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DENIZLi, TEMMUZ - 2016

5-aminosalisilik asit (5-ASA), enflamatuvar bagirsak hastaliklar1 (IBH),
ozellikle iilseretif kolit gibi hastaliklarin tedavisinde dayanak noktasi olan bir
ajandir. Bu ilacn faz Il reaksiyonlarindan asetilasyon reaksiyonu ile
biyotransforme edildigi biliniyor. Ancak sitokrom P450 enzimleri tarafindan
metabolize edilmesi hakkinda net bilgiler bulunmuyor. Bu c¢alismada 5-
aminosalisilik asit metabolizmasinin temel yolagi olan N-asetilasyon yolagi
haricinde alternatif diger ilag metabolizmas1 yolaklarinin mikrozomal enzimlerden
P450 (CYP) enzimleri ile iliskisine bakildi. 5-aminosalisilik asitin saf P450
izozimleri ile (CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6, CYP2C19) in vitro olarak
inkiibasyonu neticesinde metabolize edilip edilmedigi tayin edildi. Bu amagla 5-
ASA’nin reaksiyon ortaminda kolorimetrik Ol¢liimii i¢in bir metot gelistirilip
optimize edildi. Bu metot 5-ASA’nin CYP3A4 ve CYP2D6 izoformlar1 igin
substrat olarak davrandigmi gdosterdi. P450 izozimlerinin 06zgiil prototip
inhibitorleriyle karsilastirildiginda 5-ASA ve saf CYP izoformlarinin birlikte
inkiibe edilmesi CYP3A4 ve CYP1A2 vyani eritromisin N-demetilaz ve
metoksiresorufin aktivitesinin inhibisyonuna yol agti. Bu sonuglar 5-ASA’nm
CYP3A4 icin hem substrat hem de inhibitér oldugunu, CYP2D6 i¢in substrat
oldugunu ve CYP1A2 igin ise inhibitor oldugunu gosterdi. Bu veriler literatiir igin
yenidir. Secilen CYP izoformlar1 ile 5-ASA metabolizmasina ek olarak, HepG2
ve Caco-2 hiicre hatlar1 lizerinde secilen genlerin ekspresyonlarina 5-ASA’nin
etkisi RT-PZR analizi ile arastirildi. 5-ASA birgok onkogenin etki
mekanizmasiyla birlikte enflamasyona neden olan genlerin ifadesini azaltti. Bu
calisma 5-ASA’nin ilag-ilag etkilesimi ve ilag-gen etkilesimi ilizerine yapilacak
olan ¢aligmalara ipucu saglayacaktir.

ANAHTAR KELIMELER:5-ASA, CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4, CYP2DS6,
CYP2C19



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF CYP450-DEPENDENT METABOLISM OF 5-
AMINO SALICYLIC ACID

MSC THESIS
ELIF KALE
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. ALAATTIN SEN)
DENIZLI, JULY 2016

5-aminosalicyclic acid (5-ASA) is an effective drug that is currently used
for treating diseases such as inflammatory bowel diseases (IBD) and particularly
ulcerative colitis. It is known to be mainly metabolized by the acetylation via
Phase Il enzymes. However, there was no clear information on whether 5-ASA
metabolized by cytochrome P450 enzymes or not. In this study, the possible
metabolism of 5-ASA by the microsomal enzymes of drug metabolizing
cytochrome P450s (CYPs) was examined beyond that N-acetylation pathway. 5-
ASA was incubated in vitro with pure CYP isozymes (CYP1A2, CYP2C9,
CYP3A4, CYP2D6, CYP2C19) to determine whether it acts as a substrate and/or
inhibitor for selective P450. For this purpose, a method was developed and
optimized for quantitative measurement of the 5-ASA calorimetrically in reaction
medium. It has shown that 5-ASA acted as a substrate for the CYP3A4 and
CYP2D6 isoforms. The incubation of pure CYP isoforms together with 5-ASA
have led to inhibition of prototype activities of CYP3A4 and CYP1A2, namely
erythromycin N-demethylase and methoxyresorufin O-demethylase activities,
respectively, as compared to selective prototype inhibitors of P450 isozymes. It
was suggested that the 5-ASA is both substrate and inhibitor for CYP3A4, a
substrate for CYP2D6 and inhibitor for CYP1A2. These are the new contributions
to the literature. In addition to the metabolism of 5-ASA by selected CYP
isoforms, the effect of 5-ASA on the gene expression profiles of selected genes in
the HepG2 and Caco-2 cell lines were investigated by applying gPZR. 5-ASA
suppressed the expression of genes that cause inflammation along with affecting
several oncogenes. The tumor suppressor genes and the genes that take part in cell
signaling and apoptosis were also affected in a way that the cell health and
viability was promoted. This study has provided new clues for further studies
required to be carried out to clarify the effect of 5-ASA as drug-drug interaction
and drug-gene interactions.

KEYWORDS: 5-ASA, CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6, CYP2C19
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1. GIRIS

Ksenobiyotikler canli organizmalar tarafindan {iiretilmeyen, viicuda disaridan
alinan yabanci kimyasallardir. Ksenobiyotikler arasinda ilaglar, bocek oldiiriiciiler,
anestetikler, petrol tiriinleri, diyet ve sigara dumani igerisinde yer alan karsinojenler
sayilabilir (Murray 1996). Ksenobiyotilerin organizmadaki enzimlerin etkisiyle
kimyasal degisikliklere ugramalarina biyotransformasyon denir. Kimyasallarin ¢ogu
lipofilik bilesiklerdir ve uzaklastirilmadiklar: siirece hiicrelerde kolaylikla birikip
toksik ya da 6ldiirtici konsantrasyonlara ulasabilirler. Boyle bir birikimi engellemek
icin organizmalarin ksenobiyotiklerin suda ¢oziinen ve viicuttan kolaylikla
uzaklastirilan bilesikler haline donistiiriilmeleri gerekmektedir. Metabolizma, bu
anlamda kimyasallarin biyotransformasyonunda ve organizmadan atilmasinda
onemli bir rol oynar. Biyotransformasyonun yapildig: esas yer karacigerdir, ancak
diger dokular (akciger, bobrekler, mide bagirsak kanal mukozasi ve liimeni, tiikiirtik
bezleri, siit bezleri ve deri) da ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol oynarlar

(Ingelman-Sundberg 2001).

Biyotransformasyon sonucu olusan bilesiklere metabolit denir ve genellikle
metabolitler ana ilagtan daha polar bilesiklerdir. ilaglarin viicut dismna atilmalar1 igin
daha polar metabolitlere doniistiiriilmeleri gerekmektedir ¢iinkii nonpolar bilesiklerin
yag/su partisyon katsayilar1 yiiksektir, dolayisiyla bobrekten gecerken tekrar

plazmaya difiize olurlar ve viicutta uzun siire kalirlar (Rollas 1992).

1.1  Biyotransformasyon Reaksiyonlari

Metabolizma reaksiyonlar1 ilaglarin enzimatik olarak ugradigi kimyasal
degismelerin tiirline gore Once iki biliylik gruba ayrilir. Bunlardan ilki, oksidatif,
rediiktif ve hidrolitik reaksiyonlar1 kapsayan faz I, ikincisi ise enzimatik tepkimeler
ile ilaglara polar yapilarin baglanmasmni kapsayan faz 1l (konjugasyon)
reaksiyonlaridir (Tablo 1).



Faz | reaksiyonlartyla yapiya - OH, - NH;, - COOH, - SH gibi polar ve fonksiyonel
gruplar takilir, boylece farmakolojik aktivitede azalma (deaktivasyon), artma
(aktivasyon), degisme ve toksisitede artma meydana gelebilir.

Faz Il reaksiyonlari ise, ya yapisinda karboksil, alkol, fenol, amin, amid, tiretan ve
aktif hidrojen igeren gruplar, ya da faz | reaksiyonlar1 ile olusan fonksiyonel gruplar
tizerinden devam eder ve ilaglar1 aktif olmayan polar metabolitlere doniistiiriir (Baer
ve Rettie 2006).

Tablo 1: Faz | ve Faz II’de gergeklesen reaksiyonlar ( Ingelman-Sunberg 2001).

OKSIDASYON REDUKSIYON HIDROLIZ KONJUGASYON
Aromatik Halka Glukuronik Asitle
Hidroksilasyonu Azo Ve Nitro Birlesme
Alifatik Grubu Amin .

e Hidroliz i
e i Glutatyon Konjugasyonu

-0O-S- Reaksiyonlari
N0 ’.S Y N-, O-, S- Metilasyon
Dealkilasyon
Desiilfiirasyon Nitro Grubu-

N-, S-, Oksidasyon Hidroksilamin
(Sulfidril Olusumu)  Doniisiim
N-Hidroksilasyon Reaksiyonlar1

Dekarboksillenme  Siilfat Konjugasyonu

PETEIIETEE Aldchid-Alkol R S O
Oksidasyonu Dontsim Hidrolizi Ami itlerle Birl
Reaksiyonlarl minoasitieric bir esme

1.1.1 Faz | Reaksiyonlar

[lag metabolizma reaksiyonlarinm en dnemlisi oksidatif reaksiyondur. Ciinkii bu
reaksiyon bir¢ok ilag ve ksenobiyotigin organizmadan eliminasyonunu saglar. Bu
kimyasal degisikligi yiiriten enzim sistemi sitokrom P450 (CYP450) ve

monooksijenazlar (mikrozomal enzimler)’dir.



1.1.1.1 Sitokrom P450 Enzimleri

P450 enzimleri oksijenazlar olarak adlandirilan enzim ailesinin {yesidir.
CYP450 enzimleri ¢ogu ilag ve diger lipofilik ksenobiyotiklerin oksidatif
biyotransformasyonunu katalize edebilen temel enzim ailesini olustururlar (Nelson
2004; Guengerich 2008; Zanger ve dig. 2008). P450 enzimleri intraseliiler
hemproteinlerdir (Sekil 1). Her biri yaklasik 500 aminoasit igerir Ve prosterik grup
olarak demir protoforfirin halkasina sahip olarak zara baghdirlar (Hasler ve dig.
1999).

Sekil 1 : Bakteriyel sitokrom P450’deki penta yerlesimli hem prosterik grup (Ortiz
de Monteliano 1989).

Kesfedilmeleri 1958 yilinda Klinberg tarafindan olmustur (Guengerich 2008).
Genellikle mikrozom olarak adlandirilan endoplazmik retikulum vezikiillerinden
hazirlanan silispansiyondan karbonmonoksit gazi1 gecirildikten sonra sodyum
dithionate gibi indirgeyici bir ajan eklenince ¢ok 6zel bir absorbans spektrumu elde
edilir. Bu iglem sirasinda indirgenmis hem proteinine karbonmonoksit baglanir ve
450 nm’de pik yapan bir absorbans spektrumu elde edilir. 450 nm’de gosterdikleri
absorbans sebebiyle sitokrom P450 olarak isimlendirilirler (Omura ve Sato 1964).
CYP450 enzimlerinin aktif noktasi demir iyonlaridir. Memeli P450 enzimleri
oksidatif doniisiim i¢in bir dizi reaksiyonu katalizler. Aktif bolge oksitlenmis
durumda iken enzim substrat1 baglar ve enzim substrat ile kompleks yapar (Peterson
ve Prough 1986). Kompleksin indirgenmesi i¢in NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enzimi ile NADPH’dan bir eletron, enzim-substrat kompleksine transfer edilir.
Enzim-subsrat-oksijen kompleksi ayrigir. Substrat bir tane molekiiler oksijen
tarafindan okside edildigi icin bu reaksiyon monooksijenasyon reaksiyonu bu
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enzimlere de P450 monooksijenaz enzimleri ad1 verilir (Sekil 2), (Lu ve Coon, 1968;
Lu ve dig. 1976; Adali ve Arinc, 1990).

P450 enzimlerin katalizledigin genel reaksiyon; NADPH" + O, + SH —
NADP* + H,O + S-OH seklindedir. Buradaki substrat (S), steroid, yag asiti, ilag
veya oksijen baglanma yeri olarak gorev yapan alkan, alken, aromatik halka veya
heterosiklik halka ekleri olan diger kimyasal maddeler olabilir (Guengerich 1993).

{iriin (SOH)
P450.-Fe3t -
(oksidize) 50z
Ikincie-
Subsirat (5)
+ P450.F
P4SD_Fed _y
'| 810,
5
il e” P450-Fe2+
P450-Fe2+ s
| i 0y
3 /
'\-\_\_\_\_\_\_\_‘_’_._'_,_,_,-F"
0,

Sekil 2 : Sitokrom P450’deki reaksiyon basamaklari.

Adlandirma sisteminde CYP1A2 kisaltmasinda CYP; sitokrom P450’yi, 1
rakami; grup numarasini, A harfi; alt grup sonda yer alan 2 rakami ise izoformu
gostermektedir (Sekil 3).

CYP1A2

Cytochrome P450'nin
lasaltmas

Grup

Alt
Grup

B
Izoform

Sekil 3 : Sitokrom P450 enzimlerinin isimlendirilmesi (Nelson ve dig. 1996).
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1997).

Bunlardan

ilk grup giiniimiizde

kullanilan

Insan genomunda 57 tane CYP450 kodlayan gen bulunur (Bertz ve German

Daha ¢ok ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan CYP aileleri (CYP1-3),
Endojen metabolizmasinda rol alan CYP aileleri ( CYP5- 51) ,

Yag asitleri metabolizmasinda ve kismen ksenobiyotik metabolizmasinda yer

alan CYP4 ailesi

llaglarn  faz I bagimh

metabolizmalarinin yaklasik % 70 - 80’ini gerceklestiren sitokrom P450 enzimlerini

icerir (Tablo 2), (Evans ve Relling 1999).

Tablo 2: Sitokrom P450 ailesi (Hukkanen 2000’den degistirilerek sematize

edilmistir.)

CYP1

CYP 2

CYP 3

CYP 4

CYP5

CYP 7

CYP 8
CYP 11
CYP 17

CYP 19
CYP 20

CYP 21
CYP 24
CYP 26

CYP 27

ilag ve steroid
(6zellikle Gstrojen)
metabolizmasi

ilag ve steroid
Metabolizmasi

ilag ve steroid
Metabolizmasi
Arasidonik asit ya da
yag asidi
metabolizmasi
Tromboksan A2
sentezi

Safra asidi
biyosentezi

Cesitli gorevleri
bulunmaktadir.
Steroid biyosentezi
Steroid biyosentezi,
17- alfa hidroksilaz
Steroid biyosentezi
Gorevi bilinmiyor
Steroid biyosentezi

Vitamin D yikimi
Retinoik asid
hidroksilaz

Cesitli gorevleri
bulunmaktadir.

3 alt aile, 3 gen,
1 Ps6dogen

13 alt aile, 16 gen,
16 psddogen

1 alt aile, 4 gen,
2 Psodogen

6 alt aile, 11 gen,
10 psddogen
1 alt aile, 1 gen

2 alt aile, 2 gen

2 alt aile, 2 gen
2 alt aile, 3 gen
1 altaile, 1 gen

1 alt aile, 1 gen
1 alt ajle, 1 gen
2 alt aile, 2 gen,1
Pseudogen

1 altaile, 1 gen

3 alt aile, 3 gen

3altaile, 3 gen

CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1

CYP2A6, CYP2A7, CYP2A13,CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9,CYP2C18, CYP2C19,
CYP2D6,CYP2EL, CYP2F1, CYP2J2, CYP2R1

CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7, CYP3A43

CYP4A11, CYP4A22, CYP4B1, CYP4F2,
CYP4F3, CYPAF8, CYPAF11, CYPAF12,
CYP4F22, CYP4V2, CYP4X1, CYP4Z1

CYP5A1

CYP7A1, CYP7B1

CYP8AL (prostasiklin sentezi), CYP8BL1 (safra
asidi biyosentezi)
CYP11A1, CYP11B1, CYP11B2

CYP17A1

CYP19A1
CYP20A1

CYP21A2
CYP24A1
CYP26A1, CYP26B1, CYP26C1

CYP27A1 (safra asidi biypsentezi), CYP27B1
(vitamin D3 1-alfa hidroksilaz), CYP27C1
(gorevi bilinmiyor)



2,4-

cypgg  droksikolesterolin i 4 gen CYP39 Al
7-alfa
hidroksilasyonu

Kolesterol 24-

CYP 46 hidroksilaz 1 1 alt aile, 1 gen CYP46A
CYP 51 K_olesterol. . é_lt aile, 1 gen,3 CYP51A1 (lanosterol 14-alfa demetilaz)
biyosentezi psodogen

1.1.1.1.1 CYP1 Ailesi

Psodogen bulunmayan bu gen ailesi ilag-steroid (Ozellikle Gstrojen)
metabolizmasinda 6nemli rol oynar ve CYP1A1l, CYP1A2, CYPIBI genlerini igerir
(Nelson ve dig. 1996). Yiiksek 6l¢iide korunmus olan CYP1A1 ve CYP1A2 genleri
15g24.1 kromozomal bolgede yer alir ve yedi ekzon ve alt1 intron bolgesi igerir
(Murray ve dig. 2001; Nelson ve dig. 2004). 2, 3. 7, 8-tetraklorodibenzo-p-dioksin
(TCDD) ve polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH) ile uyarilmakta ve PAH
metabolizmasinin DNA’ya baglanma asamasinda aktiftirler (Shimada ve dig. 1994).

1.1.11.11. CYP1A2 Alt Ailesi

Karacigerde nispeten yiiksek ekspresyonu nedeniyle CYP1A2 bir¢ok klinik
acidan onemli ilag metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (Gunes ve Dahl 2008;
Zhou ve dig. 2009). Karacigerde total CYP450 miktarmm % 10-15’ini olusturur.
Bazi ilaglar antiandrojen flutamid dahil CYP1A2 tarafindan bioaktive edilir (Kang ve
dig. 2008). Aril ve 2 aminoantrasen ve 2-asetilaminofloren gibi heterosiklik
aminlerin metabolik aktivasyonunu Kkatalizler. Ayrica asetaminofen, antipirin,
teofilin, kafein, 7-etoksiresorufin, lidokain, fenasetin gibi ksenobiyotikleri oksitler
(Ingelman-Sundberg 2001). Bu ilaglarin arasinda endojen substratlar arakidonik asit,

prostaglandin, dstrojen, melatonin ve retinoik asit bulunur. (Nebert ve Dalton 2006).

1.1.1.1.2 CYP2 Ailesi

Heterojen enzimlerden olusan bu aile ilag ve steroid metabolizmasinda

onemli rolii olan bir diger CYP450 ailesidir. insan CYP2C altailesinde bulunan



CYP2C18 CYP2C19, CYP2C9 ve CYP2CS8 yiiksek oranda homologtur. 10923.3
kromozomal bolgede bu sira ile yer alan (Sentromerden telomere) yaklasik ~390 kb
gen kiimelerinden olugur. CYP2C9 bu alt aile igerisinde digerlerine kiyasla en
yiiksek seviyede eksprese edilir (Coller ve dig. 2002; Koukouritaki ve dig. 2004;
Rettie ve Jones 2005; Naraharisetti ve dig. 2010; Ohtsuki ve dig. 2012).

1.1.1.1.2.1. CYP2C9 Alt Ailesi

CYP2C9 yaklasik 55 kb uzunlugunda ve 9 ekzondan olusan bir gendir.
CYP2C9 geni kromozomun 10 q24.1 bolgesinde bulunur. CYP2C9 da diger P450
enzimleri gibi substratlarinin dealkilasyon, demetilasyon ve hidroksilasyonundan
sorumludur. Ayrica diger P450 enzimleri gibi CYP2C9'un metabolize ettigi
substratlar arasinda endojen bilesiklerde yer alir. CYP2C9 karaciger arasidonik
asitini tek basma metabolize eder. CYP2C9 i¢in en iyi bilinen ilag substratlari
yapilarinda karboksilik grup igeren zayif asitlerdir. Tolbutamid gibi oral
hipoglisemik ajanlar, fenitoin gibi antiepileptik ilaclar, oral antikoagiilan kumadin,
ibubrufen gibi nonsteroidal antienflamatuvar ilaglar ve losartan gibi angiotensin II
blokerleri CYP2C9 tarafindan metabolize edilir (Ablin ve dig. 2004). CYP2C9
bircok ilacin metabolize edilmesine katilir ve bu gendeki polimorfizm ilaglarin

etkisini degistirebilir veya toksisitesini artirabilir (Ablin ve dig. 2004).

