at 2,5-10.0 mM
magnesium ion concentrations. The effects of nickel and
cadmjum ions on the enzyme activities were also examined,
Nickel ions at 0,1 mM, 1 mM, and 5 mM concentrations inhi-
bited the liver aniline 4~hydroxylase activity 11 %, 27 %,
and 100 % respectively, whereas the same metal ion concent-




rations caused 20 %, 35 %, and 45 % inhibition respectively,
for the lung enzyme,

Although some kinetic differences were observed, sheep
liver and lung microsomal aniline 4-hydroxylase enzymes were
found to be similar, in general,




TESEKKUR

Bu projenin gergeklesmesinde katkisi olan Tirkiye
Bilimsel ve Teknik Aragtirma Kurumu yetkililerine, bu ca-
ligmada kullanilan koyun karacifer ve akciferlerini biiyiik
bir titizlikle segerek bize saglayan Veteriner Dr, Sitki
NebioZlu'na, akciger ve karacifer mikrozomlarinin hazirlan-
masinda emegi gegen Eczaci Mimtaz Igcan’a tegekddir ederiz,
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NADPH
NADP
NADH
NAD
HEPES
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KISALTMALAR

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat, indirgenmig.
Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat.,

Nikotinamid adenin dinitkleotid, indirgenmig,
Nikotinamid adenin diniikleotid,

N~2 Hidroksietilpiperazin-N-etansiilfonik asit,
orto,

para.,

meta.

Etilendiamin tetraasetik asit.

para»Aminofenola

*Yalniz baza gekillerde kullanildi.
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I, GIRIS

Anilin c¢ok eski ve olduk¢a yaygin kullanimy olan en-
diistriyel maddelerden biridir, Seliilozik bilegiklerin, an-
tioksidanlarin, boya maddelerinin, boyacilikta kullanilan
kimyasal maddelerin ve farmasttik preparatlarin yapiminda
ara maddesi olarak kullanilan anilin, laboratuvarlarda ¢ozii-
cii olarak da kullanilar,

Almanya'da 1865-1870 yillarinda, boya endiigtrisinin
kurulmasindan yirmi sene sonra, bu fabrikalarda galigan ig-
¢ilerde mesane kanserinin bulundugu saptanmig ve o zamandan
sonra, -anilinin, mesane Kanserine sebep olduguna inanilmig-
tir, Ancak uzun yillar siiren hayvan deneyleri, aromatik a-
minler grubuna dahil bazi bilegiklerin (Fénaftilamin, benzi=-
din.ve asetamid fliioren gibi) mesane kanserine neden olduZu-
nu belirlemig ve anilin ile asetil tiirevi olan asetanilidin
kanserojen olmadigini saptamigtir (1,2). Epidemiyolojik ca-
ligmalar ve laboratuvar hayvanlari iizerinde yapilan bazi ca-
ligmalar anilinin akut ve kronik toksisitesinin gok yiiksel
oldufunu gistermigtir (3,4)., Akut zehirlenmelerde en Snem-
1i belirti, kanda methemoglobin olugmasidir. Insanlar iize-
Trindeki deneyler, agizdan 25 mg anilin alindiginda, kanda
farkedilebilir diizeyde methemoglobin olugtufunu gostermig-
tir (5). Hemoglobinin methemoglobine oksitlenmesi reaksi-
yonuna,. fenil hidroksilamin, o-aminofenol ve p-aminofenol
gibi anilin metabolitlerinin etken oldugu bilinmektedir (3,
5). Methemoglobineminin yanisira, anilinin eritrositlerde
gekllsel adegigikliklere ve kanda "Heinz" cisimeciklerinin o-
lugmasina neden oldugu saptanmistir, Heinz cisimeciklerinin
alyuvar zarina bagli olarak bulunduklari, aktif ve pasif
Transport ile hiicre zari reaksiyonlarini zedeleaikleri ve
Deticede hemolize sebep olduklari saptanmigtir (3).

Anilin genel olarak viicuda deri, solunum ve sindirim
¥olu ile girer, Bundan bagka anilin, asetaniliu gibi basl
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ilaglarin metaboliti olarak da viicutta tegekkil edebilir (6),

0
"
AROMATI K DEASILAZ
>
+!120
ASETANILID ANITLIN

Anilin insan viieuduna dolayli olarak da girebilir,
goyle ki, anilin ile ilgili endiistrilerin imaldt artiklari-
n1 nehir ve gbllere vermesiyle bu kimyasal maddeler sularda
birikir, Cevremizde bulunan hayvanlardan bir kism ise (ko=
yun, inek v.b,) insanlara dogrudan dofruya besin maddesi ol-
maktadir, Bu hayvanlarin bu kimyasal maddeleri metabolize
edip edemediklerini bilmek, hayvan sagligil kadar, o hayvani
yiyen insan sagligi bakimindan da Onemlidir, Bilhassa pro-
tein, karbonhidrat ve vitamin deZeri yiiksek oldufZu igin ¢o-
cuklarimizin yemesini tercih ettigimiz karacigerin, 20. yiiz-
yi1lin bagindan beri sentez yolu ile elde edilen, gegitli
yollardan insan viicuduna alinan binlerce yabanci bilegiZin
metabolize edildifi, bu esnada da bazen ana maddeden daha
tokgik maddelerin tegekkiil edip, depo edildigi bir organ ol-
dugu son on sene iginde yapilan aragtirmalar sonunda aydin-
latilmigtir, Bu yabanci maddelerden biri olan anilinin
koyun karacigeri tarafindan nasil metabolize edildigini bil=-

mek yukarida belirtildizi gibi insan sagligi bakimindan da
Onemlidir,

Deney hayvanlarinda ve insanda anilinin agile olduZu
veya orto, para ve N-pozisyonlaranda hidroksile edildigi ge-
$itli aragtirmacilar tarafindan gozlenmigtir (6)., Parke (7),
anilin metabolizmasini in vive olarak tavuk, kedi, kbpek,
Sig¢an, fare, hamster, kobay ve tavsanda galigms ve genellik-
le anilinin orto ve para pozisyonlarda hidroksile edildigi-
ni saptamigtir, Parke (7), 140eanilin verilen tavganin id-
rarindan o-, m=- ve p-aminofenolleri izole etmig ve ana me-
tabolit olarak olugan p-aminofenoliin verilen dozun % 55'ini




tegkil ederken, o-aminofenol ile m-amincfenoliin verilen do-
zun % 10'u ile % 0,1'ini olugturdugunu saptamigtir. Ayrica
1465 anilin verilen diger hayvanlarin idrarlarinda olugan p-
ve o-aminofenol yiizdesinin her hayvan ig¢in farkli olduZu
gazlenmistirr(5’7)- Bu buluslar anilinin hidroksilasyonun-
da en az ikl ayri enzimin rol oynadif: varsayimini ortaya
atmigtir,

Anilinin metaboliti olan p-amlnofenolun, karacigerde
bulunan glikuronik asit veya siilfat iyonuyla enzimler vasi-
tasiyla konjuge olarak, bidbrekler yoluyla viicuttan atildig:
gosterilmigtir (6,7). Bu gekilde anilinin p-amlnofenole ag-
niigiimiinii bir detoksifikasyon reaksiyonu olarak kabul edebi-
liriz. '

Anilinin p-aminofenole hidroksilasyonunu: katalizle-
yen enzim anilin 4-hidroksilaz olarak isimlendirilir,

NH, NH,,
ANTLEN 4-HiDROKSILAZ

A "2

HO
ANTLIN | p-AMINOFENOL

Karaciger anilin 4-hidroksilaz aktivitesi siganlarda
(8,9}, farede (9), kobayda (8,9), tavganlarda (8,10) ve ba-
likta (11) saptanmigtair.

