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OZET

“Miyeloperoksidaz-H,0,-C1™ sistemi lokositlerde gii¢lii antibakteriyel ve sitotoksik etkiye
sahiptir. Fizyolojik pH’da CI' iyonlarinin CI" iyonlarina yiikseltgenmesi ile birlikte
miyeloperoksidaz bazi tehlikeli reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol agmaktadir.
Fizyolojik kosullarda ROS’larn iiretilme ile yok edilme mekanizmalan arasindaki denge
bozulursa, viicutta hasar olusabilir. Hiicrede ROS birikimi radikal ilgili DNA, protein, lipid
hasar1 olusturarak kanser ve norodejeneratif bozukluklar gibi yasa bagli hastaliklarin
gelismesinde 6nemli olur.

Bu tez caligmasinda Tamoksifene miyeloperoksidaz -H>O,-Cl™ sisteminin etkisi ile olusan
reaksiyon iriinleri incelendi. Bu maksatla alinan insan kan orneklerinin igerdigi 16kositler
izole edildi. Liziz islemiyle parcalanan lokositlerden izole edilip saflastirilan
miyeloperoksidazin 37°C’da ve fizyolojik pH’da (pH 7.2-7.3) Tamoksifene etkisi UV-Vis.
spektrofotometre ve LC-MS, FT-IR spektrometre sistemleri ile degerlendirildi.

Daha once yapilan caligmalarda Tamoksifene karaciger mikrozomlarinin etkisi ile
metabolitlerin olusmasi ve “Horseradish” peroksidaz katalizi incelenmisti. Yapilan calismada
ilk defa yeterli miktarda saf halde elde edilen miyeloperoksidazin daha yiiksek
konsantrasyonda kullanilmasi, bu enzimin Tamoksifene etkisinde olusan iiriinlerin ¢ok daha
belirgin olarak izlenmesini sagladi. Tamoksifenin yapisinda bulunan C-O-C eterik baginin,
C=C ciftli baginin ve C-N bagmin parcalanmasi sonucu serbest radikallerin olustugu
kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: MPO, Tamoksifen, meme kanseri, LC-MS, FT-IR, UV-Vis.
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ABSTRACT

“Myeloperoxidase-H,0,-CI™” system has a potent antibacterial and cytotoxic effect in
leucocytes. In physiological pHs, myeloperoxidase leads to the production of hazardous
reactive oxygen species together with the oxidation of CI" to CI". Under physiological
conditions, if the balance between production and detoxification mechanisms of ROS is
imbalanced, then some damages may occur in human body. Accumulation of oxidative
damage in a cell causes radical-related damage to DNA, to proteins and to lipids and plays a
key role in the development of age-dependent diseases such as cancer and neurodegenerative
disorders.

In this thesis, reaction products formed by the effect of myeloperoxidase-H,0,-Cl” system on
Tamoxifen, were studied. For this purpose, leucocytes found in human blood samples were
isolated succesfully. The effect of the purified myeloperoxidase obtained from leucocytes
which was isolated by lysis formerly, on Tamoxifen at 37°C and in physiological pH (pH 7.2-
7.3) was evaluated by using UV-Vis. spectrophotometer and LC-MS, FT-IR spectrometer
systems.

In previous studies, metabolite formation by the effect of liver microsomes on Tamoxifen and
Horseradish peroxidase catalysis was examined. In this study, the very first obtained
myeloperoxidase at sufficient quantities and its usage at higher concentrations, provided to
monitor products distinctly which were formed in consequence of enzyme acting on
Tamoxifen. It was decided that free radicals were formed as a result of broken C-O-C etheral
bond, C=C double bond and C-N bond found in Tamoxifen structure.

