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BAZI iKi DEGERLIKLI KATYONLARIN KOBAY AKCIGER
VE BOBREK MIKROZOMAL NADPH- SITOKROM T REDUKTAZ

ENZiM AKTIVITELERINE iN VITRO ETKILERi

Miimiaz [gcan (¥}

OZET :

siyon ortamna, in vitro olarak 1.0 x 107° ile 1.0 x 10~ M aram de

konmntrasyonlarda kadmiyum kloriir ve nikel klonir, ve 5.0 x 10

gim gostermigtir.

Mikrozomal ilag metabolize eden enzimlerin, veya diger ismiyle kargik
fonksiyonlu oksidazlarm, bilegsenlerinden biri olan NADPH-sitokrom c rediilk-
taz, bu enzim sisteminde NADPH'dan sitokrom P-450'ye elektron tagimada
rol oynar. Bu caligmada, gevrede yaygin olarak bulunan kadmiyum ve
nikelin, ve organizma icin gerekli bir eser element olan ve mikrozomal ilag
metabolize eden enzimlerin aktivite tayinlerinde inkiibasyon ortamina invitro
olarak ilave edilen magnezyumun kobay akcifer ve bdbrek mikrozomal
NADPH-sitokrom ¢ rediktaz enzim aktivitelerine etkileri incelenmigtir. Reak-
gigen

1.0 x 10" “ "M arasinda defigen konsantrasyonlarda magnezyum klorir ilave
edildiginde her iki orgamin enzim aktivitelerinde bir degisim gozlenmemigtir.

Bu sonuclar, in vitro olarak, bu iki degerlikli katyonlarm kobay akciger
ve bébrek mikrozomal NADPH-sitokrom ¢ rediiktaz enzimlerinin elektron
tagmma kapasitelerini degigtirmedigini ve akciger ve bdbrek enzim aktivitele-
rinin bu katyonlara yambtinda gerek nitel ve gerekse nicel farkhlik bulunmadi-
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SUMMARY :

NADPH-cytochrome c¢ reductase, which is one of the components of
microsomal drug-metabolizing enzymes, or mixed-function oxidases, plays
a role in the electron transport from NADPH to cytochrome P—450 in the
enzyme system, In this study, in vitro, direct effects of three divalent cations,
cadmium and nickel, the metals Whlch are widely distributed throughout the
environment, and magnesium, which is nutritionally required trace element
and usually added in vitro to incubation mediums used in assays of ‘micro-
somal drug-metabolizing enzyme activity, on lung and kidney microsomal
NADPH-<cytochrome ¢ reductase of male guinea-pig were examined. In vitro
addition of cadmium chloride and nickel chloride in the concentrations ran-
ging from 1.0 x 1075 to 1.0 x 107> M and magnesmm chloride in the
concentrations ranging from 5.0 x 10~ % to 1.0 x 1072 M to reaction medium
caused no alterations in the enzyme activities of lung and kidney. This indi-
cated that these divalent cations did not change the electron capacity of mic-
rosomal NADPH-cytochrome ¢ reductase of guinea-pig lung and kidney and
that there was no either qualitative or quantitative difference in the enzyme
activities of guineapig lung and kidney in response to these divalent cations

in vitro.

GIRIS

llag, pestisit ve polisiklik aroma-
tik hidrokarbonlar gibi bir¢ok kimya-
sal madde yanisira steroid, - kolesterol
ve yag asilleri gibi endojen maddeler
memeli karacigeri endoplazmik retiku-
lumunda bulunan ilag metabolize eden
enzimler, -veya diger adiyla kansik
fonksiyonlu oksidazlar, tarafindan meta-
bolize edilirler (1—3). Bu enzimler ta-
rafindan metabolize edilen kimyasal mad-
delerin metabolizma hizlan farklh olup
hayvan fiirline, soyuna ve beslenme
durumuna baghdir (2, 4—6). Farma
kolojik ve toksikolojik caligmalarda,
birgok kimyasal maddenin bu enzim
sistemini stimiile veya inhibe ettigi de
gosterilmigtir (2, 7, 8),
‘ Son zamanlarda bagirsak, akciger
ve bobrek gibi karaciger disindaki organ-
larda da metabolizma ¢alismalan yogun-
ik kazanmigtir (8-10). Bu organlann
bazilan cevre kirleticileri igin giris yo-
lu olurken bazdarr da birikim yeri ola-
bilmektedir, Dolayisiyla bu organlarda
detoksikasyon-toksikasyon  mekanizma
caligmalanntn yapimasi ve bu organlarda
cesitli kimyasal : maddelerin yazg1 ve
etkilerinin aragtimlmas1 dnemlidir. Bilin-

