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OZET
Doktora Tezi

DIETILNITROZAMIN'IN SICAN KARACIGER MIKROZOMAL.
NADH-SITOKROM bs REDUKTAZ'A IN VITRO ETKISI

FERDA CANDAN
Cumhuriyet Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Kimya Anabilim Dali

Danigman: Prof.Dr. Atilla ATALAY

Bu galigmada, kanserojenik ve mutajenik bir bilegik olan Dietilnitroz-
amin'nin (DENA), saflagtinlan NADH-Sitokrom bsg rediiktaz ve onun substrat Si-
tokrom bg Gzerine etkisi in vitro olarak incelendi.

Enzim ve sitokrom bg sigan karaciger mikrozomlarindan Sephadex G-
100 ve DEAE Seliiloz kolon kromatografisi ile saflagtirildi. Enzim aktivitesi, ferrisi-
yanit ve sitokrom bsg'in indirgenme hizi ile 6lglldi. Saflagtirma sonunda, enzim
mikrozomlara oranla ortalama 300 kez saflagtinlip, % 38 verimle elde edildi.

Enzim aktivitesi ferrisiyanit ile dlglldiigiinde, enzimi % 50 inhibe eden
DENA derigimi (I5q), 6.6x1 0-4 M ; enzimin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 0.221
mM ve 899.78 umol dk-1 mg protein -1 bulundu. Enzim aktivitesi sitokrom by ile
él¢lildhgiinde ise I5p , Km ve Vmax degerleri sirasiyla 5.7x1 04 M, 426 nmol L-1
ve 262.57 nmol dk-1 mg protein -1 seklinde bulundu.

NADH-Sitokrom bsg rediiktaz farkli DENA derigimleri ile inklibe edildigin-
de Km degerlerinin sabit kaldi§i, Vmax degerlerinin degigtigi bulundu. Dolayist ile
inhibisyonun nonkompetitif oldugu saptand..

Enzim substrati olan sitokrom bg, DENA ile inklibe edildiginde ise
DENA'nin indirgenmig yapidaki sitokrom bsg'i ylikseltgedigi bulundu.

Anahtar Kelimeler: Dietilnitrozamin, NADH-Sitokrom bg Rediiktaz,
Sitokrom bsg
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SUMMARY
PhD Thesis

IN VITRO EFFECTS OF DIETHYLNITROSAMINE ON THE RAT HEPATIC
MICROSOMAL NADH-CYTOCHROME bs REDUCTASE

FERDA CANDAN
Cumhuriyet University
Graduate School of Natural
and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. Atilla ATALAY

In this study, in vitro effects of Diethylnitrosamine, a cancerogenic and
mutagenic compound, on the purified NADH-cytochrome bg reductase and its
substrate of cytochrome bs, have been investigated.

Enzyme and cytochrome bs were purified from rat liver microsomes by
using Sephadex G-100 and DEAE-cellulose column chromatographies. Enzyme
activity was assayed by measuring the rate of reduction of cytochrome bs and
ferricyanide. At the end of the purification, NADH-cytochrome bg reductase was
purified about 300 fold with a yield of 38 % with respect to microsomes.

When the enzyme activity measured with ferricyanide, the DENA con-
centration which inhibits enzyme activity of 50 % (I5g) was 6.6x104 M ; The
Km and Vmax values of enzyme were 0.221 mM and 899.78 umol dk-1 mg
protein'1, respectively. Also, in measuring enzyme activity with cytochrome bs;
Isp, Km and Vmax values were found as follows: 5.7x104 M, 426 nmol L1 and
262.57 nmol dk-1 mg protein-1: respectively.

When the enzyme was incubated with varying DENA concentrations, it
was seen that Km values remained constant, whereas Vmax values varied. The-
refore, inhibition of the enzyme was found as noncompetitive.

It was found also that reduced form of cytochrome bsg, a substrate of the
' enzyme, has been oxidized when it was incubated with DENA.

Key Words : DiethyInitrosamine, NADH-Cytochrome bs Reductase,
Cytochrome bs.
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1. GIRIS

Karaciger mikrozomlari en az iki temel elektron taginim sistemi igerir.
Bu sistemlerden biri NADPH bagimli karigik fonksiyonlu oksidaz sistemi olup,
_ ksenobiyotiklerin ve endojen maddelerin metabolizmasini katalizlemektedir.
Bu sistem flavoprotein NADPH-sitokrom P-450 rediktaz, hem proteini sitokrom
P-450 ve fosfolipid igermektedir. Ikinci sistem ise NADH'ten yag asiti metaboliz-
masiyla ilgili terminal oksidazlara elektron taginimini saglamaktadir. NADH-si-
tokrom by redilktaz, sitokrom bs ve terminal elektron alicisi desatiiraz enzimin-
den olusan bu sistemin en dnemli gbrevi yag asitlerinin desatiirasyonudur
(West, 1977).

NADH-sitokrom bg rediiktaz amfipatik yapiya sahip bir flavoprotein
olup, prostetik grup olarak FAD igermekte ve sitokrom bg'in indirgenmesini ka-
taliziemektedir. Sitokrom bg 'de amfipatik yapiya sahip olup, NADH bagdimh sis-
temlerde elektron tasiyici oldugu gibi NADPH badimli sistemlerde sitokrom P-
450'ye ikinci elektronu saglayarak her iki elektron taginim sisteminde merkezi
rol oynamaktadir (Holloway ve Wakil, 1970; Oshino ve Ark, 1971; Hildebrandt
ve Estabrook, 1971).

Bu galigmanin konusunu olugturan ve dialkilnitrozaminlerden biri olan
Dietilnitrozamin (DENA) ise dodada oldukga yaygin olarak bulunan mutajenik
ve kanserojenik bir bilegiktir. DENA'nin gesitli besin maddelerindeki olugum me-
kanizmasi ve degigik canli tirlerindeki metabolizmasi incelenmigtir (IARC,
1974; Scanlan, 1975). DENA'nin dokularda mikrozomal karigik fonksiyonlu ok-
sidazlar tarafindan mutajenik ara Urinlere gevrilerek (Weeks, 1974), DNA ve
RNA'y! alkilledigi ve protein sentezini inhibe ettigi bilinmektedir (Witsch, 1973;
Pegg, 1977).

Bu galismada, pek ¢ok metabolik yolda énemli fizyolojik rol oynayan
NADH-sitokrom bg rediiktaz ile onun elektron alicisi olan sitokrom b5'in saflagti-

- nimasi ve DENA ile in vitro olarak etkilegimlerinin incelenmesi amaglanmigtir.



1.1. NITROZAMINLER

‘Kanserojen ve hepatotoksik bilegenlerin en giglii bir grubu olan
N-Nitrozaminler, ikincil ve Gglncll aminlerin nitrit ile tepkimesi sonucu olusan bi-
lesiklerdir (Deeb, 1975).

H R
NO'3—» NO»o —» NO + R-IQI-R' - :N-N=O
Nitrat Nitrit Nitrozil Ikincil amin R
iyonu Nitrozamin

Nitrozaminlerin énciillerinden biri olan nitrat, insan tikiriginde dogal
olarak bulundugu (Tenovuo, 1986) gibi sebzeler ve igme suyu ile de viicuda
alinmaktadir. Nitratli gibrelerin ve zirai ilaglarin kullaniminin artmasi sebzelerde
nitrat birikimini yikseltir. Yegil sebzelerde 6zellikle 1spanak, kereviz, marul, turp
ve pancarda nitrat derigimi yliksek bulunmustur (Lijinsky, 1975). Suyun saflasti-
rimasinda nitratli sizme uygulanmasi sonucu igme suyu nitrat diizeyide artmak-
tadir (Forman, 1985). Ayrica nitrat ve nitrit et, balik, peynir, sucuk gibi besinler
ve konservelerde renk, tat verici ve koruyucu olarak sodyum tuzu halinde de kul-
lanilmaktadir (Lijinsky, 1975; Ozdemir, 1984).

Viicuda alinan nitratlarin, agiz ve bagirsak florasindaki bakteriler tarafin-
dan nitritiere ve dolayisi ile nitrozaminlere dénistigl saptanmigtir (Kayaalp,
1981; Tenovuo, 1986). Nitrat ve nitritle korunmug gidalarnn pigirilmesi veya uzun
" slire beklemesi durumunda da gesitli nitrozaminlerin olustugu saptanmigtir
(Ozdemir, 1984).

Nitrozaminlerin olusumunda nitrit digindaki diger bir éncil olan ikincil
aminler ise balik, balik Urlnleri, gay, tahil, sigara ve sigara dumaninda bulun-
maktadir (Lijisky, 1975). Deney hayvanlarinda ve insanlarda ikincil ve Gguncdl
amin yapili ilaglarin, midenin asit ortaminda nitrit ile etkilegerek nitrozamin ta-
revlerini olugturdugu bulunmugtur (Andrews, 1984).
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Antioksidan bilesiklerden biri olan C vitamininin ( askorbik asit ) midede
veya saklanan besinlerde, aminlerle tepkimeye giren nitratlarin kanserojen
nitrozaminlere déniigiimiin{ bloke ettigi bildiriimigtir (Mirvis ve Ark., 1972).

Nitrozaminlerin deney hayvanlarinda karaciger, bébrek, akciger, mide
ve mesanede kanser yaptigi bulunmustur (Kayaalp, 1981).

Dogrudan yiyeceklerle alinan veya asidik ortamda ikincil aminlerin
degigik nitrozolama ajanlan ile etkilegimi sonunda olugan nitrozaminlerin kan-
serojenik ve sitotoksik etki géstermeleri igin metabolik aktivasyonlan gereklidir
(Casado, 1986). Nitrozaminlerin oksidatif dealkilasyonu ( metabolik aktivasyon)
ve reduktif denitrozasyonu (deaktivasyon) sitokrom P-450 bagimli monooksige-
nazlar tarafindan NADPH ve Oa varliginda yuritalir ( Appel ve Ark., 1985). Ak-
tivasyon iglemi genellikle sitokrom P-450 bagimli tepkimelerde o karbonun oksit-
lenmesi ile gergeklesir (Tu, 1983; Yang, 1985). Aktivasyon sonucu nitrozaminler
kuvvetli reaktif metabolitlerine gevrilirler. Alifatik dialkilnitrozaminler kolayca al-
kildiazohidrokside metabolize olurlar ve bunlarda bozunarak alkildiazonyum iyo-
nu olugur. Alifatik dialkilnitrozaminler, alkildiazohidrokside metabolize olurken
agiga gikan aldehit de oksitlenerek COo halinde digar atiimaktadir. Aktivasyon
sonucu olugan elektrofilik metabolitler genellikie DNA, RNA ve proteinlerdeki
nikleofilik gruplarla tepkimeye girmektedir. Nitrozo bilegiklerin biyoaktivasyonu
Sekil -1'de gdsterilmigtir (Michael, 1989).