Keywords: MPO, Tamoxifen, breast cancer, LC-MS, FT-IR, UV-Vis.
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1. GIRiS

Diinyada her yil bir milyondan fazla kadina meme kanseri teshisi konulmaktadir. Bu hastalik
kadinlarda goriilen tim kanser tiirlerinin %’iinii olusturmaktadir. Meme kanserinin en cok
goriildiigii tilkeler arasinda yilda 360.000 yeni véka ile Avrupa ve yilda 200.000 yeni vaka ile
U.S.A gibi gelismis iilkeler bulunmaktadir. Tiim diinyada meme kanseri goriilme yiizdesinin
artisina karsin 6liim olaylar giderek gelisen goriintiileme sistemleri, erken teshis olanaklar ve
tedavideki gelismeler ile birlikte azalmaktadir. Giiniimiizde bu gelismeler sayesinde teshisten
sonra 5 yillik tedavi sonrasi kurtulma oran1 %75’lere varmistir. Erken teshis yapilmis meme
kanseri tedavisi ameliyat (ya meme koruyucu tedavi ya da mastektomi) ile baslar, kemoterapi
ve radyoterapi ile devam eder. Hormon reseptorii pozitif (Ostrojen reseptorii bulunan) olarak
saptanan tiimorlerde kanserli dokuyu yerinden ¢ikarma ya da yok etme seklindeki uygulamayi,

hormon tadavisi olarak da adlandirilan islem izlemektedir (Jonat vd., 2006).

Endokrin tedavisi olarak bilinen hormon tedavisi menapoz sonrasinda hormon reseptorii pozitif
olan meme kanseri hastalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bircok meme kanserinin
gelismesi Ostrojene bagh oldugundan, Ostrojen reseptoriinde (ER) Ostrojen aktivitesini bloke
eden veya Ostrojen sentezini inhibe eden endokrin ajanlar1 dizayn edilmistir. Bu amagla iiretilen
ajanlar arasinda kismi agonist aktiviteye sahip olmayan antiostrojenler ve aromataz inhibitorleri
(Als) bulunmaktadir (Howell, 2005). Bir “antidstrojen” Ostrojen reseptorlerini doniisiimsiiz
olarak Kkilitler ve Ostrojenin reseptore baglanmasini Onler; bdylece kanser hiicrelerinin
boliinmesi icin gereken sinyal bu hiicrelere iletilemez. Buna karsin aromataz inhibitorleri ise
androjenleri Ostrojene doniistiiren bir enzim olan aromatazi inhibe etmek iizere bu enzime

baglanarak viicuttaki dstrojen konsantrasyonunu diisiiriir (Nicholls, 2002).

Bu tez calismasinda bir memeli peroksidazi olan miyeloperoksidazin dstrojen-bagimli meme
kanseri tedavisinde yaygin olarak kullamilan bir Trifeniletilen bilesigi olan Tamoksifen

([trans-1-4-(2-dimetilamino)etoksi]fenil-1,2-difenil but-en) {iizerine olan etkisi incelendi.

Bu amagla,
) Kandan miyeloperoksidaz enzimi uygun yontemler ile izole edildi ve saflastirildi.
II) Elde edilen enzim ve Tamoksifen arasindaki etkilesim 37°C’de (viicut sicakligi)

UV-Vis Spektrofotometre, FT-IR ve LC-MS cihazlarinda incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1 Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda goriilen tiim kanserden Oliimlerin %20’sini olusturmakla birlikte en
sik goriilen kanser tiiriidiir. Akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Her yil
yaklagik olarak 180.000 kadina bu hastalik teshisi konulmakta ve bu sayiin 44.000’1 de
hayatin1 kaybetmektedir. Bu hastalik iist sosyal-ekonomik siniftan olan kadinlarda daha siklikla

goriilmektedir.
Meme kanserinin olugmasinda bir¢ok risk faktorii bulunmaktadir;

¢ Genetik yatkinlik: Birka¢ genetik faktoriin meme kanseri olusumunda etkisi oldugu

bilinmektedir.
¢ Birinci dereceden yakinda bu hastaligin goriilmiis olmast
¢ Ayni hastada diger memede daha onceden goriilen meme kanseri
e Menstrilasyonun erken yasta baglamasi
¢ Menapozun geg¢ baslamasi
¢ Radyasyona maruz kalma
¢ Fazla miktarda alkol tiikketimi
e Yiiksek yag tiikketimi
o Sigara tiiketimi
¢ Obezite
¢ 30 yasindan sonra ilk hamileligin yaganmasi

¢ Cok uzun boylu olma [1]

Kadin iireme hormonlar1 olarak da bilinen 6strojenlerin meme kanseri gelisiminde, baglama ve
ilerlemeyi saglamakta onemli rol oynadig1 bilinmektedir (Monteiro, 2007). Bu hormonlar bazi

genlerin transkripsiyon hizinda olabilecek bazi degisiklikleri etkilemek {izere kromatinin bazi



spesifik bolgelerine veya DNA’ya (ya da her ikisine) baglanmayi saglayan hiicre ici
reseptorlere baglanma yoluyla etkili olmaktadir (Murray vd., 1991).