1.1.1.1.22. CYP2C19 Alt Ailesi

CYP2C19 enzimi 10’nuncu kromozomda (10q24.1-24.3) bulunan CYP2C19
geni tarafinda kodlanir (Conney 2003). Bu gende bulunan 9 ekzon 490 aminoasitlik
enzimin kodlanmasinda sorumludur. CYP2C19 antiiilser, antikanser, antidepresan,
antihipertansif ve antitrombositik gibi ¢esitli ila¢ gruplarinin bulundugu birgok ilacin

oksidatif biyotransformasyonundan sorumludur.



1.1.1.1.23. CYP2D6 Alt Ailesi

iki formu vardiwr. Bu formlarin enzimatik yetileri farkhdir ve ilaglarin
birgogunun metabolizmasinda rol oynarlar.  Geni 22. kromozomda yer alir.
Karacigerde bulunan enzimlerin % 2’sini olustursa da 70’den fazla farmasétigin
oksidatif metabolizmasinda yer alir. Karaciger disinda da bulunur (Pollock 2004).
Beyinde bu enzim karacigerdeki diizeyinin % 0,25'i oraninda bulur. Bu enzim
beyinde de hepatik enzimin benzeri olarak tespit edilmis olup dopamin tagimnmasiyla
baglantilidir. Varlig1 veya yoklugu ile parkinson hastaligi, baz1 kanserler, alzheimer
hastaligi vb. gibi hastaliklara duyarliligi degistirir. Antidepresan, antihistamin,

antidiyabetik gibi ilaglarin metabolizmasinda rol oynar (Nemeroff ve dig. 1996).

1.1.1.1.3 CYP3 Ailesi

CYP3 ailesi sadece bir alt aile icerir. Bu aile CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 ve
CYP3A43 genlerini icerir. CYP3A enzimleri ‘overlapping’ katalitik aktiviteye
sahiptir ve ekspresyonlar1 dokuya gore farkhilik gosterir. CYP3 ailesi CYP3A4,
CYP3A5, CYP3A7 ve CYP3A43 genlerini igerir. Ozellikle CYP3A4 karacigerde,
CYP3AS5 ekstrahepatik dokularda eksprese olurken, CYP3A7 fetal karacigerde

eksprese olur.

1.1.1.1.3.1. CYP3A Alt Ailesi

CYP3 karacigerde en ¢ok bulunan ailedir ve tek bir alt aileyi igerir. N-
dealkilasyon reaksiyonlarini katalize eden CYP3A4 ilag metabolizmasinda rol alan
CYP450 enzimleri iginde, en aktif olanidwr. Ayrica kalin bagirsakta yiiksek
yogunlukta bulunur (Rendic ve dig. 1997). CYP3A alt ailesi, protein seviyesi
bireyler arasinda 40 kat degisebilmesine ragmen, insan karacigerindeki toplam
P450‘nin % 30‘unu olusturur (Shimada ve dig. 1994). Bu alt aile 3 iiyeden olusur
(Nelson ve dig. 1996). Insan karacigerinde en ¢ok bulunan CYP enzimi CYP3 A4 ‘tiir
ve pek cok dokuda ekspres edilir. Ancak ilaglarm ve diger kimyasallarin
metabolizmasinda, karaciger kadar ince bagirsaktaki ekspresyonda ¢ok Onemlidir.

CYP3A4 giiniimiizde kullanilan ilaglarm yarisinin metabolizmasina katilir (Bertz ve
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Granneman 1997). Ornegin; testosteron 6B-hidroksilasyonu, nifedipin oksidasyonu
ve eritromisin N-demetilasyonu bu enzim tarafindan katalize edilir. CYP3A4‘lin
bilinen substratlari, asetaminofen (Mr 151), siklosporin A (Mr 1201) gibi disiik
molekiil agirlikli bilesiklerdir. CYP3A4 enzimi karacigerde ila¢ metabolizmasinda
rol alan en 6nemli CYP alt ailesidir. Hepatik CYP enzimleri % 30-40 oraninda
CYP3A4 igerir (Shimada ve dig. 1994) .

1.2 Nonsteroid Antienflamatuar flaclar (NSAIT)

Cogu organik asit yapisinda olan ve yapisal olarak genellikle heterojen
olmalarina ragmen benzer terapOtik etki ve yan etki gosteren bir ilag grubudur.
Analjezik, antipiretik ve anti-enflamatuar etki gosterirler. Aspirin bu grup ilaglarin
prototipidir ve nonstreoid anti-enflamatuar ilaclar (NSAII) olarak tanimlanirlar
(Brooks 2000; Ardoin ve Sundy 2006). Ilk kez 1820'de kolsisin, 1860'da salisilikasit
tanimlanmis ve ilk aspirin tablet 1897'de Felix Hoffman tarafindan tiretilmistir.
Nonstreoid antieflamatuar ila¢ isminin 1949 yilinda ilk kullanilisi, fenilbutazon'un
sentezlenmesi ile es zamanhdwr. 1971'de John R. Vane etki mekanizmalari
konusunda yaptig1 ¢alismalar sonucunda ilk defa siklooksijenaz (COX) enzimini
tamimlamis ve bu bulusla Nobel 6diilii almistir (Vane 1971). 1976'da ise ilk defa
prostoglandin endoperoksit sentetaz enzimi elde edildi. Bu konu ile ilgili son gelisme
1990'larin bagsinda COX'un tek bir molekiil olmadigi, birden fazla izomerlerinin ve
bunlarin da farkl islevlerinin oldugunun gosterilmesi oldu (Brooks ve dig. 2000).
Semptomatik iyilesme saglayan bu ilaglar halen diinyada encok recete edilen
ilaglarin basinda gelir. Toplumda NSAII kullanim prevalansinin yaklasik % 5 oldugu

diistiniilir (Stovitz ve Johnson 2003).

Enflamasyona neden olan uyaranlar, arasidonik asitten COX enzimi yoluyla
prostasiklin sentezini artirir ve bu sirada siklik endoperoksitler (PGG2 ve PGH2),
tromboksan A2 ve trombosit aktivite edici faktor (PAF) olusumu da artar. Bu
maddeler veya bunlardan olusan metabolitler enflamasyan bolgesinde bulunur.
Benzer sekilde iltihapli dokuda lipooksijenaz (LO) yolu iirlinleri olan 16kotrienlerin

miktarlarinin arttig1 da yapilan ¢aligmalarla gozterildi (Solomon 2009).



Eikozanoidlerin kaynagmi teskil eden arasidonik asit, hiicre membranindaki
fosfolipidlerden fosfolipaz A2 enzimi araciligi ile koparilir. NSAIl'lar ise, COX
enzimini inhibe ederek enflamasyona aracilik eden COX firiinlerinin sentezini
azaltirlar. Bu ilaglarin antienflamatuar etki giicleri ile COX enzimini inhibe etme
potensiyelleri arasinda siki bir korelasyon vardir. Daha gii¢lii antienflamatuar etki
gosteren glukokortikoidler ise fosfolipaz A2 enzimi lizerine inhibitor etki gostererek,
sadece COX firiinlerinin degil, aym1 zamanda LO iirlinlerinin sentezini de azaltirlar
(Solomon 2009.). 1991 yilinda Daniel L Simmons tarafindan COX-2 enzimi bulundu
ve boylece COX enziminin en az iki formunun oldugu ortaya kondu. Bunlardan
COX-1 yapisal bir enzimdir ve bircok normal fizyolojik olayda diizenleyici rol
oynar. Prostaglandinler (PG) ve tromboksanin fizyolojik etkilerinden COX-1
tarafindan sentez edilen prostanoidler sorumludur. COX-2 enflamasyonda eksprese
edilen bir enzimdir ve COX-2'nin inhibisyonu NSAIl'larin istenen etkilerine yol
acabilir. NSAIl'larin bu 2 enzim iizerine olan selektiviteleri ayn1 degildir ve bilyiik
farkliliklar gosterir. Selektif olmayan inhibisyonda COX-1 enzim inhibisyonuna
bagli yan etkiler ortaya ¢ikarken, selektif inhibisyonda enflamasyon yan etkiler
olmadan baskilanabilir (Green 2002; Solomon 2009).

NSAII* lerin antienflamatuar etkilerinden sorumlu diger baska olas1
mekanizmalar1 da vardir. Notrofillerin gesitli uyaranlar tarafindan aktivasyonunun
inhibe edilmesi; prostaglandinler, notrofilleri, monosit ve makrofajlar1 aktive ederek
onlar1 enflamatuar bolgeye ¢ekerler. Bu ilaglarla prostaglandin sentezinin inhibe
edilmesi sonucunda, notrofil 16kositlerin aktive edilmesi ve buna eslik eden olaylar
inhibe edilir. Aktif oksijen radikallerinin baglanmasi; gerek LO yolunda ve gerekse
COX yolu esnasinda oldukga sitotoksik olan aktif serbest oksijen radikalleri olusur.
Bazi NSAli'lar antienflamatuar etkilerini kismen enflamasyon bdlgesinde aktif

oksijen radikallerini baglayarak veya olugsmalarmi inhibe ederek yaparlar.

NSAIl’lerin bu kadar yogun kullanilmalarina ragmen akciger, karaciger ve
gastrointestinal sistemlerde ciddi yan etkilere neden olabilir. Kronik kullanim ile
iliskili olarak doz bagimli olmayan toksisiteler genel olarak karacigerde gozlenir ve
bu toksik aktivitenin mekanizmasi tam olarak aydinlatilmis degildir (Lewis 1984,
Jurima Romet ve dig. 1994; Boelsterli ve dig. 1995).
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1.3 5-Aminosalisilik Asit ve Metabolizmasi

[Ik 5-aminosalisilik asit (5-ASA) 6n formu olan siilfasalazin, 1940 yilinda
Isve¢ Profesor Nana Svartz tarafindan romatoid artrit tedavisi icin 5-ASA ve
stilpiridinin (SP) azo bagi ile baglanmasiyla olusan bir ilag olarak gelistirildi (Sekil
4), (Das ve Dubin, 1976). Mesalazin, mesalamin ya da 5-ASA olarak bilinen bu
molekiiliin kapali formiilii C;H7NO3’dur. 153,135g/mol molekiiler agirliga sahip olan
mesalazin inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH), &zellikle tilseretif kolit gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilan nonsteroid antienflamatuar bir ajandir (Sekil 5),
(Kruis ve dig. 2001).

Siilfasalazin
e
— —
HOOC
O
p—
HOOG
—
L. A
" e — -
5-aminosalisilik asit (5-ASA) Siilfapiridin (SP)

Sekil 4: Siilfasalazin ve bilesenlerinin kimyasal yapisi

NH,

HO
8] OH

Sekil 5 : 5-ASA kimyasal yapisi

5-ASA'nin muhtemel etki mekanizmalar1 arasinda ‘natural killer’

hiicrelerinin, antikor sentezinin, COX ve LO yollarmin ve nétrofil fonksiyonlarmin
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inhibisyonu ile serbest oksijen radikallerinin temizlenmesi yer alir. 5-ASA
(stilfasalazinde aktif parca) ve siilfapridinin her ikisi de ince bagirsaktan kolayca
absorbe olabilirse de azo bagmin varligi her ikisinin ince bagirsakta absorbe olmasini
engeller (Shafii ve Das 1982 ). Siilfasalazin ¢ekuma ulasinca azorediiktaz enzimi
araciligryla SP ve 5-ASA arasindaki azo bagini pargalar ve aktif bilesik 5-ASA agiga
cikar (Peppercorn ve Goldman 1972; Das ve dig. 1974). Aktif bilesik olan 5-ASA
bagirsak duvari1 ve karacigerde faz II biyotransformasyon reaksiyonlarindan olan
asetilasyon reaksiyonlar1 tarafindan asetile edilir ve N-asetil-5-ASA’ya metabolize
olur (Sekil 6). SP pargalar1 kolaylikla kolondan absorbe olabilirler, karacigerde
glukronik asit ile konjuge olurlar ve asetile olurlar sonunda iire ile viicuttan
cikarilirlar. Halbuki 5-ASA kolonik epitel hiicreleri tarafindan sl lokal
metabolizma ile digki ile atilir ( Sekil 7), (Das ve Sternlieb 1975; Das ve Dubin
1976).

Salisilazosiilfapiridin
N
J * r ‘: ) { “:'r
= ) §

N-acyl-5-ASA

Sekil 6 : Salisilazosiilfopridinin metabolik yikimi ve 5-ASA'nin faz I1 reaksiyonlar1

ile biyotransformasyonu.
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SASD

Serbest 5
Aszztile olmug 5P
5-ASA

Aszatillenmiz
Hidrolesillanmig

¥
-5 SASP (UP TO 107%)
= 5P we matabolitleri {60%)
S-ASA (20%%)
SP (25%) -
5-ASA (BO%) Urs
Dagla

Sekil 7 : Siilfasalazinin (SASP), siilfapiridin (SP), metabolik yolagi. (Das ve
Sternlieb 1975)

Siilfasalazinin tlseratif kolit hastaliginin kontrol altinda tutulabilmesi ve
gerilemesinin baslamasinda etinligi vardir (Azad ve Howes 1980). Bununla birlikte
doz bagmmli toksisite ve SP parcalarinin yan etkilerinin yiiksek orani yiiziinden
stilfasalazinin kullanimi kisitlar (Das 1973). Gergekte SASP molekiiliiniin yaklasik
2/3 i SP’lerden kaynakli istenmeyen yan etkiler ya da toksisite olmadan enflamasyon
bolgesinde yiiksek doz 5-ASA kullanilmasina olanak saglar (Das 1973). Oral olarak
alinan 5-ASA tek basina jejenumdan hizlica emilir, ince bagirsak ve kalin bagirsak
hastalig1 olan hastalarda bu nedenle 5-ASA smirl etki gosterir. Bu sorunu agabilmek
icin iki temel gecikmeli salinma formiilasyonu gelistirildi. 5-ASA’nin pH-bagimli
formu olan asacol 5-ASA’nin akrilik resin ile kaplanmasiyla hazirlanir. Pentasa
(mesalamin formu) zamaninda salinmis 5-ASA’nin etilseliilloz mikrograniiller i¢ine

kapsiillenmis formudur. Akrilik ana resin pH 7°den daha biiyilk pH’larda erir
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dolayisiyla 5-ASA saliniminin yaklagik % 10 ila 15’1 terminal ileumda ve ¢ogunlugu
kolonda gergeklesir. Etilseliiloz yar1 gegirgen zar gorevi goriir ve etkili bir sekilde 5-
ASA’nm proksimal ince bagirsakta zaman bagimli salmimimin baslamasma izin
verir. Toplam miktarin % 30 - % 40°1 ince bagirsakta geri kalan1 kolonda salinir. Bu
formiilasyonlar maksimal ila¢ emiliminin ince bagirsagin distal kisminda ve kolonda
olmasini saglar boylece bu ilaglar kolon ve ince bagirsagin distal kismini ilgilendiren
hataliklardan olan iilseratif kolit ve crohn hastaliklar1 i¢in ideal hale gelir (Hillel ve
dig. 2006). Calismalar potansiyel patojenik T  hiicresi ve B hiicresi
popiilasyonlarininklonal genislemesini engelleyen, buna bagli olarak, hem in vivo
hem in vitro lenfosit DNA sentezi ve hiicre dongiisii ilerlemesini bloke ederek SASP
ve 5-ASA immiinsupresifetkileri oldugunu gosterir (Hillel ve dig. 2006).

Salisilik asitin bir tiirevi olan 5-ASA, metabolizmanin hasarli yan {riinleri
olan serbest radikallere karsi antioksidandir. 5-ASA’nin, giiclii bir serbest radikal
stiriikleyici ve antioksidan olarak hareket etme yetenegine sahip olmasi, oksijen ve
nitrojenin trettigi reaktif metabolitlerin zararl etkilerini indirgemesi 5-ASA’nin bir

baska olasi ilag etkisidir (Craven ve dig. 2008).

1.4  5-Aminoalisilikasit ve Gen Etkilesimi

In vitro ¢alismalar, SASP ve 5- ASA’nin enflamatuar hiicresel yanit ile iligkili
olan lipoksijenaz yolagmim c¢esitli iiriinlerin sentezini bloke ettigini gosterir. Bu
eylem, prostaglandin olusumunu engeller (Sharon ve dig. 1978; Stenson ve dig.
1982; Hawkey ve dig. 1985). Fagositoz, kemotaksis ve yapisma da dahil olmak iizere
tiim akut enflamatuar yanitta 6nemli bir rol oynayan makrofaj ve polimorfoniikleer
16kosit fonksiyonlar1 5-ASA ve siilfasalazin ile 6nemli 6lgiide engellenir (Rhodes ve
Bartholomew 1981; Cominell ve dig. 1992). 5-ASA’nin kolorektal kanserin
onlenmesi ve kanser ile kardiyovaskiiler hastaliklar gibi diger durumlarin
tedavisindeki dnleme potansiyeli ile ilgili ¢alismalar bulunur (Solomon 2008). Cesitli
arastirmalar 5 -ASA ajanlari, interlokin 1 (IL-1), interlokin 2 (IL-2) ve tiimor nekroz
faktorii-o. (TNF-a) gibi proenflamatuar sitokinlerin fonksiyonunu inhibe etmede
basarili oldugunu ortaya koyar. Artan mukozal iiretim bu proenflamatuar ajanlar ile
iliskilendirilir (Shanahan ve dig. 1978; Rhodes ve Bartholomew 1981; Hawkey ve
dig. 1985; Cominell ve dig. 1992; Fiocchi ve Podolsky 1995).
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1.4.1 TNF Sinyal iletimi

TNF sinyal iletiminde iki mekanizma goriilir. Bunlar apoptoz
(antienflamasyon) ve enflamasyon mekanizmalaridir. Bu  sinyal iletim
mekanizmasinda apoptoz veya enflamasyon yollarinin baglamasinin ilk adimini
makrofaj veya diger hiicrelerden salman TNF’lerin konak hiicre zarindaki
reseptorlerine baglanmasi olusturur. TNF, reseptore baglandigi zaman reseptdrler
aktive olarak sitozol igerisinde sinyallenme mekanizmasini baglatan adaptor
proteinler ile birlesirler. Bu adaptor proteinlerin bir grubunu TRAF’lar (TNF reseptor
baglantili faktorler) ve RIP (reseptor etkilesim proteini) digerini de TRADD (TNF
reseptor iligkili 6liim domaini) ve FADD (Fas iliskili 6liim domaini) olusturur. TRAF
ad1 verilen adaptdr proteinler birden altiya kadar siralanir. Bu sinyal mekanizmasinda

TRAF-1 ve TRAF-2 adaptor proteinleri gorev alir (Abbas ve dig. 1991).