Bend ve arkadaglara (10,12) Yeni Zelanda tavsanlari-
nin, Matsubara ve grubu (13), Albino tavganlarinin akciger
anilin 4~hidroksilaz enzimlerinin maksimum aktivite igin,
NADPH ve O,'e gereksinimi oldujunu bildirmigler ve bu akti-
vitenin menadion (14), sitokrom ¢ ve karbon monoksit (12,14)
tarafindan inhibe edildigini gbstermiglerdir,

1972 yilinda ILu ve arkadaglari (15), 1973 yilinda Fi-
Juta ve Mannering (16), sigan karacifer anilin 4-hidroksi-
laz enziminin mikrozomel hidroksilazlar, monooksijenazlar
veya karigik fonksiyonlu oksidazlar olarak bilinen enzim
sisteminin bir tiyesi oldugunu gosterdller.




_ Tavgan karaclger mikrozomal anilin 4-hidroksilaz ak-
_tivitesinin, fenobarbital verilen tavganlarin karaciZerlerin-
den elde edilen saflagtirilmg sitokrom P-450, sitokrom ¢
rediiktaz ve 1lipit fraksiyonlarinin bir araya getirilmesiyle
yeniden olugtugu saptanda (17,18).

Koyun karacigerinin gok yliksek besin degeri olmasina
ve insanlar tarafindan bilyiik §l¢lide sarfedilmesine kargin
1iteratiirde, koyun karaciger mikrozomal anilin 4-hidroksilagz
enzimi ve anilin metabolizmasl iizerinde meveut bir bilgi yok-
tur. Diger bir husus da, anilin ile 1lgili endiistride gali-
ganlarin genel olarak anilini solunum yoluyla almalaridir,
Bu bakimdan anilinin akeciferler tarafindan nasil metabolize
edildigini bilmek gok tnemlidir. Ideal olarak bu tiir deney-
lerin insan akcigerinden elde edilen enzimlerle yiiriitiilmesi
18z1mdir. Bu da bilindigi gibi gok gligtiir. Bu bakimdan,
koyun akcigeri iizerindeki galigma bir bakima bir model ola~-
caktir. Son senelerde laboratuvarimizda ylirtitiilen galigma-
larda (19), koyun karaciger ve akciger mikrozomal anilin 4~
hidroksilaz enziminin, sitokrom P-450'ye bagimli monooksije=
nazlarin bir Hyesi olduzu gosterildi.  Bu galigmanin amacl
ise koyun karaciger ve akcifer anilin 4-~hidroksilaz enzimle-
rinin maksimum aktivitesi igin optimum sartlarin saptanmasi,
enzimlerin bazi 6zelliklerinin incelenmesi ve magnezyum, ni-
kel ve kadmiyum iyonlarinin, anilin 4-hidroksilaz enziminin

aktivitesi ilizerine etkilerinin aragtirilmasidir,



II. YONTEMLER

Karacifer Mikrozomlarinin Hazirlanmasi: Bazi tekmik
degigikliklerle, Aring ve Philpot'in (20) tavgan akeiger
mikrozomlarinin hazirlanmasinda kullandiklar: ybdntem kulla=
nildi, Bu yontem agagida detayli olarak anlatilmaktadir,

1. Mezbahadan (Et veBalik Kurumu, Ankara) dért ayligin iis-
tiindeki kuzu ve koyunlardan (Akkaraman) alinan hastalik=
s1z karacigerler, safra keseleri g¢ikarildiktan sonra
derhal plastik torbalara konulup, i¢cinde buz bulunan
kaplara yerlegtirildi ve hemen laboratuvara getirildi.
Mikrozomlarin hazirlanmasl siiresince biitiin iglemler so-
guk odada, 0-4°C arasinda yapildi.

2. Karacigerler bir beher ig¢inde sofuk distile su ile yi-~
kanarak kanindan oldugunca aritildi, Sonra suyu siizii-
lerek, emici bir kfgit Uzerinde kurulandi., Agzirlig
0,1 grama kadar hassasiyetle dlgillerek kaydedildi, Xa-
raciger bundan sonra bag ve yaf dokularindan temizlendi,

3. Homojen bir numune elde etmek amaciyla, aZirlizi 500~750
gram arasinda degigen biitin bir karaciger, ®nce makasla
ufak pargalara ayrildi, sonra bu pargalar énceden sofu-—
tulmug olan et kiyma makinasindan gegirildi, EKiyilmis
karacigerin 75 gram, 0,1 grama kadar hassasiyetle tar-
tilarak bir kenara ayrildi. Karacigerin 1,0 grami igin
4 ml olacak gekilde hacmi hesaplanan 300 ml 0,15 M KC1
¢ozeltisi bir beher igine konuldu,

4s Kiyilmg cigerlerden birkag gram teflon-~cam homojenize
aygitinin (Elvehjem-Glass homogenizer with teflon pestle)
buza yerlegtirilmig cam kismina kondu. Cigerlerin iize-
Trine beherde bulunan 0,15 M KCl ¢6zeltisinden bir miktar
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il4ve edildi, Homojenize aletinin teflon ucu ise bir mat-
xabin (Black and Decker, V850, multispeed drill) ucuna
taki1ldi ve matkap 2400 rpm'de ddndiirlilerek 5 kez cam ka-
bin dibine kadar sokup ¢ikarildi. Bu sirada teflon ucun
fazla yukariya gekilmemesine dikkat edildi, Bu ig bitin-
ce cigerler delikli Buchmer hunisine yerlegtirilmig iki
kat sargi bezinden bir behere siiziildii,

Homojenize edilen cigerler santrifiij tiiplerine doldurul-
du., Tipler Sorvall RC-2B (Automatic refrigerated centri-
fuge, Ivan Sorvall Inc., Newton, Connecticut 06470, A.B.D.)
" sogutmali santrifiijinde 12 000 x g'de 20 dakika gevrildi.
' (8S~34 rotoru igin 10 000 rpm, GSA rotoru igin 8 750 rpm).

12 000 x g'de g¢bken karaciger fraksiyonu baglica mitokond-
ri ve hiicre g¢ekirdegini igerir, ©Sivi kisimda ise, endo-

| plazmik retikulum pargaciklaria ile ¢Oziiniir halde bulunan
sitoplazma kimyasal maddeleri bulunur. Bu sividan mik-
rozomlar, sivinin Beckman I-2 65B Ultrasantrifiijiin'de
(Spinco Division of Beckman Instruments Inc., Palo Alto, -
Calif, 94304, A.B.D.), tiim kapasitesi 162 ml olan 50 Ti
rotorunda, rotorun 45 000 rpm'de (133 373 x g) 40 dakika
gevrilmesi ile c¢oktiiriildi, (I-2 65B ultrasantrifiijinde
50 Ti rotorunm maksimum hiza erigmesi 15 dakika aldag:
dligliniilerek, zaman siiresi bagtan 55 dakikaya ayarlandi).
Coken mikrozomlarin iistilndeki sivi kisim giringa ile a-
tilda,

Mikrozomlar yikanmak iizere 0,15 M KC1 ¢bzeltisinde siis-
pansiyon haline getirildi, Siispansiyondan, mikrozomlar,
silspansiyonun, ultrasantrifiijde 50 Ti rotorunda 45 000
rpm'de 30 dakika dondiirilmesiyle ¢oktiiriildii,

Elde edilen mikrozom gcokelezinin iizerindeki sivi atildi,
Mikrozomlar 1 gram karacigere 0,5 ml ¢Szelti egdeger o=
lacak gekilde % 25'lik gliserin ¢dzeltisi iginde siispan-
slye edilerek, teflon-cam homojenize aygitinda homojeni~
ze edildi, Bu gekilde elde edilen homojen karaciger mik-




r £bzom siispansiyonunun genellikle 1 ml'de 30~40 mg prote-
" in igerdigi saptanmigtir,

'°.'Y1kanml$ mikrozomlarin bir kismi protein miktari ve anj-~
-,_lin 4-hidroksilaz enzim aktivitesi tayininde kullanilda,

‘Kalan mikrozom suispansiyonu kiigiik plastik gigelere ko-

puldu. Sigeler azot gazi ile doldurularak -20°C'de mu-

‘hafaza edildi.