Aromataz (EC 1.14.13) dolasim halindeki androjenleri meme dokusunda Ostrojenlere
dontistiren enzimdir. Bu sitokrom P450 (CYP) izoenzimi (CYP19) 6strojenlerin fizyolojik
roller iistlendigi dokularda bulunmaktadir. Meme tiimorlerinde bu enzimin saglikli dokuya
oranla cok daha yiiksek seviyede sentezlendigi goriilmiistiir. Meme tiimorlerinde, epitel
hiicrelerin aromataz enzimini daha az bulundurdugu bilinmektedir, bunun sebebi ise epitel

hiicrelerin Ostrojen iiretiminden sorumlu olan temel doku olmasidir (Monteiro, 2007).

2.2 Ostrojenler ve Meme Kanserindeki Rolleri
Ostrojenlerin tiimii aromatik bir A halkasina, C-3 pozisyonunda fenolik bir hidroksil grubuna

ve C-13 pozisyonunda bir metil grubuna sahiptirler. C-17 pozisyonunda hidroksil grubu
bulunduran Estradiol (E2) ve bu pozisyonda bir keto grubuna sahip Estron (E1) kandaki baslica
Ostrojenlerdir. Bunun disinda Estradiol meme dokusunda biyolojik olarak en aktif olan

ostrojendir (Mitrunen ve Hirvonen, 2003).

HQ/A“ =
Estradiol

HO

Estron

Sekil 2.1 Ostrojenlerin formilleri [3].

Ostrojenler ve progesteron, ilgili olan reseptorlerine baglanarak olusturduklart kompleksler ile

hiicresel isleyislerini  gosterirler. Ostrojenin reseptoriine (ER) baglanma affinitesi,



konsantrasyonu ve ¢okluk yiizdesi ile belirlenmektedir. Estradiol, ER icin en biiyiik affiniteye
sahiptir. ER tiimor hiicresinde normal dokuya oranla daha yiliksek miktarlarda bulunmaktadir.
ERa’ya gore daha farkli bir baglanma affinitisine ve doku dagilimina sahip baska bir dstrojen

reseptorii olan ERP ise yeni kesfedilmistir (Mitrunen ve Hirvonen, 2003).

Meme hiicresi ¢ogalmasini arttirdigr icin Ostrojenlerin kanser olusumunda baglica rolii
tistlendikleri ileri siiriilmektedir. Ek olarak bu hiicreler ne kadar hizli cogalirsa genetik hatalarin
o kadar ¢ok olabilecegi belirtilmistir. Hiicre boliinmesi sirasinda bulunan tek-sarmalli DNA,
cift-sarmalli DNA’ya gore olusan hasara daha duyarlidir. Hedef hiicreye mutasyonlar
tanitilinca, Ostrojenler bu genetik hatalar1 tasiyan hiicrelerin replikasyonunu arttirmaktadirlar.
Son zamanlarda yapilan ¢caligmalarda ise dstrojen matabolitlerinin genetik hatalarin baglaticilart
oldugu one siiriilmektedir. Ostrojenlerin ve metabolitlerinin serbest radikal kaynakli DNA
hasarlar arasinda tek-sarmal kiriklari, artan 8-hidroksiguanin olusumu, 6strojen-DNA iiriinleri
(adducts), protein oksidasyonlar1 ve lipid peroksidasyonlar1 bulunmaktadir (Mitrunen ve

Hirvonen, 2003).

Ostrojenler bircok CYP’larin aktivasyonu ile oksidatif bir metabolizma icine girerler.
Molekiiliin farkli bolgelerinde hidroksil gruplarinin olusmasi Ostrojenik, dstrojenik olmayan ya
da kanserojenik matabolitleri olusturacak olan Gstrojen metabolitlerinin biyolojik 6zelliklerini
degistirmektedir. Estradiol ve Estron A-halkasi ya da D-halkasi iizerinden hidroksillenme
seklinde iki ana yol ile metabolize edilmektedir. A-halkasi iizerinden hidroksillenme ile katekol
ostrojenlerini (CE) (2- ya da 4-hidroksiestronlar ya da estradioller), D-halkas1 iizerinden
hidroksillenme ile de 16a-hidroksiestronu olusturmaktadir. Katekol Ostrojenler, Gstrojenin

baslica metabolitleridir (Mitrunen ve Hirvonen, 2003).