Elekirofilik metabolitier DNA yapisindaki bazlar ile birlegerek DNA'da ha-
sar olusturabildikleri gibi, DNA tamirini inaktive etmekte ve hicre kilturlerinde
mutajenik etki géstermektedirler (Bartsch, 1988). Ayrica nitrozlu bilegiklerin en-
zim aktivitelerinde de bazi degigiklikler yapti§i bulunmug ve g¢aligilan enzimleri
nonkompetetif olarak inhibe ettikleri gézienmigtir (Atalay, 1989; Oztop ve Ark.,
1993).



R- CHZ\ Mikrozomal R - CHz (I?
,N-N=O monooksigenaz ,N-N=O  R-CHN-C-NH
R'- CH» R'- CH |
| N
OH
Nitrozodialkilamin o - hidroksinitrozamin Alkilnitrozo Ure
R'CHO
RCHoN," = R-CHy-N=N-OH
Diazonyum iyonu Alkildiazohidroksit
CH,R ﬁ OCH2R
|
N N
¥ NH N
4 f LT
~ -
fl‘l N NH, 'I‘l N NH
DNA DNA

Guanidin Urinleri

Sekil-1. N-Nitrozolu bilegiklerin biyoaktivaéyonu
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1.1.1. N-Nitrozodietilamin (Dietiinitrozamin, DENA):

CH3- CHy
~
N-N =0
-
CHg - CH,

Alifatik  dialkilnitrozaminlerden birisi olan DENA, ilk kez Geuther ve
Kreutzhage tarafindan dietilamin ve nitrz asidin tepkimesi ile Gretilmigtir (IARC,
1978).

Endistride kullanim alani oldukga yaygin olan DENA, 1.1. dietilhidrazi-
nin sentezinde, elektrik kondansatérlerinin dielektrik (yalitkanlik) sabitinin arttiril-
masinda, lif endustrisinde ¢ézicl, kopolimerler igin yumusatici ve yag sanayi-
sinde katki maddesi olarak kullaniimaktadir (IARC, 1971; Adler, 1980).

DENA'nin degigik galigmalaria, asir pisirilmis unlu gidalarda olustugu,
peynir, sit, bugday, et ve balik driinleri gibi dogal besinlerde bulunmasinin ya-
ninda sigara dumani ve alkolll igkilerde de bulundugu saptanmigtir (IARC,
1971). Daha dénce yaptigimiz bir galigmada yerli sigaralarin dumanindan elde
edilen DENA dizeyleri Maltepe'de 21.0, Filitresiz Bafra'da 13.9, Filitreli Bafra'da
6.2, Liiks Bitlis'te 5.5, Tokat'ta 3.4 ng (sigara)! olarak bulunmugtur (Candan,
1989). |

DENA'nin - karsinojenik ve toksik etkilerini gdsterebilmesi metabolik akti-
vasyonuna baghidir (Montesano, 1976; IARC, 1978). Sitokrom P-450 Il E 1 izo-
enzimi, DENA'nin metabolik aktivasyonunda dnemii bir rol oynamaktadir (Yoo
ve Ark., 1990)

DENA'dan karaciger karigik iglevli oksidazlariyla olusturulan radikaller,
DNA'y: alkillemekte ve bdylece mutajenik ve kanserojenik etki géstermektedir
(Pegg, 1979). Aynca DENA'nin fare karaciger ve akcigerinde RNA ve protein
sentezini de inhibe ettigi ve bu inhibisyonun karacigerde daha fazla oldugu gés-
terilmistir (Witsch, 1973).
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DENA'nin metabolik aktivasyonu sonucu olusan alkilleyici ara Uriinler
DNA'daki purin bazlarindan guanini alkilleyerek Og ve N7- etil guanin olugumu-
na neden olmaktadir (Pegg ve Balog, 1979). Ayrica Dyroff tarafindan yaptlan
caligmalar sonucunda uzun siire DENA'ya maruz kalan hayvanlarda O4-etiltimi-
nin olustugu, bununda énemli lezyonlara sebep olabilecegi bildiriimigtir (Michael,
1989).

DENA'nin karaciger, akciger, bébrek, yemek ve soluk borusu ile burun
boslugunda timér olugturan kuvvetli bir nitrozamin oldugu saptanmigtir (IARC,
1971, Dahl, 1986).

Yapilan galigmalarla DENA'nin hiicre béliinmesini durdurdugu (ilhan ve
Atalay 1985), Laktat Dehidrogenaz aktivitesini azalttigi, Malat Dehidrogenaz,
Maya Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz (Atalay 1981;1985; 1987) ve Glutatyon S-
Transferaz enzimini (Tuken, 1993) inhibe ettigi gdzlenmistir. Ayrica DENA'nin
sigan karacigerinde amino asit metabolizmasi enzimlerinden, Triptofan oksije-
naz, Tirozin ve Ornitin Aminotransferaz, Serin Dehidrataz ve Histidaz'i da inhibe

ettigi g6zlenmistir (Kitagawa, 1975).
1.2. NADH SITOKROM bs REDUKTAZ

NADH-sitokrom bz rediiktaz (NADH: sitokrom bg oksidorekdiiktaz, E.C.
1.6.2.2) endoplazmik retikulum zarina bagl olarak bulunan amfipatik yapiya sa-
hip bir flavoprotein olup, sitokrom bg'in indirgenmesini katalizlemektedir (Hollo-

way 1970; 1971; Oshino ve Ark, 1971).

NADH, H* + 2 sitokrom bs (Fe*+3) - NAD* + 2H+ + 2 sitokrom bs (Fe+2)

300 amino asitten olugan enzimin, karboksil ucundaki FAD ig¢eren hidro-
filik peptidi sitosolde bulunmaktadir (Spatz ve Strittmatter 1973; Ozols ve Ark
1985). 36 amino asitten olugan hidrofobik peptit pargasi ise enzimin endop-

lasmik retikulum zarina baglanmasini saglamaktadir (Mihara ve Sato 1975;



Ozols ve Ark 1984). Enzimin N-terminal amino asiti serbest olmayip (Kensil ve
Ark 1983) miristil (n-tetradekanoik asit) grubuna bagh oldugu bulunmugtur
(Ozols ve Ark. 1984).

Sigir karacigerinden enzimin tim amino asit sirasi saptanarak monomer
mol kitlesi (FAD grubu hari¢) 34 110 olarak bulunmustur (Ozols ve Ark, 1985).
Enzimin polimerik formu ise yaklagik 400 000 civarindadir (Mihara ve Sato,
1975).

NADH-Sitokrom bg rediiktaz'in aminoasit sirasinin bulunmasindan son-
ra yapilan galigmalarda enzimin ikincil yapisi incelenmis ve yapisal olarak % 25
a-helix, % 30 B - tabakalan igerdigi bulunmugtur (Ozols ve Ark, 1985).

Enzimin aktif bdlgesindeki fonksiyonel amino asit gruplarinin saptanmasi
igin yapilan ¢aligmalardan, enzimde flavin grubunun enzime baglanmasi igin ge-
rekli bir tirozin kalintisinin bulundugu kanitlanmigtir (Strittmatter, 1961). Enzimin
katalitik aktivitesi iginde ig gesit lizin kalintisi oldugu saptanmustir. Lizinlerden bi-
ri enzimin NADH'ye baglanmasinda, ikincisi enzimin dogal elektron alicisi olarak
sitokrom by ile iletigimini saglamada, digerinin ise enzimin stabil haloenzim yapi-
sini saglamasi igin gerekli oldugu bulunmugtur. Enzimin ayrica doért sistin kalinti-
st oldugu belirlenmigtir. Ancak bu sistin kalintilarindan sadece bir tanesinin, 283.
sistin'in NADH'ye baglanmada kullanildidi saptanmigtir (Hacket ve Ark, 1986).

Bugline kadar yapilan ¢aligmalarda sadece sidir karaciger dokusundan
tam olarak karakterize edilen (Ozols ve Ark, 1985) enzim, sigan (Takeuse ve
Omura, 1970), domuz (lyanagi ve Ark, 1984) ve tavgan (Mihara ve Sato, 1975)
gibi hayvanlarin karaciger dokularindan da saflagtirilarak kismen karakterize

edilmigtir.

Karacifer dokusu diginda diger dokularla yapilan galigmalarda, mide-
de ayni tip enzimin bulundugu saptanmisgtir. Domuz mide mikrozomlanndan kis-
men saflagtinlan enzimin aktivitesinin karaciger enzimine oranla dﬁgl‘jk oldugu,
ancak pH optimum degerlerinin karaciger enzimi ile ayni oldugu gdsterilmigtir
(Ghesquier ve Ark., 1985).
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Sigir beyninde de enzimin NHo-terminal sirast tespit edilerek karaciger
enzimi ile kargilastinidiinda karaciger enziminin, beyin enziminin NHo-termina-
lindeki Uglincl arjinin veya dordiincii serin ile bagladigi diger amino asit siralari-
nin ise benzer oldugu bulunmustur (Tamura ve Ark, 1987).

NADH sitokrom bg rediktaz, koyun akciger mikrozomlarindan da saflag-
tinlmis ve kismen karakterize edilerek karaciger enzimine benzedigi bulunmus-
tur. Ancak karaciger enziminden farkl olarak daha dayaniksiz bir yapiya sahip
oldugu kanittanmigtir (Giray ve Aring, 1990).