;_. Akeciger Mikrozomlarinin Hazirlanmasi: EKaraciger mik-
: 5miar1n1n hazirlanmasi igin uygulanan ySntem, agagida an-
:;1afllan bazi teknik degisikliklerle, akeciger mikrozomlarinin
irlanma51nda da kullanildi. Yontemdeki farkliliklar a-
a belirtilmigtir.

' Kademe 3 ve 4'de: Et kiyma makinasindan gec¢mig akci-
- rler, 1 gramy bagina 3 ml 0,15 M KCl ¢Ozeltisi illve edi-
}1gpek homo jene edildiler,

" Kademe 4'de: Akciger homojene edilirken, 2 400 rpm'de
E;_dondurulen teflon ug, cam homojenize aygitina 10~12 kez so~
? kup glkarlldl. '

Kademe 9'da: Mikrozomlar 1 gram akcigere 0,3 ml ¢d-
 -e$deger olacak gekilde % 25'1ik gliserin ¢tzeltisi i=-
;glnde suSpan81yon haline getirildiler.

_ - Proteln Tayini: Hazirlanan mikrozom siispansiyonla~-
_rlnln ‘protein miktarlari Lowry ve arkadaglaranin (21) yon-
 temler1ne gbre tayin edildi, Kristalize siZir serum albumi~
: ni standart olarak kullanildi,

| "Anilin 4-Hidroksilaz Aktivitesinin Tayini: Anilin 4-
ih'd?OkSllaZ enzim aktivitesi, meydana gelen p-aminofenol

B tgrlnln Imai ve arkadaglarinin (22) tarif ettigi yonteme
__e'tayln edilmesiyle saptandi, Kofaktér olarak, NADPH, ve-
__NADPH Ureten bir sistem kullanildi. Enzim ig¢in optimum
rtlar "BULGULAR" kisminda gtsterildigi gibi saptandi, En-




zim aktiviteéinin tayini agagida detayli olarak anlatilmak-

+tadil.

inkiibasyon ortami: Tablo l'de gbriildiigi gibi yalniz
NADPH kullanilan tipik bir reaksiyon ortami, 1,0 ml'lik top-
1am hacimde, 10 mM anilin, 100 mM HEPES tamponu, pH 7,6,
0,5 mM NADPH, ve 0,5 mg mikrozom proteini igerdi, NADPH ye-
rine kullanilan, NADPH iireten sistemde ise (Tablo 2), 0,25 uM
NaDP', 2,5 mM MgCl,, 2,5 mM glikoz-6-fosfat, 1,0 iinite gli=-
roz-6-fosfat dehidrojenaz (EC.1.1.1.49, 1 inite gllkoz«S-fos-
fat dehidrojenaz, 25°C'de ve 1 dakikada 1 pmol NADPY indir-
ger) ve 14,2 ml HEPES tamponu, pH 7,8, igeren ¢bzelti kulla=-
n1ldi. NADPH iireten sistem aktivite tayininin yapilacagi
gin hazirlandi, Once 37°C'de 5 dakika tutuldu, sonra kulla-
nilincaya kadar buz iginde muhafaza edildi,

Standart:s Standart olarak p-aminofenol c¢dzeltisi
kullanildi, p-Aminofenol ¢dzeltisi isiga karsi gok hassas
oldugundan, her deneyde, 0,5 mM p-aminofenol taze olarak,
koyu renkli bir balon jojede hazirlandi ve yukarida "Inkii-
_ basyon ortami" olarak tarif edilen, anilin de dahil biitiin
_ reaksiyon bilegiklerini igeren inkiibasyon ortamina, p-amino-
~ fenol ¢ozeltisi dért farkli konsantrasyonda (2,5, 5,0, 12,5,
25,0 nmol) ilAve edildi, Ayni sekilde p-aminofenol yerine
;ﬁdistile su il8ve edilmig egdeger bir inkiibasyon karigimi ha-
~ zirlandi ve agagide "Iglem" kisminda tarif edildigi gibi re-
;gaksiyonlara ayni sartlar altinda devam edildi. p-Aminofe-
E;nol bulunmayan tiiple, p-aminofenol igeren tiipler arasindaki
_ absorbans farklari p-aminofenol ig¢in standart egri ¢izimin-
de kullanild: (Sekil 1).

Iglem:

t Yukarida "Inkiibasyon ortami" kisminda tarif edilen
 kofaltdr harig, diger inkiibasyon maddelerini igeren tiipler,
;;37°C'de bulunan su banyosuna konuldu., Reaksiyon NADPH veya
:iNADPH Ureten c¢ézeltinin ilfvesiyle baglatildi ve reaksiyona
- tiplerin agizlari agik olarak, sallamali su banyosunda -




ﬁlo 1. Anilin 4~hidroksilaz enzim aktivitesinin tayininde
kullanilan inkiibasyon ortaminin elemanlari (kofak-
tgr olarak NADPH kullanilda),

I14ve -1 mltlik
i Stok Edilecek  Inkiibasyon Ka-
Elemanlar gbzeltisi Hacim rigimindaki Son
' (m1) Eonsantrasyon
ﬁs Tamponu 200 mM 0,50 100 mM
pH 7,6 |
ilin 100 mM 0,10 10 mM
¥rozomlar 2,5 mg prot/ml 0,20 0,5 mg prot
| karacifer ig¢in .
(veya)
17,5 mg prot/ml  (0,20) 3,5 mg prot
akeciger igin
0,15
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sablo 2. Anilin 4-hidroksilaz enzim aktivitesinin tayininde
) kullanilan inkiibasyon ortaminin elemanlari (kofak-
t5r olarak NADPH iireten sistem kullanildi),

-

i)
B 118%ve 1 mi'lik
L Stok Edilecek  Imnkiibasyon Ka-
Elemanlar Cozeltileri Hacim rigimindaki Son
' {m1) Konsantrasyon
HEPES Tamponu 200 mM 0,50 100G mM
. : pH 7’6
Anilin 100 mM 0,10 10 m |
Mikrozomlar 2,5 mg prot/ml 0,20 0,5 mg prot
B karaciger igin
(veya)
17,% mg prot/ml (0,20) 345 mg prot
akeiger igin
Hzo 0,05
NADPH iireten
sistem:
Glikoz=6-fosfat 100 mM 0,025 2,5 mM
MgCl, 100 mM 0,025 2,5 mM
HEPES Tamponu 200 mM 0,071 14,2 mM
pPH 7,8
yappt 10 mM 0,025 0,25 mM
Glikoz-6-~fosfat 260 U/ml 0,004 1 iinite
Dehidrojenaz
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_-(Grant Instruments, Cambridge ILtd., Barrington, Cambridge
CBZ 502, tngiltere) 37 °C'de 25 dakika devam edildi, Reaksi-
on 0,5 mlL % ¢ 2011ik trikloroasetik asit il8vesiyle durdurul-

du ve tipler hemen bir buz banyosuna alinda,

: Denature olmug protein 7 500 rpm'de (Sorvall RC-2B
centrifuge, SS-34 rotor) 15 dakika déndiiriilerek gbktiruldi,
tistte kalan gozeltinin 1 ml'si gbkelefi bozmadan otomatik
bir pipetle gekilerek bagka bir tiipe alindi, Uzerine 0,5 ml
% 20'1lik sodyum karbonat ve bunu takiben 0,5 ml taze hazir-
lanmig % 4'1lik fenol igeren 0,4 N NaOH ¢tzeltisi il8ve edil-

di,

Tipler 37°C'deki su banyosunda 30 dakika bekletildik-
ten sonra olugan mavi rengin sgiddeti 630 nm'de Zeiss Spek-
trofotometre'sinde (Carl Zeiss Oberkochen/Wuertt,, Bati Al-
manya) 6l¢iildii, Cizilen standart eZriden ($ekil 1) enzima-
tik yolla olugan p-aminofenocl miktarlari hesaplandi.