Hiicre zarinda bulunan timor nekroz faktor reseptorii 1 (TNF-RI)
reseptOriinlin sitozol igerisinde kalan kismi eger sitozoldeki TRADD, TRAF-2 ve
RIP adaptor proteinleri ile birlesirse bu sinyallenme mekanizmasinda kinaz enzimleri
aktif hale gelir. Aktive olmus bu kinaz enzimleri daha sonra sitozol igerisinde
bulunan ve bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor kappa B (NF- «B)’yi
uyarirlar. Sitozol icersinde inhibitorii olan IxB (inhibitér kB) ile bagli haldeki NFkB
aktif kinazlarm etkisiyle inhibitoriinden ayrilir. IkB’den ayrilmis olan NFkB ¢ekirdek
zarma girmek i¢in hazir hale gelir. Sayet bu ayrilma gerg¢eklesmez ise NF«kB sitozol
icerisinde kalir. Daha sonra ¢ekirdek icerisine girmis olan NFxB; enflamasyon
olaymnda yer alan baz sitokinler, kemokinler ve endotel adezyon molekiilleri ile ilgili
bir¢ok genin transkripsiyonunu saglar. Boylece enflamasyon yolu ger¢eklesmis olur
(Kirmaz ve Ozentiirk 2004). Diger bir sinyal mekanizmasi sonucuyla da apoptoz
(antienflamasyon) meydana gelir. Bu mekanizma da TNF-RI reseptorii sitozol
icerisinde TRADD, TRAF-2 ve RIP yerine TRADD ve FADD adaptor proteinleriyle
birlesirse, bu kez kinazlar degil prokaspaz8 enzimi aktive edilir ve boylece apoptoz
ile sonuclanan kaspaz aktivasyonu gerceklesir. Ancak hiicrede gergeklesen bu iki
ayr1 mekanizma olusumunda, hiicrenin hangi yolu nasil sectigi halen tam olarak
aciklanamamaktadir (Sekil 8). Gortildiigii gibi TNF-RI reseptorii hem apoptoz hem
de enflamasyon sinyal mekanizmalarini olusturabilir. TNF-RI reseptoriine karsilik

TNF-RII reseptortii ise, sadece enflamasyon sinyal mekanizmasini gergeklestirebilir.
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Apoptoz sinyal mekanizmas1 engellenir. Burada da yine TNF ile birlesmis TNF-RII
reseptoriine sitozol igerisinde TRAF-1 ve TRAF-2 adaptor proteinleri baglanir.
Swrasiyla once kinaz aktivasyonu ardindan NFkB trankripsiyon faktoriiniin aktive
olmasi ile enflamasyon yolu ger¢eklesmis olur ve apoptoz engellenir (Mocellin ve
dig. 2005).

TNFR1 TNFR2

=t .
“I “I Hiicre zan

TRADD
RIP TRAF2
F
f00 TRAF1
TRAF2
} \ /
Prokazpaz8 Kinazlar Sitoplazma
¢ }
0
Efektor @ 2 =,
Kaspazlar E !
|_I_‘ % Transkripsyon
Apoptoz I g
Anti- Enflamasyon l
Anti- apoptoz

Enflamasyon

Sekil 8 : Hiicre zarindaki TNF reseptor bolgeleri ve sinyal iletim mekanizmalar1 (
Mocellin ve dig. 2005°ten degistirilerek sematize edilmistir)

1.4.2 Enflamasyon Yolag

Hiicresel bagisiklik yanitlari, sitokinler olarak adlandirilan protein ve
glikoprotein yapisindaki maddeler tarafindan diizenlenir. Interlokinler (IL1-18),
graniilosit koloni stimiilan faktor (G-CSF) gibi koloni sitiimiilan faktorler, TNF o, B,
v gibi gelisim ve biliylime faktorleri sitokinler olarak adlandirilir (Trotta 1991).
Lokositler arasindaki haberlesmeyi diizenlemede gorev yapan monositler, doku

makrofajlar1 ve lenfositler tarafindan iiretilen molekiillere 1979 yilinda Isvigre’de
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yapilan II. Uluslararas: Lenfokin kongresinde “ Interlokin™ adi1 verilmektedir. (Arda
ve dig. 1994).

IL-1, endojen pirojen veya lenfosit etkinlestirici faktor olarak da adlandirilan
IL-1, makrofajlarda, endotel hiicrelerinde, dendritik hiicrelerde, astrositlerde,
keratinositlerde, fibroblastlarda, notrofiller ile T ve B lenfositlerde uretilir. 1L-1
hiicrede kalir ve hiicrenin diger bir hiicre ile temasi sirasinda etkisini gosterir (Arda
ve dig. 1994). IL-1, damar endoteli ve tek ¢ekirdekli fagositlerde IL-1 ve IL-6
tiretimini artirir. Lenfositlerin ¢ogalmasi tizerine dogrudan etkili degildir (Abbas ve
dig. 1991). Fibroblastlarin ¢ogalmasmni saglayarak kollajen iiretimini artirir. Bazi
timOr hiicre tipleri iizerine ¢ogalmay1 Onleyici etkisi vardmr. IL-1’in baslica
hematolojik etkisi notrofil ve trombosit sayisint artirir (Stein 1994). Farelere IL-1
verilmesinin beyinde noradrenalin, serotonin ve triptofan diizeylerinde artisa neden
oldugu bildirilmektedir (Dunn ve Ando 1999). IL-1, karaciger parankim
hiicrelerinden serum amiloid A gibi akut faz proteinlerinin salinimini artirir,
Osteoklast olusumunu artirir. Hipotalamustaki preoptik merkezi uyararak atese neden
olur. Uyku, beslenme, ovulasyon ve ekzersiz gibi sinirsel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde gorev yapar. Ayrica, adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve
kortikosteron diizeylerini artirirken, tiroit bezi ile disi ve erkekte gonadlardan salman
hormonlarin miktarini azaltir (Sekil 9), (Imurave Fukata 1991; Grimble 1991; Rees
1992; Dunn ve Ando 1999; Szelenyi 2001).

Sitokin iiretimi gogalma

(IL-2, IL-4, IL-5 B lenfosit antikor iiretimiT

IFN,CSF)T :

Prostaglandinler, @ /
—

itosidal etkinlik, Metabolik etkinlikT
sitokin tiretimi \
(IL-6, IL-8, GM-CSF, TNF) T Karaciger
hiicreleri
Hematopoiezis Kemik
iligi akut faz proteinleri T
Sekil 9 : IL-1in etkileri (Dinarello 1988).

CSF T

ates, uyku, prostaglandinler,
anoreksi, CRH, ACTH T
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IL-2, onceleri T lenfosit gelisim faktorii olarak adlandirilmis olan IL-2, T
lenfositlerde {iretilir. IL-2, T ve B lenfositler ile timositlerin ¢ogalmasimni artirir.
Sitotoksik hiicreleri etkinlestirerek, tiimor hiicrelerinin yok edilmesini saglar (Trotta
1991). Yardimc1 T lenfositler, B lenfositler, monositler ve dogal dlbiiriicii hiicreleri
etkileyerek cesitli sitokinlerin iiretimini artirir (Arda ve dig. 1994). IL-2 tarafindan
etkinlestirilen T lenfositler, TGF-B, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, gibi lenfokinleri
salgilarlar. IL-2’nin in vivo olarak adrenokortikotropik hormon ile kortizoliin serum
diizeylerini arttirir (Imura ve dig. 1991). Ayrica biiyiime hormonu ve prolaktin
salinimina yol acan IL- 2, dogal 6ldiiriici hiicrelerin gelisimini ve bunlarmn hiicre

oldiiriicii etkinliklerini de arttirir (Akyol 1994).

B lenfosit uyarici faktor-2 olarak da adlandirilmis olan IL-6, fibroblastlarda,
damar endotel hiicrelerinde, adipositlerde, tek g¢ekirdekli makrofajlarda, T ve B
lenfositlerde, glial hiicreler ile astrositlerde tiretilir (Trotta 1991; Abbas ve dig. 1991;
Szelenyi ve dig. 2001). IL-6, T ve B lenfosit gelisimi ve farklilasmasi ile antikor
iiretimini artirir, sitotoksik lenfositler i¢in farklilasma faktorii olarak gorev yapar
(Kishimoto ve dig. 1992; Barkhudaryan ve Dunn 1999). IL-6, prostaglandin E2
(PGE2 )’ye bagimh bir mekanizma yoluyla atese neden olur (Revel 1988; Grimble
1991; Lotz 1993). IL-6’nin hipofiz bezinden adrenokortikotropik hormon ve
bobrekiistii  bezinden glukokortikosteroidlerin  salimmasma neden oldugu, B
lenfositlerden immiinoglobiilin  {iretimini  artirdigi,mhematopoietik  progenitor
hiicrelerin graniilositlere doniisiimiinde 6nemli bir rol iistlendigi, beyin serotonin ve
triptofan metabolizmasini  artirdigi, bunun yaninda IL-2 iretimi ve IL-2
reseptorlerinin etkinligini artirdigr gorilir (Grimble 1991; Kishimoto ve dig. 1992;
Dunn ve Ando 1999). IL-6, nétrofil ve makrofajlarin olgunlagsmasini ve sitotoksik T
lenfositler ile dogal oldiirticii hiicrelerin farklilagmasini saglar. Noron farklilasmasi
ve gelisiminde dnemli bir rol iistlenir ve dopamin sentezini diizenler. Osteoklastlarin
say1 ve fonksiyonunu artirarak kemik erimesine neden olur (Barton 1996; Frei ve
dig.1989). IL-6, T lenfosit ¢ogalmasi, IL-2 firetimi ve sitotoksik T lenfosit
farklilasmasinda IL-1; sitotoksik T lenfosit faklilasmasinda IL-2 ve megakaryosit
kolonilerinin sayisini artirmada ise IL-3 ile sinerjik etki gosterir. IL-6’nin tek basina

periferal kan trombosit sayisini artirdig1 da gosterilir (Lotz ve dig. 1993).
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Sitokin {iretimini azaltic1 faktor olarak da adlandirilmig olan IL-10, yardimc1
T lenfositler, B lenfositler, mast hiicreleri, eozinofiller, monositler, makrofajlar ve
keratinositler tarafindan iretilir (Akyol ve dig.1991; Lalani ve dig. 1997). IL-10’un,
interferonlar, 1L-2, IL-3, IL-6 gibi sitokinlerin {iretimini, TNF-a. ve makrofajlarin
antijen sunma yeteneklerini azalttir (Quesniaux 1992; Lalani ve dig. 1997). IL-10, T
lenfositler lizerine IL-2 ve IL- 4’lin ¢ogalma olusturma gorevini ve IL-2’nin uyardig1
sitotoksik T hiicre gelisimini artirrr (MacNeil 1990). IL-10, dogrudan T ve B
lenfositler ile mast hiicrelerinin fonksiyonu ve gelismelerini etkiler. 1L-10, antijenle

uyarilan T lenfositlerin ¢ogalmasini azaltir (Akyol 1994).

IL-13, T lenfosit alt tipleri ve dendritik hiicrelerde iiretilen bir sitokindir. 1L-4
ve IL-13 uyar1 iletiminde ayni1 reseptorii kullanir. 1L-4’1in aksine IL-13, yardimc1 T2
lenfositlerin farklilasmasma neden olmaz. IL-13’{in in vitro olarak proenflamatuar
sitokin (IL-1 ve TNF) {iretimini azalttig1 ve in vivo olarak giiclii antienflamatuar
etkilere sahiptir ( De-Wall Malefyt ve dig. 1993; De-Vries 1998).

1.4.3 Onkogenler, Tiimor Baskilayict Genler ve Hiicre Dongiisiinii

Diizenleyici Proteinler

Hiicrenin kendine benzer iki hiicreye ¢ogalmasi (replikasyonu) dis uyarilar
sonucu biyokimyasal olarak baslatilan bir seri fazlardan geger ve hem dis hem de i¢
biliylime faktorleri tarafindan diizenlenir. Bazi onkogenler ve hiicre siklusuna 6zgii
proteinler hiicre siklusu boyunca senkronize bir sekilde aktiflestirilir ve ardindan

maktiflestirilirler.

Siklinler hiicre siklusunun ¢esitli fazlarini aktive eden spesifik proteinlerdir.
Boliinme yetenegine sahip ¢ogu normal hiicre biiyiime faktorleri, bazi hormonlar ve
hiicre ylizey reseptorlerini etkileyen antijen-histokompatibilite kompleksleri gibi dis
uyarilara kars1 yanit olarak boliiniir. Bu hiicre ylizey reseptorleri alman sinyali iletir
ve hiicre boliiniir. Tirozin kinazlar hiicre dis1 bitylime faktorlerinden niikleusa kadar
olan bir kaskad (arka arkaya gelen bir dizi siire¢) seklinde ilerleyen proliferatif sinyal
slirecinin ¢ok Onemli bir pargasidir. Siklinler, kendilerine spesifik olan ve siklin-
bagimli kinazlar (CDK) olarak adlandirilan tirozin kinazlarla kombine olurlar, onlar1

aktiflestirirler ve etkilerini diizenlerler. Hiicre siklusunda ¢esitli fazlarda cesitli
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siklinler sentezlenir ve diizeyleri senkronize bir sekilde siklusun gesitli fazlari

boyunca azalir ya da artar.

Cogalma kapasitesine sahip hiicreler normal olarak belli kontrol noktalarinda
dururlar. Bunlarin ilki DNA sentezinden hemen 6nce ve ikincisi mitozisden hemen
oncedir. Bu histolojik olarak dinlenme periodlari, olasilikla CDK’larin ve timor
baskilayic1 proteinlerin aktivitelerinin azalmasiyla gerceklesir. Gergekte, bu fazdaki
hiicreler hiicre siklusunun bir sonraki fazina girecek proteinleri sentezlediklerinden
biyokimyasal olarak aktiftirler. Bu geg¢is donemlerinde (kontrol noktalarinda), varsa
genetik defektler diizeltilir. Sonug olarak, hiicre siklus boyunca ilerlerken iki kontrol

noktasinda durur ve kontrol edilmis olur (Ekmekg¢i ve dig. 2006).

Siklin, CDK ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDKI) tarafindan kontrol
edilir. CDK’lar kendi baslarma inaktiftirler. Bu proteinler, sikline baglandiklarinda
aktifleserek siklin-CDK kompleksine doniistirler. Bu kompleks hedef proteinleri
fosforile ederek hiicre dongiistiniin devamliligmi saglar. Memeli hiicrelerinde hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde 11 adet CDK ve 16 adet siklin rol oynar. Siklin D ve
CDK hiicre dongiisiinde S fazina gegiste gorev alan kompleksi olusturan iki
proteindir. Siklin/CDK kompleksin aktivitesi CDK1 tarafindan kontrol edilir. Bu
proteinler siklin/CDK kompleksi olusumunu ve DNA replikasyonunu inhibe ederler.
Tiim bu genlerin ekspresyonlarinda ve proteinlerin miktarlarindaki artis ve azalis

bir¢ok kanser tiirtinde karsimiza ¢ikar (Cabadak 2008).

Onkogenler normal hiicrelerin malign transformasyonuna neden olan genler
demektir. Her zaman malignensi ile iliskilidirler veya hiicresel ya da retroviral
orijinli olabilirler. Genel olarak, kanserde birden fazla onkogen anormal olarak
aktiftir. Hiicre bolinmesi i¢in gerekli olan, onkogenler arasindaki g¢ok g¢esitli
interaksiyonlar tipik olarak bu interaksiyonlar olmasa normal kalacak olan birgok
diger onkogenin aktiflesmesine neden olur. Cogu kanserler ile tek bir onkogen
anormalligi arasindaki bire bir iligki genellikle saptanamaz. Onkogenler siklinler ve

hiicre boliinme siklus genleri tizerinden etki gosterebilirler (Turner ve dig. 2003).

Uyart iletim sisteminde en iyi bilinen protoonkogen Ras’tir. Insan tiimdriinde
tek en sik dominant onkogen anormalligi Ras geninde mutasyondur. (Kolch 2000).
Biiylime faktorii (GF) ile indiiklenen mitogenez olayinda Ras 6nemli rol oynar. Ras

blokaji1 GF’lerin proliferatif cevabini 6nler. Normal hiicrelerde Ras proteinleri inaktif
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halde (Ras-GDP) halde bulunur. Ras, GF ile aktive olunca GDP’den GTP’ye ve
Raf’1 hareketlendirir. Aktive olan Ras, Raf kinazlar ile baglanir. Raf kinazlarmn hiicre
membranina yerlesimini ve aktivasyonunu saglar. Raf, Map kinaz yolunu uyararak
mitogenez baglatilir. Tim sinyaller niikleusa girer ve mitotik siklusa dogru
regililasyon yapar. Niikleusta lokalize onkogen {irtinleri Myc-Myb-Jun ve Fos’tur. En
onemlisi Myc protoonkogenidir. Uyariyr alan Myc, Max adi verilen protein ile
dimer olusturur. Olusan bu kompleks DNA’ya baglanir ve transkripsiyonel aktivator
fonksiyonda bulunur (Kolch 2000; Karp ve dig. 2001). Transkripsiyonel faktorler
sinyal iletiminin son safhasinda yer alirlar. Bunlarin bazilari kisa Omiirliidiir ve
nukleusdan disar1 ¢ikmazlar. Ornegin, c-Jun ve c-Fos proteinleri Go-S fazinda
transkripsyonu yapilan ilk proteinlerdendir ve hiicre siklusunu baslattiklar1 gorilir.
Siklinlerin, hiicrenin hiicre siklusuna ve ayrica C-MycC’nin transkripsiyonunu

aktiflestirerek de mitozise girmesini baslattig1 diisiiniiliir.

Timor baskilayict genler hiicre bolinmesinin baskilanmasindan sorumlu
genlerdir. Bozukluklar1 halinde organizma genetik olarak anormal hiicreleri yok
edemediginden kanser gelisir. Bu genlerden bazilari; Retinoblastom (Rb), P53,
PTEN genleridir. Rb proteininin aktivasyonu fosforilasyon ile diizenlenir. Bu
proteinin defosforile formu transkripsiyon faktorlerini baglar. Boylelikle hiicre
siklusunun G1’den S fazina ge¢mesi engellenmis olur. Biiylime faktorleri ile uyarilan
hiicrede Rb fosforillenir ve inaktif hale gecer. Bu inaktivasyon hiicrenin S fazina

ge¢mesini saglar (Zhuang ve dig. 2010).

Bu genler i¢inde en 6nemli gen P53 genidir. Bu genin iiriinii olan P53 proteini
bircok kompleks aktivitesi olan ve hiicre siklusunu baskilayan bir proteindir. Bu
protein niikleotid hatali eslesmeleri, DNA sarmalinin kiriklar1 gibi DNA lezyonlarini
ve ayrica radyasyon veya kemoterapi ile olusan DNA hasarlarin1 saptayabilir. DNA
lezyonu saptandiginda, P53 hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur, boylece hiicrenin S
fazma girigini 6nler. Ardindan ya tamir mekanizmasi proteinlerini ya da apoptoza yol

acan proteinleri indiikler (Nicholson ve Anderson 2002).

In vitro calismalar, kemoterapi ve radyasyonun kanser hiicrelerini DNA
hasar1 yaratarak ve boylece P53’le indiiklenen apoptoza yol acarak oldiirdiiklerini

gosterir (Haris 1996).
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Tiumor baskilayic1 proteinlerden PTEN, fosfotidilinozitol 3, 4, 5 trifosfat
(PIP3) olusumunu inhibe ederek negatif diizenleyici rol oynar. PTEN
ekspresyonunda azalma hiicrelerin apoptozdan kurtulmasi ve hiicrelerin ¢ogalmasi

ile sonuglanir (Cantley 1999; Nicholson ve Anderson 2002)

1.4.4 Protein Kinazlar

Sinyal iletimi yollarm1 ve sinyal proteinlerini hedef alan onkojenik
mutasyonlara sik olarak rastlanir. Sinyal iletiminde meydana gelen degisimler
hiicrenin ¢ogalma ve/veya yasama islevlerinin kontroliinii ortadan kaldirir. Boylelikle
onkojenik sinyal iletimi timor gelisimi ile invazyon/metastaz siirecinde etkin rol
oynar (Hanahan ve Weinberg 2000).

