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OZET

Bu ¢alismada, karsinodenik (MC) ve karsinojenik olmavan (PB) bazi
bilesiklerin rat karacigerindeki mikrozomal enzim sentezi itzerine olan
etkileri arastirilmistir, Bu tezin Birinci b 1omiinda
bivotransformesyon  yapan  enzimlerin  yerlésyiklerd dokular  ve
karac)ger cke mikrozomal ve mikrozomal olmayan enzimlerin
indiksiyonundasn Srnekler verilmistir. Ikinei bdilm deneysel gcalismayr,
Uelined b&1lm ise sonus ve tartisma kismint dcermektedir,

Calromalarin sonunds,  Karsinodentk  olan MO we  karsinoderak
ulmasyan PR b?le$ﬁklerwnﬁn rat karacigerindek)  mikrozomal e im
abbreitesine olan  etkilert  honusunds dikkate dég@r ve o teort e
pstralel Uik gosteren sonuclar elos edi inisiir.

Mikrazom izolasyonu  ullrassntritiy ve doku  homedenizetdrt le
sitokrom  P-450 analizieri belld dalgs  boviar nda tarama yapabilen
spelirototometrs le . enzim  aktivite tayinleri ié@ mockern bBir

Tluoresansspektrototonetre 1le bagarilmistir,
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ABSTRACT

In this work the effects of some carcinogenic and noncarcinagenic
compounds  on  the microsomal enzyme synthesis in rat liver are
investigated, In  the Tirsi pari of this thesis par ticnlarly tissues
which contain enzymes  Lhat  induce  biotranusiormation: oxAckat Ton
‘reaytimnb caused by microzomal and  nonmicrosomsl enzvies in Diver ore
described  and examples of microsomal enzyme  induction are given. The
second part coiprises  Lhe experimental  work and  the thard part is
dovoted to results and discussion.

Rewulis  thal sre é{dﬁif%mant‘ and consﬁgtént With  the  theory
or the effect of cercinogenic MC and of noncarcinogenic on
microsomsl enzyme activily in rat Liver.
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KISALTMALAR

AHH : Aril Hidrokarbon Hidroksilaz

MFO : Mixed Function Oksidase

KFO : Karisik Fonksiyonlu Oksidaz

MEX : Mikrozomal Fnzim Indiiksiyonu

B(a)P : Benz(a)Piren

3-MC : 3-Metil Kolantren

FB : Fenobarbital

GSH : Indirgenmig glutatyon

NADPH . Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (rediikte)
NaDP' : Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfal (okside)
BSA : Bovin Serum Albumin

FMN : Flavin mononiikleotid (okside)

FAD : Flavin adenin mononiikleotid (okside)

MSS : Merkezi sinir sistemi

cyt-b : Sitokrom-b

cyt-c : Sitokrom—c

cyt~P-450: Sitokrom—-P—450



1. GIRIS:

1.1: Genel Bilgiler:

ITlaclar viicutia, uvgulandiklari andan itibaren cesiili enzyimlerin
etkisine maruz kalirlar.Ilaclarin enzimlerin eikisi ile vilcut ta
kimyvasal degisikliklere u8ramasina  “Biyotransformasyon' denilir.
Bivotiransformasyon  sonucu ilaciar genellikle daha az etkiii
veya etkisiz ‘bilegikler haline getirilirler.

Bivotransformasyon sonucu ilévln donligtiigii bilesiklere o ijlacin
metaboliti adt verilir. Ilaglarin gogu. viicutta birkac cesil kimvasal

reaksivona ma ruz ketdiktar; icin onlardan birkacg gesit

metabolid olusur.

Rivaelransformesvon  vapen baza enzimlerin~ polimor{ tirleri
vardir,Bonlarin etkin}jk]eri.fark])}lk gosierir. kisideki enzimin iiiri
veya  omiklary genetik  olarak  belirlenir. Bu durum nedenivle
Livolrensformasyvon  yapsn  enzimlerin elhinligj vee  dolayis:  1le
Hlectarin inaktivesyon ve  orany kisiler arasinda helirdin farklar
divslerebilir,

Bivoiransformasyar  yapan cuzimler  sadece tlaglarty  degil, biiliin
diger kimyasal meddeleri  de melabolize edebilirler.Besinle alinan
dogal  bilesikler disinda kalan ve gesitli yvollardan insan viicuduna
giren kimyasal maddel ere "Ksenobiyotikler” adi: verilir. (agdas yasamda
i}actant hergin insan viicuduna cesit)j sekillerde bircok ksenobiyotik
girer; bunlarin dnemli tiirleri: besin aditifleri, insekiisid ve

fungusid artiklari(besin kontaminaniiari), havay: ve sulari kirleten
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artiklar ve sigara dumanidir. Biyotransformasyon yapan enzimler,
genellikle (fakat her zaman degil) ksenobivotiklerin zararii
etkilerini azallmayva ybnelik etkinlikleri ile viicudu onlara karsa
korurjar. Raracigerdekiler. agizdan alinan c¢egilli ksenobiyotiklerin
zararlil etkilerine karsi bir kimyasal savunma hati: olustururlar; zyni
durum cevre hevasindan alinan ksenobivoiiklere karg: akciger dokusunda
ve hamile kadinlarda fotusu korumak icin plasenta da goriilir.

Bu enzimlerin biyik bir boliimli, adaplif degisiklikler gistermeye
clveriglidir stvle kiy  ksenobiyvoliklerin viieuda fazla girmesi sconucu
kimvasal satesma(cheiltange) ariarsa enzim ve etkinligide ariar ve
detoksifikesyon giiclenebilir. Bivotransformasyonda ral oynavan
enzimlerin bityiik  bir kismi vileuiia  bBesin  ageleri  ve  endojen

maddelerin melabolivmasinda de ral oyrnerlar.

1.2. Bivotansformasyon Yapan Enzimlerin Yerlestikleri Yapilar:

Bivolransformasyon yvapan enzimlerin bazjjar: az veya cok, biitiin
hilcrelerde bulunurlar. Diger bezilari sefektif olarak, belirli
organlarda  yerlesmiglerdir. Haglart metabolize eden  enzimlerin
hutundugu baslica organlar sunlardir:

}. Raraciger

2. Gaetrointestina! kanal mukozasi ve llmeni

3. Akciger

4. Bobrekler

5. Diger yapilar(cilt, mss, plazma, eritrositler, agiz mukozasi.

dis elleri, plasenta).