Mikrozomal Sitokrom P-450 Eonsantrasyonunun Tayini:
Sitokrom P-450 konsantrasyonu Omura ve Sato (23,24) yontemi
ile Cary 17 Spektrofotometre'sinde (Cary 17 Recording Double
Monochromator Spectrophotometer, Cary Instruments, a Varian
Subsidiary, Monrovia, Calif. 91016, A,B.D.) 1sik yolu 1 cm
olan kiivetlerde tayin edildi. % 30 gliserin, 10™*M EDTA i-
ééren, 0,1 M potasyum fosfat tamponu (pH 7,6, 25°C'de) ic¢in-
dé;seyreltilen karaciger veya akcifer mikrozomlari sodyum
ditiyonit ile indirgenerek karbon monoksit fark spektrumla-
r;'allndl. Sitokrom P-450 konsantrasyonu, A450—A490 igin
ekstinsiyon katsayisi 91 md em™t alinarak, gizilen spek-
trumdan bu iki dalga boywndaki optik dansite farkindan he-
saplandi (23,24),

_ Mikrozomal NADPH Bagimli Sitokrom ¢ Rediiktaz Aktivi-
tesinin Tayini: Akciger ve karaciger mikrozomlarinin NADPH-
51tokrom ¢ rediikktaz aktivitesi lasters ve arkadaglarinin

(25) tarif ettigi yontemle, sitokrom ¢'nin 550 nm dalga bo-
Yundakl indirgenme hizinin spektrofotometrik olarak Glciilme-
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sg_:.'ile tayin edildi. 1 inite rediiktaz, 25°C'de 1 dakikada
ol sitokrom ¢'yi indirgeyen enzim miktari olaralk tarif

,

1lom
5edildi¢

Kimyasal Maddeler

Glikoz~6-fosfat, glikoz-6~fosfat dehidrojenaz (maya),
sigir serum albumini, NADPH, NAUH ve HEPES, Sigma (Sigma
Chemical Company, Saint Louis, Missouri, A.B.D.) firmasindan
alind1l. p-Aminofenol Fluka, A.G., Buchs 5.G., Isvigre'den
temin edildi, JDiger kullanilan biitin kimyasal maddeler a-
nalitik saflikta olup, piyasadan satin alindz,




IIf. BUIGULAR

Anilin 4-Hidroksilaz Enzimi

Koyun karaciger ve akcigerlerinden hazirlanan mikro-
gzomlardaki anilin 4-hidroksilaz aktivitesi, reaksiyon sonun-
da meydana gelen p-aminofenol miktarinin kolorimetrik olaralk
tayin edilmesiyle saptandi., Sekil 1l'de goriildiigi gibi, 630
nm'de Ulgiilen absorbansa kargi g¢izilen p-aminofenol standart
egrisi, galigilan kosullar alitinda dogrusal bulundu,

Anilin 4-hidroksilaz enziminin 6zgiil aktivitesi, de=-
Eigik Akkaraman koyunlarindan elde edilen karaciger mikrozo-
mal preparatlarinda, 0,85, 0,%0, 0,54, 0,76, 0,40, 0,50,
0,90, 0,40, 0,80, 0,40 olarak, deiisik Akkaraman koyunlarin~
dan elde edilen akcifer mikrozomal preparatlarinda ise, 0,15,
0,15, 0,07, 0,12, 0,09, 0,27, 0,25, 0,12, 0,12, 0,08, 0,12,
0,20, 0,27 olarak bulundu, Bu deZerlerden ortalama enzim

0.250 |

£ 0.200

o

2 0.150

;-]

< L]

& 0.050 -

/]

73: ] i 1 | i ! I L 4 !

nmol p-Aminofenol

Sekil 1, Imai ve Sate (22) ytntemine gbre g¢izilen
tipik bir p-aminofenol standart egrisi.
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'gul aktlvltes1 karacifer ve akcifer mikrozomlar;, 1gln,.51-
;r551y13 0,65 (N=10) ve 0,15 (N=13) olarak hesaplandi, Gerek
5karac1gers gerekse akeifer mikrozomal anilin 4-hidroksilaz
iakt1V1te51n1n mikrozomlar % 20'1ik (veya % 25'1ik) gliserin
ginde siispansiye edilip, hemen azot gazi ile doyurulduiu
‘gamen, en az bir ay kadar sabit kaldigi saptandi, Diger a-
jraatlrmacllarln yaptiklari galismalarda, karacifer mikrozo=
‘pal anilin 4~hidroksilaz enziminin 6zgll aktivitesi sigan-
‘larda 0,705 (N=4) (8) ve 0,33 (N=15) (9), kobaylarda 1,40
(N=4) ve 0,166 (N=15) (9), farede 0,5, tavganlarda 0,542
(N=22), Yeni Zelanda tavganlarinda 1,2, 1,1, 0,75, 0,46 (10)
fve 0,53 (26) nmol p-aminofenol/mg protein/dakika olarak sap-
tanmigtir. Bu degerler bizim bulduZumuz degerlerle kargi-
;iégtlrlldlglnda, koyun karaciger mikrozomal anilin 4-hidrok-
silaz enzimi Ozglil aktivitesinin daha gok Sigan, tavgan ve
zfare karaciger enzimlerinin aktivitelerine benzer oldugu
'gozlenlr. Akeifer mikrozomal anilin 4~-hidroksilaz enziminin
_ ozgul aktivitesi siganlarda 0,072 (8), kobaylarda 0,179 (8),
ﬂ:_tavganlarda 0,348 (8), 0,34 (10), 0,075 (14) ve 0,2% (26)

' nmol p-aminofenol/mg protein/dakika olarak saptanmigtir,

Bﬁ deZerler, bizim buldugumuz deZerlerle karsllastlrlld;gln-
da, koyun akeifer mikrozomal anilin 4~hidroksilaz enzimi &z~
giil aktivitesinin daha ¢ok kobay ve tavsan akcifer enzimle-
rinin aktivitelerine benzer oldufu goriiliir,

Inzimin Maksimum Aktivitesi Icin Optimum Sartlar

Koywn karaciger ve akciger mikrozomal anilin 4~hid-
Toksilaz enzimlerinin maksimum aktivitesi igin optimum gart-
lar saptandi, Enzim aktivitesine kofaktérlerin, pH'nin, in-
kiibasyon Zamaninin, enzim konsantrasyonunun etkisi ve siibs-
trat konsantrasyonunun aktiviteye etkisi incelendi.,

Anilin 4-Hidroksilaz Enziminin Kofaktbr Gereksinimi,
Tablo 31ge gosterildigi gibi, kofakttr NADPH'nin hem =keci-

ger hem de karaciger mikrozomal hidroksilaz enziminin akti-
Vitesi igin gerekli olduZu saptandi, Bundan bagka, glikoz-
~fosfat, Mg** ve glikoz-6-fosfat dehidro jenazdan olusan

o
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b1o 3. Koyun karaciger ve alcifer mikTozonal anilin 4-
Tab1°~3f-§€g§§ksilaz enzimlerinin kofaktér gereksinimi®

Karaciger Akciger
Enzimi Engimi .
% Aktivite % Aktivite
100,00 100,00
18,80 (18-19,6) 19,50 (16~23,5)
DS 3,10 (3-3,2) 3550 (3,1~3,9)
“'£p ﬁh 4,60 (4-5,2) 4590 (4,7-5,1)
_,NADH¥3ADPHb 103,20 (102-104,4) 102,80 (100-~105,6)
nnaﬁfﬁ'ﬁreten sisten® 105,00 (100-110) 100,50 (100-101)
Kd%é#%ér yok 0,00 0,00

_ﬁéinkﬁbaSygn kogullari "Yontemler" Tablo 1l'de anlatildig: gi-
.bidir., Inkiijbasyon ortaminda 0,5 mM olan NADPH yerine, eg-.
‘defer konsantrasyonlarda, NADPH iireten sistem veya diger

nillcleotidler kullanildi., Parantez igindeki neticeler iki

ayrl deney serisinden elde edilen degerleri gdstermektedir.