Mitojen aktive edici kinaz (MAPK) siiper ailesinde yer alirlar. Okaryotik
hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler hiicre membranindan ¢ekirdege bilgi
aktarilmasinda ¢ok 6nem tagimaktadir. Bu sinyal iletimi kaskadlari, embriyogenezis,
yasama, ¢cogalma, diferansiasyon ve apoptozis islevlerinin diizenlenmesinde rol alir.
Hormonlar, biiyiime faktorleri, diferansiasyon faktorleri ve tiimor promoter maddeler
bu sinyal yolunu kullanirlar. Bu iletim yolu Ras aktivasyonu ile bagslar ve sirasiyla
Raf, Mek ve Erk proteinleri ile kinaz kaskad: ilerler. Ras iletim yolu ile tetiklenen
transformasyon siirecinde sinerjik etkilesim de 6nem tasir. Fosfoinozitid-3 kinaz
(PI3K) ailesi, biiylime ve yasama sinyallerinin iletiminden sorumlu proteinlerdir
(Chang ve dig. 2003). Reseptoriin uyarilmasindan sonra PI3K, hiicre membraninda
inozitol fosfolipidlerin fosforilasyonunu katalizler. Fosfotidilinozitol trifosfat (PIP3),
bu yolla olusan bir lipid mediatdrdiir. PIP3, PIP3 bagimli kinazlar (PDK) ve protein
kinaz B (PKB)’nin aktivasyonundan sorumludur (Blume 2001). Sitokinler ve
biiytime faktorleri PI3K ve PKB yolunu aktive ederek hiicreler i¢in yasama sinyalleri
olugtururlar. Tiimor baskilayici proteinlerden PTEN ise, PIP3 olusumunu inhibe
ederek negatif diizenleyici rol olarak oynar (Cantley 1999; Nicholson ve Anderson
2002).
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15 Tezin Amaci

flaglarn nasil metabolize edildiginin belirlenmesi insanlarda ortaya
cikarabilecekleri olasi etkilerin bilinmesinde onemli rol oynar. Bu c¢alismada 5-
ASA’nin metabolizmasinin temel yolagi olan N-asetilasyon yolagi haricinde
alternatif diger ila¢g metabolizmasi yolaklarinin mikrozomal enzimlerden P450 (CYP)
enzimleri ile iliskili olup olmadigin bulunmasi amaglandi. Bu amagla 6ncelikle 5-
ASA’nm 6lgiilebilmesi igin kolorimetrik bir metot gelistirildi. Sonrasinda gelistirilen
bu metot kullanilarak, 5-ASA’nin saf CYP450 izozimleri ile (CYP1A2, CYP2C9,
CYP3A4, CYP2C19, CYP2D6 ) in vitro olarak inkiibasyonu neticesinde metabolize
edilip edilmedigi tayin edildi. Buna ek olarak Caco-2 ve HepG2 hiicre hatlari
kullanilarak 5-ASA’nin enflamasyon, TNF sinyal iletimi, tiimor baskilayici gen gibi
yolaklara olan etkilerinin belirlenmesi, bu yolaklardaki segilen genlerin mRNA

seviyesinde ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisiklikler incelendi.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1  Materyal

2.1.1 Kullamlan Kimyasallar ve Kitler

Siilfamik asit (Sigma-383120);Floroglusinol (Sigma-P3502);Kalsiyum klorid
(Sigma-C5670); L-Glutamin (Sigma-G8540); Sigir serum albiimin (Sigma-A4919);
Tripan Mavisi ¢ozeltisi (Sigma-93595); 5-aminosalicylic acid (5-ASA) (Sigma-
A3537); CYP450 1A2 (Sigma-E9788); CYP450 2C9 (Sigma-E9538); CYP450 2C19
(Sigma-E9153); CYP450 3A4 (Sigma-E9038); CYP450 2D6 (Sigma-E9413);
Furafillin (Sigma-F124); Omeprazol (Sigma-0104); EasyScript™ Plus cDNA Sentez
Kiti (G236) ve KiloGreen 2X gPZR (MasterMix-KS), LGC (LGS StandardsGmbH,
Mercatorstr. 51, 46485 Wesel, Germany) firmasindan; 50 nmol, Oligo-DNA
(primerler) Genescript (GenScript, 860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854,
USA) firmasindan; Fetal Sigir Serumu Gibco (ThermoFisherScientific, 81 Wyman
Street, Waltham, MA 02451 USA) firmasindan; Dulbeco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, 12-741F), Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS, 17-
513), Eagle’s Modified Essential Medium (EMEM, 12-662F), Penislin-Streptomisin
karisimi (17602), RNeasy Plus Mini Kit (74136) Qiagen (27220 Turnberry Lane,
Suite 200, Valencia, CA 91355, USA) firmasindan; Ultra Flux kapakli PZR tiipleri
(0,2 ml, 3247-40) SSI (Scientific Specialties, Inc., 1310 Thurman Street Lodi, CA
95240, USA) firmasindan temin edilerek kullanildi.

2.1.2 Cahsmada kullanilan cihazlar:

Bu tez kapsaminda baslica su cihazlar kullanildi: Bioneer gercek zamanli
PZR cihazi, Biosa kuru blok 1sitma termostati, Maestrogen Nanodrop cihazi, Sigma
3K30 sogutmali santrifiij, Sigma 1-14K sogutmali/sogutmasiz santrifiijler, Bioneer
Exi Spin PZR tiip karistiricisi, Thermo agaroz jel elektroforez sistemi, DNR jel

goriintiileme sistemi, Cisco laminarflow, Nuaire CO; inkiibatorii, Olympus ters
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mikroskop, Olympus CX31 mikroskop ve Thermo Scientific Multiskan GO
mikroplaka okuyucu spektrometre.

2.1.3 Cahsmada kullanilan primerler

Calismamiz ile iliskili genlerdaha oncesinde Giilsiim TERZIOGLU’nun 2014
yilindaki tez ¢alismasi i¢in GenBank/EMBL veri bankalar1 taranarak uygun primer
dizileri saptandi. Dizilerin NCBI/Primer-Blast veri tabani kullanilarak dogrulugu
teyit edilmesi sonucunda primer dizileri Metabolian International AG firmasina 0,2

uM sentezlettirilip -20 derecede saklanmis olan stoklar kullanildi (Tablo 3).

Tablo 3 : Segilen genler igin tanimlanan primer dizileri

Gen Ileri Primer ve Geri Primerleri (5'—3")

IL-6 ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG
CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG

L2 AACCTCAACTCCTGCCACAA
GCATCCTGGTGAGTTTGGGA

FOS TGGCGTTGTGAAGACCATGA
AGTTGGTCTGTCTCCGCTTG

IL-1b CTGTACCTGTCCTGCGTGTT
GGGAACTGGGCAGACTCAAA

JUN GCCTCCAAGTGCCGAAAAAG
GCTGCGTTAGCATGAGTTGG

-MYC TGGCGGGAAAAAGAACGGAG
GAGGCGAAGCCCCCTATTC
CAGCTGAGGTGTGAGCAGC

CDKNIA GTTCTGACGGACATCCCCA

MAP2K1 GGGCTTCTATGGTGCGTTCTA
CCCACGGGAGTTGACTAGGAT

RAE GAAAACGATTGTGAGGCGGG
CATCGTAGCAAACGCGCTC

IL-13 CCTCATGGCGCTTTTGTTGAC
TCTGGTTCTGGGTGATGTTGA

FOXP3 GTGGCCCGGATGTGAGAAG
GGAGCCCTTGTCGGATGATG

CASP8 TCTGGAGCATCTGCTGTCTG
CCTGCCTGGTGTCTGAAGTT

CASP3 GCAGCAAACCTCAGGGAAAC
TGTCGGCATACTGTTTCAGCA

INK GCGCGGATCCTTGCTTGCCATCATGAGCAG
GCGCGGATCCCAGACGACGATGATGATGGA

ERK CATCGCCGAAGCACCATTCAAG
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GATAAGCCAAGACGGGCTGGAG

o3 ATCTACAAGCAGTCACAGCACAT
GTGGTACAGTCAGAGCCAACC

o1 ATCTATATTTCACCCCTGAAGAGTC
TTCAGAAGGTCTGCCAACACCAACA

. CGCCCCACCCCTCCAG

SILIN D CCGCCCAGACCCTCAGACT

. TTCCGCAGTGCTCCTACTTC

SIKLIN B2 CGCACTTCTGTTCCTCACAG

e CCCAGACATGACAGCCATC
TCTGCAGGAAATCCCATAGC

okt TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC
CTGCTTGCTGATCCACATCTG

22  METOT

2.2.1 CYP Izoformlarinin 5-ASA Aktivitelerinin Olciilmesi

5-ASA’nin spektrofotometrik 6l¢iimiinde 5-ASA diazonyum tuzu olusturmak
iizere asidik ortamda nitrit ile reaksiyona sokuldu. Yan reaksiyonlar sebebi ile olusan
nitrit kalintilar1 stlfamik asit ile uzaklastirildiktan sonra diazonyum tuzu alkali
ortamda floroglisinol reaktifi ile birlestirildi. Diazotlanmis 5-ASA ve floroglisinol
reaktifinin alkali ortamda birlestirilmesi ile olusan sari-turuncu renkli ve suda
¢oziinebilen azo boyasinin absorbsiyonu 6lgiildii (Sekil 10). Hamdon ve dig. ( 2011)

metotundan ilham alinarak metot optimize edildi.

Standart reaksiyon karisimi 32 puM’lik 5-ASA ana stok ¢ozeltisi, 1IN
hidroklorik asit, % 1°lik sodyum nitrit, % 3’liikk siilfamik asit, % 1°lik floroglusinol,
AN sodyum hidroksit ve ultra saf su kullanilarak hazirlandi. Ary1 ayr1 ependorflara
ilk olarak 32 uM ana 5-ASA stogundan sirastyla 0 pl, 3 pl, 6 pl, 12 pl, 18 pl, 25 pl,
38 pl almarak son konsantrasyonlar 0 uM, 0,38 uM, 0,76 uM, 1,52 uM, 2,30 uM,
3,2 uM, 4,8 uM olacak sekilde ependorfa eklendi ve son hacim ultra saf su ile 250
ul’ye tamamlandi. Ardindan karigimlardan 125 pl yeni ependorflara transfer edildi
ve iizerlerine 125pul aseton ilave edildi. 200 pl karisimdan ayrildiktan sonra ise
renklendirme reaksiyonlar1 i¢in swrasiyla 1N hidroklorik asitten 7,5 pl ve % 1 ‘lik

sodyum nitritten 5 pl reaksiyon ortamina eklendi. 3 dakikalik inkiibasyon siiresinin
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ardindan % 3 ’likk siilfamik asitten 2,5 pl her bir ependorfa eklendi ve 4 dakika
inkiibe edildi. Sonrasinda her bir ependorfa % 1’lik floroglusinolden 40 ul ve 1N
sodyum hidroksitten 20 pl eklendiginde 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sliresinden sora her bir ependorftan 250 pl mikroplakaya aktarildi ve standartlarda

olusan renk 430 nm’de kore karst okundu.

OH
CO0H
&= '\IH_ s ‘\D., ."I
O + H0 —= -]Cl_':,ll B_\".'\ + Sani-turunes aze
HH, 'l.-. bowvast
‘\-\.

Diazotize olmug
3-ASA

Sekil 10: 5-ASA’nin diazotize reaksiyonu ve floroglusinol ile baglanma reaksiyonu

5-ASA’nin  CYP izozimleri (CYP1A2, CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9,
CYP2C19) ile metabolizmasi dolayli olarak ortamdaki 5-ASA konsantrasyonunun
hesaplandig1 kolorimetrik yontem ile 6lgiildii. Bu dogrultuda stok olarak 0,4 M pH
7,8 HEPES tamponu, 10 uM 5-ASA, 10 mM NADPH, 1 pmol/ul CYP izozimleri
kullanildi. Her bir ¢6zeltinin nasil hazirlandigi Ek-1’de verilmektedir.. Her bir CYP
izozimi ve reaksiyonu i¢in tek tek olmak sarti ile ependorflara eklenen ¢ozeltilerin
hacim ve son konsantrasyonlar1 Tablo 4’te verilmektedir. Reaksiyon aktivitesinin
kontrol grubu olarak her bir CYP izozimi igin reaksiyon ortamina 95 °C’de 5 dakkika
inkiibe edilmis (kaynatilmig) CYP izozimleri (enzimlerin hacim ve konsantrasyonlari
diger reaksiyonlar ile aynidir) ve diger reaksiyon bilesenleri eklendi. Ultra saf su ile
reaksiyon hacmi 125 pl’ye tamamlandi. Reaksiyon ortamma NADPH eklendikten
sonra her bir ependorf 60 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Sonrasinda
reaksiyonu durdurmak i¢in her bir ependorfun icerisine 125 pl aseton konuldu.
Karigim 12000 rpm’de 15 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatant kismmdan 200
ul alimarak yeni ependorflara aktarildi. Renklendirme reaksiyonlar1 igin sirastyla IN
hidroklorik asitten 7,5 pl ve % 1°lik sodyum nitritten 5 pl reaksiyon ortamma
eklendi. 3 dakikalik inkiibasyon siiresinin ardindan % 3’liik siilfamik asitten 2,5 pl
her bir ependorfa eklendi ve 4 dakika inkiibe edildi. Ardindan her bir ependorfa %
I’lik floroglusinolden 40 pl ve 1N sodyum hidroksitten 20 pl eklendiginde 5 dakika
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inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinden sora her bir ependorftan 250 ul mikroplakaya
aktarild1 ve olusan renk 430 nm’de okundu. Standart olarak kullanilan ve 5-ASA’nin

farkli konsantrasyonlar1 yardimi ile olusturulan kalibrasyon grafiginin egiminden

yararlanilarak aktiviteler hesaplandi.

Tablo 4: 5-ASA’nin CYP izoformlari ile aktivite 6lgiim reaksiyonu bilesenleri

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON
0,4 M pH 7,8 HEPES 31,25 0,1 M

10 pM 5-ASA 25 2 uM

10 mM NADPH 3,125 0,25 mM

1 pmol/ul CYP izoformlari 12,5 0,1 pmol/pl

dH,0 53,125 125 ul

2.2.2 CYP Aktivitelerinin Prototip Substratlarn Ile Olgiilmesi

2.2.2.1 Eritromisin N-Demetilaz Aktivite Tayini

Eritromisin N-demetilaz aktivitesi Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan
onerilen yontem ve Nash (1953) metotuna gore formaldehit miktarmin 6l¢iilmesiyle
tespit edildi (Sekil 11). Bu dogrultuda stok olarak 0,4 M pH 7,8 HEPES tamponu,
0,75 N perklorik asit, 10 uM 5-ASA, 10 mM NADPH, izozimi (CYP3A4), 50 mM
eritromisin (substrat) ve Nash reaktifi kullanildi. Her bir ¢6zeltinin nasil hazirlandigi
Ek-1°de verilmektedir.. Ependorf igerisine eklenen ¢ozeltilerin hacim ve son
konsantrasyonlari1 Tablo 5’te verilmektedir. Ependorf i¢erisindeki son hacim ultra saf
su kullanilarak 125 pl’ye tamamlandi. Reaksiyon ortammma NADPH eklendikten
sonra her bir ependorf 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Sonrasinda
reaksiyonu durdurmak igin ortama 125 ul 0,75 N perklorik asit eklendi ve Karigim
12000 rpm’de 15 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatant kismindan 200 pl
alinarak iki yeni ependorfa her birinde 100 ul olacak sekilde aktarildi. Uzerlerine 100
ul Nash reaktifi eklenerek 10 dakika boyunca 50 °C’de inkiibe edildi. Son olarak
karigim mikroplakaya almmarak 412 nm’de kore gore okundu. Kor icin standart
prosediir su sekildedir; 31 pl 0,4 M pH 7,8 HEPES tamponu iizerine 94 ul ultra saf
su ile hacim 125 pl’ye tamamlandi. Uzerine 125 pl 0,75 N perklorik asit eklendi.
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Sonrasinda 100 pl Nash reaktifi eklenerek 10 dakika boyunca 50 °C’de inkiibe edildi.

Son olarak karigim mikroplakaya almarak 412 nm’de okundu.

mc”a

Sekil 11: Eritromisin N-demetilasyonu

Tablo 5: CYP3A4 aktivitesi igin reaksiyon ortamina eklenen bilesenler

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON
0,4 M pH 7,8 HEPES 31,25 0,1 M

50 mM Eritromisin 2,5 1 mM

10 mM NADPH 3,125 0,25 mM

1 pmol/pl CYP3A4 12,5 0,1 pmol/pl

dH,0 78,75 125 ul

2.2.2.2 Aminopren N-Demetilaz Aktivite Tayini

Aminopren N-demetilaz aktivitesi Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan
Onerilen yontem ve Nash (1953) metotuna gore formaldehit miktarinin dlglilmesiyle
tespit edildi (Sekil 12). Bu dogrultuda stok olarak 0,4 M pH 7,8 HEPES tamponu,
0,75 N perklorik asit, 10 uM 5-ASA, 10 mM NADPH, 1 pmol/ul CYP izozimleri
(CYP2C9, 2C19), 1 mM aminopren (substrat) ve Nash reaktifi kullanildi. Her bir
¢ozeltinin nasil hazirlandig1 Ek 1°de verilmektedir. Her bir CYP izozimi i¢in tek tek
yapilmak kosulu ile reaksiyon ortamma eklenen ¢ozeltilerin hacim ve son
konsantrasyonlar1 Tablo 6 ve 7°de verilmektedir. Ependorflar igerisindeki son hacim

ultra saf su kullanilarak 125 pl’ye tamamlandi. Reaksiyon ortamina NADPH
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eklendikten sonra her bir ependorflar 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.
Sonrasinda reaksiyonu durdurmak i¢in ortama 125 pl 0,75 N perklorik asit eklendi
ve karisim 12000 rpm’de 15 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatant kismmdan
200 pl almarak iki yeni ependorfa her birinde 100 pl olacak sekilde aktarildi.
Uzerlerine 100 pl Nash reaktifi eklenerek 10 dakika boyunca 50 °C’de inkiibe edildi.
Son olarak karisim mikroplakaya alinarak 412 nm’de kore gore okundu. Kor i¢in

standart prosediir baslik 2.2.2.1°de uygulanan prosediir ile aynidur.
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Sekil 12 : Aminopiren N-demetilasyonu

Tablo 6: CYP2C19 aktivite tayini i¢in reaksiyon ortamina eklenen bilesenler

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON
0,4 M pH 7,8 HEPES 31,25 0,1 M
1 mM Aminopren 5 0,04 mM
10 mM NADPH 3,125 0,25 mM
1 pmol/ul CYP2C19 12,5 0,1 pmol/pl
dH,0 73,125 125 ul

Tablo 7: CYP2C9 aktivite tayini igin reaksiyon ortamina eklenen bilesenler

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON
0,4 M pH 7,8 HEPES 31,25 0,1 M
1 mM Aminopren 5 0,04 mM
10 mM NADPH 3,125 0,25 mM
1 pmol/pl CYP2C9 12,5 0,1 pmol/pl
dH,0 73,125 125 pul
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2.2.2.3 Metoksirezorufin O-demetilaz (MROD) Aktivite tayini

Metoksirezorufin O-demetilaz aktivitesi Burke ve Mayer (1974) metotu ile
tespit edilmektedir ayrica Aring ve Sen (1994) tarafindan optimize edilen sartlar
kullanilmaktadir. Bu dogrultuda stok olarak 0,4 M pH 7,8 KPi tamponu, 1M NaCl,
1,2 mg BSA, 1 pmol/ul CYP izozimi (CYP1A2), 10 mM NADPH ve 10 mM 7-
Metoksirezorufin (7-MR) kullanildi. Her bir ¢ozeltinin nasil hazirlandigi Ek-1’de
verilmektedir. Olgiim icin reaksiyon ortamma eklenen ¢ozeltiler hacim ve son
konsantrasyonlari ile birlikte Tablo 8’de verilmektedir. Reaksiyon ¢ozeltisi Tablo 8’de
belirtilen hacimlerde stok c¢ozeltilerden alinarak, florometre kiivetinde hazirlandi.
Reaksiyon en son substrat ilave edilerek baslatildi ve reaksiyon Cary Eclipse (Varian)
Florometre’de 1 dakika boyunca takip edildi. Son olarak, reaksiyon karigimimna i¢
standart olarak resorufinin bilinen miktar1 eklendi ve florosanstaki artis kaydedildi.
Enzim aktiviteleri, resorufin eklenmesinin neden oldugu florosans artis kullanilarak

hesaplandu.