digi gibi endiistri ve kirli sehir havasinda,
sigara dumaminda, suda ve besinlerde
bulunan kadmiyum ve nikelin cevyre
kirleticileri arasinda énemli yereri vardir
(11--13). Karaciger yamisira akeiger ve
bobrek bu gevre kireticilerinin baglica
hedef organlandir, Magnezyum ise mik-
rozomal kangik fonksiyonlu oksidaz
enzim aktivitesi tayinlerinde genellikle
inkilbasyon ortzmmna ilave edilen ve
organizma i¢in gerekli olan eser ele
mentlerden biridir. Dolaysivla bu kat
yonlann bu enzim sistemine ve bu enzim
sisteminin ¢ bilegeninden biri olan
(diger ikisi sitokrom P—450 ve lipit-
tir) ve. NADPH ile sitokrom P—450
arasinda elektron transferini gercekles-
tiren mikrozomal NADPH—sitokrom c re-
diktaz enzim aktivitesi iizerine etki-
lerinin aragtinlmasi Snemlidir.

Bu katyonlarin mikrozomai NAD-
PH—sitokrom ¢ rediiktaz enzim akti-
vitesi lizerine etkisi agan karacigerinde
in vivo ve in vitro (14—17) ve kadmiyu-

‘mun bu enzim aktivitesine etkisi tav-

san akcigerinde in vitro (18) calisilmis
olmasina karsimm bu katyonlann kobay
organlari mikrozomal NADPH-sitokrom
¢ rediktaz enzim aktiviteleri iizerine
etkileriyle ilgili bilgiye rastlanmamak-
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tadir. Asinda bu cesit bilgi, katyoniann
ayni hayvamin degisik organlarinm enzim
aktiviteleri iizerine etkileri arasinda veya
degisik hayvan tirlerinin aynl otgan-
lanmin enzim aktiviteleri iizerine etkileri
arasinda karsrlagtirma yapmak igin gerek-
li ve 6nemlidir ciinkii cesitli katyonlarin
mikrozomal Kkangik fonksiyoniu oksidaz

enzim sistemi iizerine etkilerinin mik- -

rozomlarin elde edildigi organ veya fiire
bagh olarak degisebildigi bildirilmekte-
dir (19).

Bu nedenle bu calisma, in vitro
olarak, bu iki degerikli katyonlarin
kobay akeiger ve bibrek mikrozomal
NADPH—sitokrom ¢ rediiktaz enzimleri
nin elektron transport kapasitelirinin de-
fistirip degistirmedigini ve bu katyon-
lara yamtta kobay akciger ve bobrek
mikrozomal enzim aklivitelitinin nitel
ve nicel farkhlik gésterip gosermedipini
saptamak amaciyla yapilmistir.

GEREC VE YONTEMLER

Cahgmada  kullandlan NADPH
{(indirgenmig nikotinamid adenin diniik-
leotid  fosfat), sitokrom e (Tip III)
Sigma (Sigma Chemical Company, Saint
Louis, Missouri, AB.D.) firmasindan ve
kristalize sifir Serum albiimini BDH
(BDH Chemicals, Lid., Poole, Ingiltere)
firmasindan satin alindr, Kullamlan diger
tim kimyasal maddeler analitik saflik-
taydi.

Deneylerde agirhklan 500 ile 600 g.
arasinda deffisen beyaz erkek kobaylar
sullanildl. Kobaylar Yem Sanayii Tiirk
A.S. Ankara Yeni. Fabrikasi tarafindan
imal edilen pellet kobay yemi ile beslen-
diler. -Tiim hayvanlar &ldiirilmeden Gnce
24 saat a¢ brrakddilar.

Kobaylar, baglan hizla sert bir
cisme vurularak, bayiltddilar ve baglan
kesilerek Oldiiriildiiler. Organlar hemen
¢ikarilarak, soguk saf su ile yikanarak
kanlanndan oldupunca antildilar, Sonra
sulan siiziilerek, emici bir kapit iizerinde
kurulandilar. Agirliklan 0.1 grama kadar
olciilerek kaydedildi. Mikrozomlar daha
dnce Tgcan) ve ark'lannin (8) tarif ettigi
sekilde hazirlandh,
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Akciger ve b6brek mikrozomlannin
NADPH—sitokrom ¢ rediiktaz aktivites
28°C'de pH'st 7.6 olan 0.1 M potasyum
fosfat tamponunda, Masters ve ark'la
ninmm (20) tarif ettigi yontemle, rezksi
yon ortammda katyonlarin varhgmd;
ve yoklugunda, sitokrom ¢'nin 550 om
dalga boyundaki indirgenme hizimn spek-
trofotometrik olarak oiciilmesi ile tayin
edildi. Rediiktaz aktivitesinin saptanma
sinda reaksiyon ortammndaki mikrozomal
protein miktart ml'de akciger icin 0.06
mg ve bibrek igin 0.13 mg'dir. 1 iinite
rediiktaz 25°C'de 1 dakikada 1 nmol
sitokrom c'yi indirgeyen enzim mik
tar1 olarak tarif edildi,

Jazrrlanan mikrozom siispansiyonla-
nmn protein miktarlan standart olarak
kristalize sigir serum albiimini kullania
rak Lowry ve ark'lanmn (21) ybntem.
lerine gisre tayin edildi.