Her deger de ¢ift olaralk yapllan numunelerden elde edilen

ﬁneticelerin ortalamasaidir,

c0;25 mM NADPH, 0,25 mM NADH kullanilda,
:Iﬁ?ﬁbasyon ortam Tablo 2'de verildi.
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ippH iireten sistenin anilin 4-hidroksilas reaksiyonunda ta-

namen NADPH'nin yerine kullanilabilecegi gdsterildi (Tablo 3).
NADH kofaktir olarak kullanildigr zaman her iki sig-

o de NADPH'nin verdigi aktivitenin % 20'sinin altinda

- deger elde edildi, NADH ve NADPH beraber kullanildikla=-

T saman her iki sistemde de % 100'in biraz iistiinde olan bir

| ivite degeri saptandi, Karacizer ve akeiger mlkrozomal

‘apilin 4-hidroksilaz enzimlerinin NAD® veya NADP* bulunan or-

t”"da maksimum aktivitelerinin takriben ancak % 3 veya % 5'

erigebildikleri gozlendi, Faynatilmig mikrozomlarin,

INADPH pulunan ortamda anilin 4-hidroksilaz aktivitesi iger-

m:&iéi saptandi.

4 pH'nin Enzim Aktivitesine Btkisi, Enzim aktivitesi-
ne pH'nln etkisi 25°C'de pH degerleri 6 ile 9,5 arasinda de-
glsén 0,2 M HEPES tamponu kullanilarak incelendi. Tampon
'gozeltlnln pH's1 0,2 N NaOH ¢tzeltisinin ilavesiyle ayarlan-
i;_ inkijbasyon ortaminin pH's:i tekrar 37°C'de 8lgiildii.
25°C'de pH's:z 7,6 olan 0,2 M HEPES tamponu ile hazirlanan

| ve elemanlary Tablo 1'de verilen inkiibasyon ortaminin pH'si
_ 37°C'de 7,5 olarak saptandi,

Ll Sekil 2'de gtsterildifi gibi aLc1ger mikrozomal ani-
_tlln 4~hidroksilaz enziminin pH optimumu 37 °Ctde 6,7 ile 7,7
_ arasinda bulundu., Karaciger anilin 4-hidroksilaz akt1v1te-
sinin ise 37°C'de pH 7,1 ile 7,5 arasinda en yiiksek deZerde
oldugu saptandi (Sekil 3).

Pnzim Aktivitesinin Inkiibasvon Siiresi Ile Degisimi.
Inkiibasyon stiresinin akciger ve karacifer mikrozomal anilin
4~hidroksilaz aktiviteleri {izerine etkisi Sekil 4'de giste-
rilmigtir, Karaciger ve akcifer enzimlerinin katalize etti-
1 hidroksilasyon reaksiyonlarinin en az 60 dakikaya kadar
ineer olarak arttizr saptandi ve deneylerde standart ola-
Tak 25'er dakikelik inkiibasyon siireleri kullanildaz.

Milrozomal Enzim Miktarinin Anilin 4-Hidroksilaz Re~
aksiyonunun Hizy Uzerine Etkisi. Sekil 5'de gosterildigi gi-
1y 1 ml inkiibasyon ortaminda 0,5 ile 2 mg arasinda defigen
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Sekil 2, pH min akciger mikrozomal anilin 4-hidroksilaz enzim
aktivitesine etkisi. Kofaktor olarak NADPH kullanildi.
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12

n mol p-Aminofenol/mg protein/25 dak.

Sekil

K

pH (37°C)

pH nin karacider mikrozomal anilin 4-hidroksilaz
enzim aktivitesine etkisi. Kofaktor olarak NADPH
kuilanilds.
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n mol p~Aminofenol /25 dak.

Mikrozomal Protein (mg)

Sekil 5. Mikrozomal enzim miktarinin anilin 4~-hidroksilasyon
reaksiyonunun h1z1 lizerine etkisi. Inkiibasyon ortami,
1 ml de, 0.5 umo! NADPH, 100 umol HEPES, pH 7.6,
10 umol anilin ve grafikte gdsterilen miktariarda
karacider (o0—o) ve akciger ( @—e ) mikrozomal protein
jcerdi. Mikrozomlar 5 aylik kuzu karacider veya akcige-
rinden hazirlandl.
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miktarlarda'karaciger mikrozomlariy, veya 1 ile 6 mg arasin-
g degigen miktarlarda akcifer mikrozomlari bulunan ortamda,
éﬁilin 4-hidroksilasyon hizinin mikrozomal protein miktari
iié dogru orantili olarak arttigi saptandz,

Stibstrat Konsantrasyonunun Karacifer Hidroksilaz En-
sim Aktivitesine Etkisi. Sekil 6'da koyun karaciger mikro-
jﬁ;;;;i anilin 4-hidroksilaz enziminin siibstrat doygunluk eg-
- risi goriilmektedir. Enzimin maksimum aktivitesi igin, op=

" timum anilin konsantrasyonu yaklagik olarak 10 mM bulunmug-
fgfﬁr_ 50 mM'a kadar denenen siibatrat komsantrasyonlarinda,

. enzimin stibstrat tarafindan inhibisyonu gérilmemigtir, Ki-

lichaelis~Menten kinetigini takip etmedigini gdstermektedir,

_ Lineweaver-Burk grafiginden Km degerleri 3,13 mM ve
,082 mM anilin, Vmaks. degerleri 0,55 ve 0,17, Eadie-Hofstee
grafizinden ise Ku degerleri 3,29 mM ve 0,063 ml anilin,
Vmaks, deZerleri ise 0,460 ve 0,178 olarak hesaplanm gtair,
‘Bu iki grafikten elde edilen Km degerleri birbirleriyle u -~
yum igindedir, Ortalama olarak 3521 oM ve 0,072 mM olmak ii-
_ Zere karaciZer anilin 4-hidroksilaz enzimi icin iki Km dege-~
fgri hesaplanmigtar,

o

Sibstrat Konsantrasyonunun Akciger Hidroksilaz Enzim
Alctivitesine Etkisi. Sekil 9'da gorilebilecegi gibi, akei~
ger milmozomal anilin 4-hidroksilagz enziminin maksimum akti-
Vitesi icin optimum anilin konsantrasyonu yvaklagik olarak
755 mM bulunmug ve bu degerin 15 mM anilin konsantrasyonuna
kadar sabjt kaldigi gozlenmigtir, 15 mM'in iistiinde anilinin
teaksiyonu inhibe ettigi, 40 mM ve 50 mM'lik konsantrasyon-
lardg ise, enzimin maksimum alctivitesinin % 35'inin inhibe

 ®dildigi saptanmigtar,
. Enzimin $ekil 10'da gosterilen Lineweaver-Burk prafi-
Em degerl 1,43 mlM anilin ve Vmaks, degeri 0,3 nmol

Eind en




.03
el

151439 BULSI]LALINE
ZeLLSHOAPLY~p UL|LUR |PWOZOLYLW JSELIRARY UNUNUOASRAIURSUOY JBAISNS *g. |LYas

(Wu) nuofAsedguesuoy ui|iuy

0§ N7 Oov SE Q€ 5¢C Q¢ Sl Ol S O
T T T T )

[ {

u;é;odd Bu/*xep/|ouatoutuy-d [ow u




1/n mol pAP/dak./mg protein

{ 1 1 J

O 5 10 15
1/Anilin (mM)

>ekil 7. Koyun karaciger mikrozomal anilin 4-hidroksilaz
Enziminin Lineweaver-Burk grafigi.
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Koyun akciger mikrozomal anilin 4-hidroksilaz enziminin
Lineweaver-Burk grafigi.
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: mnofenol/dakika/mg protein olarak hesaplanmigtir, Yine
' aynl grafikten, yiiksek konsantrasyonlardaki stibstrat anili-
"J.n enzimin inhibitérii olarak etki ettiZi gozlenmektedlr.

kJ. Degerlikli Metal Ivonlarinin Anilin 4-Hidroksilaz
| Enzim Aktivitesine Etkileri

Metal testleri ig¢in kullanilan mikrezomlar, endojen
olaralf bulunmasi muhtemel olan metallerden arindirilmak ama-
50 mM EDTA igeren 0,013 M HEPES, pH 7,5, tamponu ile

" Mafnezyum Iyonlarinin Etkisi. Magnezyum iyonlarinin
koyun karacifer mikrozomal anilin 4-hidroksilaz enzimi lize-
pindeki etlkileri, reaksiyon ortamina 0,1 miM'dan 100 mM'a ka-
%dax_- degigen konsantrasyonlarda Mg012 il8vesiyle incelendi.