Karaciger:

Cesit ve miktar(etkinlik) bakimindan en fazla enzim iceren
vapidir. Biyotransformasyonda bag rolii oynayan organ karacigerdir.
Karacigerde biyotransformasyon bakimindan en 6nemli enzim fraksiyonu
ise mikrozomal enzimlerdir(1). Bu enzim sistemleri karaciger
hiicrelerinin endoplazmik retikulum membraninda bulunurlar. Karaciger
hiicreleri homojenize ve ultrasantrifiij islemlerine tabii tutulurlarsa,
tubiil halindeki endoplazmik retikulum membran:i parcgaciklarinin uclari
kapanarak vezikiil ler(kesecikler) sekillenir; bunlara
"microsome” {mikrozom) denir.

Ilaglar ve oteki yabanci maddeler karacigerde oksidasyon,
rediiksiyon, hidroliz ve konjugésyon tepkimeleri ile metabolize
edilirler. Bu kimyasal tepkimelerin esas hedefi, lipofilik(yagda
eriyen) maddeiéri, hidrofilik(suda eriyen) hale doniigttirmektir. Zira,
suda eriyen maddeler bsbrekler tarafindan kandan kolayca
uzaklagtirilabilirler. Yabanc: maddelerin detoksifive edilmgsinde,
karaciger cogunlukla oksidasyon tepkimesini kullanir, c¢iinkii oksidasyon
igin c¢ok ¢esitli yollar vardir. Ornegin; yan =zincir oksidasyonu, N -
dealkile edilme, deamine edilme, siilfoksid sekillenmesi gibi...(2).

Oksidasyon olaylarinin biiyiik bir kismi, karaciger parenkima
hiicresinin mikrozomal enzimleri tarafindan yapilir. Bu hiicrelerde veya
viicudun diger organlarinda bulunan mikrozomal olmayan bazi enzimlerin
yaplig1 oksidasyon olaylarida vardir. Bundan dolayi bu olaylar iki

kisimda incelenecektir.
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Tablo 1.1. Karacigerde mikrozomal sitokrom P-450 ye 6zgli reaksiyonlar.

Aromatik hidroksilasyon Dehalo jenasyon
Azorediiksiyon Deamine edilme

Desiil firasyon N - oksidasyon

Siil foksidasyon Nitrorediiksiyon
Peroksidasyon Epoksidasyon

Alifatik hidroksile S ~ dealkilleme
0O ~ dealkilleme )

Karacigerde mikrozomal enzimler _tarafindan vapilan oksidasyon
olaylar::

Karacigerin oksidasyon yapan mikrozomal enzimleri. tamamivla
idantifiye edilmemis bir grup enzimden olusur ve "Karma fonksivonlu
oksidazlar (Mixed Function Oxidase)” adini alirlar; bunlara P-450

sitokromuna  bagli monooksijenazlar veva kisaca  sitokrom P-450

enzimleri adi da verilir.Oksidasyon icin indirgenmis nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat(NADPH) ve molekiiler oksijen gereklidir.
Elekiron akis yolag1 tam olarak aydinlatilmamistir. Yolag@in ucunda
bulunan enzim, iyonize demir igeren hem’1i ve 300’den fazla aminoasid

residiisiine sahip peptidler olan sitokrom P-450 dir.(Karbon monokside
maruz kaldiginda 450 nm dalga boyundaki 1181 absorbe ettikleri icin
bu ady almislardir). (4,2.)



SEKIL |.2. Mikrozomiarda Meydana Gelen Elektron Transport

Reaksiyonlar
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ilaq molekiilii(substrat) ile birlesen bu enziMdir.NADPH, bir
flavoprotein olan sitokrom cb> rediiktaz tarafindan NADP+ * ve
oksidlenir; sonucta flavoproiteinden bir elekliron daha ©nce subsirat
ile Dirlesmis  olan oksidlenmis  sitohrom P-450°ve iransfer edilir ve
thane ir  elekironun itavesiyle tlag  oksidlenmis  sehilde

sativerilir.Fnzim serbest kalir ve yeni bir ilag molekiiliinil baglar.

NADPH Sitokrom rediiktaz P~450-R-H 0,
(FMN,FAD), . (Fe')

P-450~R-H-0

T oAb i ” TN er . -
VADE Sitokrom rediiktar \ P—450~R=H ROl + B O
CFMY. FAD)_ ey e
IER

Sekil. 3. Mikrozomsl Oksidazleria Yap)lan Hidroksillenme Olaylarinda
Elekiron Akisinin Son Basamaklari
SOzl edilen kimvasal olayin stokivomeirisi assgrdaki gibidir:
H+ + RH + NADPH + O -—--——==- ROH + NADP+ + HO ¢!).
Motekitler oksijenin bir atomu okside edilen bilesi8in yepisina
girer, diger alom oksijen genellikle iki hidrojenle birlegerck su
clusturur.Hicre  solunuminda gorevli si1iokromlar, hemogliobin gibi
onslgeni baglariar ve  buo oksijeni okside  edilecek  bilesgige
ahtaririar.Sitokrom P-450, hilcre solumumunun son  kisminda oksidaz
girevi  yapar; énce elekiron {rnsport zincirinde bir bilesikien
d12erine akliarilan elekironlar: alir, sonra oksijen baglar ve bu
ok~ijeni okside edilecek bilegjge(hiicre solunumunda hidrojenlere)

verir, ilag metabolizmasinda ise, sitokrom P-450 bagladi18:1 oksijeni,



l  —— B —>

SEKIL.1.4.Cok Bilesenli Monooksigenaz Sistemin
| Rel Oyhd'dlgl - Reaksiyon Mekanizmasi
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"”*yékside“édife¢?k ilag bilesigine -verir. Ilag¢larin toksik etkilerinin
31égaérgimééihéé(détoksifiye edilmesinde) ise karisan sistem; okéijen,
NADPH ve sitokrom P-450' den baska bir de sitokrom P-450 rediiktaz
igerir.