Tablo 8: CYP1A2 aktivite tayini i¢in reaksiyon ortamina eklenen bilesenler

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON

0,4 M pH 7,8 KPi 62,5 0,1 M

1 M NaCl 25 100 mM

10 mM NADPH 2,5 0,1 mM

1 pmol/pl CYP1A2 12,5 0,1 pmol/pl

12 mg/ml BSA 25 1,2 mg/ml

10 mM 7-MR 37,5 1,5mM

dH,0 85 250 ul

2.2.3 5-ASA’mn Prototip CYP aktiviteleri Uzerine Etkisi

2.2.3.1 5-ASA’nin CYP3A4 Aktivitesi Uzerine Etkisi

Eritromisin N-demetilaz aktivite tayini bashgi (2.2.2.1) altinda kullanilan
bilesenler ile farkli olarak reaksiyon ortamma 10 uM 5-ASA ana stogundan Tablo

9’da verilen hacimde eklendi ( kullanilan diger bilesenler aynidir ). Reaksiyon
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ortaminda kullanilan c¢ozeltilerin hacim ve son konsantrasyonlari Tablo 9°da
verilmektedir. Ependorf igerisindeki son hacim ultra saf su kullanilarak 125 pl’ye
tamamlandi. Reaksiyon ortamina NADPH eklendikten sonra her bir ependorf 30
dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Sonrasinda reaksiyonu durdurmak igin
ortama 125 pul 0,75 N perklorik asit eklendi ve karisim 12000 rpm’de 15 dakika 4
°C’de santriflij edildi. Siipernatant kismimdan 200 pl alinarak iki yeni ependorfa her
birinde 100 ul olacak sekilde aktarildi. Uzerlerine 100 ul Nash reaktifi eklenerek 10
dakika boyunca 50 °C’de inkiibe edildi. Son olarak karisim mikroplakaya alinarak

412 nm’de kore gore okundu.

Tablo 9: CYP3A4’tin aktivite tayini i¢in reaksiyon ortamina eklenen

bilesenler

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON
0,4 M pH 7,8 HEPES 31,25 0,1M

50 mM Eritromisin 2,5 1mM

10 mM NADPH 3,125 0,25 mM

1 pmol/ul CYP3A4 12,5 0,1 pmol/ul

10 uM 5-ASA 62,5 5 uM

dH,0 13,125 125 pul

2.2.3.2 5-ASA’nin CYP2C9 ve CYP2C19 Aktivitesi Uzerine Etkisi

Aminopren N-demetilaz aktivite tayini bashigi (2.2.2.2) altinda kullanilan
bilesenler ile farkli olarak reaksiyon ortamma 10 uM 5-ASA ana stogundan Tablo 10
ve 11°de verilen hacimlerde eklendi ( kullanilan diger bilesenler aynidir ). Reaksiyon
ortaminda kullanilan ¢dzeltilerin hacim ve son konsantrasyonlar1 Tablo 10 ve 11°de
verilmektedir. Ependorflar i¢erisindeki son hacim ultra saf su kullanilarak 125 pl’ye
tamamlandi. Reaksiyon ortamma NADPH eklendikten sonra her bir ependorf 30
dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Sonrasinda reaksiyonu durdurmak igin
ortama 125 pul 0,75 N perklorik asit eklendi ve karisim 12000 rpm’de 15 dakika 4
°C’de santriftij edildi. Siipernatant kismindan 200 pl almarak iki yeni ependorfa her
birinde 100 ul olacak sekilde aktarildi. Uzerlerine 100 pl Nash reaktifi eklenerek 10
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dakika boyunca 50 °C’de inkiibe edildi. Son olarak karisim mikroplakaya alinarak

412 nm’de kore gore okundu.

Tablo 10: CYP2C9’un aktivite tayini i¢in reaksiyon ortamina eklenen bilesenler

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON
0,4 M pH 7,8 HEPES 31,25 01M

1 mM Aminopren 2,5 0,04 mM

10 mM NADPH 3,125 0,25 mM

1 pmol/pl CYP2C9 12,5 0,1 pmol/pl

10 uM 5-ASA 62,5 5uM

dH,0 13,125 125 pul

Tablo 11: CYP2C19’un aktivite tayini i¢in reaksiyon ortamina eklenen bilesenler

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON
0,4 M pH 7,8 HEPES 31,25 0,1 M

1 mM Aminopren 2,5 0,04 mM

10 mM NADPH 3,125 0,25 mM

1 pmol/ul CYP2C19 12,5 0,1 pmol/pl

10 uM 5-ASA 62,5 5uM

dH,0 13,125 125 ul

2.2.3.3 5-ASA’nin CYP1A2 Aktivitesi Uzerine EtKisi

Metoksirezorufin O-demetilaz aktivite tayini bashigi (2.2.2.3) altinda
kullanilan bilesenler farkli olarak reaksiyon ortamma 100 pM 5-ASA ana stogundan
Tablo 12’de verilen hacimde eklendi ( kullanilan diger bilesenler aynidir ).
Reaksiyon ¢ozeltisinin  hazirlanmasinda Tablo 12°de belirtilen hacimlerde stok
cozeltilerden alinarak, florometre kiivetinde reaksiyon karigimi hazirlandi. Reaksiyon en
son substrat ilave edilerek baglatild1 ve reaksiyon Cary Eclipse (Varian) Florometre’de 1
dakika boyunca takip edildi. Son olarak reaksiyon karisimma i¢ standart olarak
resorufinin bilinen miktar1 eklendi ve florosanstaki artis kaydedildi. Enzim aktiviteleri,

resorufin eklenmesinin neden oldugu florosans artis kullanilarak hesaplandi.
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Tablo 12: CYP1A2’nin aktivite tayini igin reaksiyon ortamina eklenen

bilesenler

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON
0,4 M pH 7,8 KPi 62,5 01M

1 M NacCl 25 100 mM

10 mM NADPH 2,5 0,1 mM

1 pmol/pl CYP1A2 25 0,1 pmol/pl

12 mg/ml BSA 25 1,2 mg/ml

10 mM 7-MR 37,5 1,5mM

100 uM 5-ASA 12,5 5uM

dH,0 60 250 pl

2.2.4 Prototip Inhibitorlerin CYP Aktiviteleri Uzerine Etkisi

2.2.4.1 Ketakonazol’iin CYP3A4 Aktivitesi Uzerine Etkileri

Bu dogrultuda stok olarak 0,4 M pH 7,8 HEPES tamponu, 0,75 N perklorik
asit, 10 pM 5-ASA, 10 mM NADPH, 1 pmol/ul CYPizozimi (CYP3A4), 50 mM
eritromisin (substrat), Nash reaktifi ve 50 uM ketakonazol kullanildi. Her bir
¢ozeltinin nasil hazirlandig1 Ek 1’de ependorf igerisine eklenen ¢ozeltilerin hacim ve
son konsantrasyonlar1 ise Tablo 13’da verilmektedir. Ependorf igerisindeki son
hacim ultra saf su kullanilarak 125 pl’ye tamamlandi. Reaksiyon ortamima NADPH
eklendikten sonra her bir ependorf 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.
Sonrasinda reaksiyonu durdurmak i¢in ortama 125 pl 0,75 N perklorik asit eklendi
ve karigim 12000 rpm’de 15 dakika 4 °C’de santriflij edildi. Siipernatant kismindan
200 pl almarak iki yeni ependorfa her birinde 100 pl olacak sekilde aktarildi.
Uzerlerine 100 pl Nash reaktifi eklenerek 10 dakika boyunca 50 °C’de inkiibe edildi.

Son olarak karigim mikroplakaya almarak 412 nm’de kdre gére okundu.
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Tablo 13: CYP3A4’nin aktivite tayini i¢in reaksiyon ortamina eklenen bilesenler

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON
0,4 M pH 7,8 HEPES 31,25 01M

50 mM Eritromisin 2,5 1mM

10 mM NADPH 3,125 0,25 mM

1 pmol/pl CYP3A4 12,5 0,1 pmol/pl

50 uM Ketakonazol 12,5 5uM

dH,0 63,125 125 ul

2.2.4.2 Omeprazol’iin CYP2C19, Siilfafenazol’iin CYP2C9 Aktivitesi
Uzerine Etkileri

Bu dogrultuda stok olarak 0,4 M pH 7,8 HEPES tamponu, 0,75 N perklorik
asit, 10 mM NADPH, 1pmol/ul CYP izozimleri (CYP2C9, 2C19), 1 mM aminopren
(substrat) , Nash reaktifi, 50 uM omeprazol ve 50 uM siifofenazol kullanildi. Her bir
¢ozeltinin nasil hazirlandig1 Ek-1’de verilmektedir. Her bir CYP izozimi i¢in tek tek
yapilmak kosulu ile ependorflar igerisine eklenen c¢ozeltiler hacim ve son
konsantrasyonlar1 ile birlikte Tablo 14 ve 15°de verilmektedir. Ependorflar
icerisindeki son hacim ultra saf su kullanilarak 125 ul’ye tamamlandi. Reaksiyon
ortammma NADPH eklendikten sonra her bir ependorflar 30 dakika boyunca 37 °C’de
inkiibe edildi. Sonrasinda reaksiyonu durdurmak i¢in ortama 125 ul 0,75 N perklorik
asit eklendi ve Karisim 12000rpm’de 15 dakika 4 °C’de santriflij edildi. Siipernatant
kismindan 200 pl alinarak iki yeni ependorflara her birinde 100 pl olacak sekilde
aktarildi. Uzerlerine 100 ul Nash reaktifi eklenerek 10 dakika boyunca 50 °C’de
inkiibe edildi. Son olarak karisim mikroplakaya alinarak 412 nm’de kore gore

okundu.
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Tablo 14: CYP2C19’un aktivite tayini i¢in reaksiyon ortamia eklenen bilesenler

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON
0,4 M pH 7,8 HEPES 31,25 01M

1 mM Aminopren 2,5 0,04 mM

10 mM NADPH 3,125 0,25 mM

1 pmol/pl CYP 2C19 12,5 0,1 pmol/pl

50 uM Omeprazol 12,5 5uM

dH,0 63,125 125 pl

Tablo 15: CYP2C9’un aktivite tayini i¢in reaksiyon ortamina eklenen bilesenler

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON
0,4 M pH 7,8 HEPES 31,25 0,1M

1 mM Aminopren 2,5 0,04 mM

10 mM NADPH 3,125 0,25 mM

1 pmol/ul CYP 2C9 12,5 0,1 pmol/pl

50 uM Siilfofenazol 12,5 5uM

dH,0 63,125 125 ul

2.2.4.3 Furafillin’in CYP1A2 Aktivitesi Uzerine EtKisi

Bu dogrultuda stok olarak 0,4 M pH 7,8 KPi tamponu, 1M NaCl, 1,2 mg
BSA, 1 pmol/ul CYP izozimi (CYP1A2), 10 mM NADPH, 10 mM 7-MR ve 50 uM

Furafilin kullanildi. Her bir ¢ozeltinin nasil hazirlandigi Ek-1’de verilmektedir.

Reaksiyon ¢ozeltisinin  hazirlanmasinda Tablo 16’de belirtilen hacimlerde stok

¢ozeltilerden alinarak, florometre kiivetinde reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon en

son substrat ilave edilerek baslatildi ve reaksiyon Cary Eclipse (Varian) Florometrede 1

dakika boyunca takip edildi. Son olarak, reaksiyon karigimina i¢ standart olarak

resorufinin bilinen miktar1 eklendi ve florosanstaki artis kaydedildi. Enzim aktiviteleri,

resorufin eklenmesinin neden oldugu florosans artis kullanilarak hesaplandi.
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Tablo 16: Reaksiyon ortamina eklenen bilesenler

STOK COZELTI ALINAN HACIM (ul) SON KONSANTRASYON
0,4 M pH 7,8 KPi 62,5 01M

1 M NacCl 25 100 mM

10 mM NADPH 2,5 0,1 mM

1 pmol/pl CYP1A2 25 0,1 pmol/pl

12 mg/ml BSA 25 1,2 mg/ml

10 mM 7-MR 37,5 1,5mM

50 uM Furafilin 25 5 uM

dH,0 47,5 250 pl

2.2.5 Hiicre Kkiiltiirii calismalar:

2.2.5.1 Caco-2 Hiicreleri

Calismalarimizda kullandigimiz insan kolon kanser hiicre hatti (CaCo-2)
Sloan Kettering Enstitiisiinde gelistirilmis hiicrelerdir. Calisma boyunca kullanilmis
olan insan kolon adenokarsinoma hiicreleri (Caco-2) %20 FBS ve % 1 penisilin
iceren EMEM besi ortamui igerisinde 37°C, % 5 CO, ve % 95 nem igeren ortamda
inkiibe edildi.

2.2.5.2 HepG2 Hiicreleri

Calismalarimizda kullandigimiz insan karaciger kanser hiicreleri (HepG2)
European Collection of Cell Cultures (ECACC)’tan satin alindi. % 10 FBS ve % 1
penisilin iceren DMEM besi ortamu igerisinde 37°C, % 5 CO; ve % 95 nem iceren
ortamda inkiibe edildi.
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2.2.5.3 Hiicre Kiiltiiriiniin Kurulmasi

Hiicre kiiltiirii laboratuarimizda kullanilan hiicre hatlarinin haftada 2 kez
diizenli pasajlar1 yapilmaktadir. Hiicre kiiltiirlerine, % 1 penisilin, % 10 FBS igeren
500ml DMEM, kullanildi. HepG2 ve Caco-2 hiicre hatlar1 icin DMEM besi ortam
kullanilmaktadir. -80 °C’de % 10 DMSO icerisinde saklanan hiicreler 37 °C’de
eriyene kadar bekletildi, eridikten sonra flaska hiicreler ekildi ve {izerine 14 ml
DMEM besi ortamui eklenerek 37°C’de, % 5 CO, ve % 95 nem igeren ortamda 1 giin
inkiibe edildi. Ertesi giin DMSO’dan kurtarmak i¢in besiyeri degistirildi ve CO;
inkiibatoriinde hiicreler deney i¢in yeterli stok sayisina ulasincaya kadar yukarida
belirtilen sartlarda inkiibe edildiler. Uretim swrasinda kontaminasyonu &nlemek
amaciyla filtre kapakli hiicre kiiltlirii flasklar1 kullanildi. Hiicrelerin besiyeri iki
giinde bir degistirildi ve canliliklari, cogalma hizlar1 takip edildi. Yeterli hiicre
yogunluguna sahip flasklarm besiyerleri ¢ekilerek bosaltildi. Hiicreler bir kez Ca™

ve Mg™" tuzlar1 igermeyen steril PBS ile yikand.

2.2.5.4 Hiicrelerin Pasaji

Hiicrelerin c¢ogaltildig1 kiiltiir kaplarinda, hiicreler tek tabaka olduklarinda
pasajlar1 yapildi. Pasaj islemi i¢in Oncelikle kiiltiir besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra
hiicreler 2 ml % 0,25°lik tripsin ile yaklasik 5 dakika muamele edildi ve hiicrelerin
yiizeyden ayrilmalar1 saglandi. Siispansiyon haline getirilen hiicreler steril santrifiij
tiipiine alind1 ve tripsinin inaktif hale gelmesi i¢in iizerine 13 ml DMEM besi ortami
eklendi. 2000 xg hizda 5 dakika santrifiij edildikten sonra supernatant uzaklastirildi.
Pelet tizerine 1 ml besi ortami eklenerek, ependorfta hazirlanan tripan mavisi ve
hiicre karigimi (1:1) Thoma laminda sayildi ve hiicreler deney planina gére ekim i¢in

hazir hale getirildi.
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2.2.5.5 Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

2.25.5.1 SCTT (WST) Metotuyla Hiicre Canhhginin Belirlenmesi

Calisma prensibi, temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan
dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu (MTT: sari, WSTI: kirmizi)
kullanarak formazan (mor) boya Tlretmesi sonucu goriilen renk degisiminin
absorbans olarak spektrofotometre ile dlglilmesine dayalidir. Dolayisiyla formazan
olusumu, canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir (Sekil 13). Caco-2 ve HepG2
hiicrelerinin 5-ASA dozlar1 ile muamelesinden sonra sitotoksik cevabin saptanmasi
i¢in yapildi. 5-ASA’nin suda ¢6ziiniirliigiiniin az olmasindan dolay1 5-ASA, besiyeri
ve belirlenen miktar kadar 0,1 M NaOH yardimi ile ¢6ziildii (900 pl besiyeri, 100 ul
0,1 M NaOH). Hiicreler hemositometri ile sayilarak 96’lik plakaya kuyucuk
igerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan 5-ASA hiicrelere uygulandi. Uygulamadan 24 saat
sonra 96’lik plaka icerisindeki hiicreler iizerine 10 pul WST reaktifi eklenerek
hiicrelerin yagam oranlar1 mikroplaka okuyucu kullanilarak 450-690 nm’de 30
dakika, 60 dakika ve 120 dakika sonunda 6lgiildii. K6r olarak besiyeri, kontrol grubu
olarak ise % 10 0,1M NaOH igeren besiyeri kullanildi. Yapilan bu ¢aligsmalar ii¢
farkli zamanda tekrarlandi. Belirlenen dozlardaki 5-ASA ile muamele edilen gruplar

kontrol grubu ile karsilastirilarak, dozlarm hiicre canliligina etkisi saptand.

Sekil 13: WST’nin formazana indirgenmesi.
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2.2.5.6 Belirlenen Dozlarda 5-ASA Uygulanan Hiicrelerden RNA

izolasyonu

izolasyon QIAGEN RNeasy Plus Mini kit kullanilarak laboratuvarmmizda

optimize ettigimiz sekliyle asagidaki prosediire gore gerceklestirildi.

Besiyeri hiicrelerden uzaklastirildi ve PBS ile yikandi. Yikama iglemi ortamin
besiyerinden arindigma kanaat getirilene kadar tercihe gore birka¢ kez yapildi
(genelde 3 kez yeterlidir). Yikama isleminin ardindan hiicre yogunluguna gore 350-
600 pl RLT plus tamponu eklendi. Bu igslem neticesinde hiicreler mukusumsu bir
yap1 kazandi, yumusadi ve kolayca kazmnir hale geldi. Lizis tamponu hiicre kaziyici
ile iyice hiicreler iizerine yayildi ve toplanip ependorfa alindi. Birkag kez yavasca
altiist edildi. Siispansiyon gDNA tutan kolona alindi. 100 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi ve sivi kisim kolondan ge¢mediyse islem daha yiiksek hizda veya daha uzun
siire tekrarlandi. Kolon atild1 ve alta gegen kismin iizerine 500 pul % 70’lik EtOH
eklendi. Yavas¢a ve nazikge pipetaj yapildi ve iyice karistirildi. Sividan en fazla 600
ul RNeasy spin kolona aktarildi. Kalan sivi olmai halinde islem tekrar edildi. 11000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve sivi kisim kolondan ge¢mediyse islem daha
yiiksek hizda veya daha uzun siire tekrar edildi. Alta gecen kisim dokiildii ve kolona
700 pl RWI1 yikama tamponu eklendi. 11000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve
tekrar alta gegen kisim dokiildii. Kolona 500 pl RPE tamponu eklendi ve 11 000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve alta gecen kisim dokiildii. Bu islem 2 kez daha
tekrar edildi. Kolon bir sey eklemeden 11000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.
Kolon yeni bir ependorfa alind1 ve iizerine 45 pl RNaz igermeyen su eklenerek 9000
xg’de 1 dakika 15 saniye santrifiij edildi. Kolon atildi ve RNA bulunan ependorf

etiketlenerek ve temsili bdliintiilere boliinerek -80°C’ye kaldirildi.