 Bu deneylerde kofaktor olarak NADPH kullanildi. Sonuglar
Sekil 1l'deki grafikte gosterilmektedir, Bu grafikteki her
:?{';nokta iki ayri deney serisinden elde edilen deferlerin or-
"__;;’calamas:.dlr. Her serideki degerler de ¢ift olarak yapilan

; ';;umunelerden elde edilen sonuglarin ortalamasidir, Sekil 11’
degoruldué;u gibi, magnezyum iyonunun karaciger mikrozomal '
_anilin 4-hidroksilaz aktivitesi iizerinde hizlandirici bir
_etkisi vardir ve en fazla etki 2,5-10,0 mM majnezyum iyonu
koﬁsantrasyonu.nda gorilmektedir, Magnezyum iyonu konsant-
rasyonu 10,0 mM'dan 50,0 mlM'a kadar artirildiZi zaman enzim
akt1v1te51nde bir diigiis gtriilmekle beraber, bu degerin kont-
ola nazaran % 30 kadar fazla oldugu gbzlenmektedir (Sekil 11).
' Yukarida belirttizimiz gibi, inkiibasyon ortamina il&-
ve edllen 2,5-10,0 mil konsantrasyonundaki magnezyum lyonu-
nun enzim aktivitesini hizlandairicil bir etkisi gbrilmiigtiir.
Bu ledenle, optimum karacifer mikrozomal anilin 4-hidroksi-
laz aktivitesi elde edilebilmesi icin, Tablo 1l'de elemanla-
m‘ verilen inkifbasyon ortamina 2,5 mM MgCl, il4ve edilmesi
Q?EOI‘ulmugtur. Optimum koyun karacifer mikrozomal anilin
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hidroksilaz enzim aktivitesi ilizerindeki etkisi.,

Kofaktor olarak NADPH kullanildi. 7
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'5510'4, Anilin 4~hidroksilaz enzim aktivitesinin tayininde

kullanilmasi tavsiye edilen inkiibasyon ortaminin
elemanlari ( kofaktdr olarak NADPH kullanilan),

Ti4ve o1 m1t1ik
Stok Fdilecek Inkiibasyon Ka-
Qozeltisi Hacim risimindaki Son
(ml) Konsantrasyon
HEPES Tamponu 200 mM 0,50 100 mM
pH 746
i 100 mM Q,10 10 mM
2,5 mg prot/ml 0,20 0,5 mg prot
karaciger igin
(veya)
17,5 mg prot/m1  (0,20) 355 mg prot
f}_ akciger igin
"2 100 mM 0,025 2,5 mM
) | 0,125
10 IHM 0’05 0,5" mM
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Magnezyum iyonlarinin koyun akcifer mikrozomal anilin
ldr0RSllaZ enziminin aktivitesi lizerindeki etkileri de,
aciger enzimindeki gibi, reaksiyon ortamina 0,1 mM'dan
OOiﬂpa kadar degigen konsantrasyonlarda Mg012 ilavesiyle
lendi. Bu deneylerde de kofaktdr olarak NADPH kullanil-
sonuclar Sekil 1l2'deki grafikte gosterilmektedir, Bu
ra ikteki her nokta iki ayri deney serisinden elde edilen
rlerin ortalamasidir, Her serideki degerler de, diger
eneylerde oldugu gibi, ¢ift olarak yapilan numunelerden

1d' edilen sonug¢larin ortalamasidir. Sekil 12'de gOriildii-
ibl, magnezyum iyonunun, karaciger enzimindeki gibi, ak-
iger mikrozomal anilin 4-hidroksilaz enziminin aktivitesi
gerinde hizlandirici bir etkisi vardir ve en fazla etki
f5:10 0 mM magnezyum iyonu konsantrasyonunda goriilmektedir,
_gﬁezyum iyonu konsantrasyonu 10 miM'dan 100 mM'a kadar ar-
1r11d1g1 zaman enzim aktivitesinde bir diigli gbrilmekte,

0 mM mefnezyum iyonu konsantrasyonunda, magnezyum iyonunun
aktiviteyi hizlandirici etkisi kalmamakta ve alktivite kont-

1ol ile ayni degere erismektedir (Sekil 12).

__& Yukarida anlatilan deneylerin sonucu olarak, optimum
ibiger mikrozomal anilin 4-hidroksilaz aktivitesi elde edi-
fﬁléﬁilmesi igin, Tablo 1'de elemanlari verilen inkiibasyon or-
:; ahlna 2,5 mM MgCl, illve edilmesi uygun gOrilmigtir, Op-
létlmum akciger mikrozomal anilin 4-hidroksilaz aktivitesi el~
“de'edilebilmesi igin tavsiye edilen inlkiibasyon ortaminin e-
_élemanlarl Tablo 4'de verilmektedir,

jéu- Karaciger ve akciger enzim aktiviteleri iizerine, mag-
gnezyum iyonunun etkisi, Tablo 5'de isimleri verilen degigik
ékOfaktorlerln etkisi ile birlikte incelendi, Sonuglar Tab-
"“10 5'de Gzetlenmektedir, Tablo 5'de guriildiizi gibi, NA_'DPH
fgden ayri olarak reaksiyon ortaminda, NADPH iireten sistem,
ENADH veya NADH ile birlikte NADPH kullanildigl zaman, 2,5,

-

;5 0.ve 10,0 mM konsantrasyonlarindaki magnezyum iyonlarinin
i.em karaciger hem de akciger anilin 4-hidroksilaz enziminin

”aktLV1te51 fizerinde hizlandirici etkisi vardar,

Anilin 4-hidroksilaz aktivitesinin tayininde NADPH
Teten sistem kullanildigi zaman, glikoz-6-fosfat dehidroje-
inaz enziminin optimum aktivitesi igin gerekli olan 2,5 ml

g
4u
f




5 gbyun karaciger ve akcifer mikrozomal

ve a C I 0Z0 anilin 4-
" nidroksilaz enziminin aktivitesi iizerine magnez

jyonlarinin, ¢editli kofaktorler ile birlikte
etkiSio
ot Akciger Karaciger
ﬂﬁ Inzimi Enzimi
% Aktivite % Aktivite
0 100 100
2,5 146 167
5,0 150 166
10,0 148 166
_ 245 101 110
‘sistem 5,0 112 138
10,0 110 139
0 16,5 19,6
2,5 22,8 22’7
5,0 23,0 22,0
10,0 25,0 22,6
0 110 102
2,5 116 154
5.0 120 156
10,0 121 154

Egé.___._._1__3:':183)rozz1 kogullaris, Tabl
@lglnlz Neticeler bir deney
Lter 1 Ortalamasidir,

0 3'de anlatildigi gibidir,
dizisinden elde edilen deger=-



32

; Anilin 4-hidroksilaz enzim aktivitesinin tayininde
° kullanilmasi tavsiye edilen inkiibasyon ortaminin
elemanlar:i (kofakidr olarak NADPH iireten sistem