Enzimin, endoplasmik retikulum zarindan bagka, sigan karaciger mito-
kondrisinin dig zarinda (Sottocasa ve Ark, 1967), insan eritrositierinde (Yubisul
ve Ark, 1986; Tamura ve Ark, 1987) ve notrofillerinde de (Tauber ve Ark, 1985)
bulundugu saptanmisgtir.

1.3. SITOKROM b3

Sitokrom bg, endoplazmik retikulum zarina siki bagli, 133 amino asit
igeren tek bir polipeptid zincirinden olugmug amfipatik bir proteindir (MA: 16500).
Protein, COOH-ucunda yaklasik 40 amino asitli ve molekilin membrana bag-
lanmasini saglayan hidrofobik bdlge ile NHo ucunda 80 amino asitli ve hem'e ko-
valent olarak bagl hidrofilik bélge igerir. N-Terminal amino grubu asetil grup ile
bloke edilmigtir. Sitokrom bg'in bu iki bblgesi iimh proteolizle birbirinden ayrila-
bilir. Ug boyutlu yapi, 2 histidin artiginin azot atomlarina hem demirinin eksensel
olarak ayarlandigini géstermektedir. Ayni koordinasyon sitokrom b'de de vardir
(Smith ve Ark, 1985; Aring, 1993).

Sitokrom bs'in membran bagh kisminin amino asit dizisi yapilan gesitli
calismalarla domuz, at, rat, dana, tavgan, tavuk gibi hayvaniarin dokularinda ve
insan eritrositlerinde saptanmigtir (Ozols, 1989).

Sitokrom bsg'in amino asit sirasinin bulunmasindan sonra yapilan galig-
malarda proteinin ikincil yapisi incelenmigtir. Yapisal olarak, hidrofobik bdlgenin
blylk bir bdliminin o-heliks yapisinda (% 43 o-heliks, % 33 B-tabakasi)
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oldugu, hidrofilik bolge ise helikal oldugu halde hepsinin o- heliks olmadigi (% 25
o-heliks, % 35 31 heliks, % 26 § tabakalari) saptanmigtir (Holloway ve Mantsch,
1989) .

Elektronlar sitokrom bg'e NADH ve NADPH'tan degisik rediiktazlarla akta-
rilabilir. Sekil 2'de karaciger mikrozomal sitokrom bz yoluyla elektron akigi gésteril-
migtir (Mentes ve Erséz, 1993).

CN'
NADH —p Flavoprotein No  —pCyt bg ++ Stearil CoA desaturaz
(Sitokrom bg rediiktaz) )

Flavoprotein Ng

)

NADPH — Flavoprotein Ny —3Cyt-P450 ——p-Hidroksilasyon

l—pLipid Peroksidasyonu

Hem Oksigenaz

Sekil - 2 Mikrozomlar iginde elektron tagimm zinciri

Sitokrom bg'e dogal elektron verici NADH-sitokrom bg rediiktazdir. Sitok-
rom bs igin elektron alici, demir atomu igeren, membrana siki bagli bir oksidaz
olan Stearil-CoA desaturazdir.

Ayrica sitokrom bg, NADPH sitokrom P450 rediiktazdan aldigi elektronlar
sitokrom P450'in bazi izoenzimlerine aktarmaktadir (Jansson ve Ark, 1985).

Sitokrom bs ile yapilan g¢aligmalar, NADH - sitokrom bg rediktaz ve
sitokrom b5 iligkisine agiklik getirmigtir. Sitokrom bg Gzerindeki glutamik asit
gruplan (Glu 47, Glu 48, Glu 52 ve Glu 60), sitokrom bg rediiktazdaki 3 Lizin'in
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(Lizin 41, 125 ve 163) &€- amino gruplarina baglanmakta rol oynamaktadir
(Strittmater ve Ark, 1990). Daha &énce yapilan bir calismada enzimlerin glutamik
asit ile lizin gruplan arasinda amid bagi ile olugturulan kompleksin yapisi ince-
lenmigtir. Bu komplekste enzimlerin ylizeyde, yan yana toplandiklan saptanmig
ve ayni serbest protein elektron transferi sirasinda yaptiklar tiirde bir protein-
protein etkilesimi ile elektron transferi yaptiklarn gézlenmigtir (Hackett ve Stritt-
matter, 1984).

1.4. NADH-SITOKROM b5 REDUKTAZ ve SITOKROM b5'IN
FIZYOLOJIK ONEMI

Sitokrom bz rediiktaz ve sitokrom bs, desatlraz ile birlikte Agil KoA
" Desatiiraz enzim sisteminin Gyesidirler (Holloway ve Wakil, 1970; Oshino ve
Ark, 1971). Sistemin en 8nemli gérevi yag asitlerinin desatlirasyonudur. Siste-
min A9, A6 ve A5-Agil KoA desatiiraz ile A7-sterol A5-desatliraz enzimlerine ka-
tilch@r kanitlanmigtir (Holloway, 1970, 1971; Oshino ve Ark, 1971).

FAD o

Il
NADH + H* 2H" + Sit bs Red. 28it bg Fe® , R-CH2-CHo-C-CoA + Op +2H*
R-CH=CH-C-CoA + 2H,0

2H" + Sit bs Red. 2Sit by Fe®
FADH;

NAD"

Desatiiraz

Mikrozomal elektron tasiyici sistemin desatirasyon haricinde diger lipit
metabolizmasi tepkimeleri olan ; yag asidi zincir uzamasi, N-Hidroksilaminlerin
indirgenmesi (Keyes ve Ark, 1979), kollesterol (Reddy ve Ark, 1977; Grinstead
ve Gaylor, 1982), plazmalojen (Wykle ve Ark, 1972) ve prostaglandin biyosente-
zi (Vatsis ve Ark, 1982) ile eritrositlerde methemoglobinin indirgenmesini (Yubi-
sui ve Ark, 1986) katalizledigi gdsterilmigtir. Bu sistem, ayrica Sekil 3'de géril-
dugi gibi pek gok metabolik yolda énemli fizyolojik rol oynamasinin yanisira
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ayrica bazi sitokrom P-450 bagiml hidroksilasyon tepkimelerinde gerekli ikinci
elektronuda saglamaktadir (Hildebrandt ve Estabrook, 1971; Peterson ve
- Prough, 1986). Son yillarda sitokrom bs'in sitokrom P-450 rediktaz enzimi gibi
etki ettigi ve bu etkinin kullanilan substratlara dolayisiyla ilag metabolizmasinda
rol oynayan bazi sitokrom P-450 izozimlerine 6zgiin oldugu bulunmustur (Imai,
1981, Jansson ve Ark., 1985)

Ag. Ae, A5 Agil KoA Desatiiraz
N-Hidroksilamin rediiktaz
Yag asitlerinin zincir uzamasi

A7-Sterol A5-desatiiraz

Methemoglobinin indirgenmesi
Sitokrom bg 4 Metilsterol oksidaz

NADH — rediktaz — Sitokrombs o prostagiandin sentezi

i: Fosfolipit desaturaz
Akil agil glisero-3-fosforil etanolamin

Sitokrom P-450
NADPH —» [ 4iktaz — Sitokrom P-450 (ilag metabolizmasi)

Sekil-3 Mikrozomlardaki sitokrom bg bagimli elektron tagiyici sistemin

yer aldidi metabolik yollar (Aring, E., 1991).

NADH - sitokrom bg rediktaz'in ve sitokrom bsg'in desaturasyon veya
sitokrom P-450 bagimli reaksiyonlarda gorev alabilmeleri i¢in , zara bagli amfi-
patik yapida olmalari gerekmektedir. Hem enzimin hem de sitokrom bs'in hidro-
fobik peptid pargalari bu tip tepkimeleri katalize etmeleri igin gereklidir (Spatz ve

 Strittmatter, 1973; Mihara ve Sato, 1975).
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2.YONTEM ve TEKNIKLER
2.1. Deneyin Yapildi§i Yer ve Tarih

Bu ¢alisma, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dali ve Fen Edebiyat Fakiltesi Kimya Anabilim Dali Biyokimya Arastirma Labo-
ratuvarlarinda Eylil 1992-Eylil 1994 tarihleri arasinda yapiimigtir.

2.2 Kullanilan Maddeler ve Geregler

Deneyde kullanilan DEAE-Seliloz, Sephadex G-100, Tripsin (sigir
pankreasindan EC 3.4.21.4), Redikte B-Nikotinamidadenindinikleotid (NADH),
sigir serum Albumini (BSA), Comassie Blue (CB-6250) ve Dietilnitrozamin (DE-
NA) Sigma firmasindan, diger kimyasal maddeler ise analitik saflikta olup Merck

firmasindan saglandi.

Galigmalarda kullanilan Rattus Norvegicus (Wistear Albino) tirl sigan-

lar, Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlan Laboratuvarindan saglandi.

Deneylerde, doku homojenizasyon igleminde B.Braun Potter Elvehjen
doku homojenizatdrt, ¢okturme iglemlerinde Beckman L-5-70 Ultrasantrif{j ile
Beckman J.2.21 Sogutmali santrif(ij kullanildi. Enzim aktivite élgiimlerinde ve

spektrum analizlerinde ise Hitachi Model 220 spektrofotometre kullaniid.
2.3. NADH-SITOKROM bg REDUKTAZ'IN SAFLASTIRILMASI

Sigan karacigeri NADH-sitokrom bg rediiktaz enzimi Takesue ve Omu-
ra'nin (1970) ydntemine gore saflagtinimigtir.

2.3.1. Karaciger Mikrozomlarinin Hazirlanmasi

Ortalama agirliklar 120 g olan erkek siganlar, boyunlari kirllarak éldi-
rildi. Gikarilan karacigerler (170 g), soguk 0.25 M sukroz ile yikandi. Karaciger
agiriginin dért kati hacimdeki 1 mM EDTA (pH: 7.5) iceren 0.25 M sukroz ¢6-
zeltisi iginde homojenize edildi. Homojenat 7 000 g 'de 10 dakika santrifiijlendi.
Dokeltinin 78 000 g'de 90 dakika santrifjlenmesi ile lizozom ve mikrozomlar
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¢Okturuldi. Gokelti, orjinal hacminin yarisi olacak gekilde 1 mM EDTA (pH: 7.5)
igeren 0.15 M KCl ile bir kez yikandi. Lizozom-mikrozom fraksiyonu, 1 gram ka-
racigere 0.3 mL g¢bzelti olacak gekilde 1 mM EDTA igeren Tris-malat tamponu
(PH: 5.7) iginde slispanse edildi.