BULGULAR

Tablo 1'de kadmiyum kloxitiin ko
bay akcifer ve b&brek mikrozomal
NADPH—sitokrom ¢ rediikiaz aktivite.
sine etkisi gbsterilmistir. Gorildiigii gibi
1.0X107% ile 1.0X107? M arasinda degi.
sen konsantrasyonlarda kadmiyum klo-
hir (invitro reaksiyon ortamma ilave
edildiginde enzim aktivitelerinde hir
degisim gbzlenmemektedir.

Nikel Kloririn kobay akciger ve
bibrek mikrozomali NADPH—sitokrom c
rediiktaz enzim aktivitesine etkisi Tab-
lo 2'de gosterilmektedir. Tablodan da

gorillecegi gibi nikel klorir 5.0X10°%

ve 1.0X107% Zonsantrasyonlarinda
reaksiyon ortamma ilave edildiginde
akcifer enzim aktivitesinde % T'lik
bir azalma gbzlenmektedir. Ancak bu

onemli bir diisiiy degildir, Nikel klogi. '

riin bobrek enzim aktivitesi izerinde et
kili olmadigr da saptanmigtir (Tablo 2),

Table 1 ~ Kadmiyum klosiiriin kobay ak-
cifer ve boorek mikrozomal NADP;I s
tokrom e rediiktaz aktivitelerine etkisi,
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cicl, % Kontrol aktivite?
Konsantrasyonu
D AKCIGER BGEREK
Kontrol ] 100 100

10~ o7 9
é'g: 1075 93 103
1.0% 107 95 95
50x107% 94 99
1.0x1073 94 99

a Kadmiyum klorir bulunmayan reak-
sivon ortaminda sapianan mikrozo-
mal NADPH — sitokrom ¢ rediiktaz
enzim aktivitesi kontrol aktivite ola-
rak alinmistir, Kontrol enzim akti-
vitesi, nmol indirgenmis stokrom
¢/fdk./mg. protein olarak ifade edil-
mekte olup 4 ayn saptamamn or-
talamasi (X SH ile) akeiger icin
46.73 £ 0.76 ve bobrek icin 15.49
+ 1.34'tir Her deger,aksi beliriilme-
dikge, li¢ ayr1 deney sonucunun orta-
lamasin gostermektedir,

Tablo 2 — Nikel kloririn kobay akcifex
ve bobrek mikrozomal NADPH — sitok-
rom c rediiktaz aktivitelerine etkisi,

NiCl, % Kontrol Aktivite?
Konsantrasyon

M) AKCIGER BOBREK
Kontrol 100 100
1.0x107° 95 100
50x107% - a7 96
1.0% 1074 95 ‘99
5.0x107% 93 - 94
1.0x 1073 93 08

Nikel klorir bulunmayan reaksiyon
ortammda sapianan  mikrozomal
NADPH — sitokrom c rediiktaz en-
zim aktivitesl kontrol aktivite ola-
rak abnrmstir, Kontrol enzim akti-
vitesi, nmol indirgenmis sitokrom
¢/dk./mg protein olarak ifade edil-
mekie olup 4 ayn saptamanmin orta-
lamasi1 (* SH ile) akciger igin 46.73
% 0.76 ve bibrek icin 15.49 * 1.34'
tiir. Her deger, aksi beliriiimedikce,

¢ ayn deney sonucunun ortalama-
sim gostermektedir.

Tablo 3 Magnezyum Kloriiriir kobay ak-
ciger ve bobrek mikrozomal NADPH --
sitokrom e rediiktaz aktivitelerine etkisi.

MgCl, % Kontrol Aktivite?
Konsantrasyonu

(M) AKCIGER BOBREK
Konirol 100 100
50x 1074 100 92
1.0x 1073 96 95 -
25x 1073 100 94
5.0x 1072
1.0x 1072 o i

. : 97 99

2 Magnezyum kloriir bulunmayan reak-
siyon ortaminda saptanan mikrozo-
mal NADPH — sitokrom c rediiktaz
enzim aktivitesi kontrol aktivite ola-
rak almmigtir. Kontrol enzim aktivi-
tesi, nmol indirgenmis sitokrom
c/dk./mg protein olarak ifade edil-
mekie olup 4 ayn saptarmnin orta-
lamas1 ( £ SHile) akciger icin 46.73
% 0.76 ve bobrek icin 1549 + 1.34'
tiir.Her deger, aksi belirtilmedikee,
li¢ ayn deney sonucunun orialamass-
m gostermektedir.