Diger bir sitokrom (sitokrom b5 ) Keza igse karisabilir. Karaciger
mikrozomlarinda mevcul bu sitokrom b5 in, ilag metabolizma81ndaki esas
fonksiyonu heniiz acikligs kavugturuiﬁug degil. Sitokrom P-450 redﬁktazv
ve sitokrom bS5 mikrozom membraninin disinda, sitokrom P-450 membranin
igine gomiliidiirier. (2)

Mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz sistemini olusturan enzimlerin

vaptig1 oksidlenme tiirleri sunlardir:

a~) Aromatik halkanin hidroksillenmesi

b-)  yan ziﬂcir oksidlenmesi

6=) N= dealkilasyon ve O- dealkilasyon

d-) S- demetilasyon

e=) Deslilfirasyon

f=) = Metilliaminlerin oksidatif deaminasyonu
g-) Silfoksid olusumu

h-) N-oksidasyon ve N-hidroksilasyon

1.8.4; R) Arematik halkenin hidroksillenmesi:

,Bu'olaylarl katalize eden enzim, aril hidrokarbonhidroksilaz(AHH) adi
verilen monooksijenaz tiiriidiir. Benzen tiirevleri ve polisiklik aromatik

hidrokarbonlar bu enzim tarefindan, ©nce epoksid(aren oksid)

" tiirevlerine déniistiirliirler, onlardan da fenol veya trans- dihidrodiol
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tiirevlieri olusur. Steroid hormonlarinin ve benzen tiirevlerinin fenol
metabolitleri, halkaya dogrudan dogruya -OH grubunun baglanmasiyla da

olugabilirler, AHH enzimi, karacigerden bagka, diger dokularda ve bu

arada akcigerlerde de bulunur.

1.3.2: Epoksid olusumu

Epoksidler bir oksijen atomunun yanyana iki karbon atomu ile
koprii  yapmasi suretiyle olugsan ve genellikle stabil olmayan
bilegikierdir. Benzen tiirevieri, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve
olefinik bilesiklerin karaciger ve diger baz1 organlardaki
oksidlenmeleri sirasinda ilk basamak ara iiriinii olarak epoksid
tiirevieri ( diger adiyla arenoksidler ) olusur, Bu  doniiglimii
monooksijenazlar yapar.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, AHH aracitligi ile
epoksidlenirler. FEpoksidlerin en @nemli fizikokimyasal 6zellikleri
lipafilik ve Ozellikle son derece elektrofiiik ( elektron c¢eken )
olmalayldlr. Biyolojik yonden en ¢nemli 6zellikleri ise, reakbtif ara
metabolitler olmalaridir; bu nedenle dokularda niikleofilik (elektron
veren ) endojen bilesiklerle ( glutatyon gibi )  konjuge edilerek,
inaktif duruma delirler. Epoksidlerin glutatyon ile birlegnegi GSH
¢ indirgenmig glutatyon ) transferaz ( diger adiyla giutatyon
S-epoksid transferaz ) enzimi tarafindan katalize edilir; GSH-epoksid
konjugati bobrekten atilir. Ayrica hiicredeki makromolekiillerin ( DNA,
ENA, enzimler ve diger protein molekiilleri gibi ) niikleofilik
gruplarina  kovalent bagla  baglanarak onlari arillerler veya

alkillerler, bdylece yapilarin! bozarlar.



OH

/h—c -\—/o ——-(‘H\ OH ---r\iou

> » L8
Tpoksid T-Hidrodiol Diod
ksenobiyotik
— T
4 reepuksidlenme
Hiteredek . €———. EPOKSID TUREV]

Makromolekiiller
(DNA RNA vh) GSH +GSH Epoksid

Transferay. Hidrataz

GSll-konjugat non
d v
Al1lim Trans—dihidrodicl \efnzima tik
Liirevi ‘
Al1lim Y Atilam
>

SEKIL.1.5.hksenobiyotiklerin  Fpoksid . Tirevlerine Donliserek Vicuttan
Atilmalarina I1iskin Mekanizma. |
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Yukarida belirt le bir reaksiyona  girmey
epoksidiérliéé,
1) Ya molekiillerin, enzimatik olmayan bir mekanizma ile yeniden
diizenlenmesi sonucu,ya da
2) Karacigerde mikrozomal bir enzim olan fakat viicudu diger yerlerinde
de bulunan epoksid hidrataz (diger adiyla epoksid hidrolaz) enzimini
araciligr ile trans—dihidrodiol tiirevlerine cogu kez cok hizli bir
sekilde donlistiiriiliirler.

Epoksidler, genellikle ¢ok  kisa omiirli ara metabolitler
o]malar:na ragmen yukarida belirtilen reaktiflikleri nedeniyle baz:
.ilac ve zehirli maddelerin .karsinojenik,mutajenik,teratojenik,

hepatotoksik ve diger baz) loksik etkilerinden sorumludurlar. (4 )

Baz1 epoksidler, kural digs1 olarak fazla reaktif degildirler ve
nishelen slabildirler. Epoksidlerden epoksid hidralaz enziminin etkisi
altinda olusan +transdihidrol tiirevleri, genqllikle glukoronik asid
veya slilfat ile konjuge edilerek itrah edilirier.(1)

honjugasyon, kimyasal maddelerin viicudun dogal maddeleri ile
bLirlestirilmesi ile olur. Ornegin; glukozdan kok alan glukoronik
asitle, amin asidi glisin ile, {ripeptid glutatyon 1ile yabanc,
maddelerin  birlestirilmesi, karacigerin kullandig: konjugasyonlara
drnekiir. Adiy gegen viicudun dogal maddeleri, karboksil (- COOH ),
silfidril ( ~ SH ), amin (-NH ) ve hidroksil (- OH ) gruplar: tasivan
yabancl maddelerle ve enzim araciligi jle kolayca konjuge edilirler.

Ronjuge edilmis yabanci bilegiklerin biyolojik aktiviteleri ortadan

kalkar.
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Karacigerin mikrozomal enzimleri, steroid hormonlari,
kolesterolii, yagasitlerini okside ederler; okside edilmis bilesikler,
viicudun dogal maddeleri ile (glukoronik asitle) konjuge edilirler ve
bibrekler tarafindan uzaklastirilirlar.

Heméglobinin parcalanmasly ile otusan hem molekiillinden demir
ayrildiktan sonra porfirin bilirubine gevrilir; bilirubin karacigerde
okside edilir ve gluquonid ile konjuge edilerek Viijcuttan
uzaklagtirilirlar. Bu tepkimede gorevli enzim, glukoronil. transferaz
enzimidir. Yeni dogan bebeklerde, bu enzim henliz tam kapasite ile
calismaz. Kan uyugmazli81 gibi nedenlerle alyuvar tahribi artarsa,
bilirubin glukoronid ile yeterince konjuge edilemez; bebegin viicudunda
biriken bilirubin " Kernikteno " denilen kstii bir hastali@a neden

olur.
Birgok bilegikler anne kanindan plasentayl gecerek bebegin kanina
girebilirler. Ornegin; dogum yapacak anneye verilen barbiturat ve

morfin plasentayi geéerek bebegin viicudunda birikir ve doZan bebekte

solunum baskitayabilir. (2)

apt181 Oksidasyon Olavlar:

Bu tir enzimlerin bir Ornegi dehidrojenazlardir. Alkollerin
cksidasyonu karacigerde Kkismen mikrozomal oksidazlar tarafindan,

kKismen de asagida gosterilen sekilde, mikrozomal olmayan dehidrojenaz

enzimleri tarafindan yapilir.
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Alkol dehidrogenaz AL@eﬁ;t;déhidrgenaz o

Etil Alkol Asetaldehid . - Asetikasit

Bu reaksiyonun ilk basamagini katalize eden alkol dehirojenaz
sitoptazmik bir enzimdir; mikr026mal etanol oksidleyici sistemin bu
basamaga katkisi ancak % 20-25 oranindadir. - liag metabolizmaélnda
onemi bulunan ve mikrozomal olmayan diger enzimler, monocamin
oksidaz (MAQ), diamin oksidaz veya histaminaz (DAO), ksantin oksidaz,

Lirezin hidroksilaz ve diger bazi hidroksilaz enzimleridir.