Izole edilen RNA 6rneklerinin safligmin kontroliiniin belirlenmesi igin Nano
Drop, MNO913 kullanilarak 06l¢iim yapildi. RNA’nin safligin1 degerlendirirken
A260/A280 ve A260/A230 oranma bakilmaktadir. A260/A280 oraninin yaklasik
olarak 1,9 ve A260/A230 oranmm ise 1,8 ile 2,2 arasinda olmasi izole edilen

RNA’nin saf oldugunu gosterir.
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2.2.5.7 Total RNA’nmin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

izole edilen RNA’lar yatay agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. % 1’lik
agaroz jel Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponunda hazirlandi. Agaroz ¢dziinene
kadar mikrodalga firinda 1sitildi. Tam ¢6zlinme saglandiktan sonra agaroz soliisyonu
sogutuldu ve iizerine 1pl Etidyum bromiir (EtBr) eklendi. Bu karisim elektroforez
tablasma dokiilerek katilagmasi beklendi. Katilagan jel, RNA’nin — kutuptan +
kutuba yiiriiyebilmesi i¢in elektroforezin — kutbuna dogru yerlestirildi. Elektroforez
tank1 1X TAE tamponuyla dolduruldu. Bu tampon RNA nin jel iizerinde yiirlimesini
sagladi. 3 pul RNA 0Ornegi, 5 pl steril su, 2 pl yiirlitme boyas1 karistirilarak jel
iizerindeki kuyucuklara mikropipet yardimiyla yiiklendi. Elektroforez giic kaynagina
bagland1 ve 90 volt, 500 mA’de 40 dakika yiiriitiildii. Yiritme bitince jel UV
transilluminatorde incelenip DNR LightBis Prolmage Analysis System (DNR

Biolmaging System Ltd. Jerusalem, Israel) cihazinda fotografland.

2.2.5.8 cDNA SENTEZi :

Nanodrop cihazinda konsantrasyonlar1 belirlenen yiiksek kaliteli total
RNA’lar kullanilarak ABM cDNA sentez kiti ile cDNA sentezi gergeklestirildi. Bir
PZR tiipii igerisinde 2,5 nug total RNA kit igerisindeki oligo d(T) primerleri (1pl),
dNTP ¢ozeltisi (1ul) ve RNAz icermeyen su (bu asamada son hacim 14,5 pl olacak
sekilde eklendi) ile karistirilarak 65°C’de 5 dakika On isleme tabi tutuldu. Ardindan
bu karisim yine kit iceriginde yer alan reaksiyon tamponu (4 pl), RNAz inhibitorii
(0,5 pul) ve “EasyScript RTase’ enzimi (1 pl) ile birlestirildi. Béylece bir tiipteki son
hacim 20 ul olur ve 50°C’de 50 dakika inkiibe edilerek cDNA sentezlendi. Siire
sonunda, enzim inhibe edilmek tlizere 85°C’de 5 dakika bekletildi. Sentezlenen
cDNA’lar RT-PZR yapilmak iizere -20 derecede saklandi. cDNA sentez karigimi

prosediirii tabloda verilmektedir.
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Tablo 17 : cDNA sentez karigimi ve prosediirii

Total RNA Degisken | 2 pg/ml
Gen spesifik primer(Oligo (dt) (10uM) 1l 0,5uM
dNTP Karisimui (her biri 10mM) 1pl 500 uM
RNAaz igermeyen su Degisken | 14,5 ul
Karisim Hazirlandiktan sonra 5 dakika 65 C 1siticida beklenir.
5X RT tamponu 4 ul 1X
Riboniikleaz inhibitorii(40U/pl) 0,5 ul 20 U/rxn
Reverse Transkriptaz Enzimi (200U/pl) | 1 pul 200 U/rxn
TOPLAM HACIM 20 pl

Karisim sentez icin 55 dakika inkiibatorde bekletilir.

2.2.5.9 mMRNA Ekspresyon Diizeyinin Tayini : Gercek Zamanh

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli PZR reaksiyonlar1 ABM kilogrenn 2X qPZR Master Mix Kiti
kullanilarak {iretici firmanm Onerdigi talimatlara gore gergeklestirildi. Primer ve
cDNA miktarlar1 laboratuarimizda optimize edildi. Sonuglar Exicycler 3 programi

kullanilarak “house keeping” geni olan -aktin’e gére normalize edildi.

Tablo 18 : gRT-PZR kosullar1

Kilo Green 2X Master Mix 12,5 pl

Ileri Primer 0,6 pl

Geri Primer 0,6 pl

cDNA 5 ul (1:4 seyreltilmis)
dH20 6,3 pul
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Tablo 19: PZR sicaklik, dongii ve zamanlar1

On denatiirasyon 94°C 5 dk
Denatiirasyon 94°C 20 sn
Yapigma X°C 25 sn
Uzama 72°C 20 sn

2.2.6 Istatistiksel Analizler

Elde edilen sonuglar her biri veri i¢cin Ortalama + Standart Sapma olarak ifade
edildi. Farkli gruplar i¢inde ve arasinda kayda deger bir fark olup olmadigini analiz
etmek i¢in “Ogrenci t-test “ uygulandi. qRT-PZR verilerinin analizleri Qiagen
firmasinn iicretsiz olarak sagladigi RT? Profiller™ PZR Array Data Analysis v3.4

ile web tizerinden gergeklestirildi.
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3. BULGULAR

3.1  Aktivite Deneyleri

3.1.1 CYP izoformlarinin 5-ASA Aktivitelerinin Ol¢iilmesi

5-ASA’nin CYP enzimlerince substrat olarak tiiketilmesi materyal metot
boliimiinde 5-ASA-CYP aktivitesi Ol¢iimii (2.2.1) ana basligi altinda tanimlandigi
sekli ile 6lctildii. 5-ASA’nin gelistirilen metot ile 6l¢iimii sonrasinda ¢izilen standart
egri grafigi Sekil 14’te ve 5-ASA’nin CYP enzimleri ile inkiibasyonu sonucunda
hesaplanan aktivite degerleri pmol5-ASA/dak/pmolCYP olarak Tablo 20’de

verilmektedir.

0,06
0,05 *
0,04
-
20_03
2002

2 ¢

0,01

P 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0,001 0.0012 00014

-0,01

[5-ASA] (pmol)

Sekil 14: 5-ASA’nin belirlenen metot ile olusturulan standart egri grafigi. Veriler 3
tekrarin ortalama degerleridir.
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Tablo 20: Cyp P450 enzimlerinin 5-ASA ile muamelesi sonucunda hesaplanan
aktiviteleri. Veriler 3 tekrarin ortalama degerleridir.

AKTIVITE
CYP P450
(pmol5-ASA/dak/pmolCYP)

Cyp 1A2 0
Cyp 2C9 0
Cyp 2C19 0
Cyp 2D6 0,280+0,04
Cyp 3A4 0,228+0,09

3.1.2 CYP Aktivitelerinin Prototip Substratlar: ile Ol¢iilmesi, 5-ASA ve
CYP Prototip Inhibitérlerinin CYP Aktiviteleri Uzerine Etkisi

CYP aktivitelerinin prototip substratlar1 ile Ol¢iimii materyal metot
bolimiinde 2.2.3 ana basligi altinda tamimlandigi, 5-ASA ve CYP prototip
inhibitorlerin CYP aktiviteleri lizerine etkisi materyal metot bolimiinde 2.2.4 ana

baslhig altinda tanimlandig: sekli ile olgtildii.

CYP1A2, CYP3A4, CYP2C19, CYP2C9 i¢in belirlenen prosediir sonunda
hesaplanan yiizde aktivite grafikleri sirasi ile Sekil 15, 16, 17 ve 18°de verilmektedir.
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120

8

20

MROD (Kontrole gore % aktivite)

KONTROL S-ASA (SuM) Furafillin (SuM)

e X i¢in belirlenen prosediir sonunda hesaplanan yiizde aktivite grafigi
Sekil 15:CYP1A2 igin belirl dii da hesapl lizde aktivi figi
(Kontrol degeri 100 olarak alind1). Veriler 2 tekrarin ortalama degerleridir.
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100
3 2 *
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Z o 40
E <
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o
KONTROL S-ASA (5 uM) Ketoconozol (5 uM)

Sekil 16:CYP3A4 i¢in belirlenen prosediir sonunda hesaplanan yiizde aktivite grafigi
(Kontrol degeri 100 olarak alind1). Veriler 2 tekrarin ortalama degerleridir.
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Sekil 17:CYP2C19 igin belirlenen prosediir sonunda hesaplanan yiizde aktivite
grafigi (Kontrol degeri 100 olarak alindi). Veriler 2 tekrarm ortalama

degerleridir.
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Sekil 18:CYP2C9 i¢in belirlenen prosediir sonunda hesaplanan yiizde aktivite grafigi
(Kontrol degeri 100 olarak alind1). Veriler 2 tekrarin ortalama degerleridir.
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3.2  SCTT (WST) Metotuyla Hiicre Canhhginin Belirlenmesi:

Calismanm ileri deneylerinde kullanilacak olan en uygun 5-ASA dozunun
saptanmast icin yapilan hiicre sitotoksisite 6l¢iimii icin hiicreler 1x10° olacak sekilde
ekilerek 1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM ve 50 mM olmak tizere 6 farkli 5-

ASA dozu ile muamele edildi.

Sonuglar, herhangi bir doz ile muamele edilmeyen durumdan elde edilen
sonuclar ile oranlanarak % kontrol olarak degerlendirildi. Buna gore; uygulanan
dozlarin Caco-2 ve HepG2 hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite gostermedigi gozlendi
(Sekil 19, 20). Yapilan bu c¢alismalar ti¢ farkli zamanda tekrarlanmis ve benzer
sonuglar gozlendi. Calismamizin devaminda kullanilacak olan ti¢ farkli doz (10 mM,

20 mM, 50 mM) literatiir taramasinda bulunan degerlere paralel olarak belirlendi.

Caco-2

350 4

300 - {

Yiizde Yasam
= f2 a2
Ln [ Ln
o & o

i
]
[

Ln
]
1

=]

0 5 10 15 20 25
[5-ASA] (uM)

Sekil 19: 5-ASA’nin Caco-2 hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi
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[5-ASA] (uM)

Sekil 20: 5-ASA’nin HepG2 hiicre hattinda hiicre canliligna etkisi

3.3  Hiicre Kiiltiiriinden RNA izolasyonu

Hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan hiicrelerden RNA’lar Qiagen RNeasy Plus Mini
Kiti kullanilarak baslik 2.2.5.6’da anlatilan prosediir ile izole edildi ve izole edilen
RNA’lar baglik 2.2.5.7°de anlatilan prosediir ile % 1’lik agaroz jel elektroforezinde
yiriitiiliip goriintiilendi. Caco-2 ve HepG2 hiicre hatlarindan izole edilen RNA’larin

jel elektroforez goriinriisti Sekil 21°de gosterilmektedir.

Sekil 21 :HepG2 ve Caco-2 hiicrelerinden izole edilen RNA'larin jel elektroforez
goruntisi
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3.4  mRNA Ekspresyon Diizeylerinin tayin edilmesi: Ger¢ek zamanh

Polimeraz zincir reaksiyonu

Konsantrasyonlar1 belirlenen RNA’lardan secilen genlerin mRNA ekspresyon
seviyelerini beliremek icin cDNA sentezlendi. RT-PZR ydntemi ile secilen genlere

uygun primerler i¢in yapisma sicakliklar1 ve dongii sayis1 belirlendi.

gRT-PZR verilerinin analizleri Qiagen firmasmin {icretsiz olarak saglandigi
RT2 Profiller™ PZR Array Data Analysis v3.4 ile web iizerinden g¢evrimigi
gerceklestirildi.

Calisma kapsaminda birgcok farkli yolakla iliskili 24 adet genin Caco-2 ve
HepG2 hiicre hattinda 5-ASA’nin uygulanmasi sonucunda mRNA diizeylerinde
meydana gelen degisimlere ait sonuglar elde edildi. Bu genler rol aldiklar1 yolaklar
ile iliskilendirilerek TNF sinyal iletimi yolagi genleri, enflamasyon yolagi genleri,
onkogenler, antionkogenler ve hiicre dongiisiinii diizenleyici genler, sinyal yolagi

genleri olarak gruplandirildi.

3.4.1 TNF Sinyal iletimi Yolag1 Genleri

Caco-2 ve HepG2 hiicre hatlarinda belirlenen 5-ASA dozlarmin uygulanmasi
sonucunda TNF-a sinyal iletim yolaginda ¢esitli gérevleri olan Casp8, Casp3, JNK1,
ERK2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi. Caco-2 hiicre hattinda
Casp8 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-ASA’nin 10 Mm, 20 mM ve 50
mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 5,44, 6,66 ve 6,96 kat azalis elde edildi. Casp3
geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-ASA’nin 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik
doz uygulanmasinda sirasiyla 2,51, 2,77 ve 7,28 kat azalis gozlendi. JNK1 geninin
mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-ASA’nin 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz
uygulanmasinda sirasiyla 1,22, 3,84 ve 2,05 kat azalma, son olarak ERK2 geninin
mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-ASA’nm 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz
uygulanmasinda sirasiyla 3,0, 3,45 ve 3,88 kat azalis elde edildi (Sekil 22). Bu
azaliglardan sadece JNK1 geninin 10 mM ve 50 mM’lik uygulamalar1 istatistiksel

olarak anlamsiz bulundu.
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Kantral 10mM 20mm EOmmM

W Caspd 1 -5,45 -6,66 -6,97
W Casp3 1 -2,51 -2,78 -7,29
JNEL 1 -1,23 -3,85 -2,06
MERK2Z 1 -3,10 -3,45 -3,88

Sekil 22 : 5-ASA’nin Caco-2 hiicre hattinda TNF-a Yolag: ile iligkili genlerinin
MRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi.
Kontrol degeri 1 alindi. Sonuglar iki farkli zamanda gerceklestirilen
uygulamalarin ortalamasi almarak hesaplandi. (*) p<.05 diizeyinde
kontrol grubunda anlamli olarak farklilik goriildii.

HepG2 hiicre hattinda Casp8 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-
ASA’nin 10mM, 20mM ve 50mM’lik dozlar1 uygulanmasinda sirastyla 1,76, 2,00,
3,23 kat azalis elde edildi. Casp3 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-
ASA’nin 10mM, 20mM ve 50mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,79, 1,63, 1,11
kat azalis gozlendi. INK1 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-ASA’nin 10
mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,47, 1,22, 2,05 kat azalma
gozlendi. Son olarak ERK2 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-ASA’nin 10
mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla, 3,74, 4,36, 2,10 kat azalis
elde edildi (Sekil 23). Bu azaliglardan Casp8 geninde 50 mM doz uygulamasi, ERK2

geninde 10 mM ve 20 mM doz uygulamalar istatistiksel olarak anlamli bulundu.
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Kontrol 10mba 20mh EOmM
W Czspl 1 -1,77 -2,01 -3,24
mCasp3 1 -1,75 1,63 -1,11
JMNEKE1 1 -1,47 -1,23 -2,06
W ERK2 1 -3,75 4,36 -2,11

Sekil 23 : 5-ASA’nin HepG2 hiicre hattinda TNF-o Yolag: ile iliskili genlerinin
mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi.
Kontrol degeri 1 alindi. Sonuglar iki farkli zamanda gerceklestirilen
uygulamalarin ortalamasi almarak hesaplandi. (*) p<.05 diizeyinde
kontrol grubunda anlamli olarak farklilik goriildii.

3.4.2 Enflamasyon Genleri

Caco-2 ve HepG2 hiicre hatlarinda belirlenen 5-ASA dozlarmin uygulanmasi
sonucunda enflamasyon yolagi ile iligkili oldugu bilinen IL-6, IL-2, IL-1b, IL-13, IL-
10, FOXP3 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi. Verilerden elde
edilen sonuglara gore Caco-2 hiicre hattinda IL-6 geninin mRNA ekspresyon
diizeylerinde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,47, 1,05,
3,02 kat azalis gozlendi. IL-2 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 10 mM, 20
mM ve 50 mM’lik dozlar1 uygulanmasinda swrasityla 1,55, 1,48, 3,65 kat azalis
gozlendi. IL-1b geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 10 mM, 20 mM ve 50
MmM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,06, 1,58, 2,08 kat azalis elde edildi. IL-13
geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik dozlar1
uygulanmasinda sirastyla 1,55, 1,47, 12,46 kat artis gozlendi. 1L-10 geninin mRNA
ekspresyon diizeylerinde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik dozlar1 uygulanmasinda
sirastyla 1,37, 1,12, 9,06 kat artis elde edildi. FOXP3 geninin mRNA ekspresyon
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diizeylerinde 10 mM, doz uygulanmasinda 2,03 kat azalma, 20 mM ve 50 mM’lik
doz uygulanmasinda 1,42, 3,66 kat artis gozlendi (Sekil 24). Bu sonuglara gore
Caco-2 hiicre hattinda IL-6, IL-2, IL-13, IL-10 geninde 50 mM’lik doz
uygulanmasindaki artislar ve FOXP3 geninde 50 mM’lik doz uygulanmasindaki artis

istatistiksel olarak anlamli bulundu.

[ e
0 M B oM

*
*

Kat Degisimi

IL-6 IL-2 IL-1b IL-13 IL-10 FOXP3

mEontrol 1 1 1 1 1 1

m10mM 1,47 -1,56 -1,06 1,56 1,38 -2,04
20mM -1,06 -1,48 -1,589 1,47 1,13 1,43

B50mM -3,02 -3,66 -2,09 12,47 9,06 3,67

Sekil 24: 5-ASA’nin Caco-2 hiicre hattinda enflamasyon Yolagi ile iliskili genlerinin
mRNA seviyesine olan etkisi. Sonug¢lar B-aktin ile normalize edildi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 alind1. Sonuglar iki
farkli zamanda gergeklestirilen uygulamalarin ortalamasi1 alinarak
hesaplandi. (*) p<.05 diizeyinde kontrol grubunda anlamli olarak farklilik

goriildi.
HepG2 hiicre hattinda IL-6 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 10 mM,
20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 2,51, 3,60, 2,67 kat azalis elde
edildi. IL-2 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik
doz uygulanmasinda sirastyla 1,65, 1,89, 2,07 kat azalis gozlendi. IL-1b geninin
mRNA ekspresyon diizeylerinde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda
sirastyla 2,04, 2,09, 2,08 kat azalis elde edildi. IL-13 geninin mMRNA ekspresyon
diizeylerinde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,83, 1,65,
4,22 kat artis elde edildi. IL-10 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 10 mM, 20
mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirastyla 1,91, 1,21, 2,84 kat artig elde edildi.

FOXP3 13 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik
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doz uygulanmasinda sirasiyla 1,02, 1,29, 3,59 kat artis gézlendi (Sekil 25). Sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildiginde IL-6 tiim doz uygulamalarindaki azalig, IL-
13, IL-10, FOXP3 geninin 50mM’lik doz uygulanmasindaki artis anlamli bulundu.

Kat Degigimi
[ R T I I T RSV -

# Iy
*
IL-6 IL-2 IL-1b IL-13 IL-10 FOXFP3
EKontrol 1 1 1 1 1 1
B 10mM -2,51 -1,65 -2,04 1,83 -1,92 1,02
20mM -3,61 -1,50 -2,10 1,65 -1,22 1,29
B 50mM -2,68 -2,08 -2,08 4,22 2,85 3,59

Sekil 25: :5-ASA’nin HepG2 hiicre hattinda enflamasyon Yolag: ile iliskili
genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize
edildi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindi.
Sonuglar iki farkli zamanda gerceklestirilen uygulamalarin ortalamasi
almarak hesaplandi. (*) p<.05 diizeyinde kontrol grubunda anlaml
olarak farklilik goriildii.

3.4.3 Proto-Onkogenler, Tiimor Baskilayict Genler ve Hiicre

Dongiisiinii Diizenleyici Proteinler

Caco-2 ve HepG2 hiicre hatlarinda belirlenen 5-ASA dozlarmin uygulanmasi
sonucunda onkogenler, tiimor baskilayici ve hiicre dongiisiinii diizenleyici genler ile
iligkili olarak P53, Rb, Siklin D1, Siklin D2, CDKN1A, PTEN, Myc, Fos, Jun
genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi. Sonuglara gére Caco-2 hiicre
hattinda P53 geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla
1,13, 2,19, 2,46 kat azalis goriildii. Rb geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik dozlar1
uygulanmasinda sirasiyla 1,92, 1,03, 1,21 kat azalis, PTEN geninde 10 mM, 20 mM
ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla, 1,69, 2,41, 3,55 azals (Sekil 26), Myc
geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,77, 1,67, 1,44
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kat azalis, Fos geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla
1,02, 1,52, 1,11 kat azalis, Jun geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz
uygulanmasinda swrasiyla 1,05, 1,105, 1,16 kat azalis (Sekil 27), Siklin D1 geninde
10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,39, 1,25, 2,69 kat
azalig, Siklin D2 geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda
sirastyla 3,88, 4,50, 4,34 kat azalis, CDKN1A geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik
doz uygulanmasinda sirasiyla 1,11, 1,07, 1,42 azalis elde edildi (Sekil 28). Sonuglar
istatistiksel ~ olarak  degerlendirildiginde P53 geninde 50 mM’lik doz
uygulanmasindaki azalig, Siklin D1 geninde 50 mM’lik dozlar1 uygulanmasindaki
azalig, siklin D2 geninde uygulanan tiim dozlardaki azalis, PTEN geninde 50 mM’lik

doz uygulanmasindaki azalis anlamli bulundu.