5.0 x 10™* ile 2.5 x 107> M arasinda
degisen konsantrasyonlarda magnezyum
kloriir reaksiyon ortarmina ilave edildigin-
de kobay -akcifer ve bobrek mikrozomal
enzim aktivitelerinde artma veya azaima
saptanmgtir (Tablo 3).

TARTISMA VE SONUG

Cahgilan konsantrasyonlarda kad-
miyum klonir kobay akcier ve bbbrek
mikrozomal NADPH—sitokrom ¢ re-
dilktaz aktiviteleri iizerine etkili olma
mistie. Bu bulgn Aitio ve ark'lan (17)
ile Fukuhara ve Takabatake'nin (18)
in vitro bulgularina uyum gostermektedir,
Aitio ve ark'lani (17) in vitro olarak
2.0X107° ile 5.0X10°% M arasi deftisen
konsantrasyonlarda kadmiyum iyodiirii
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reaksivon ortamina ilave ettiklerinde si-
can karaciferi mikrozomal NADPH—si-
tokrom c¢ rediktaz enzim aktivitesinde
bir def@fisim gdzlememislerdir. Fukuhata
ve Takabatake (18) de 4.0X1077 ile

4.0X10°* M sras depisen konsantrasyon-
larda kadmiyum asetat reaksiyon ortami-
na ilave ettiklerinde tavsan akeigeri
enzim aktivitesinde artma veya azalma
saptamamislardir. Tiim bu veriler, kad-
miyumun organ ve Liir farki gozetmek-
sizin bu enzim aktivitesine direk etkili
olmadigim gostermektedir. Diger taraftan
kadmiyumun bu enzim akftivilesi iizerine
in vivo etkisiyle ilgili bilgiler celigiktir.
Means ve ark'lan (15) siganlara ip.
olarak kadmiyum enjekte -etiiklerinde
enzim aktivitesinde degisim gormedikle-
rini bildiritken Maines veKappas (14)
sicanlara deri altina kadmiyum uygula-
masiyla enzim aktivitesinde anlamh diigiiy
kaydettiklerini bildirmiglexdir. In vivo so-
nuclarda gorelen bu farkhbk kadmiyu-
un hayvanlara uygulams yollarinin ve/ve-
ya kadmiyumun uygulanigi ile hayvan-
larin oldiiriilmesi arasinda gecen siirenin
farkh oluglarma bagh olabilir,

Nikel Klonirin de caligilan konsan-
trasyonlarda akciger ve bibrek enzim
aktivitelerine etkisi gozlenmemistir. Li-

teratiirde diger tiirlerde nikelin akcifer
ve bibrek mikrozomal NADPH—sitokrom

¢ rediktaz enzim aktivitelerine etkisiyle
ilgili bilgi meveut olmadifindan bulgu-
lan kargilastirma olanag1 da yoktur, An-
cak bu sonu¢ Maines ve Kappas'in (14) si-
can karacigerindeki in vivo sonucuna uy-
mamaktadir. Maines ve Kappas (14) ni-
kel kloririi sicanlara deri altina enjekte
ettiklerinde sican karacigeri mikrozomal
NADPH — (sitokrom ¢ vediiktaz enzim
aktivitesini anlaml: olarak azaltbifim sap-
tamislardir. Bu farkli bulgularn nedeni

direk etki ile indirek etkinin farklihi ya-

msira organ veya hayvan Girii farkhiif
olabilir.

Gerek akciger ve gerekse bobrek mik-

rozomal enzim aktivitesi iizerinde mag-
nezyum kloriitiin etkili olmadi1 gozlen-
mistir. Literatiirde diger tirlerde mag-
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nezuymun akciger ve bobrek mikrozoma]
NADPH — sitokrom c rediiktaz enzim

aktivitelerine etkisiyle ilgili bilgi mey.!
cut olmadigindan saptanan bulgulan kar
gilagtirma olanafl yoktur. Ancak, Peten |
ve Fouts (16) magnezyumun, in vitro,
sican karacigeri mikrozomal NADPH ~
sitokrom ¢ rediiktaz enzim aktwntesm]
artbirdigin saptamiglardir Bu farkh bul \
gularm nedeni organ veya Liir farkh]lgl
olabilir. :
Sonug olarak bu caligmada, kadmi
yum, nikel ve magnezyumun, in vitro,
kobay akciger ve hbbrek mikrozomy
NADPH — sitokrom c redilktaz enzimj
elektron transport kapasitesini degistir
medigi ve bu katyonlara yamtta kobay
akciger ve hibrek mikrozomal enzim ak
tivitelerinin gerek nitel ve gerekse nicel
farklilik géstermedigi saptanmsitir.
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