070 i rini ac Met lizmasi ki Rolii
Karaciger hiicrelerindeki enzimlerin o©nemli bir  bolimii,

mikroéum!ar icinde bulunurlar. Hiicre membrani, stoplazma (sitazol) ve
mitokondrilerde de gegitli enzimler bulunursada bunlar, bircok ilacin
veya liger yabanci maddelerin metabolizmasinda mikrozomal enzimler
Kadar 6nemli‘degildir. intakt bir hiicrede mikrozom bulunméz. Bunlar
hono jenizasyon sirasingda hiicrenin endoplazmik retikulumunun
parcalanmast sonucu olusan artifakt’lardir.

-Endoplazmik .retikulum, karaciger hiicrelerinde nukleus
membranindan hiicre stoplazmik membranina kadar bir ag sek!inde uzanan
bir kanal sistemidir. Hicre ig¢inde madde tasinmasini saglar. Biiyiik bir
bolliminde kanallar lizerinde ribozomlar yerlesmis oLuprbu kisim ylizeyi

plirtizlii retikulumu olusturur; mikrozomal enzimler ise pﬁruisﬁz kisimda,
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bulunurlaf. Mikrozomlarln membran: lipid tabiatli oldugu igin, anc&k_»
liposolubl maddeler endoplazmik retikulum igine girebilirler; yﬁkﬁflda
sayllan olaylar éonﬁcu suda ¢Bziiniirliigii fazlalasmis ve bdylece ati1lim
daha kolay olan bilesikler haline getirilirler. Mikrozomal enzimler
genet ik bo[imorfizm gdsterirler, bundan dolayi etkinliklefi kigiler

arasinda farklilik gésterir.

o
1.6. Mikrozoma) Enzim Indiiksiyonu:

Mikrozomal enzim indiiksiyonu ( MEL ), wmikrozomal bir enzimin
substrati olan bir wadde tarafindan, bu enzimin ve g¢ogu kez benzer
enzimlerin sentezinin arttirilmas1 sonucu enzimatik etkinligin artmast
olaytdir. Mikrozomal sitokrom P-450 enzimleri'yéni karma fonksiyonlu
oksidazlar, kimyasal ‘e tkenlter ‘tarafindan en -~ sik ve en fazla
indiifksiyona ngratitan enzinlerdir. Ulag ve diger ksenobiyotiklerin
vapbigt mikrozomal enzim indiiksiyonmun karacigerde, bagirsak
mikozasinda, akcigerde, plasenteda ve kandaki lenfositlerde meydana
deldigi gosterilmistir. Belirli bir mikrozomal enzimin farkla
yverlerdeki sekillerinin indiiklenebilirligi farkli olabilir. Mikrozomal
olmayan enzimler, ilaglar ve diger kimyasal etkenler tarafindan
indilklenmeye genellikle rezistandirlar.

Deney bhayvanlarinda ( Ornegin sicanlarda ) fenobarbital verilmek
suretiyle yapilan deneylerde mikrozomal enzim indiiksiyonu esnasinda
karaciger hiicrelerinin endoplazmik. . retikulumunda, bir hiperplazi ve

karaciger hiicrelerinde bliylimne saptanmigtir. Fenobarbital birgok



,;pbfiSiklik(aromé

sayidaki»

hiperplazi oImaz;'

asagldak1 t°b1° da.gosterllmlstlr,,a;,,”“‘1:

Kronll alkol kullan1m1 mlkrozomal: enzxm 1nduk51yonu yapar ancakf'

klsl alkol un etklsl altlnda _oldugu 51rada ,bu en21mler lnhlbe;

durumundadlp# Klslnln alkol almad1§1 1ntervallerde 1nduk51yona bagl1:wz

en21mat1k etklnllk artma51 beIzrglnd1r. :

Yenlden enZLm. sentez1ndek1 aréﬁa SpeSIflk genlean aktlve ed11m331ne'l
baglldlr. Bu olay asagldakl sekllde olur:

‘Indiikleyici madde éitdpl‘é.imdaki hipotetik " bir "réééptarle (' Ah
reoeptoru ) kompleks yapar Bu kompleks, hucre Peklrdeglne girer

( translokasyon } (3 C,, 5) o v
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lhblo.I.Z:insanda Mikrozomal enzimleri indﬁkledigi Gosterilen ilaclar

Ve Diger Kimyasal etkenlerden Bazilari:

-Etkenin Grubu

ilac veya Diger kimyasal Etken

Antiinflamatuvar anal jezikler

Antikonvulsanlar
Antikoagiilanlar
Antibiyotikler ve diger
kemoterapotikler
Diliretikler

Endiistriyel iiriinler

Insektisidler ve

Herbisidler

PAH

Sidara’

3SS°'ni deprese eden

1lac ve maddeler

Esrar Oral kontraseptifler

Aminopirin, fenilbutazon, Antipirin

Fenitoin, Karbamazepi

Varfarin ve Diger kumarin tlirevieri

Rifampin, Griseofulvin, Izoniazid
Spironolakton

Polikloriu ve Polibromlu Bifeniller

ve Dioksan

DDT, Gama-benzen heksakloriir,Endrin,
Dieldrin,Fencksiasitler,Klorofenoller
Havadaki katy yakit veya akaryakit
yanma ﬁrﬁnleri, Katranli merhemler,
Komiirde 1zgara yapilmig etler.