¥ullanilan),

I18ve 1 mitlik
Stok Edilecek Inkijbasyon Ka-
ar Gozeltileri Hacim rigimindaki Son
: (m1) Konsantrasyon
‘Tamponu 200 mM 0,50 100 mM
00 mM . 0,10 10 mM
mlar 2,5 mg prot/ml 0,20 0,5 mg prot
karaciger ig¢in
(veya)
17,5 mg prot/mi  (0,20) 345 mg prot
akeciger icgin
100 mM 0,025 2,5 mi
0,025
[ lireten
fSistem:
1ikoz~6~fasfat 100 mM 0,025 2,5 mM
100 mM 0,025 2,5 mM
ES Tampony 200 m 0,071 14,2 ml
' 8
) 10 m 0,025 0,25 mM
koz~f~fostat 260 U/ml 0,004 1 tnite




o iyonuna iléve olarak inkiibasyon ortamina 2,5 ve
_konsantrasyonlarlnda magnezyum iyonu ilfve edildigi
kciger enziminin aktivitesinde % 10-12 kadarlik bir
karaciger enzim aktivitesinde ise % 38-39'luk bir
- jenmigtir (Tablo 5). Halbuki, ayni konsantrasyons -
. megnezyum iyonu, inkiibasyon ortaminda yalniz NADPH

snild1gl zaman, enzim aktivitelerinde daha yiiksek oran-
-~ artiga neden olmug, karacifer enzim aktivitesini
7 ve akciger enzim aktivitesini ise % 46-50 kadar hiz~
m15t1T Bu farklilifin nedeni anlagilamamigtir,
Anilin 4~hidroksilaz enzim aktivitesinin tayininde
PH tireten sistem kullanildiZl zaman, optimum enzim aktie-.
1de edilebilmesi ig¢in Tablo 2'de elemanlari verilen
on ortamina, ayrica 2,5 mM MgCi, il8ve edilmesi uy-
goriilmistir, Optimum karacifer ve akcifer mikrozomal
“4=nidroksilaz aktivitesl elde edilebilmesi ig¢in tav-
dilen inkiibasyon ortaminin elemanlari Tablo 6'da ve-

:Nikel Ivonlarinin Etkisi, Reaksiyon ortamina ilfve
~degigik konsantrasyonlardaki NiClz'ﬁn karaciger ve
akciger anilin 4-hidroksilaz enziminin aktivitesi iizerinde-
kisi Tablo 7'de goriilmektedir, Nilkel iyonlarinin kara-
akciger mikrozomal anilin 4-hidroksilez enzim akti-
Anl engelledigi gézlemmigtir. 0,1 mM nikel iyonu var-
un karacifer enzim aktivitesini % 89'a, 0,5 mM nikelin

751ras1yla % 20, % 35 ve % 45 oraninda inhibe ettlgl
0213nml$, 10 mM konsantrasyondaki nikel iyonunun ise enzi-
Mtivitesini tamamen durdurdugu saptanmigtir (Tablo 7).

Kadmiyum Ivonlarinin Etkisi. Tablo 7'de goriildiizil
. kadmlyum iyonlarinin mikrozomal anilin 4-hidroksilaz
Zlminin aktivitesi lizerindeki onleyici etkilerinin, nikel
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spimezyun iyonuna iléve olarak inkiibasyon ortamina 2,5 ve
%5 oM konsantrasyonlarinda magnezyum iyonu ilfve edildigi
Janan akciger enziminin aktivitesinde % 10-~12 kadarlik bir
jgima, karaciger enzim aktivitesinde ise % 38=39'1uk bir
ort1g gozlenmigtir (Tablo 5). Halbuki, ayni konsantrasyons -
ordaki magnezyum iyonu, inkiibasyon ortamnda yalniz NADPH
mﬁlanlldlgl zaman, enzim aktivitelerinde daha yikksek oran-
g bir artiga neden olmug, karacifer enzim aktivitesini

| 4 66-67 ve akciger enzim aktivitesini ise % 46-50 kadar hiz-
ymdirmigstir. Bu farkliligin nedeni anlagilamamigtir,

”ff Anilin 4-hidroksilaz enzim aktivitesinin tayininde
j:muEH lireten sistem kullanildigi zaman, optimum enzim aktie
 yitesi elde edilebilmesi igin Tablo 2'de elemanlari verilen
fihmnbasyon ortamina, ayrica 2,5 mM MgCl, il8ve edilmesi uy-
fgmlgorulmugtur. Optimum karacigfer ve akcifer mikrozomal
iimulln 4=-hidroksilaz aktivitesi elde edilebilmesi ig¢in tav-
fgﬂye edilen inkiibasyon ortaminin elemanlari Tablo 6'da ve=-

" rilmektedir,

Nikel Iyonlarainin Etkisi. Reaksiyon ortamina il&ve
_JeMJen degisik konsantrasyonlardaki NlClz'un karaciger ve
;_ﬁmlger anilin 4~hidroksilaz enziminin aktivitesi iizerinde=~
ékietlel Tablo 7'de goriilmektedir, Nikel iyonlarinin kara-
fﬁuger ve akeiger mikrozomal anilin 4-hidroksilaz enzim akti-
j;wje51n1 engelledigi gozlenmigtir. 0,1 mM nikel iyonu var-
(lginin keracifer enzim aktivitesini % 89'a, 0,5 mi nikelin
;%77 e ve 1 mM nikelin ise % 73'e diisiirdiigii saptanmistir,
15,0 M nikel iyonunun ise karacifer enzimini tamamen dena-
;hwe ederek, enzim aktivitesini engelledigi gbzlenmigtir,

_ Oyl mM, I mM ve 5,0 mM konsantrasyonlarindaki nikel

[ {yonunun akciger mikrozomal hidroksilaz enziminin altivite=
18ni, sirasiyla % 20, % 35 ve % 45 oraninda inhibe ettizi
;amlenmlg 10 mM konsantrasyondaki nikel iyonunun ise enzi-
fmﬂ aktivitesini tamamen durdurdugu saptanmigtir (Tablo 7).

Kadmivum Ivonlarlnln Etkisi, Tablo 7'de goruldugu

;mbl kadmiyum iyonlarinin mikrozomal anilin 4-hidroksilaz
:ﬂmlmlnln aktivitesi iizerindeki onleyici etkilerinin, nikel




fablo 7. NiCl, ve CdCl,'iin, in vitro, karaciger ve
akcléer anillﬁ 4-hidroksilaz aktiviteleri
lizerindeki etkileri.

Karaciger Enzimi £ AkciZer Enszimi.

% Ak?ivite % Aktivite
Kontrol? 100,0 100,0
0,1 mM NiClz 89,4 80,0
0,5 mM NiCl, 7747 70,0
1,0 mM NiCl, 73,4 65,0
5,0 mM NiClz 0,0 | 55,0
10,0 mM NiCl2 0,0 0,0
0,1 mM CACl, 44,4 68,0
0,5 mH CAC1, 10,0 8,0
1,0 mH Cacl, 0,0 0,0

®Kontrol ortami Tablo 1'de gosterilen kimyasal madde-
leri 1 ml'lik hacimda igermektedir.

onunun etkisinden daha giddetli oldugu bulunmugtur. 0,1 mM
kedmiyum iyonunun karacifer enzim aktivitesini % 56 oraninda
Onledigi ve 0,5 mM kadmiyum iyonunun ise hidroksilaz aktivi-
tesini tamamen inhibe ettizi sapta.nmlg‘tlr. 0,5 mM kadmiyum
iyonunun akciger enzim aktivitesini % 92 kadar onledizi ve
1s0 mM kadmiyum iyonunun ise enzimin aktivitesini tamamen in-
hlbe ettigi Tablo 7'den goriilebilir,




IV, TARTISMA ve SONUC

Koyun karacifer ve akcifer mikrozomlarinda bulundufu-
paptadifimiz, anilinin p-aminofenole dbniisiimiini katalize
den anilin 4-hidroksilaz enziminin aktivitesinin, ¢dziniir-
e&?irilmi? sitokrom P-450, NADPH bagimli sitokrom e¢ rediik-
re sentetik lipit, fosfatadil kolin dilauroyl bulunan or-
da tamamen restore edilebilecegi laboratuvarimizda yapi~
aligmalar sonucunda gosterilmigtir (19). Boylece koyun
iger ve akeciger mikrozomal anilin 4-hidroksilaz enzimi-
éynl zamanda monooksijenazlar, karisik fonksiyonlu ok-
ylar veya mikrozomal hidroksilazlar ismiyle anilan en-
iisteminin bir iiyesi oldugu saptanmigtir (19).