2.3.2. NADH - Sitokrom bg Rediiktaz'in Gézunariestiriimesi

Birinci basamakta elde edilen lizozom - mikrozom fraksiyonuna antisep-
tik olarak penisilin (10 U mL-1) ile streptomisin (10 pg mL") eklenerek, fraksi-
yon 37°C de 6 saat hafif ¢alkalanarak inkibe edildi. Stispansiyon 78 000 g' de
90 dakika santriflijlendi ve dokelti 1 N NaOH ile pH: 7'de nétralize edildi.

2.3.3. Amonyum Siilfat ile Fraksiyonlama

Amonyum sulfatin % 50 doyguniuga ulagmasiyla olusan gokelti sant-
rifijle ayrildiktan sonra, dokelti amonyum siilfat ile % 75 doygunluga getirildi.
1 N NaOH eklenmesi ile ¢bzelti pH'I yaklasik 7 civarinda tutuldu. 8 000 g'de 15
dakika santrifij edilerek olugan ¢okelti, pH'l 8.5 olan 30 mL 20 mM Tris-HCl'de

¢ozulda.
2.3.4. Sephadex G-100 Jel Filtrasyonu

Enzim g¢dzeltisi 20 mM Tris - HCI tamponu (pH: 8.5) ile dengelenmig
Sephadex G-100 kolonuna (2,5x40 cm) uyguland:. Kolon, ayni tampon ile akig
hiz| saatte 60 mL olacak gekilde yikandi. Toplanan 5 mL'lik fraksiyonlarda pro-
tein ve enzim aktivitesi saptandi.

2.3.5. DEAE-Seliiloz Kolon Kromatografisi

Sephadex kolonundan elde edilen yiksek enzim aktivitesi igeren fraksi-
yonlar birlestirilerek 20mM Tris-HCI tamponu (pH: 8.5) ile dengelenmis DEAE-
Selilloz kolonuna (2,5x18 cm) uygulandi. Kolon 50 mM Tris-HCI tamponu (pH:
8.5) ile ytkandiktan sonra 75 mL 50 mM Tris-HCI tamponu (pH: 8.5) ve 0.1 M
KCligeren 75 mL aymi tampon ile dogrusal gradient olugturuldu. Toplanan
4 mLlik fraksiyonlarda protein ve enzim aktivitesi saptandi. Yiiksek enzim aktivi-

tesi igeren san renkli fraksiyonlar toplanarak, diyaliz torbasina dolduruldu.
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Diyaliz torbasi igindeki enzim ¢ozeltisi, buzdolabinda kati Sephadex igin-
de derigtirildi. Derigik enzim gdzeltisi daha sonra 1 mM EDTA igeren 50 mM po-
tasyum fosfat tamponuna (pH: 7.5) kargi bir gece diyaliz edildi. Diyaliz edilmig
enzim gozeltisi, klglk hacimlerde tlplere yerlestirilerek -20°C de saklandi.

2.4. NADH-SITOKROM bs REDUKTAZ AKTIVITESININ
SAPTANMASI

NADH-sitokrom bs redlktaz aktivitesi, spektrofotometrik yontemle, gerek
sentetik elektron alicisi ferrisiyanit ve gerekse dogal elektron alicisi sitokrom
bs'in indirgenme hizina gére saptandi. Enzimin aktivite dlgimlerinde ferrisiyanit

kullanildiginda enzime NADH-ferrisiyanit rediktaz adi da verilmektedir.

2.4.1. Ferrislyanit lle Saptanan Enzim Aktivitesi
(NADH-Ferrislyanit Redlktaz Aktivitesi)

Tepkime ortami, 1.5 mL'lik kiivet i¢inde 0.1 M potasyum fosfat tamponu
(pH: 7.5), 2.25x10-4M NADH, 1.25x10-3M potasyum ferrisiyanit ve yeterli miktar-
da enzim g¢o6zeltisi icermektedir. Enzim tepkimesi NADH eklenmesi ile baglatiidi
ve 1 dakika araliklarla 420 nm'deki absorbans digiisii, spektrofotometre ile iz-
lendi. Hesaplamalarda, molar sogurum katsayisi olarak 1.02 mM-1cm-1 alindi
(Strittimatter ve Velick, 1957). Potasyum ferrisiyanit, enzim olmadan sadece
NADH ile de indirgendigi igin, bu deger enzim tepkimesinden gikartildi.

1 Unite redlktaz aktivitesi, yukanda verilen kogullarda, 1 umol potasyum
ferrisiyaniti, 1 dakikada indirgeyen enzim miktar olarak tanimlandi.

2.4.2. Sitokrom by ile Saptanan Enzim Aktlvitesl

Tepkime ortami,1.5 mL'lik kiivet iginde 0.1 M potasyum fosfat tamponu
(pH: 6.8), 0.168 mM NADH, 1.5 nmol sitokrom bg ve yeterli miktarda enzim ¢&-
zeltisi igermektedir. Tepkime, 423 nm'deki absorbans artig! ile izlendi ve aktivite
hesaplarinda molar sogurum katsayisi olarak 100 mM-Tem Kkullanilds (Stritt-
matter ve Velick, 1957).
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1 Unite rediktaz aktivitesi, yukarida verilen kogullarda, 1 nmol sitokrom
bs'i 1 dakikada indirgeyen enzim miktan olarak tamimlandi.

2.5. SITOKROM bs'IN SAFLASTIRILMASI

NADH-sitokrom bs rediktaz aktivitesinin saptanmasi igin gerekli olan si-
tokrom bg , Omura ve Takesue (1970)'nin yéntemi ile saflagtirnlmigtir.

2.5.1. Karaciger Mikrozomlarinin Hazirlanmasi

Siganlar boyunlan kinlarak 6ldiruldi ve gikarilan karacigerler (120 g),
soguk 0.15 M KCl ile yikandi. Karacigerler, agirhginin 4 katt 0.15 KCl ile homoje-
nizatérde 4 vurugta homojenize edilerek homojenat 10 000 g 'de 15 dakika sant-
riftjlendi. Dokeltinin 78 000 g 'de 90 dakika santrifijlenmesi ile mikrozomiar ¢6k-
thraldu. Mikrozomal ¢okelti hafif homojenizasyon ile 10 mM EDTA igeren (pH: 7)
100 mL 0.15 M KCl ile kangtirthip 78 000 g 'de 60 dakika santrifiijlendi. Buradan
elde edilen g¢okelti 100 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH: 7.5) ile karigtinhp ayni ge-
kilde ¢oktirdldd. Son gokelti 50 mL 0.1 M fosfat tamponu ile karigtinldi ve bu yi-

kanmig mikrozomlarda protein ve sitokrom bg miktarlan saptandi.
2.5.2. Tripsin Pargalamasi

Yikanmig mikrozoma, 1/10 oraninda 2 mM HCI'de hazirlanan tripsin ¢o-
zeltisi (3 mg mL-1) eklendii. Karisim 0°C de 16 saat bekletilerek 78 000 g 'de
120 dakika santrifijlendi. Dokeltide protein ve sitokrom bg miktarlan saptand.

2.5.3. Sephadex G-100 Kolon Kromatografisi

Ddkeltiye, 15 mL 10 mM fosfat tampon (pH: 7.5) eklendi. Bu g¢dzelti ayni
tamponla dengeye getirilmis Sephadex G-100 (2,5x40 cm) kolonundan 30 mL
saat! akig hiziyla gegirildi. Toplanan 6 mL'lik fraksiyonlarda protein ve sitokrom
bs miktari saptanarak sitokrom bs'ce zengin fraksiyonlar birlestirildi.
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2.5.4. DEAE-Sellloz Kolon Kromatgrafisi

Sitokrom bg'ce zengin fraksiyon karigimi, 10 mM fosfat tamponuyla
(pH: 7.5) dengelenmig ve basing uygulanarak paketlendirilmis DEAE-Seliloz
kolonuna (2,5x18 cm) uygulandi. Sitokrom bg kolonun Ust kisminda koyu Kirmi-
21 bir bant olugturdu. Kolon ayni pH'ta 25 mL 50 mM fosfat tampon ile yikandi.
Daha sonra kolona 0.35 M KCl igeren 100 mL 50 mM fosfat tamponu ile 100 mL
50 mM fosfat tamponuyla hazirlanmig tuz gradienti uygulandi. Akig hizi saat de
30 mL olacak gekilde ayarlanarak 4 mL'lik fraksiyonlar toplandi. Sitokrom bg'ce
zengin fraksiyonlar birlegtirildi ve 0.2 mL damitik su eklendikten sonra 10 mM
fosfat tamponuyla dengelenmisg DEAE-Seliiloz kolonuna (2x3 cm) uygulandi.
Kolonun {ist kisminda sitokrom bg'ten dolay! kirmizi dar bir bant olugdu. Daha
sonra kolon 20 mL 10 mM fosfat tampon ile yikandi. Sitokrom bg, 0.2 M KCl ige-
ren 50 mM fosfat tamponu ile kolondan alinarak 10 mM fosfat tamponuna (pH:
7.5) karsi 12 saat diyalizlendi.

2.5.5. Saflagtinlan Sitokrom b 'in Spektral Ozellikieri ve
Miktarinin Saptanmasi

Mikrozom ve tripsin ile ¢6zinarlestiriimis dékeltideki sitokrom bsg igerigi,
indirgenmis ve ylkseltgenmis érneklerin spektrumundan 424-409 nm dalga bo-
yunda molar sogurum katsayisi 185 cm-'mM-1 alinarak saptandi. Tripsinde ¢6-
zUndirialmiis dokelti ditiyonit ile indirgendi. Sephadex kromatografisinden sonra
sitokrom bg miktar: ditiyonit ile indirgenmig drneklerin 423 nm'deki sogurumu 6l-
clilerek hesaplandi. Molar sogurum katsayisi olarak 171 cm-1mM-1 alind.