Dumandaki Polisklik Aromatik

Hidrokarbonlar

Barbituratlar, glutetimid, metakalon

Kloralhidrat, Meprobamat,Etil alkol,

projestinler.



i)

Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarla rodentlerde yapilan
incelemeler, DNA molekiili iizerinde indiiksiyonda rol oynayan ve bir
dizi genden olusan bir bolgenin bulundugunu gdstermigtir; bu bﬁlgeye
"Ah lokusu " adi verilir.

ilac-reseptﬁr kompleksi bu bdldede kendisine uyan regiilatdr geni

etkiler Qe onun yanindaki yapisal gen-iizerinde yapt1g1'represyonu
ortadan. kald;flr(derepresyon). Boylece m-RNA sentezini arttirir ve
sonucta ribozomlarda enzim sentezi fazlalasir.( ).
Fenobarbital gibi yayZin indiikleme vyapan ilaclar, oksidasyon yépan
»nzimlterden ba$ka‘-glukuronil transferaz gibi hemoproftein icermeyen
enzimlerin ve daha ilginci gama— glutamil transferaz gibi sitoplazma
membraninda  yerlesmis  bir proteininde sentezini arttirirlar.
Mikrozomal enzimleri indﬁklgyebilen ilag digi kimyasal etkenlerde
vardir. Bunlarin diginda diyet ve sigara dumani, kirli hava ve diger
sekillerde alinan polisiklik aromatik hidrokarbonlar gelir.

Sigara dumani, egzos gazlar: ve diger sékillerde kirlenmis hava
icinde alinan benzo(é)pyren .maddesi de O-dealkilasyon ve diger
oksidalif biyotransformasyon olaylarini indiikler.
ilﬁc ve diger kimyasal etkenlerin karsinojenik etkinliginin
degistirilmesinde enzim indiiksiyonu ikili bir rol oynar. Bu olay,
karsinojenik maddelerin inaktif metabolitiere diniistimiing saglavan
enzimler diizeyinde olursa, doniisiim karsinojenik olmayan metabolit]ler
lehine bozuldugu i¢in ilacin karsinojenik etkinligi azalir veya
ortadan kalkaf, Enzim indilksiyonu sonucu ilacin karsinojenik etkiden
. gorumlu metabolitlere  doniismesi arttiritirsa, enzim indiiksiyonu
karsinojenik étkinligi arttirir. Ornedin; sidara dumanindaki
polisiklik hidrokarbonlarin akcigder ve diger yerlerdéki aril

hidrokarbon hidroksilaz( AHH ) enzimlerini indijxlemeleri, bu
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maddelerin karsinojenik etkilerini giiglendirir. Akciéé;‘ kanserine
yakalanmig sigara tiryakilerinde akciger dokusunda AHH etkinligi ¢ok
yiiksek bulunmustur.

Deney h&YVaﬂlérlnda veya hiicre kiiltiirlerinde baz1 polisiklik
hidrokarbpnlar1n muta jenik ve karsinojenik etkileri, AHH enzimi
indiikklenmis ise daha fazla olur. AHH'1in 7,8-benzoflavon tarafindan
inhibisyonu 5elirti!en toksik etkileri azalt;r, AHH, polisiklik
hidrokarbonlarin karsinojenik metabolitlere biyotransformasyonunda ilk

bagsamag1 katalize eder. (3,l0.)
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;.ZQngggiger Mikrozomal Karisik Fonksivonlu Qksidaz Seviyelerini _ve
o) 50" ikselt todlar::

Karaciger mikrézomlari, cok degisik cﬁzﬁnebilir ilaglar ve
aromatik bilegiklerin oksidasyonundan sorumlu olan karisik fonksiyonlu
oksidaz sistemi icerirler. Qu sistemin etkisiyle olugan reaksiyonlar,
Onceden de belirtildigi gibi; N- dealkilleme ( drnek: aminopirin ), O
dealkilleme ( o&rnek: kodein ), Yan zincir oksitlenmesi ( Ornek:
barbiturabtlar ), Aromatik halka hidroksilagyonu ( grpek: anilin,
hidrokarbonlar ) ve siilfoksidasyon ( ornek: klorpromazin ).

Bircok maddenin, karaciger mikrozomlarinin karisik fonksiyvonlu
cksidaz aktivile icerigini ylikselttigi gdoriilmiistiir. Bu maddelere drnek
olarak, barbituratlar, sakinlestiriciler,' bbcek oldiircii ilaglar ve
rolisikl ik aromatik  hidrokarbonlar ( ﬁrnegih;'f},tl—benzpyren ve 3-
netil kolanlren ) verilebilir. Protein senlezi inbhibitgrjeri ¢
pur&misin ve ahlinomisin D ) ile yapitan deneyler, enzim
ahtivitesindekl artigin mikrozomal enzim sentezinden dolayt oldugunu
distermistir,

Bunlarin en iyi bilineni, sicanlarin fenobarbital ile
miamelesinden sonra, karigik fonksiyonlu oksidazin induksiybnudqr.
Karaciger mikrozomlariyla metabolizlenen, NADPH ve molekﬁlér' oksi jen
gerektiren tiim farkl: substratlarin oksitlenmesi icin enzim aktivite
seviyesindeki artisg,. esterazlar, rediiktazlar ve transferazlar gibi
mikrozomlarla birlesmis olan diger enzimlerin aktivitesindeki artistan

once gelir.
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intraselulaf yéplnln gelisimi ( yani karéciéef hiicrelerinin
endoplaimik retikulumunun plirtizsiiz zarlarinin artigir ) elektron
mikroskobuyla gdzlenebilir. Ayni zamanda karaciger agirlig: da artat
ve bu karacigerin éercek bir hypertrphy’si olarak gtzoniine alinabilir.
Mmikrozomal karigik fonksiyonlu oksidaz aktivitelerinin maksimum
zeviyvelere ¢ikmasi icin dereken zaman, kullanilan indiikleyici bilegige
gore degisir, Metil kolantren veya benzpyren muamelesi 24 saatte
"maksimum etkiyi gosterir.

Polisklik hidrokarboniaring hidroksilleyen enzim aktivitésini
sadece baz1l maddeler icin arttirmasinin nedeni su anda anlagilamamig
durumdadir, DDT enjeksiyonundan sonra maksimal aktivite veya 2 hafta
sonra elde  edilebilir. Fenobarbital kullanjldiginda maksimal enzim
aktivitesi, tim substratlar igin enjeksiyondan 3-5 gin sonra elde
edilbir.