2
1
- 0
E
it
o -1
-
g
-2
-3
-4
Kantral 10mha 20mM EOmM
mp53 1 -1,14 -2,19 -2,47
ERb-1 1 -1,83 -1,03 -1,22
Pten 1 -1,70 -2,41 -3,56

Sekil 26: 5-ASA’nin Caco-2 hiicre hattinda tiimor baskiayict genlerin mMRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Sonuglar B-
aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindi. Sonuglar iki farkli
zamanda gergeklestirilen uygulamalarin ortalamasi alinarak hesaplandi.
(*) p<.05 diizeyinde kontrol grubunda anlamli olarak farklilik goriildii.
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Kat Degigimi
&
n

Kontrol

10mM

20mM

50mM

HFos

1

-1,03

-1,53

-1,11

Elun

1

-1,06

-1,11

-1,17

o Mhyc

1

-1,77

-1,67

-1,45

Sekil 27: 5-ASA’nin Caco-2 hiicre hattinda proto-onkogenlerin mRNA seviyesine
olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Sonu¢lar B-aktin ile
normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindi. Sonuglar iki farkli zamanda
gerceklestirilen uygulamalarin ortalamasi alinarak hesaplandi. (*) p<.05
diizeyinde kontrol grubunda anlamli olarak farklilik goriildii.

Kat Defigimi
s

Kantral

10mM

20mM

50mMm

B Cyclin D1

-1,40

1,26

-2,69

B Cyclin D2

-3,89

4,35

B CDEM1A

-1,11

-1,08

-1,42

Sekil 28: 5-ASA’nin Caco-2 hiicre hattinda hiicre dongiisiinii diizenleyici genlerin
MRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindi. Sonuglar iki
farkli zamanda gergeklestirilen uygulamalarin ortalamas1 alinarak
hesaplandi. (*) p<.05 diizeyinde kontrol grubunda anlamli olarak farklilik
goriildii.
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HepG2 hiicre hattinda P53 geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz
uygulanmasinda sirasiyla 2,03, 2,49, 2,34 kat azalis goriildii. Rb1 geninde 10 mM, 20
mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,77, 1,95, 1,14 kat azalis, PTEN
geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla, 1,25, 1,50,
1,68 azalis (Sekil 29), Myc geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz
uygulanmasinda sirasiyla 1,01, 1,12, 1,74 kat azalis, Fos geninde 10 mM, 20 mM ve
50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,17, 1,48, 1,83 kat azalig, Jun geninde 10
mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,78, 1,28, 1,19 kat azalig
(Sekil 30), Siklin D1 geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda
sirasiyla 1,91, 1,32, 2,34 kat azalis, Siklin D2 geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik
doz uygulanmasinda sirasiyla 2,02, 2,97, 3,87 kat azalis, CDKN1A geninde 10 mM,
20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,36, 1,32, 1,59 azalis elde edildi
(Sekil 31). Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde P53 geninde 20 mM’lik
doz uygulanmasindaki azalig, Siklin D2 geninde 20 mM ve 50 mM’lik doz

uygulamasindaki azalig anlamli bulundu.

Kat degisimi

Kantral

10mM

20mM

EOmM

mp53

1

-2,04

-2,50

-2,35

HRb-1

1

-1,77

-1,96

-1,15

Pten

1

1,26

1,51

-1,68

Sekil 29: 5-ASA’nin HepG2 hiicre hattinda tiimor baskilayic1 genlerin mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Sonuglar B-
aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindi. Sonuglar iki farkl
zamanda gergeklestirilen uygulamalarin ortalamasi alinarak hesaplandi.
(*) p<.05 diizeyinde kontrol grubunda anlamli olarak farklilik goriildii.
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Kat Degigimi
i
AN

Kontrol

10mM

20mM

S0mm

H Fos

1

1,17

-1,48

-1,84

mlun

1

-1,78

-1,29

-1,20

m MYC

1

1,01

1,13

-1,75

Sekil 30: 5-ASA’nin HepG2 hiicre hattinda proto-onkogenleri mRNA seviyesine
olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edilmistir. Sonuglar B-aktin
ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindi. Sonuglar iki farkli zamanda
gerceklestirilen uygulamalarin ortalamasi almarak hesaplandi. (*) p<.05
diizeyinde kontrol grubunda anlamli olarak farklilik goriildii.

2
1
0
E
i -1
ing
- -2
2
-3
-4
-5
Kontrol 10mM 20mM E0mM
BCyclin D1 1 -1,591 -1,33 -2,35
BCyclin D2 1 -2,03 -2,98 -3,88
BCDENLA 1 -1,37 -1,32 -1,60

Sekil 31: 5-ASA’nin HepG2 hiicre hattinda hiicre dongiisiinii diizenleyen genlerin
MRNA seviyesine olan etkisi. Sonug¢lar B-aktin ile normalize edildi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindi. Sonuglar iki
farkli zamanda gergeklestirilen uygulamalarin ortalamasi alinarak
hesaplandi. (*) p<.05 diizeyinde kontrol grubunda anlamli olarak farklilik

goriildii.
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3.4.4 Protein Kinazlar

Caco-2 ve HepG2 hiicre hatlarinda belirlenen 5-ASA dozlarinin uygulanmasi
sonucunda protein kinazlar ve sinyal yolaklaru ile iligkili olarak MAP2K1, Kras,
Raf, PIK3, PRKCA genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi. Elde
edilen sonuglara gore Caco-2 hiicre hattinda MAP2K1 geninde 10 mM, 20 mM ve 50
mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 2,19, 3,97, 4,67 kat artis elde edildi. Kras
geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,77, 1,43, 1,60
kat azalig, Rafl geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla
1,63, 1,17, 1,11 kat azahs gorildi. PI3K geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik
dozlar1 uygulanmasinda sirasiyla 1,47, 2,81, 3,27 artis, PRKCA geninde 10 mM, 20
mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,40 kat azalis, 1,01, 1,31 kat artig
goriildii (Sekil 32). Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde MAP2K1
geninde 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasindaki artis PI3K 20 mM ve 50
mM’lik doz uygulamasindaki artis anlamli bulundu.

£
A
15y
a—
2
-1 ]: T I
-2
-3
Kantral 10mpa 20mh EOmM
EMAPZEL 1 2,20 3,98 4,67
B Kras 1 -1,77 -1,44 -1,60
Raf-1 1 -1,64 -1,18 -1,12
HPIK2 1 1,47 2,82 3,27
B PRECA 1 -1,41 1,01 1,21

Sekil 32: 5-ASA’nin Caco-2 hiicre hattinda protein kinaz yolaklar1 ile iligkili
genlerin ve hiicre dongiisiinii diizenleyici genlerin mRNA seviyesine olan
etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Sonucglar B-aktin ile
normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindi. Sonuclar iki farkli zamanda
gerceklestirilen uygulamalarin ortalamasi aliarak hesaplandi. (*) p<.05
diizeyinde kontrol grubunda anlamli olarak farklilik goriildii.

59



HepG2 hiicre hattinda MAP2K1 geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz
uygulanmasinda sirasiyla 1,08, 1,52, 2,68 kat artig, Kras geninde 10 mM, 20 mM ve
50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 2,07, 2,06, 1,14 kat azalis elde edildi. Rafl
geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 2,49, 1,95, 1,20
kat azalis goriildii. PI3K geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda
sirastyla 1,83, 6,38, 7,50 kat artis, PRKCA geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik
doz uygulanmasinda srasiyla 1,94, 1,25, 1,39 kat azalig gorildii (Sekil 33). Bu
degisimlerden MAP2K1 geninde 50 mM doz uygulanmasindaki artig, Kras geninde
10 mM, 20 mM doz uygulamasindaki azalis, Raf geninin 10 mM doz
uygulamasindaki azalig, PI3K 20 mM ve 50 mM’lik doz uygulamasindaki artig

istatistiksel olarak anlamli bulundu.
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B *
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n *
a
- 2
2
0
-2 —
o
-4
Kantral 10mMA 20mh EOmM
EMAPZEL 1 1,08 1,53 2,68
B Kras 1 -2,08 -2,07 -1,14
Raf-1 1 -2,50 -1,96 -1,20
EPIK3 1 1,83 6,39 7,50
HPRECA 1 -1,85 -1,26 -1,40

Sekil 33: 5-ASA’nin HepG2 hiicre hattinda Protein kinaz ve sinyal yolaklar: ile
iligkili genlerin ve hiicre dongiislinii diizenleyici genlerin mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Sonuglar B-
aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindi. Sonuglar iki farkli
zamanda gergeklestirilen uygulamalarin ortalamasi alinarak hesaplandi.
(*) p<.05 diizeyinde kontrol grubunda anlamli olarak farklilik goriildii.
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4. TARTISMA

Ksenobiyotikler canli organizmalar tarafindan iiretilmeyen, viicuda digaridan
alinan yabanci kimyasallardir. Ksenobiyotikler arasinda ilaglar, bocek oldiiriiciiler,
anestetikler, petrol triinleri, diyet ve sigara dumani igerisinde yeralan karsinojenler

sayilabilir (Murray 1996).

Metabolizma reaksiyonlar1 ilaglarin enzimatik olarak ugradigi kimyasal
degismelerin tiiriine gore once iki biiylik gruba ayrilir. Bunlardan ilki, oksidatif,
rediiktif ve hidrolitik reaksiyonlar1 kapsayan faz I, Ikincisi ise enzimatik tepkimeler
ile ilaglara polar yapilarin baglanmasin1 kapsayan faz II (konjugasyon)

reaksiyonlaridir.

Faz | reaksiyonlariyla yapiya - OH, - NHy, - COOH, - SH gibi polar ve
fonksiyonel gruplar takilir, boylece farmakolojik aktivitede azalma (deaktivasyon),

artma (aktivasyon), degisme ve toksisitede artma (intoksikasyon) meydana gelebilir.

Faz 1l reaksiyonlar1 ise, ya yapisinda karboksil, alkol, fenol, amin, amid,
iretan ve aktif hidrojen igeren gruplar, ya da faz I reaksiyonlar1 ile olusan
fonksiyonel gruplar iizerinden devam eder ve ilaglar1 aktif olmayan polar
metabolitlere doniistiiriir (Baer ve Rettie 2006). ilag metabolizma reaksiyonlarmnin
faz 1 reaksiyonlarimdan en 6nemlisi oksidatif reaksiyondur. Ciinkii bu reaksiyon
birgok ila¢c ve ksenobiyotigin organizmadan eliminasyonunu saglar. Bu kimyasal
degisikligi ylirliten enzim sistemi sitokrom P450 veya monooksijenazlardir. Sitokrom
P450 enzimleri (CYPs) ¢ogu ilag ve diger lipofilik ksenobiyotiklerin oksidatif
biyotransformasyonunu katalize edebilen temel enzim ailesini olustururlar (Nelson
2004; Guengerich 2008; Zanger ve dig. 2008).

Nonsteroid antienflamatuar ilaglarin ¢ogu organik asit yapisinda olan ve
yapisal olarak genellikle heterojen olmalarina ragmen benzer terapdtik etki ve yan
etki gosteren bir ilag grubudur. Analjezik, antipiretik ve antienflamatuar etki
gosterirler. Etki mekanizmasi Inflamasyona neden olan uyaranlar, arasidonik asitten

siklooksijenaz enzimi yoluyla prostasiklin sentezini artirir ve bu sirada siklik
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endoperoksitler (PGG2 ve PGH2), tromboksan A2 ve trombosit aktivite edici faktor
(PAF) olusumu da artar (Solomon 2009).

5-aminosalisilik asit 6zellikle iilseretif kolit gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilan nonsteroid antienflamatuar bir ajandir. 5-ASA'nin muhtemel etki
mekanizmalar1 arasinda “dogal Oldiiriicii” hiicrelerinin, antikor sentezinin,
siklooksijenaz ve lipooksijenaz yollarinin ve notrofil fonksiyonlarmin inhibisyonu ile
serbest oksijen radikallerinin temizlenmesi yer alir. Aktif bilesik olan 5-ASA
bagirsak duvar1 ve karacigerde faz Il biyotransformasyon reaksiyonlarindan olan
asetilasyon reaksiyonlar1 tarafindan asetile edilir ve N-asetil-5-asa’ya metabolize
olur. In vitro ¢aligmalar, siilfasalazin ve 5- ASA’nin enflamatuar hiicresel yanit ile
iliskili olan lipoksijenaz yolaginin c¢esitli TUriinlerin sentezini bloke ettigini
gostermektedir (Sharon ve dig. 1978; Stenson ve dig. 1982; Hawkey ve dig. 1985).
Bu eylem, proenflamatuar lokotrienler ve prostaglandinler olusumunu engeller. Bu
ilacin faz II reaksiyonlarindan asetilasyon reaksiyonu ile biyotransforme edildigi
biliniyor. Ancak sitokrom P450 enzimleri tarafindan metabolize edilip edilmedigi
hakkinda net bilgiler yoktur. Bu calismada 5-ASA metabolizmasinin temel yolagi
olan N-asetilasyon yolagi haricinde alternatif diger ila¢ metabolizmasi yolaklarmin
mikrozomal enzimlerden P450 (CYP) enzimleri ile iligkili olup olmadigina bakilmas1
amaglandi. 5-ASA saf P450 izozimleri ile (CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6,
CYP2C19) in vitro olarak inkiibasyonu neticesinde metabolize edilip edilmedigi
tayin edilmistir. Buna ek olarak HepG2 ve Caco-2 hiicre hatlar1 kullanilarak 5-ASA
ile inkiibasyonu sonrasinda in vivo ortamdaki diger olast etki mekanizmalari

arastirildi

5-ASA’nin ila¢ metabolizasinda gorev alan P450 enzimleri iizerine olan
etkisine ve 5-ASA’nin hangi CYP450 enzimi ile metabolize edilebilecegine
bakilmak amaciyla enzim aktivite deneyleri yapildi. 5-ASA’nin 6ncelikle belirlenen
renklendirme reaksiyonu metotu ile standart egri grafigi ¢ikartilmak iizere Olgiimii
optimize edildi. Olgiim sonrasinda 5-ASA ve saf CYP450 enzimleri (CYP1A2,
CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19) ile reaksiyon sokuldu. 5-ASA ve saf
CYP450 enzimleri inkiibe edildiginde olusan rengin yogunlugunun okunmasi esasina
dayanan bu metotun sonuglarma gore 5-ASA’nin CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19

enzimleri ile metabolize olmadigi saptandi. Bu da bu enzimlerin 5-ASA’nin
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metabozlizasyonu i¢inde rol oynamadiklarini disiindiirebilir. Bunun yani sira
CYP2D6 ve CYP3A4 enzimlerinde swrast ile 0,280+£0,04 (pmol5-
ASA/dak/pmolICYP) ve 0,228+0,09 (pmol5-ASA/dak/pmolCYP) degerlerinde
aktivite tayin edildi. Bu da CYP2D6’nin daha yiiksek aktivite gosteriyor olmasi sarti
ile hem CYP2D6’nin hem de CYP3A4’iin 5-ASA metabolizmasinda rol aldigi
sOylenebilir. 5-ASA’nin CYP450 enzimleri ile metabolizmasi iizerine etkilerini
saptamak ve paralel kontrol deneyler yapmak amaci ile saf enzimlerin sadece 5-ASA
ile inkiibasyonlar1 ve 5-ASA’nin Kolorimetrik Slgimlerinin yani sira; saf CYP
izoenzimlerin prototip substratlari ile aktive dl¢iimleri ve bu aktivite lizerine 5-ASA
ve bilinen prototip inhibitorlerin etkileri de saptandi. Bu prototip aktivitelerden ilki
olan eritromisin N-demetilaz aktivitesi iizerine 5-ASA ve ketokonozoliin etkileri
birlikte tayin edildi. Eritromisinin substrati oldugu enzim CYP3A4 enzimi, sadece
eritromisin ile reaksiyona sokuldugunda saptanan deger yiizde yiiz olarak kabul
edilerek hesaplamalar yapildi. CYP3A4 hem eritromisinin hem de 5-ASA’nin oldugu
bir reaksiyon ortamina konuldugunda reaksiyon yiizde aktivitesi ylizde 80’e kadar
digmiistiir. CYP3A4, substrati eritomisin ve enzimin Ozgiil inhibitorii olan
ketokonazol ile reaksiyona sokuldugunda enzimin yiizde aktivitesi yiizde 50’ye kadar
diismiistiir. Bu da 5-ASA’nin CYP3A4 enzimi i¢in hem substrat hem de inhibitor
ozelliginde olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica 5-ASA’nin yarismali inhibisyon
yapma olasilig1 yiiksektir. Aminopren N-demetilaz ile yapilan aktivite deneylerinde
CYP2C9 ve CYP2C19 enzimlerine ait bir aktiviteye rastlanmadi. Bu da bu
enzimlerin 5-ASA metabolizmasinda yer almiyor olabileceklerini gdstermektedir.
Metoksirezorufin O-demetilaz ile yapilan aktivite tayininde ise CYP1A2 substrati
olan 7-MR ile reaksiyona girdiginde yiizde aktivitenin yiizde yiiz oldugu
goriilmiistiir. Reaksiyon ortaminda CYP1A2, substrati olan 7-MR’nin ortamda 5-
ASA bulundugunda aktivitesinin %80 oraninda diistiigii tayin edildi. Reaksiyon
ortaminda CYP1A2’nin substrat1 7-MR ve 6zgiil inhibitorii olan furallin varliginda
enzim hi¢ aktivite gosterememektedir. Bunlar 5-ASA’nin CYP1A2 enzimi iizerinde

inhibitor rolii olabilecegini gosteren kuvvetle muhtemel verilerdir.

CYP2D6 aktivitesi Olglimii i¢in maalesef laboratuarimizda bir metot
uygulanmamaktadir. Bu ylizden sadece 5-ASA kolorimetrik yontemi ile saptanan
aktivitelerin prototip bir substrat ile tayini miimkiin olmadi. Sonug olarak 5-ASA’nin

bilinen ilaglarmn %55’inden fazlasin1 metabolize eden bes CYP izozimi ile iliskili
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metabolizmasi irdelendiginde 5-ASA’nin CYP3A4 ve enteresan olarak CYP2D6 ile
metabolize edildigi saptandi. Ayrica 5-ASA’nin CYP1A2 ve CYP3A4 enzim
aktivitelerini inhibe ettigi in vitro ortamda tayin edildi. Bu veriler literatiir i¢in ¢ok
onemli birincil verilerdir. Cilinkii 6zellikle CYP3A4 bilinen bir¢ok ilaci metabolize
etmektedir. Bu nedenle 5-ASA kullanan hastalarin ilag-ilag etkilesimleri ve
toksikasyonlar agisindan birlikte recete edilen ilaglar icin dikkat edilmesi
gerekmektedir. Benzer durumun CYP2D6 ve CYP1A2 icin de gegerli oldugu goz
oniline alindiginda ve 5-ASA’nin hastalar tarafindan 6miir buyu kullanildig: dikkate

alimdiginda bu olasi ilag ilag etkilesimlerini tehlikeli olabilecegi ¢ok aciktir.