2.6. PROTEIN MIKTARININ SAPTANMASI

60 mg Comassie Brilliant Blue G-250 [C.l. Nr. 42655] 1 L % 3'lik
perklorik asitte ¢6zlldi. Degigik derigimlerde bir seri albimin ¢bzeltisi hazirlan-
di. 1 mL boya ile 1 mL albiimin kanstinlarak 595 nm'de 1gin sogurumu 6lgulda.
Ayni iglemler enzim g¢bzeltileri ile tekrarianarak standart ¢aligma grafigi yardimi
ile protein derigimi saptandi (Scopes, 1984).
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2.7. ENZIM-DENA ETKILESIMLERI
2.7.1. NADH-Sitokrom bs Red(ktaz Aktivitesine Sicakligin Etkisl

Ferrisiyanit'in indirgenme hizina gére saptanan enzim aktivite élgtimleri,
25, 30, 35, 37, 39 ve 40°C sicakliklarda yapilarak deney ortami igin en uygun
sicaklik saptand..

2.7.2. DENA Derigiminin Ferrisiyanit ile Olgiilen Enzim
Aktivitesine Etkisi

Deney ortamindaki 3.1x104 M, 4.7x104 M ve 6.2x104 M DENA,
NADH-sitokrom bg rediktaz ile egit hacimlerde karngtinlarak 37°C de inkiibe
edildi. 5,10,15 ve 20. dakikalarda ferrisiyanit ydntemi ile enzim aktivitesi dlgile-
rek zamana karsi inhibisyon saptandi.

2.0x10-4 M, 3.0x10"4 M, 4.0x10-4 M, 5.0x104 M, 10.0x104 M ve
12.5x10"4 M Ferrisiyanit ¢dzeltileri hazirlanarak degisen substrat miktarina go-
re aktivite 6l¢iimU yapildi. Ayni substrat derigimlerinin bulundugu deney ortami-
na 3.1x10-4 M, 4.7x10°4 M, 6.2x10"4 M ve 7.8x10-4 M DENA gdzeltileri eklene-

rek enzim aktivitesine etkileri aragtirildi.

2.7.3. DENA Derigiminin Sitokrom bs ile Olglilen Enzim
Aktivitesine Etkisi

Deney ortamindaki 3.1x104 M, 4.7x104 M, ve 6.2x10"4 M DENA ¢6-
zeltileri, NADH-sitokrom bg rediktaz ile esit hacimlerde kangtinlarak 37°C'de
15 dakika inkiibe edilmesiyle inhibisyon saptand..

0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.5 ve 1.75 nmol sitokrom bg, igeren deney ortamin-
da, DENA'siz ve 3.1x10-4 M, 4.7x10-4 M, 6.2x10-4 M DENA ilavesi ile enzim ak-
tivite dlgiimi yapildi.
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2.7.4. Enzim - DENA Baglanmasinin Incelenmesi

Tampona kargi ayri ayri NADH - sitokrom bg rediiktaz'in, Dietilnitroz-
aminin ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edilen enzim-DENA karigiminin sojurum
grafikleri gizilerek, NADH -sitokrom bg rediiktaz'a nitrozamin baglanmasi

aragtinid.
2.8. DENA ILE SITOKROM bg ETKILESIMI

DENA'nin NADH-sitokrom bg redlktaz'in substrati olan sitokrom bs'e et-
kisinin olup olmadigim aragtirmak igin bir dizi galigmalar yapildi.

2.8.1. Zamanin Etkisl

Toplam hacim 1 mL olacak gekilde 10 mM fosfat tamponu (pH: 7.5)
icinde ditiyonitle indirgenmis 51.66 nmol (mg protein)! sitokrom bs ve
4x10-3M DENA kanstirildi. Bu &rneklerin oda sicakiginda degisik zaman
araliklarinda sogurum spekturumu alindi. 423 ve 413 nm dalga boylarindaki
sogurum degisimlerinden indirgenmis ve ylikseltgenmig yapidaki sitokrom bsg
miktarlari hesaplandi.

2.8.2. DENA Derigiminin Etkisi

91.62 nmol (mg protein)1 sitokrom bs, 1.11x10*4M, 2.16x104M ve
3.17x10-4 M DENA ile oda sicaklifinda 15 dakika siire ile etkilestirilerek spekt-
rumiarn alindi. Ayrica 423 ve 413 nm dalga boylarindaki sogurum degisimleri
okunarak indirgenmig ve ylikseltgenmig sitokrom b miktarlar hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1. Sigan Karaciger Mikrozomlarindan NADH-Sitokrom b
Red(iktaz'in Saflagtiriimast

NADH- sitokrom bg rediktaz'in sigan karaciger mikrozomlarindan saf-
lagtiriimasi sirasinda elde edilen fraksiyonlardaki toplam rediiktaz miktari, enzi-
min 6zgli aktivitesi, mikrozomlardan baglayarak elde edilen saflagma katsayisi
ve verimi, enzimin iki farkli elektron alicisi ferrisiyanit ve sitokrom by ile saptana-
rak Gizelge 1'de gdsterilmigtir.

Mikrozomlarda bulunan NADH- sitokrom bg rediiktaz, lizozomla ¢dzi-
nirlestiriimis kisimda ferrisiyanit ile %88.3, sitokrom bg ile %93.1 verimle elde
edilmigtir. NADH-sitokrom bg rediktaz amonyum sulfat ¢oktirmesinde ferrisiya-
nit ile %69.1, sitokrom by ile %86.4 verimle elde edilirken mikrozomlara gére ise
sirasiyla 29.1 ve 35.6 kez saflastirildi.

Sekil 4 ve 5'de goériilen jel filtrasyonu (Sephadex G-100 kolonu) ve DE-
AE-Seliiloz kromatografisinden elde edilen fraksiyonlarda sadece potasyum fer-
risiyanit ile NADH- sitokrom bs rediliktaz aktivitesine bakildi. Sephadex G-100
filtrasyonu sonucu enzim aktivitesi igeren fraksiyonlar toplandiginda miligram
protein bagina 367.1 pumol dk-1 enzim igerdigi saptandi. Bu basamakta enzim
%62.7 verimle, mikrozomlara gore 122.4 kez saflagtinldi (Cizelge 1). Sitokrom
bs ile yapilan aktivite Slgiminden enzimin bu basamakta %71 verimle, mikro-

zomlara gére 135.6 kez saflagmig oldugu bulundu.

NADH-sitokrom bsg rediktaz'in DEAE-sellloz kolon kromatografisi so-
nunda elde edilen profili gekil 5'de gérilmektedir. Enzim tuz gradienti ile kolon-
dan sivri bir tepecik halinde alindi. Kati Sephadex i¢inde konsantre edilen enzim,
diyaliz edildikten sonra Cizelge 1'de goérlildigl gibi elektron alicisi ferrisiyanit ile
mikrozomlara oranla 299.3 kez saflagtiriimig olarak %35.5 verimle elde edildi.
Enzim sitokrom bg ile mikrozomlara gére 332.2 kez saflagtinimig ve %40.3 ve-
rimle elde edilmigtir. Diyaliz edilen enzim g¢bzeltisi aktivitesini kaybetmeksizin
haftalarca -20°C'de saklandi.
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Sekil 5. NADH -sitokrom bg;, rediiktaz DEAE-Seliioz kolon kromatografisi
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Sekil 6'da saflagtinimig NADH-sitokrom bg rediktaz'in sogurum spekt-
rumu gdsterilmistir. Sekilden gérildigu gibi enzimin, flavin prostetik grubunun
485 nm'deki kiiglk bir omuzu ile 460 nm ve 390 nm'de iki tepecik igeren bir

spektrum verdigi gézlendi.

0.008
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Absorbans

0.004}
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0.002
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Sekil 6. Saflagtinlan sigan karaciger NADH-sitokrom by rediktaz'in sogurum

spektrumu
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3.2. NADH - Sitokrom bg Rediiktaz Aktivitesine Sicakhigin Etkisl

Sicakhigin, NADH -sitokrom bg rediiktaz aktivitesine etkisini aragtirmak
igin yaptigimiz galigmalar sonucunda, enzimin en fazla aktif oldugu sicakhgin
Sekil 7'de gorildugu gibi 37°C oldugu gdzlendi .
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Sekil 7. Enzim aktivitesine sicakhgin etkisi (enzim aktivitesine potasyum

ferrisiyanit ile bakildi)
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3.3. NADH-Sitokrom bs Rediiktaz lle Dietilnitrozaminin
Etkilegimi

3.3.1. Etkilesimin Ferrisiyanit Yéntemi ile Incelenmesi

DENA'nin NADH-sitokrom bg rediktaz'a etkisi aragtirilidi ve inhibisyon
saptandi. Farkli derigimlerdeki DENA ile enzimin, 37°C de degigik zaman aralik-
larinda etkilesimi sonunda inhibisyonun zamanla ve DENA derigimi ile arttig
gozlendi (Sekil 8). llk 15 dakikada aktivite hizla azaldifi igin en fazla inhibisyo-
nun 15 dakikada oldugu kabul edildi. Diger deneyler de enzim ile DENA'nIn
37°C de 15 dakika inklibe edilmesiyle yapildi.

1201
110 —
100

90 —
80 —
70
60 -
50 —

40
30 -
20 -
10 -

0

I
0 5 10 15 20
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Sekil 8. NADH-sitokrom bg rediktaz'in DENA ile inhibisyonunda zamanin

etkisi

O Enzim; M 3.1x10-4M DENA; O 4.7x104 M DENA; ® 6.2x10-4M DENA
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Substrat olarak potasyum ferrisiyanit kullanildiginda NADH-sitokrom bg
rediktaz igin hesaplanan % aktivite ve % inhibisyon degerleri Gizelge 2'de

verilmigtir.