Faraciger mikrozomal karisik fonksiyonlu oksidaz aktivitesi ve
sitokrom  P-450 seviyelerini yiikselten belli'bésll prosediirler asagida
tarif  edilmistir. I[ik metot'da indﬁkleyiéi olarak fenobarbitali
tkincisinde 3-metil kolantren veya 3,4-benzpyren, ticiinclt metot'da ise

ODT kullaniimaktadr, ( 6,7’, 8)

Mikrozomal karigik fonksiyonlu oksidaz seviyesini yukseltmek igin
segilecek barbiturat fenobarbitaldir. Remmer tarafindan yaptilan
deneyler uzun siireli aktif barbituratlarin kisa sireli aktif
alanlardan bu amag igin daha etkili oldugunu - gostermistir. Her ne

kadar tepki doza bagimli ise de gesitli arastirmacilar tarafindan
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uygulanan bilesiklerin frekansi ve dozajlar1 genis bir .gekilde
farklilik géstermektedir.

Segilecek metod, gilinliik olarak; bes giin boyunca viicut agirliginin
her kg'1 icin 75 mé fenobarbital ( 0,15 M NaCl iginde) intraperitonal
enjeksiyonunu gerektirir. Genellikie 200 gr civarinda agirligi olan
erkek ratlar kullaniimaktadir. Ciinkii kontrol hayvanlarinin enzim
aktivite seviyesi, geliskin olmayan erkek, disi veya geligkin erkek
ratlarinkinin biraz ﬁzerin@e olup, ¢geliskin erkek ratlar bu dozdaki
fenobarbitale daba iyi tolerans gosterebilirler. Tam dgeligkin olmayan
erkek, disi ve deliskin erkek ratlar icin daha diisiik bir fenobarbital
dozajr ( 80 mg/kg) onerilmektedir. Daha yiiksek fenobarbital seviyesi
ve daha uzun siireli muameleler rat karaciger mikrozomlarinin enzim
aktivitesinin veya sitokrom P-450 igeriginin ylikselmesinde daha hizl:

veya daha fazla bir tepki meydana getirmez. (lS,lé,’?-)

1.7,2, 3~ i tr eva 3,4-Benzpiren ile indﬁksixon

Bu iki hidrokarbon, belirli karaciger mikrozomal karma
fonksivonlu  oksidaz  aktivitelerinin yiikseltilmesinde ayni etkiye
sahiplirler. Ratlara yapilan 0,25 ml misir yag81 icinde 25 ng/kg 3.4~
Eenzpiren intraperitonal enjeksiyonu, 18 saat iginqe sitokrom P-450 ve
~nsim oaktivitesinde maksimal artisy saglar. Maksimal enzim aktbivitesi
en a7 24 saat icin korunur ve B giin sonra kontrol seviyesine ulasmak
f¢in azalir. Daha az Benzpiren, enzim seviyelerinde daha az artis
saglar, Tekrar tekrar Benzpiren( 20 mg/kg ) enjeksiyonlari daha fazla
yiikselmeye sebep olmaz. Enjeksiyona tabii tutulmug ratlarlﬁ
karacigerleri benzpiren ile vyapilan enjeksiyondan 24 saat sonra

¢ikarilir ve dondurulmak igin buz soguklugunda 0,25M sukroz icgine

konuluriar. (6,?1



Kinonlar

| o)
Diol—Epoksitler

\ mmuﬂ_ﬂé ?E.ov

). BP—Oksitler ~9Xataz ;.. idrodioller

. | /Qmpmleﬁpbmmmnpu
Konjugaz @

Suda Coziilebilir BP—-0-SG
Konjugatlar

SEKIL 1.8. Benzo(a)Piren'in Enzimatik Reaksiyonlari




“ Benzola)piren’in féﬁdlik" ve fenolat anyonlar‘mm

“12- 1zorner1,
fluoresans spektra ile bulunmustur. Fenol veya fenoldt anyonlam"'
T o ’
1<;,mdf» ' =3 va -9 1zomer lerinin kuweth fluoresans ozellakka,‘

' “goqterdmlem ' bulunmu;tur, 3-0H. Benm(a)piren anyonunun yamnda di@er"}v;'""“
fenolatlarin fluoresans: simirlidir veva Vei’@rmzdwr. AncaP fenoll@r

karsilastirilabilir fluoresans Szelligine sahiptirler. (CO,‘H,)

Tablo 1.3. Benzo(a)piren ve Tiirevlerinin fluoresans &zellikleri

Bilesik Maksimum Dalga Boyiu Bagrl Fluoresans
Fx Em Ma% 387 ve 407nm'de
BP 387 407 0o 100
2oHO-RR 389 &19 ' 38,5 .. 7,1
5 -HO-BP 383 : 14,0 0,7
7-H0-pP 408 440 12,7
gpcep - c3mz 4z 18,87
BP-4,5-oksid 334 368 20
.BP-7,8-oksid 408 441 9,8
Cep4Sediol 325 . 368 IRR T BT B
BP-7,8-diol 369 400 © 82,8 SRR

BP-9,10-diol 345 405 32,2 . 1,5
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'edilelnedik[eri ,sormcuha.»':'Vari'imistl'f. Benzo(a)plren g1b1 karsmmen

'aromat 1k hldrokarbonlarm _metabol 1zmada reaktif tir lgrc pg‘rga.‘llandl_gl‘

Ve, b'u;i“iirun _er{i-n "dbku "‘Sil"e‘sénleriiﬁég;!{oya.lenfi : baglarla, ba’glﬁ‘andlg1 e
"A_bllmen bir. gergektxr. (‘5, ‘6) : o R R
Arenoksitler, BP metabblizmasuim ara ﬁrﬁnléri olﬂup fenollef‘i
kendlllgmden 17omenzaqyona ugrat ir. ,
Conney adl: bir ara$t1r101. Benzo(a)piren Hidroksilaz dgin geri
kazani lan substratin giicli - f luoresans Bzelligi gostermesinden yola
cikarak bir rmetod gel istirmisf ir.
Wattenberg, -analizin 'd}lyﬁarhngm_l fluoresén:; alkali 6zﬁtlenebiiir
metabolitlerde b’lc;thnleyere\k: giic;lendirmistir.(subétrat“ - kaybolmasina
fxagll kalmayan 6iclimleme ite).
Dehner, a.l’ka!i'b’zii‘tfemen‘i_n dereksiz oldu§ur_m clinkli de@ismeyen BP’nin
fluurésan#’ b‘zelliginin trletll _ami'-nl‘i., stitunda. gij(;lenecegini

'belu meshr ('l% 16, )
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Yap1lan tum deneylerde kulldnwlan KCL, Na53%