5-ASA miktarmin Olglimiine dayali gelistirdigimiz bu metot Glgliimlerinin
yiizde yiiz kesin bir sekilde iddia edilebilmesi igin Gl¢iimlerin LC-MS ile paralel
olarak validasyonu gereklidir. Buna ragmen 6l¢iim i¢in uygulanan kontrol ve tekrarl
yontemler sonuglarmn ileri deneyler igin 6nemli bulgular olarak ele alinabilir ve

giivenilir sonuglar oldugunu gostermektedir.

Calisma kapsaminda 5-ASA’nin hiicresel etkisinin arastirilmasi amaciyla
kolon kanseri olan Caco-2 ve karaciger kanseri HepG2 hiicre hatt1 tlizerindeki
sitotoksik etkileri ve farkli yolaklara ait 24 genin mRNA ekspresyon diizeylerindeki
degisimlere bakildi. Yapilan sitotoksisite deneyi sonucunda higbir sitotoksik doz
bulunamad: (Das 1973). Calismanm devaminda kullanilacak olan dozlar literatiirde
belirtilen dozlara paralel olarak her iki hiicre hatt1 i¢in 10 mM, 20 mM ve 50 mM

olarak secildi.

Calisma kapsainda belirlenen hiicre hatlarinda bircok metabolik yolakla
iliskili 24 adet genin 5-ASA uygulamasindan sonra mRNA ekspresyon diizeylerinde
meydana gelen degisimlerin istatistiksel analizleri yapilarak yorumlanan degerler

Tablo 21°de verildi.
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Tablo 21 : Caco-2 ve HepG2 hiicre hatlar1 igin 5-ASA uygulamas: sonucunda 24
adet genin mRNA ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler.
(Kirmizi;  mRNA seviyesinde meydana gelen istatistiksel olarak
anlamli artma, Mavi; mMRNA seviyesinde meydana gelen istatistiksel
olarak anlamli azalma)

-5.45 -1,77 -6.66 -2.01 -6.97 -3.24
-2 51 -1,79 278 -1,63 -7.29 1,11
-1,23 -1,47 -3.85 -1,23 -2,06 -2,06
-3.1 -3,75 -3.45 4,36 -3,88 -2, 11
1,47 -2.51 -1,06 -3,61 -3,02 -2.ba
-1,56 -1,65 -1,49 -1,9 -3,66 2,08
-1,06 -2,04 -1,59 -2, -2.,09 -2,09
1,56 1,83 1,47 1,65 12,47 4,22
1,38 1,92 1,13 1,22 9.06 2,85
2,04 1,03 1,43 1,29 3,67 3,59
-1,14 2,04 219 2.5 247 2,35
-1,93 -1,77 -1,03 -1,96 -1,22 -1,15
14 -1,91 -1,26 -1,33 27 -2.35
-3,89 -2,03 4.5 -2.98 4,35 -3,648
1,11 -1,37 -1,08 -1,32 1,43 16
-1,7 -1,26 -2.41 -1,51 -3,56 -1,68
1,77 -1.01 -1,67 -1.13 -1,45 -1.75
-1,03 117 -1,53 -1,49 1,11 1,84
-1,06 1,78 -1,11 1,29 -1,17 12
2.2 1,08 3,98 1,53 4,67 2,69
1,77 -2,08 -1,44 -2,07 -1,6 -1,14
164 2.5 -1,18 -1,96 -1,12 -1,2
1,47 1,83 2.82 6.39 3.27 7.51
141 1,95 1,01 1,26 1,31 -1,4

TNF sinyal iletiminde gorilen iki mekanizma anti-enfamasyon ve
enflamasyon mekanizmasidir. Bu yollardan hangisinin baglayacagmin ilk adimini
makrofaj veya diger hiicrelerden salinan TNF’lerin konak hiicre zarindaki reseptore
baglanmasi olusturur (Abbas ve dig. 2005). TNF, reseptore baglandigi zaman
reseptorler aktive olarak sitozol icerisinde sinyallenme mekanizmasini baglatan
adaptor proteinler ile birlesirler ve hiicre buna gore ya apoptoza gider ya da gen

ekspresyonu ile hiicrenin yasamasi séz konusu olur. Calismamizin kapsminda bu
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yolak ile iliskili olarak Casp8, Casp3, JNK1, ERK2 genlerinin mRNA
seviyelerindeki degisimlere bakildi. Elde edilen veriler degerlendirildiginde Caco-2
hiicre hatt1 icin Casp8 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-ASA’nin 10 mM,
20 mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 5,44, 6,66 ve 6,96 kat azalis
saptandi. Casp3 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-ASA’nin 10 mM, 20 mM
ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 2,51, 2,77 ve 7,28 kat azalis gdzlenirken,
JNKI1 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-ASA’nm 10 mM, 20 mM ve 50
mM’lik dozlar1 uygulanmasinda sirasiyla 1,22, 3,84 ve 2,05 kat azalma, son olarak
ERK2 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-ASA’nin 10 mM, 20 mM ve 50
mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla, 3,0, 3,45 ve 3,88 kat azalis elde edildi.

HepG2 hiicre hattinda Casp8 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-
ASA’nin 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik dozlar1 uygulanmasinda sirasiyla 2,00, 3,23
kat azalis tespit edildi. Casp3 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde anlamli bir
degisme gozlenmezken, JNKI1 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-ASA’nin
sadece 50 mM’lik doz uygulanmasinda 2,05 kat anlamli bir azalma s6z konusudur.
Son olarak ERK2 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 5-ASA’nin 10 mM, 20
mM ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla, 3,74, 4,36, 2,10 kat azalis elde
edildi. Casp8 geninin ekspresyonundaki anlamli azalma hiicrenin apoptozdan
kagisinin bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Boylelikle 5-ASA hem hiicre
yasamini korurken (antienflamatuar) apoptozu da engelleyerek bagirsak ve karaciger
hiicrelerinin yasamini koruyucu etki gosterdigi tespit edildi. Bu etki 5-ASA’nin ilave
tyilestirici etkisi olarak degerlendirilebilir. Bu yolaklar ile 5-ASA’nin koruyucu

oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Enflamasyon yolagi sitokinler olarak adlandirilan protein ve glikoprotein
yapisindaki maddeler tarafindan diizenlenir. Interlokinler (IL1-18), (TNF o, B, ¥)
ailesi gibi gelisim ve biiylime faktorleri en bilinen sitokinlerdir. Proenflamatuar
sitokin olan IL-1, IL-6, lenfositler i¢in bir gelisim faktorii olan ve diger sitokinlerin
sentezini uyaran IL-2, antienflamatuar sitokin olan 1L-13, IL-10 ve FOXP3 genleri
calismamizda kullanildi ve bu genlerin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi.
Caco-2 hiicre hatt1 igin Caco-2 hiicre hattinda IL-6 geninin mRNA ekspresyon
diizeylerinde 50 mM’lik doz uygulanmasinda 3,02 kat azalig gozlenirken, IL-2
geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 50 mM’lik doz uygulanmasinda 3,65 kat
azalis gozlendi. IL-1b geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 50 mM’lik doz
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uygulanmasmda 2,0 kat azalis elde edilirken, IL-13 geninin mRNA ekspresyon
diizeylerinde 50 mM’lik doz uygulanmasinda 12,46 kat artig, IL-10 geninin mRNA
ekspresyon diizeylerinde 50 mM’lik doz uygulanmasinda 9,06 kat artis elde edildi.
FOXP3 13 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 10 mM, dozlar1 uygulanmasinda
2,03 kat azalma, 50 mM’lik dozlar1 uygulanmasinda 3,66 kat artis goézlendi. Bu
sonuclardan yola ¢ikarak 5-ASA’nin yiiksek dozlarmin proenflamatuar genleri
baskilamas1 ve antienflamatuar genleri indiiklemesi 5-ASA’nin antienflamatuar bir
ila¢ oldugunu teyit etmektedir ve bizim ¢alismalarimizda da tespit edildi (Rhodes ve
Bartholomew 1981; Hawkeyve dig. 1985; Shanahan ve dig. 1990; Cominell ve dig.
1992; Fiocchi ve Podolsky 1995).

HepG2 hiicre hattinda IL-6 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 10 mM,
20 mM ve 50 mM’lik dozlar1 uygulanmasinda sirasiyla 2,51, 3,60, 2,67 kat azalis
gozlenirken, IL-2 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 50 mM’lik dozlar1
uygulanmasinda 2,07 kat azahs gozlendi. IL-1b geninin mRNA ekspresyon
diizeylerinde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik dozlar1 uygulanmasinda sirasiyla 2,04,
2,099, 2,08 kat azalis elde edilirken, IL-13 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde
50 mM’lik dozlar1 uygulanmasinda 4,22 kat artis, IL-10 geninin mRNA ekspresyon
diizeylerinde 50 mM’lik dozlar1 uygulanmasinda sirasiyla 1,91, 1,21, 2,84 kat artis
elde edildi. FOXP3 13 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde 50 mM’lik dozlar1
uygulanmasida 3,59 kat artis gozlendi. HepG2 giicre hattindan da Caco-2 hiicre
hattinda oldugu gibi proenflamatuar genler baskilanmis, antienflamatuar genler
indiiklendi bu da 5-ASA’nin antienflamatuar bir ilag olduguna dair bir diger

gostergedir.

5-ASA’nin antienflamatuar bir ilag oldugu hem bizim ¢alismamizda hem de
literatiirde goriilmektedir (Weber ve dig. 2000). 5-ASA’nin enflamatuar genleri
baskilama etkisi Caco-2 hiicre hattinda HepG2 hiicre hattina gore ¢ok daha
kuvvetlidir. Bu etkisi 5-ASA’nin emiliminin ince bagirsagin distal kisminda ve

kolonda olmasi neticesiyle miimkiin olabilir (Hillel ve dig. 2006).

Tiimor baskilayict genler hiicre ¢cogalmasini kontrol altinda tutan genlerdir.
Etkilerini hiicre dongiisiiniin devamin1 engelleyerek, gerekli durumlarda hiicreleri

apoptoza yonlendirerek gosterirler.
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MAPK, PI3K gibi proliferatif hiicre i¢i sinyal yolaklar1 hiicrenin
cogalmasinda oldukg¢a 6nemlidir. Sinyal iletimi yollarin1 ve sinyal proteinlerini hedef
alan onkojenik mutasyonlara sik olarak rastlanmaktadir. Sinyal iletiminde meydana
gelen degisimler hiicrenin ¢ogalma ve/veya yasama islevlerinin kontroliinii ortadan
kaldirir. Boylelikle, onkojenik sinyal iletimi tiimdr gelisimi ile invazyon/metastaz
stirecinde etkin rol oynamaktadir. Bu yolaklar, biiylime faktorlerinin reseptorlerine
baglanmasi sonrasinda aktive olup DNA’ya direkt baglanarak transkripsyonu arttiran
mediyatorlerin sentezine aracilik ederler. Sinyalin iletimi G-protein aktivasyonu (Ras
aktivasyonu) ile baslar ve MAPKKK’nin (MAP kinaz kinaz kinaz) aktivasyonundan
sonra swrastyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP kinaz) aktive olur.
MAPK ise sitoplazmik substratlarini (hiicre iskeleti elemanlari, diger protein
kinazlar) ve/veya niikleusta transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive

eder ve hiicrenin biyolojik cevabi olusur (Kolch 2000 ).

Calismamizda protoonkogenler, tiimor baskilayici genler ve hiicre dongiisiinii
diizenleyici genler ile iliskili olarak olarak P53, Rb-1, Siklin D1, Siklin D2,
CDKN1A, PTEN, Myc, Fos, Jun genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere
bakildi. Sonuglara gore Caco-2 hiicre hattinda P53 geninde 20 mM ve 50 mM’lik
dozlar1 uygulanmasinda sirasiyla 2,19, 2,46 kat azalis gorilmiistiir. Rb1l geninde
anlamli bir degisim olmazken Siklin D1 geninde 50 mM’lik doz uygulanmasinda
2,69 kat azalis gozlemlendi. Siklin D2 geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik dozlar1
uygulanmasinda sirasiyla 3,88, 4,50, 4,34 kat azalisa rastlanirken PTEN geninde 20
mM ve 50 mM’lik dozlar1 uygulanmasinda sirasiyla, 2,41, 3,55 azals goriildii. Myc,
Fos, Jun ve CDKNI1A geninde anlamli bir degisim goriilmedi. Bu sonuglara gore 5-
ASA’nm hiicre dongiisiinii yavaslatic1 etkisinin oldugunu bununla birlikte timor
baskilayici genlerde higbir anlamli etki gostermemesi ile bu yolaklar iizerinde etkili

olmadigini soylemek muhtemeldir.

Caliymamizda protein kinazlar ve sinyal yolaklar: ile ilgili olarak MAP2K1,
Kras, Raf, PIK3, PRKCA genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi.
Caco-2 hiicre hattinda MAP2K1 geninde 10 mM, 20 mM ve 50 mM’lik doz
uygulanmasinda sirasiyla 2,19, 3,97, 4,67 kat artig gozlenirken PI3K geninde 20 mM
ve 50 mM’lik doz uygulanmasinda sirastyla 2,81, 3,27 artis gézlendi. PRKCA, Kras
ve Raf-1 geninde anlamli bir degisme olmadi. HepG2 hiicre hattinda ise MAP2K1
geninde 50 mM’lik doz uygulanmasinda 2,68 kat artis, Kras geninde 10 mM, 20
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mM’lik doz uygulanmasinda sirastyla 2,07, 2,06 kat azalis, Raf geninde 10 mM’lik
doz uygulanmasinda 2,49 kat azalis gorilmiistiir. PI3K geninde 20 mM ve 50
mM’lik doz uygulanmasinda sirasiyla 1,83, 6,38, 7,504 kat artis elde edilirken
PRKCA geninde anlamli bir degisim bulunamadi. Biitiin bu sonuglar 5-ASA
uygulamasinin  hiicrede biliylime ve yasama sinyallerinin olusturulabilecegini
gostermektedir. Bu noktada her ne kadar MAP2K1 geninde meydana gelen anlamli
artiglar gézlemis olsakta bu MEK yolaginda rol alan ve MAP2K1 altinda yer alan
Raf ve diger genlerde go6zlenen azalma ya da degiskenlikler 5-ASA’nin
antienflamatuar etkisini destekler vaziyettedir. Tabiki bu genlerin protein

diizeylerinde ol¢iilmesi gereklidir.

Ozetle tiim sonuglar degerlendirildiginde 5-ASA metabolizmasi igin dnerilen
yeni metotun tam manasiyla giivenilir olmamasina karsin diger aktivite deney
sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde CYP450 enzimlerinden CYP2D6 ve
CYP3A4 5-ASA’metabolizmasinda rol aliyor olabileceklerini gostermektedir. 5-
ASA CYP2D6 i¢in sadece substrat roliindeyken, CYP3A4 i¢cin hem substrat hem de
inhibitor roliinde, CYP1A2 igin ise sadece inhibitor roliindedir. Bu veriler literatiir

icin yenidir.

5-ASA’nin hiicreler lizerine etkisinin Caco-2 ve HepG2 hiicre hatt1 iizerindeki
uygulamalarindan yola c¢ikilarak elde edilen anlamli sonuglar 5-ASA’nin
antienflamatuar bir ilag oldugunu gostermektedir. 5-ASA’nin antienflamatuar
etkilerinin varliginin yani sira hiicre biiyiime ve yasami destekler nitelikteki sonuglari
da mevcuttur. 5-ASA’nin etkilerinin farkli yolaklarda rol alan genler araciligi ile

incelenmis olup ileride 5-ASA ile yapilacak olan arastirmalara ipucu saglayacaktir.
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5. SONUC

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada 5-ASA’nin CYP450 izozimlerinden olan
CYP3A4 enzimi i¢in substrat ve inhibitdr, CYP2D6 enzimi i¢in substrat ve CYP1A2
enzimi i¢in ihibitor 6zellikte oldugunu in vitro ¢alismalar ile gosterildi. Bununla
beraber, CYP2C9 ve CYP2C19 enzimlerinin ¢alismamizda kullandigimiz 5-ASA
dozlari ile aktivite gostermemesi bu enzimlerin 5-ASA metaboizmasinda rol almiyor
olabilecegini gosterdi. Bunun yami sira 5-ASA’nm hiicrenin bir¢ok yasamsal
yolaginda etkili oldugu gen ekspresyon diizeylerine bakilarak yapilan ¢alismalarla
bulundu. Tiim bunlar 5-ASA’nin antienflamatuar bir ilag olmasinin yani sira diger
birgok ilag gibi tek bir etki mekanizmasmin olmadigmi hiicrede apoptoz ve hiicrenin
yasami dahil olmak iizere ¢cok sayida farkli hiicresel cevaba neden olan fazlaca yolagi
etkiledigini gosterdi. CYP450 enzimlerinin 6nemi 5-ASA’metabolizmasinin
istenmeyen metabolitlerin olustugu asetilasyon reaksiyonlar1 disinda bir baska

biyotransformasyon reaksiyonunda rol almasiyla bir kez daha ortaya ¢ikt.
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7. EK-1

Reaksiyon Ortaminda Siklikla Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanisi:

0,4M pH 7,8 KPi Hazirlanisi;

13,601g KH,PO, ve 17,4189 K,HPO, 250ml ultra saf suda c¢oziildii. K;HPO,4
yavasyavas KH,POy ile pH 7,8’e titre edildi.

12mg/ml BSA Hazirlamsi;

0,12g BSA tartild1 ve balon jojede 10ml’ye ultra saf su ile tamamlandi.

10mM NADPH Hazirlanisr,

0,84mg NADPH hassas terazi ile tartild1 ve 0,1 ml ultra saf su igerisinde ¢o6ziildii.
1M NaCl Hazirlamsi1 (Ma: 58,44g/mol);

5,84¢g NaCl tartild1 bir miktar ultra saf su ile ¢6ziildii son hacim 100ml’ye ultra saf su

ile tamamlanda.
1,5mM stok MROD (Ma: 227,22g/mol) Hazirlanist;

1mg 7-MR tartildi, 2,93ml DMSO i¢inde ¢6ziildii. Ependorflara 0,3ml olacak sekilde
boliindli. Aliminyum folyo ile sarilip -20 derecede saklandi. Kullanmadan hemen

once 1:50 oraninda 0,4M KPipH 7,8 ile seyreltildi.

0,75N Perklorik asit Hazirlamsi;

11,65N olan stoktan 6,44ml alinarak ultra saf su ile 100ml’ye tamamlandi.
Nash reaktifi Hazrilanisi;

7,79 Amonyun asetat, 0,15 ml glasiyal asetik asit, 0,1 ml Asetil aseton karigimi
25ml’ye ultra saf su ile tamamlandi. Ancak asetil asetonu ortama eklendiginde
reaksiyon hemen basladigindan dolay1 Nash reaktifi koymadan 6nceki basamakta

hazirlandi ve karistiricidan ¢ekildi.
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50mM Eritromisin Hazirlanisi;
0,073g eritromisin tartildi, 1ml EtOH ve 1ml ultra saf su karisiminda ¢6ziildii.
0,4M pH 7,8 HEPES Tamponu Hazirlanisi;

9,53g HEPES tartild1 bir miktar su ile ¢oziildiikten sonra 0,4N NaOH ile pH 7,8’¢
titre edildi. Son hacim 100ml’ye tamamlandi.

1mM Aminopren Hazirlanisi;

0,0012g aminopren tartild1 ve Sml soguk su igerisinde ¢ozildii.

1 N Hidroklorik Asit Hazirlanis

8,5ml konsantre asitin 100ml ultra saf su ile seyreltilmesi ile hazirlandi.
%1’LIK SODYUM NITRAT HAZIRLANISI

1g sodyum nitrat bir miktar ultra saf su iginde ¢oziildii ve son hacim 100ml’ye

tamamland..
%3’lik Siilfamik Asit Hazirlanisi

3g siilfamik asit bir miktar ultra saf su i¢inde ¢oziildii ve son hacim 100ml’ye

tamamlandi.
%.0,1’lik Floroglisinol Hazirlanis:

0,1g florolisinol tartilarak bir miktar ultra saf su iginde ¢6ziildi ve son hacim

100ml’ye ultra saf su ile tamamlandi.
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