Cizelge 2. DENA derigiminin NADH -Sitokrom bg Redliktaz aktivitesine etkisi

%Aktivite % Inhibisyon

Enzim 100 0.00
3.1x10"4 M DENA 84.6 15.0
4.7x10-4 M DENA 71.9 28.1
6.2x10"4 M DENA 53.3 46.7
6.6x10-4 M DENA 50.0 50.0
7.8x104 M DENA 415 58.5

Gizelge 2'de goruldugl gibi enzimin inhibisyonu, DENA derigiminin

artmasi ile artmaktadir. Yapilan g¢aligmalar sonucunda ise NADH-sitokrom bg .

rediktaz'i % 50 inhibe eden DENA derigimi [ I5q ] 6.6x104 M olarak

saptandi.

NADH - sitokrom bg redlktaz'in, potasyum ferrisiyanit igin substrat
doymusluk egrisi gahgildi ve Sekil 9'da gorlldugi gibi artan substrat derigi-
mi ile hizin artmas! sonucu enzimin Michaelis Menten Kinetigine uydugu

bulundu.
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Sekil 8. NADH-sitokrom bg rediiktaz i¢in Michaelis Menten egrisi

1 Enzim igin substrat (Ferrisiyanit ) doymugluk egrisi;
m 3.1x1004 MDENA; O 4.7x104MDENA; e 6.2x10-4 M DENA
A 7.8x10"4 M DENA
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Bu galigma igin Lineweaver-Burk grafigi gizildi (Sekil 10) ve bu grafikten
bulunan Km ve Vmax degerleri Gizelge 3'de gosterildi.

pmol -1

[1/V] x 103 dak mg protein

Sekil 10. NADH-sitokrom by rediiktaz enziminin DENA ile etkilesiminde

Lineweaver - Burk grafigi.
O Enzim, ® 3.1x104MDENA, O 4.7x104 M DENA,

® 62x104*MDENA A 7.8x10°4 M DENA
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Gizelge 3 . NADH -sitokrom bg rediktaz'in DENA ile etkilegiminde

Km ve Vmax de@erleri

Km Vmax

(mM) umol (dk mg protein)-1
Enzim 0.221 899.78
3.1x10"4 M DENA 0.222 761.26
4.7x10"4 M DENA 0.215 645.55
6.2x10"4 M DENA 0.219 480.03
7.8x10"4 M DENA 0.213 373.73

Gizelge 3'de géruldugi gibi yapilan galigmalar sonunda Km 'in sabit,
Vmax 'in artan DENA derigimi ile azaldigi bulunmustur. Bu bulgulardan NADH-
sitokrom bg rediktaz enziminin DENA tarafindan nonkompetétif olarak inhibe
edildigi saptanmigtir. Nonkompetetif inhibisyon igin 1/Vmax (gézlenen) degerleri
~ inhibitér derigimine kars! "En Kiglk Kareler Yontemi* ile grafie gegirildiginde
I5o derigimi (K;) 5.8x10"4 M olarak bulundu (Sekil 11).
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[1]x104 M

Sekil 11. DENA derigimine karg: 1/Vmax (gbzlenen) grafigi
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3.3.2 Etkllegimin Sitokrom bg Yéntemi fle Incelenmesi

Dietilnitrozamin'in NADH-sitokrom bg rediiktaz'a etkisini aragtirmak igin
yapilan g¢alismalarda, enzim DENA ile 37°C de 15 dakika inkiibe edildi.
Enzim substrati olarak sitokrom bg kullaniidiginda NADH - sitokrom bs
rediiktaz igin hesaplanan % aktivite ve % inhibisyon deg@erleri Cizelge 4'de

gosterilmistir.

Gizelge 4 . DENA derigiminin NADH -Sitokrom bs Reduktaz Aktivitesine Etkisi

% Aktivite % Inhibisyon
Enzim 100 000
3.1x10-4 M DENA 82.1 17.9
4.7x10"4 M DENA 67.0 33.0
5.7x10"4 M DENA 50.0 50.0
6.2x10-4 M DENA 47.6 52.4

Gizelge 4'de gériildigl gibi artan DENA derigimi ile enziminin aktivitesi-
nin azaldigi, inhibisyonunun ise arttigi bulunmugtur. Yapilan galigmalar sonun-
da NADH-sitokrom bsg rediiktaz'' % 50 inhibe eden DENA derigimi ( Igqg )
5.7x10-4M olarak saptandi.

NADH - sitokrom bsg rediiktaz'in, sitokrom bsg igin substrat doymugluk
egrisi galgildi. Sekil 12'de gorildiglu gibi NADH - sitokrom bg rediiktaz'in
substrati olan sitokrom bg'in derigimi artinidiginda hizin hiperbolik  olarak

artti§: ve enzimin Michaels Menten Kinetigine uydugu bulundu.



V nmol dak-1 mg protein~1

30

250 -

200 -

150

100
50
O Fr—————— 71— T 17 7T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
[S] nmol L1

Sekil 12. NADH-sitokrom bg rediiktaz Igin Michaelis Menten egrisi
@  Enzim igin substrat (sitokrom bg) doymusluk egrisi,

w 3.1x10%MDENA, O 47x104MDENA, @ 6.2x104 M DENA
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Bu galigma igin Lineweaver - Burk grafigi ¢izildi (Sekil 13). Bu grafikten
bulunan Km ve Vmax degerleri gizelge 5'de gésterildi.
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Sekil 13. NADH-sitokrom bg rediktaz'in DENA ile etkilegiminde
Linewear - Burk grafigi.

O Enzim, W 3.1x1004MDENA, O 4.7x10"4 M DENA,

e 6.2x10"4 M DENA
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Gizelge 5. NADH -Sitokrom bg rediktaz'in DENA ile etkilegiminde Km ve Vmax

degerleri
Km Vmax
(nmol L-1) nmol (dk mg protein)-1
Enzim 426.27 262.57
3.1x10"4 M DENA 429.08 215.48
4.7x10"4 M DENA 426.12 175.97
6.2x10"4 M DENA 425.80 125.07

Substrat olarak kullanilan sitokrom bsg ile yapilan galismalar sonunda
elde edilen bu bulgulardan da DENA'nin NADH sitokrom bg rediiktaz igin
nonkompetetif inhibitér oldugu bir kez daha gésterilmigtir. Sekil 14'de gbrildigu
gibi "En Kiglk Kareler Yontemi" ile ¢izilen inhibitdr derigimine kargi 1/Vmax
(gbzlenen) grafiginden K;degeri 5.2x10-4 M olarak bulundu.

10 1

(1 Vmax(gbz)] x 103 dak mg protein nmol -1

T A B i
4 6 8

[1]x104 ™M

4
-

Sekil 14. DENA derigimine kargi 1/Vmax (gbzlenen) grafigi.
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3.3.3. Enzim - DENA Baglanmasinin incelenmesl

NADH - sitokrom bs rediktaz'in, DENA'nin ve enzim -DENA karigiminin
sogurum spektrumlan Sekil 15'de goriimektedir. DENA ile bagli enzimin
sogurum spektrumu, DENA ve enzimin sogurum spektrumunda farkli olarak

bulundu.
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Sekil 15. Enzim ( ——), DENA (---) ve Enzim + DENA (- - -J'min

UV -VIS sogurum spektrumu
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3.4. Saflagtinlan Sitokrom bg ‘e Ait Bulgular

NADH - sitokrom bg rediiktaz'in aktivite dlglimi igin gerekli olan sitok-
rom bsg'in sigan karaciger mikrozomlarindan saflagtiriimasi sirasinda elde edilen
fraksiyonlardaki toplam sitokrom bg miktari, 6zgil sitokrom bg miktari, saflasma
katsayi ve verimi Cizelge 6'da verilmigtir.

Gizelge 6: Sitokrom bg'in sigan karaciger mikrozomlarindan saflagtinimas:

Saflagtirma Toplam Toplam Ozgiil Miktar Verim
 Adimlari Protein | Sitokrom bg nmol(mg)'1 % Saflagtirma
mg nmol
1. Mikrozomlar 625 367.56 0.588 100.0 1.0
2. Gozundriestiriimig
Mikrozomiar 120 248.60 2.070 67.6 3.52
3. Sephadex G-100
Kromatografisi 9.6 191.81 19.98 522 33.97
4. DEAE-Seliiloz
Kromatografisi 1.8 94.05 81.87 25.6 139.2
ve Diyaliz

Sitokrom bg'in sigan karaciger mikrozomlarindan ¢dzinlrlestiriimesinde
tripsin kullanildi ve sitokrom bgin % 67.6's1 ¢dzlndrlestiriimig kisimda elde edil-
- di. Sephadex G-100 kolon kromatografisinden elde edilen sitokrom bg fraksiyo-
nunun miligram protein bagina 10.98 nmol bsg igerdigi bulundu. Bu basamakta,
sitokrom bg % 52.2 verimle, mikrozomlara gore 33.97 kez saflagtinidi.
Sephadex G-100 kolonundan derigik olarak alinan sitokrom bsg, DEAE Selliloz
kolonuna uygulandiktan sonra diyaliz edildi. Bu saflagtirma basamaginda GCizel-
ge 2'de géruldigu gibi sigan karaciger sitokrom bg'in 6zgil miktari miligram pro-
tein bagina 65.79 nmol bg ve mikrozomlara gore 111.9 kez saflagtinimig olarak,
% 42.6 gibi bir verimle elde edildi.
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Sitokrom bg'in saflagtiriima iglemi sirasinda jel filtrasyonu (Sephadex G-
100 kolonu) ve DEAE-Sellloz kromatografisi kullanilmigtir. Géztnurlegtirilmig
Sitokrom bsg'in Sephadex G-100 kolon kromotagrafisinin profili Sekil 16'da gos-
terilmigtir. Sitokrom bg'in DEAE - Seliiloz kolon kromatografisi sonunda elde
edilen profili ise $ekil 17'de goriiimektedir. Sitokrom bs, tuz gradienti ile DEAE

Seliloz kolonundan sivri bir tepecik halinde alindi.