”Lartarat, CUOO s CTris- HCl Mgbl BSA NaCl KCl Sukrnz' Aseron,l
Hekzan, Fol1n fenol reagent (Merck), B{a)P (Hacetfepe Un1verwstesw,
Molekiiler Biyoloiil Anabilim Dalindan), 3-MC ve PB (Amerika dan &zel

bir laboratuvardan ) temin edilmigtir,

2.2. Deney Hayvanlarina Uygulanan Islemler

Bu g¢alisma esnasinda, kullanilan deney hayvanlari (Bevaz albino
cinst ratlar) Hacettepe niversitesi Bjyoloji BS L0mil Fizyoloid
Anabilim Dalindan temin edilmistir. Deneye alinan ratlar (Yaklasik 6
hattaltkh  olan) dilzenli olarak ve normal k0$ullarda.beslehdikten sonra
helll doz larda intrémeritonal “olarsk 5-MC (25mg/Kg) ve PR (75 mg/Kg)
@nj@ksivonlarwna maruz b1raktlm1 lard1r. Enjeksiyondan 24-48 saat :
unrj :dwrhal Qldurulup dedCWQPFl@f]A lFar11m1p vé“bu karacw@erlerdenjﬁ}'
m1krozom 17olasyonu asagda b¢l1rtllen $bk11d@ gergekle*twrxlma;twr.
“-ft§ij Raklar ~aniden oldurul A kar1n kwslmlarw a@11d1 ‘
?;kdracwgarjo.1 suratle glkar1l1p soquk sen suda bwr 1k1 def& y1kand1 ve';?f{'

”: yaq1arxndan te m\zlend1¢
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Kontrol = ¢ o -3.15 g

3) Karaciger ufak ufak dhardnd1 ve ' uzer1ne 20 9“lu;';ﬁééiv”t:
cézeltisinden 30 ml eklendikten sonra bu y1kdma goze1t1s1 Bkaldi ve
bu beher ici buz dolu baska bir beher igerisine yerlestirildi,

4) Karaciger, agirligina karstlik 0.5 M sukroz-ile” %10 1uk (w/v)
cézaltl olacak sekilde dogrudan homojenize islemine tabi tutuldu. Bu
Cdereyde nonodenizatdr olarak PCU Kinemetica Modelil Status tipf
homoldenizabdér kullam Imistir.

5) Homojen zé karaoiqer'dokusu'(Homojenatﬁ;.Beckman~L8~7DM Modeli
lbrasan e Vras aletinde * 4 “C da 2000 rem de 10 dk strevle

nerificie tabi tutulahi.

[
< ﬁ .

8) SUparinatan 6500 rom de 10 dk silreyle tekrar santrifid edildi.
1) Sipernatan by defa (UOGH rpmf tde 10 ok strevle tekrar
ciondi-talda.,

~8) tn oson olarak auaerndtand 8 miv CaClz eklend1 ve lSDOO rmm de

}G dk buf@yib 'sgntrwfujlmndwa Sonu ta ele gegen peleL mwkrozomlar
o]ubturmaktadnr. )

9) M1krozomal pelet % 0,9" luk KCl de” resuspende ed11d1 ve’ Lekrar :
l%DuO rem de 15 dak:ka Sure ile santr1fujlen1r.” ot

10) Ylkanmjv-merozomlar,l her ml - 0 ZRM sukroz, v”O mg protewne:;'if

ivikar31l1k geleéek ?ekildc cozelti haline get1r1lerek ~?0 € de derwn_? 




Mikrozmm Turu(:3*§g}ﬁmi; S _;; karozom M1ktar1(q)

s : PB s : . : 0)55.; s
“Kontrol. 0,48

1) Supernatdn o bir mililitresindski Drotein‘miktar1 tayini

icin lowry protein tayin yé&ntemi uygulandi. (lowry et al, 1951 ) .

Bu yontem igin gerskli cozeltiler su sekilds hazirlandi:

Cozelti A =

%2 1k NagO' n 0,1 N NeOH daki gdzeltisi--~----==- 100 hacim
% 2 11k Na, K tartarat oozeltisi--—----—-- e = A
~~~~~~~~~~~~~~~~~ S e eeeoe | hacim

%V 1ik  Cus0 4 cozaltisi

Bu ¢ézeltiler ayry ayri hazirlandy ve deneyden hemen &nce
Farisbom larak gézeltl A olusturuldu.

ozelti B =

FOLin's Fanol ay1rany ==—— === o oo e 7 hacim
e wmmemee ] hEGiI

PN MO GBzelitmienr e o

BSA ¢ozeltisi:
Standert protein oozelbist olarak  BSA { Bovin Serum Albumin: )

gézeltisﬁ kullamildh. | mg/ml konsantrasyondaki stékv gézeltid@n 20,
:;40 60, 80, 100?7120 150 ug/ml ik gozeltiler haz1rlands.
Lowry protelﬂ tayin Vontemn asadidaki sekilde uyguland1 :

-al  Her qupernatan grreginden 0,05 ml a11nardk uygun oranlarda’:?u

..\Hyrﬁlh!ld]. i ' o




':Ld) ragé» ha71rlanm1$ gozelt1 Bidsn 0 5 er ml eklend1 ve tupler L

,QﬁltaldnaraP h1311 kdflﬁnﬁ Jdglaﬂdl.

50 ‘dakxka , boklendn

e) Renk,fOlu;,umu 1"ir

r) Qw&ktrofotometrede ( Mw]ton'Roy Cumpany‘Speu;\on1c 20fD‘lei )

- 750 Am do absorbans degarleri kaydediidi.

Do ‘gﬁF;J," tand%rt BEA: jqazelti;erine: te aynn-iislemler"uyqulanarak>
‘ gal 1§ina graf\q1 "? ldﬁiiﬂStandaft *Bﬁﬁv ﬂozelt1s1 1le ‘elde ed1l@n'
’ebbcrban (@@erler1 vé calrsma gr Figi blo N d@ ve s@kwl V. de

gosterilmistir,

Tablo.2.1. Standert £SA gdzeltileri. ile ;?édffhm3ide'_éide edilen

ssorbans decerleri ve ortalsmast,




Standart BSA ile Hazirlanan Calisma
Grafigi

Absorbans

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0 I 1 1 I 1 1
o 20 40 60 80 100 120 140

BSA (pg/ml)
SEKIL 2.1.




‘ .Tablo,251;2'.7.,47:51;&31{?1%:516 okuna.nabsorbans degerlem ve ortalamas1

Urnek a A, Ay Ay

———— v sy s e et

MG 0.417 0.409 0.413

PB 0.409 0.413 0.415
Kontrol 0.356 0.394. - 0.375

Tablo.2.3.6rneklerdeki Protein Miktarlary

Ornek : A Cal Lgma graf 1g1nden tml ornekteki

" ss,0 1_:?f** , -

Okunan Protem Mlktarl" "‘"Prqtejp" M1ktar1 S



CHE

Sitokrom P-450 miktar tayinleri ise Ortadogu teknik . tiniversitesi
diyvoloji b Himiinde yapilm1$t1r( Belli dalga boylarinda tarama

vapabilten HITACHI marka spektrofotometre ile).

Bu iglem sirasinda su yol izlenmistir:

Flde edilen mikrozomlardan al;nan belirli miktarlar, kolat
ilavesiyle seyreltildi cok az bir miktar ditiyonit eklendi ve ardindan
drnek ile dolu hilcre vaklasik | dakika CO atmosferine tabii tutulup
bemen  bhetirli datga boyu araliklarinda ( 450 - ﬁgonm ) tarama

vapiiarak  spektrofotometrik olgiimler atindi. Bu 0&lg¢imler sonucu

Hatunen sitokrom P-450 miktarlar) asagidaki gibidir.

MC Mikrozomlar: : AOD x 0.001 x 6 x1000 = 056nmoleghp
A € x 1,76mypruke;ﬂ/m‘
H Mot

PB Mikrozomlar:: 51 x 0'001 X 6 x 1000 = 0,§1nmoies/mf
91 x 1,72myfro¥e?n/m|

Kontrol Mikrozomiar1 : 8 x 0,001 o b xd000 = 0,35nmeles/mo

31 X 0;'1 8mgf’f°“¢:"'//ml 5

Yontemde ve aril hidrokarbon hidroksilazlarin 6zelliklerinin
aragtirilmasinda rat karaciger mikrozomlart ile calisiimistir. Bu

calisma esnasinda 2 yol izlenmigtir:



“3' Aﬁﬁ akt1v1tesx, genelllkle substrat ' olarakl:E benzo(a)DiPenin

kullan11d1g1 fluorometrik metod ile tayin edllmektedlr ve dolaylsl 113-?”3f

BP hidroksilaz ismi de kullanllmaktadlr. 3 o N o
. AHA  aktivite yonteml icin gerekll 6lan:];§é;i$iﬁf su  sekilde”
A hazirlanmigtir: » | |
Reaksiyon karisimi, toplaﬁ hacim 1ml‘ olacak gekilde; 0,05M Tris-
Hci famponu (pH 7.5 ), 3mM MgCl, OSOpg BSA, O,5mM NADPH ve 0,05mg/m}
mikrozomdan ibaretttir. _ L
Reaksiyon, {Opl 10mM BP (100pM Aseton ig¢inde ) ilavesiylékz;
baglatilir ( buharlasmayi engellemek igin karisim buz iginde korunur )
ve karigim 37 C de 1(0-30 dakika arasinda inkiibe edilir ( MC
mikrozomlari, PB ve Kontrol mikrozomlarina gﬁfe daha uzun sﬁre inkiibe
edilirler ). Reaksiyon tml soguk + 3ml soguk hakzan karisiminin
eklenmesﬁyle durdurulur ve karigim 3-5 sn calkalandiktan sonra
dinlendirilir. Aseton + Hekzan + ornek karisimi santrifiijlenir. Ust
(organik) faz temiz bir deney tiipiine alinir ve tizerine Iml IN ﬁaOﬁ

ilave edilir, karigstirilir ve santrifﬁjlenir; Daha'sonra‘dikkatli bir

-sekilde otomat ik - pipetie alttaki NaOH fazi alinir ve 392nai (Ex) 5nmf7'?:”

bant arali1g81 ve 522nm (Fm) 1Onm bant aralig: kosu!lar1nda fluoresans S
spektrofotometrede . okuma yapiiir.(BECRMAN ~  F3010 .

. Fluorospektrofotometre).




" Tablo.2.4. . Mikrozomlarin Fluoresans Siddetlerinin

.Inkubasyon Sﬁrelerine Gtire Degigimi
- Inkubasyon Stresi (dk) © R

: 5 i s
Milkromomlar X 4 @ L U )

MC \3.734. 0.845 5.366 1.5747.792 2.493

PB 2.200 0.803 3.747 0.522 2.581 O.»lSE.S

- Kontrol' = 1.513 0.478




10

or - = s

MC Mikrozomlarinin Fluoresans Siddetinin
fnkubasyon Siirelerine Gdre Degisimi

Fluoresans Siddeti




ww. Mikrozomlarinin Fluoresans Siddetinin
Inkubasyon Siirelerine Gore Degisimi

Fluoresans Siddeti

4

SEKIL 2:3-




Mikrozomlarinin Fluoresans Siddetinin
lakubeayon Stirelerine Gére Defisimi

Fluoresans Siddeti

2.5

! 1 _ I | I 1

4 8 8 10 12 14 16
Zaman (dk)

—+— Kontrol
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Mikrozomlarinin Fluoresans Siddetinin
inkubasyon Siirelerine Gore Degisimi

Fluoresans Siddeti

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Zaman(dk)

—— MC —+— PB —%— Kontrol
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birtakim veriler,.

gayet yﬁksek Dldugunt ggatermlptlr_ Eunu +ablo 2,4‘?” "~

== gayat lgl olarah gormel mum&undurm

E R ”-«v

nxk“a”umal— ﬁr;l Hldruturbmn HlerP"l11~"”

dﬂsﬁk5 kantrml ﬁmnumlarlndaﬁ ise fa"lﬁdlru inl

ghzlenen diger bir nokta,  PE ile alisilan mikrozomlarin -
fluorasans siddetinin helli bir maksimugmdan HONA di:m i

olmustur. Burada ik akla gelen, Grinlerin olusmasinda  bir

azalmanin oldududur. Buna ssbhep de  ortamda -enzim tarafindan

Eullanalan  substrat’an miktarinin azalmasi  gdsterilsbilir.
Tim by enzim aktivite calismalarinda  Orellikle  substrak

ﬂnaantraqyaﬂunuﬁ dayq&n almasina dikkat edilmistir. Clinki doygun

stibstrat  konzantrasyonlarinds yapilan btayinlerds g8riilen  farkla

5.

aktiviteler valniz enzime bagli nlarak ortaya cibmaktadir,

Yap:lar Lim daneylay wvlouh rsasindas (37 0 gar;a!tm t;rximxﬂ Ve

*ellx! fe o obu T Usacaklagiry o Usabit o %qlma znw'

lelanL &

Eu

olsa farklas diabilir[ : faﬁklil;gln

el g

“farkli almasxndaﬁfl'«moa kullanilan denesy
B PERIE AL - _ . - b4

mesi (enzim inhibis

yonu,DNA ya
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