" Bu galigmada kofaktdr NADPH'nin gerek akcifer gerek-
caraciger mikrozomal anilin 4-hidroksilaz enziminin mak-
imﬁm aktivitesi igin gerekli oldufu ve NADPH lreten bir sis-
ﬁih de tamamen NADPH yerine kullanilabilecegi gosterildi,

- Koyun akciger anilin 4-hidroksilaz tzglil aktivitesi~

in, karacifer enziminin aktivitesinin ancak % 23'i oldugu

tandi. Siganlarda bu deger % 10 (8), kobaylarda % 13 (8).
¢ tavganlarda % 64 (8), % 45 (10) ve % 43 (26) olarak bu~-
Uhﬁﬁstur. Ayni gekilde monooksijenazlarin bir iyesi oldu-

saptanan koyun akciger etilmorfin N-demetilaz bzgil akti-
itesinin koyun karacifer enziminin 6zgil aktivitesinin % 23'

ldugu saptanmigtar (27).

. Laboratuvarlarimizda yaptigimiz galismalar sonucunda
aptadlglmlz koyun akciger mikrozomal sitokrom ¢ rediiktaz .
nzimlnln aktivitesinin (30 iinite/mg protein) ve sitokrom
~450 miktarinin (0,20 nmol P-450/mg protein), karaciger mik-
9zomlarinin, 1/3'ii ve 1/4'i kadar olmasinin (19), akciger
,E?onmlarlnln diisiik oranda anilin 4~hidroksilaz aktivite-

Cermesine neden oldugunu bize diigiindiirmektedir,
. Koyun akcifer ve karaciger mikrozomal anilin 4-hid-

S1laz enzimlerinin siibstrat doygunluk egrileri birbirle-
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aikll bulunmugtur, 15 mM'un ilistiindeki anilin konsant-
un'” akeciger anilin 4-hidroksilaz enziminin aktivite-
ibe ettiZi ve bu inhibisyonun 40 mM anilin konsant-
unda.ﬂ 35'e kadar giktigi gdzlenirken (Sekil 9 ve 10),
an 50 mM'a kadar artan konsantrasyonlarda iléve edi~
linin karaciger mikrozomal anilin 4-hidroksilaz akti-
i etkilemedigi saptanmigtir (Sekil 6). Akciger ve ka-
anilin 4-hidroksilaz enzimleri arasindaki farklilik-
_enzimler igin ¢izilen Lineweaver-Burk grafiklerinde

a belirli bir hal almigtir. Akeiger anilin 4~hidrok-
i*ﬁziminin Lineweaver-Burk grafiginin lineer oldugu

mig ve bu grafikten Km 1,43 mM anilin olarak hesaplan-

Karaciger enzimi igin ¢izilen, gerek Lineweaver-Burk
se Badie~Hofstee grafiklerinin, egri hatli oldugu ve
nzlmln Michaelis=Menten kinetigini takip etmedigi sap-

. T, sekil 7 ve 8'de giosterilen bu grafiklerden, or-
larak, 3,21 mM ve 0,072 mM olmak iizere, karaciger
-hidroksilaz enzimi igin iki Km degeri bulunmugtur.,
klerden elde edilen egriler, karacifer mikrozomla~
da, anilinden p-aminofenol olugumunu katalize eden iki
nzimin varligini veya iki ayri konformasyonda bulunan
mi, veya bir enzimin iki aktif bdlgesinin varliZina
rmektedir,

‘Bend ve arkadaglari (10) tavgan akciger ve karaciger
'mal anilin 4-hidroksilaz engzimlerinin Lineweaver-

ve Eadie-Hofstee grafiklerinin egri hatli oldugunu bil-
me'le beraber hen karaciger hem de akcifer enzimleri igin
N 1 mil olan bir tek Km degeri bulduklarini yayinla-
§lard1r Makalede (10) grafikler gosterilmedigi icin, eg-
1at11 olduklarini belirttikleri Lineweaver-Burk ve Eadie-
> grafiklerinden nasil bir tek EKm degeri bulduklara
llamamlgtlr.

Yukarida belirttigimiz gibi, bu galigmada hem kara=-

T hem de akeiger mikrozomlarinda enilinin p~aminofenole
'S'_unu katalize eden enzimin varlizi gosterilmigtir.,

Ve onun metabolltlerlnden biri olan o-aminofenol a-
-k5151t951 yilksek olan maddeler olmakla beraber, -
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glikuronik asit ve slilfat iyonuyla konjuge o=~
- gtilabilecegi ig¢in toksik bir madde degildir,
cor VE akcifer mikrozomlarinda anilin 4-hidrok-~

n meveut oldufunun saptanmasi, koyunda adi ge-
a bir detoksifikasyon sisteminin varligini gbs-
Ayrica metal iyonlarinin da anilin 4-hidrok-

: jizerindeki etkilerinin bilinmesi oldukg¢a tnem-
ééllsmada kullandigimiz magnezyum, nikel ve kad-
spinin anilin 4-hidroksilaz enzimi iizerindeki et~
snce higbir hayvan dokusunda incelenmemigtir. Ca-
eficesinde magnezyum iyonunun hem karaciger, hem
énilin 4-hidroksilaz aktivitesini uyarici, nikel
n iyonlarinin ise her iki dokuya ait enzimlerin

ni engelleyici etkisi oldugu saptanmigtair.

aﬁa once belirtildizi gibi, anilin 4-hidroksilaz en-~
ééal maddeleri ve ild¢lari metabolize eden sitokrom
_béglmll mikrozomal monooksijenazlar sisteminin bir
(15-19). Bu bakimdan kimyasal maddelerin ve ildg-

/) anilinin metabolizmasi bakimindan o6nemlidir. Ko-
arin hem bu adi gegen metal iyonlarina, hem de aniline
11 Zamanda maruz kalmalari halinde karacigzerde ve akciger-
ulunan anilin detoksifikasyon mekanizmasinin Snemli 61-
de Zérar gorecefi muhakkaktir., Yetersiz detoksifikasyon
cunda toksik anilin bilegiklerinin karacigerde ve akei-
birikecegi ve viicut igin tehlikeli olabileceZi diigii~
-eb lir. Bdyle bir koyun karacigerinin insanlar tarafin-

e?in maddesi olarak kullanilmasi insan sagligini onemli
Sude tehdit edecektir.

Yukarida belirtildigi gibi, c¢alismamizda magnezyum
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in anilin 4-hidroksilaz enziminin aktivitesini art-
.slenmigtir. Anilin 4-hidroksilaz aktivitesinin
ezyum, hem de kadmiyum ve nikel iyonlarinin bulun-
_tamda nasil etkilenecefinin aragtirilmasi, ¢@ziim-~
.reken bagka bir konu olarak kalmaktadir, Egfer mu-
konséntrasyonlardaki nikel ve kadmiyum iyonlarinin bu-
ortamda, magnezyum iyonlari, nikel ve kadmiyum iyon-
onzim aktivitesini engelleyici etkisini kaldirabi-
magnezyum iyonunun bu etkisinden toksikelojik o-
da yararlanmek miimkiin olabilir.
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