1

o
ol mL
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.s s
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wn
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Sekil 16. Sigan karacigeri mikrozomal Sitokrom bg'in Sephadex G-100 kolon

(2.5x40 cm) kromatografisi



36

0.4¢
15}
h
lll i
; X H
03} 212 i 5
—r 1
o :% ] I
2 IS . |
02} ry 0.3
~ )
=] g 6 '
£ |2 fo2
&gy} @
I i 31 0.1
50 100 150 200

Hacim/ mL

Sekil 17. Sigan karacigeri mikrozomal Sitokrom bg'in DEAE-Selliloz  kolon

(2.5x18 cm) kromatografisi

Saflagtirilmig sitokrom bg'in sogurum spektrumu $ekil 18'de
gosterilmigtir. Buradan goériilduga gibi sitokrom bg 'in 413 nm'de maksimum
sogurumu vardir. Bunun yaninda hemproteinlerinin karakteristik 6zelligi olan
"hem" grubunun 358 nm'deki tepecigi ve 280 nm'de de aromatik amino asitlerin
sogurumundan dolay: bir protein tepecigi gézlenmektedir. Yine gekil 18'de g6-
ruldigl gibi Ditiyonitle indirgenmig sitokrom bsg'in sogurum spektrumunda mak-

simum tepecik 423 nm'ye kaymigtir.
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Dalga Boyu / nm \

Sekil 18. Saflastinimig sigan karaciger sitokrom bg'in sogurum spektrumu
(Ornek 1.93 nmol sitokrom bs icermektedir)

{— ylkseltgenmis, ...... indirgenmig)
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3.5 Sitokrom bg'in DENA lle Etkilegimi

3.5.1. Zamanin Etkisi: DENA ile etkilegtirilen sitokrom bg'in zamana
kargi degigen miktarlarini gosteren grafik Sekil 19'da, hesaplanan sitokrom bsg
miktarlan Gizelge 7'de goésterilmigtir. Bu buigular deney kosullarinda 15
dakikalik bir etkilegsimden sonra sitokrom bg'in ylkseltgendigini géstermistir. Bu

nedenle etkilegim siresi 15 dakika olarak segilmigtir.

8

Sitokrom bg miktar: / nmol (mg protein‘1)
8

1
.o}
Zaman / dakika

8
i

(=2
_
o

Sekil 19. Sitokrom bs'in DENA ile etkilegimine zamanin etkisi

(-~ Ylkseltgenmis, —= indirgenmis sitokrom bz}

Cizelge 7. DENA ile etkilegen sitokrom bg'in zamanla degisen miktarlan

Zaman/ Indirgenmis sitokrom b Yilkseltgenmig sitokrom bg
dakika miktar/ nmol(mg protein)“1 miktar/ nmol(mg proteln)‘1
0 51.66 32.14
5 44.83 35.09
10 38.99 38.01
15 35.09 - 39.96

20 34.11 39.96
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3.5.2. DENA Derigimin Etkisi: Ditiyonitle indirgenmig ve yukseltgen-
mig durumdaki sitokrom bg'in degigik derigimlerdeki DENA ¢ozeltileri ile etkilegi-
mi sonunda elde edilen sogurum spektrumiarn Sekil 20 ve Sekil 21'de, ayrica
hesaplanan ylikseltgenmis ve indirgenmig sitokrom bg miktarlari Sekil 22 ve Gi-
zelge 8'de gdsterilmigtir. Sonug olarak indirgenmig sitokrom bsg 'in artan DENA
derigimi ile yUkseltgendigi ve yiikseltgenmig sitokrom bs 'in miktarinin da artan
DENA derigimi ile azaldi§1 bulunmustur.
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Sekil 20. Indirgenmig sitokrom bg ile DENA'nin etkilegiminde sogurum
_ spektrumu (Ornekte 1.93 nmol sitokrom bg, 1) 0.0, 2) 4.49x10° M 3)
1.11x1074 M, 4) 2.16x104 M, 5) 3.17x10-4 M DENA bulunmaktadir.
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Sekil 21. Yikseltgenmig sitokrom bg ile DENA'nin etkilegiminde sogurum spektrumu

(Ornekte 1.93 nmol sitokrom bg, 1) 0.0, 2) 4.49x105 M, 3) 1.11x1074 M,
4) 2.16x10% M, 5)3.17x104M, 6) 4.13x10"4 M DENA bulunmaktadir.)
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Gizelge 8. DENA derigimlerine bagh olarak degigen sitokrom bg miktari

DENA Derigim/ indirgenmis sitokrom bs Yukseltgenmig sitokrom bs
M miktari / miktari /
nmol (mg protein)-1 nmol (mg protein)-1
91.618 38.012
4.49x10°5 70.175 51.657
1.11x10-4 59.454 55.556
2. 16x104 44.834 62.378
3.17X104 36.062 56.530
4.13X10-4 33.138 54.581
100

Sitokrom bg miktari / nmol (mg protein‘1)

50
DENA derigimi / Mx10%
Sekil 22. Sitokrom bg ile DENA'nin etkilegiminde DENA derigimine karg: sitokrom bg

miktarlar (-~ Yikseltgenmig, ~s— indirgenmig)
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4. TARTISMA VE SONUG

Gindmdiz insant, besinlerdeki dogal veya katki maddeleri, ilaglar ve gev-
re kirleticileri gibi gegitli yabanci kimyasal maddelerden giin gegtik¢e daha fazla
etkilenmektedir. Bu kimyasal maddeler iginde en sik kargilagilani ve en zararl
olanlari nitrozamin grubudur. Nitrozaminler énemli mutajen ve kanserojen
maddelerdir. Galismamizda DENA'nin  NADH- sitokrom bg rediiktaz ve onun

dogal substrati olan sitokrom bg (izerine etkisi in vitro olarak incelendi.

NADH bagimli sitokrom bg rediiktaz ve sitokrom bg, stearil CoA'nin oleil
CoA'ya dénusiminu katalizleyen A9-stearil CoA desatliraz enzim sisteminin
6nemli bir Gyesi oldugu gibi, pek gok metabolik yolda énemli fizyolojik rol oyna-
diklari ortaya konmustur (Keyes ve Ark., 1979). Son yillarda yapilan
caligmalarda sitokrom bsg'in sitokrom P-450 izozimleri tarafindan katalizlenen
organik maddelerin oksidatif hidroksilasyon (ilag metabolizmasi, kollesterol
metabolizmasi gibi) tepkimelerinde de gérev aldi§i bulunmugtur (imai, 1981;

Jansson ve Ark., 1985).

Amfipatik yapiya sahip bir flavoprotein olan NADH-sitokrom bg rediiktaz,
birgok hayvanin karaciger mikrozomlarindan lizozomlar veya deterjanlarla ¢ézi-
narlegtirilerek saflagtinimigtir. Deterjanlarla ¢ézinlestirilmig enzimin lizozomlarla
¢dzlnlrlestirilen enzime yapisal olarak gok benzedigi bulunmugtur. Ancak deter-
janlarla ¢gézunlrlestiriimig enzimin sitokrom bg aktivitesinin gok daha yiksek ol-
dugu ve daha fazla hidrofobik bélgeye sahip oldugu gézlenmigtir (Takesue ve

Omura, 1970; Spatz ve Strittmatter, 1973; Mihara ve Sato, 1975).

NADH- sitokrom bg rediiktaz enzim aktivitesi spektrofotometrik yollarla,
gerek sentetik elektron alicilari; potasyum ferrisiyanit, Diklorofenolin dofenol

(DCIP), sitokrom ¢ gibi, gerekse dogal elektron alicist sitokrom bg kullanilarak
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saptanabilmektedir (Strittmatter, 1961; lyanagi, 1977).

Calismamizda, sigan karaciger mikrozomlarindan saflatirilan NADH-
sitokrom bsg rediktaz aktivitesi ferrisiyanit ve sitokrom bg 'in indirgenme hizina
gobre Olglldd. NADH- Sitokrom bg rediiktaz'in bu iki farkli substrati ile hesapla-
nan Ozgul aktivitesi Gizelge 1'de gérildagu gibi saflagtirma isleminin her
basamaginda paralel olarak artti. Ferrisiyanit ile élgllen enzim aktivitesinden,
enzimin gogu lizozomal sindirme ile mikrozomlardan ¢ézdurildi. Her iki subs-
trat ile 6lgllen enzim aktivitesi saflagtirma orani tim basamaklarda benzer oldu-
gu gorildii. NADH-sitokrom bg rediiktaz aktivitesi sitokrom bs ile dlgildiglinde
enzimin 6zgll aktivitesi 182.7 nmol/dak/mg protein olarak bulundu. Enzim kara-
ciger mikrozomlarindan 332 kez saflastirilarak, mikrozomlara gére %40 verimie
elde edildi. Enzimin 6zgll aktivitesi ferrisiyanit ile 897.8 umol/dak/mg protein
olarak 6l¢lldi ve NADH-sitokrom bg rediiktaz, mikrozomlardan 299 kez saflag-
tinlarak, mikrozomlara gore %35 verimle elde edildi.

Sigan karaciger NADH-sitokrom bsg rediktaz'in sogurum spektrumu,
Sekil 5'de gorildigi gibi 390 nm ve 460 nm de olugan iki tepecik ile flavoprote-
inlere 6zgl bir spektrum verdi. 420 nm'de bir tepecegin olmamasi saflastirilan

enzimin sitokrom bg'den tamamen arindinldigini géstermektedir.

CGaligmamizda, NADH-sitokrom bg rediktaz' lizozomlarla ¢dzinirlegti-
rerek saflastirdigimiz da elde ettigimiz veriler ve enzimin sogurum spektrumu-
nun daha énceki ¢alismalarin sonuglari (Takesue ve Omura, 1970) ile benzer

oldugu gdzlenmigtir.

NADH-sitokrom bz rediiktaz aktivite dlglimlerinde enzim substrati olarak
kullanilan sitokrom bg ‘de NADH-sitokrom b rediiktaz gibi sigan karaciger mik-
rozomlarindan Sephadex G-100 ve DEAE-Seliloz kolon kromatografileri uygu-
lanarak saflagtiridi.

Cizelge 6'da goruldidu gibi sitokrom bg 6zgll miktari 81.87 nmol (mg
protein)‘1, galigmanin verimi % 25.6 olarak bulunmusgtur. Sitokrom bsg mikro-
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zomlara gore 139.2 kez saflagtiriimigtir. Saflagtirilan sitokrom bsg 'in sogurum
spektrumu Sekil 15'de verilmigtir. Sekilden gériilebilecedj gibi ylkseltgenmig
yapidaki sitokrom bs'in (Fe+3) 413 nm'de maksimum sogurum piki, 530 ve
560 nm'lerde iki ufak sogurum piki vermekte ve bunun yaninda hemproteinlerin
karakteristik dzelligi olan "hem" grubunun 358 nm'deki tepeci§i ve 280 nm'deki
aromatik amino asitlerin sogurumunda dolayi bir protein tepecigi gériimektedir.
413 nm'deki "hem” grubuna bagl demir tarafindan verilen sogurum degerinin
280 nm'deki aromatik aminoasitlerden dolay! okunan sogurum degerine orani
2,3 olarak hesaplanmigtir. Bu oranda, yiiksek 6zgl sitokrom bs miktar ve
- saflagtirma verimi ile birlikte sitokrom bs'in safliginin bir gdstergesidir. Saflagti-
nimig karaciger sitokrom bs'i benzer 6zgil miktarlar ve oran diger arastiricilar
tarafindan da verilmektedir(Omura ve Takesue, 1970; Adali ve Ark., 1992).
Omura ve Takesue, sigan karacijer mikrozomlarindan % 45'lik verimle saf-
lagtinimig olarak elde ettikleri sitokrom bg igin de 6zgll miktari 80 nmol (mg pro-
tein)'1 olarak bulmusglardir (Omura ve Takesue, 1970). Yine Sekil 15'de goriil-
dugi gibi ditiyonitle indirgenmisg sitokrom bsg'in (Fe*2) ise 423 nm'de
maksimum pik, 527 ve 556 nm'lerde ise ufak sogurum pikleri verdigi gdziendi.

NADH-sitokrom bg rediktaz'in farkh substratlari ile yapilan aktivite
dlglimlerinde enzim substratinin derigimin arttiriimasi ile hizin hiperbolik olarak
arthigt ve Michaelis Menten kinetijine uydugu saptanmigtir. Enzimin sentetik
substrati ferrisiyanit ile gizilen Lineweaver-Burk grafigine gére Km=0.221 mM,
Vmax= 899.78 umol dk-1 mg protein1 ; dogal substrat: sitokrom bsg ‘e gére ise
Km= 426 nmol L-1, Vmax= 262.57 nmol dk-1 mg protein-1 olarak bulunmustur.
Ayni galigma farkli DENA derigimleri ile yapildiginda Gizelge 3 ve 5'de
gorildagl gibi ferrisiyanit varhginda enzim igin Km= 0.218 mM iken, sitokrom
bs varhiginda ise Km= 426.81 nmol L1 olarak bulundu. Vmax'lar ise
inhibitdrsliz enzimin Vmax de@erlerine gére azalmigtir. Bu sonuglar, DENA'nin
NADH- sitokrom bs rediiktazi nonkompetetif olarak inhibe ettigini
gbstermektedir.
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Yapilan gesitli aragtirmalar nitrozolu bilegiklerin mikrozomal sistem tara-
findan metabolik aktivasyona ugratildiktan sonra olugan aktif ara Girlinlerin nik-
leik asit ve proteinleri alkilleyerek, protein sentezini ve bazi enzim aktivitelerini
inhibe ettidi gdstermektedir.

Galigmamiz sonucunda NADH- sitokrom bg redilktaz'i nonkompetetif
olarak inhibe eden DENA, ayrica sigan karacigerinde aminoasit metabolizmas:
enzimlerinden Triptofan oksijenaz, Tirozin ve Ornitin Aminotransferaz , Serin
Dehidrataz ve Histidaz'i, Karbohidrat metabolizmasi enzimlerinden de Glu-
koz-6-fosfataz, Glukokinaz ve Malat Dehidrogenaz'i inhibe ettigi bildirilmigtir
(Kitagawa ve Ark., 1975).

NADH- sitokrom bg rediiktaz'i %50 inhibe eden DENA derigimi yapi-
lan galigmalar sonunda, substrat olarak ferrisiyanit kullanildiginda 6.6x104
M iken sitokrom bg kullaniidiginda ise 5.7x104 M olarak bulunmusgtur.
Grafiksel olarak Ki degerleri (enzimin % 50 inhibe eden DENA derigimi) ise
sirastyla 5.8x10-4 M ile 5.2x10-4 M olarak bulunmustur. Bu sonuglar enzimin,
dogal substrati sitokrom bg varliginda daha diigik DENA derigimlerinde inhibe
oldugunu gbstermektedir. Bu lgg derigiminin diigiik olmasi1 DENA ile birlikte ayni
tepkime ortaminda bulunan sitokrom bg'in yapisinda meydana gelebilen degi-
siklikten dolay: olabilir. Ginki proteinlerin nikleofilik yani elektronca zengin
kisimlari, nitrozaminlerin hedefi olmaktadir (Miller ve Miller, 19786).

Bunun Uzerine DENA'nin sitokrom bg ile de etkilegmig olabilecegi
digtndlerek bazi ¢aligmalar yapildi. Saflagtinlan sitokrom bs, DENA ile
etkilegtirilerek zamanin etkisi arastirildi. Sekil 16 ile Cizelge 7'de gérlldigu gibi
. 15 dakikalik etkilegim sonunda indirgenmig yapidaki sitokrom bg, ylikselt-
genmis yapiya donligmektedir. Sekil 17'de degigik derigimlerde DENA
ile etkilestirilen indirgenmig yapidaki sitokrom bsg ‘in sogurum spektrumundan
artan DENA miktan ile gbzlenen dalga boyu kaymasi, indirgenmig
yapinin yikseltgenmig yapiya donlstigini gdstermigtir. Cizelge 8'de ise
hesaplanan sitokrom bs miktarlan verilmigtir. Deney ortamindaki 91.618
nmol (mg protein)1 olan indirgenmis sitokrom bg, 4.13x10-4 M DENA ile
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33.138 nmol (mg protein)’1'e azalmig, 38.012 nmol (mg protein)‘1 olan
yukseltgenmig sitokrom bg 2.16x104 M DENA ile 62.378 nmol (mg
protein) 1'e artarken 4.13x10-4 M DENA ile 54.581 nmol (mg protein)-1’e
azalmigtir. Sekil 19'da gérildigl gibi artan DENA derigimleri ile ylkseltgenmis
yapidaki sitokrom bs'in miktarinda azalma olmaktadir. Bu sonuglar nitrozaminle-
rin sitokrom bsg ile elektron aligveriginde bulundugunu gbstermektedir.

Sitokrom bg hidrofilik ve hidrofobik yapida iki kisimdan olugur. Katalitik
hem grubu nonkovalent olarak hidrofilik bolgeye baghdir. Sitokrom bg'in g
boyutlu yapisi iki histidin amino asitidinin azot atomlarina hem demirinin
eksensel olarak ayarlandigini gostermektedir (Smith ve Ark., 1985). Niikleik
asitlerin ve proteinierin nikleofilik kisimlar kimyasal karsinojenlerin hedefidir.
Bu hedefler, niikleik asitlerde Adeninin N-1, N-3 ve N-7 atomu, Sitozinin N-3
atomu, Guanin N-3, N-7 ve O-6 atomu ile proteinlerde sistein ve metiyoninin
S, histidinin N-1 ve N-3, tirozinin ise C-3 atomu olarak saptanmigtir (Miller ve
Miller, 1976). Bu ylzden sitokrom bg ‘'in hem demirini bulunduran hidrofilik
bdlgedeki demire bagli iki histidin artigi nitrozaminin hedef bélgesi olmakta-
dir. Bu da nitrozaminlerin sitokrom bsg'in amino asitlerine baglanarak yapisal
degisimine neden olabilecegini diglindirmektedir.

Daha 6nce yapilan bir galigmada da kanserojen maddelerin varhiginda
sigan karacigerindeki sitokromlarin spektrofotometrik analizlerinden, mikrozo-
mal sitokrom bg ve P-450 igeriginin hepatomada birden bire azaldi§ bulunmusg-
tur (Oyanagui ve Ark., 1974).

Caligmamizda DENA ile sitokrom bg'in indirgenmig formunun yikselt-
genmesi ve ylkseltgenmig formunun miktarinin azalmasindan dolay: inkiibas-
yon ortaminda NADH- sitokrom bg rediktaz enziminin substrat miktarinda azal-
ma olacak ve enzimin aktif bélgesine nitrozaminlerin baglanmasi artacaktir. Do-
layisi ile de NADH- sitokrom bg rediiktaz enziminin dogal substrati sitokrom bg
varhigindaki enzim inhibisyonu sentetik substrati ferrisiyanite gére daha disgik
DENA derigimlerinde gergeklegecektir.
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DENA' nin proteinleri denatire etme giicii ovalbumin {zerinde ince-
lenmig ve inhibitér ile protein fonksiyonel gruplar arasinda hidrojen baglan-
masi oldugu gdzlenmigtir. Baglanma, nitrozo oksijen atomu ile proteinlerin kar-
boksil ve fenolik hidroksil grubu arasinda olmaktadir. (Bemis ve Ark., 1966).
Hem NADH- sitokrom bg rediiktaz'in hem de sitokrom bs 'in sogurum spekt-
rumlarindan elde ettigimiz degigmeler, muhtemelen bu tip baglanma ile fonksi-
yonel gruplarin degigimi sonucu ortaya ¢gikmaktadir.

Sonug olarak viicuda digaridan alinan veya viicutta olugan nitrozamin-
ler ile NADH- sitokrom bg rediiktaz'in inhibe olmasiyla, elektron taginim sistem-
lerinde merkezi rol oynayan sitokrom bs 'in indirgenmesi katalizlenemeyecekiir.
DENA varliginda da indirgenmig sitokrom bg ylkseltgenecegi igin mikrozomlar-
daki NADPH ve NADH bagimli elektron taginim zincirlerinde elektron akigt du-
racaktir. Dolayisi ile de eritrositlerde methemoglobinin indirgenmesi, sitokrom
P-450 tarafindan katalize edilen hidroksilasyon tepkimeleri, yag asitlerinin de-
satlirasyonu, yag asitlerinin ve prostaglandinlerin sentezi gibi pek gok metabolik
yolun gergeklesmesi engellenecektir.
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