OH
e
L
HC
Estradiol (EX)

M,
*,

CYP1AT CYP1B1
; kY
¥ "y

o
)’:LL\
HO -
\I’l\/j'\)/EICIHEE L .
r e s
HD _ HOT !
ﬂ" -~ os - COMT /[ ™
COMT :
AL e

T
Hl."l/[\\]'-}{

OH

Ohde..

-
| P 2-Me0E, o o4 OMe 9-MeOE,
’ ea
O Ry sy
\,[l\ - .-"‘l*-n :‘J‘\ j
Al Ho™ i o
Ho E.-2,350Q O E,-3,450Q
0, , Redoks Dingisi O,
soD P450 oksidazf || ,SoD
by e— 02 "—/” rediktaz T\u 0" — HO,
oH

|
GET
— = Glutatyon

konjugatlar

T
CHlutatyon &s

konjugatlan
e E,-4,40

FHararh triinler Zatratl twinler

Eanzer baglangic

Sekil 2.2 Ostrojen metabolizmas1 (Mitrunen ve Hirvonen, 2003).

Ostrojen memenin normal biyolojisinde bulunmaktadir. Menapoz 6ncesi kadinlarda 6strojen
kaynag1 yumurtaliklardir. Ostrojenin ve progesteronun yumurtalikta iiretimi menapozdan sonra
azalmaktadir, menapoz sonrasi kadinlarda yumurtaliklar ve adrenal korteks daha cok
androjenleri salgilamaktadir. Androjenler yag dokusu, deri, karaciger, kas ve meme dokusu gibi

perifer dokularda 6strojenlere doniistiiriilmektedir (Mouridsen vd., 2003).



Menapoz sonrast kadinlarda menapoz Oncesi kadinlara oranla dolagimda daha az Ostrojen
bulunur. Buna ragmen perifer dokularda Ostrojen sentezi arttigindan menapoz sonrasi
kadinlarda da menapoz oncesi kadinlar kadar meme dokusunda Ostrojen bulunur. Bununla
birlikte tiimorlerdeki Ostrojen konsantrasyonu meme yag dokusunda bulunandan ¢ok daha
fazladir. Bu da kismen meme dokusunun serumdan androjen ve Ostrojen alimini arttiran
gradyenler ve lokal sentezlenmesi nedeniyle olmaktadir. Buna ek olarak, tiimorlerde Estron
siilfat da Ostrojene doniistiiriilebilir. Ostrojenlerin bircok kaynagi menapoz sonrasi kadinlarda

tiimor gelisimini destekleyebilir (Mouridsen vd., 2003).

Endokrin terapisi ile Ostrojen etkilerinin bloke edilmesi iki farkli yaklagimi igermektedir.
Bunlar antidstrojenler ile Ostrojenin inhibisyonu veya Ostrojen sentetaz (aromataz) enziminin
inhibe edilmesi ile 6strojen tiretiminin 6nlenmesi seklindedir. Antidstrojenler dstrojen-bagimli
gen ekspresyonunu Onlemek iizere niikleer Ostrojen reseptoriine (ER) kuvvetli bir bicimde
baglanirlar. Buna ragmen olusturduklar1 farmakolojik aktiviteler kanser tiirline, dokuya ve
aktivitenin ol¢iildiigli hiicresel sinirlara baghidir. Bu ajanlar antagonist, agonist ya da kismi
agonist olarak davrandiklarindan ve bir bolgede (tiimor vb.) ER’niin inhibisyonunu bir baska
bolgede ise (kemik vb.) ER’niin aktivasyonunu sagladiklarindan Se¢imli Ostrojen Reseptor
Modiilatorleri (SERMs) olarak tanmimlanmaktadirlar (Mouridsen vd., 2003). Steroid yapida
olmayan ve steroidlerle ilgisi bulunmayan aromataz inhibitorleri imidazoller ve triazoller olarak

bilinmektedir.

Androjen Subzgtrati Steroid Inhibitérler
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Sekil 2.3 Steroid ve steroid yapida olmayan aromataz inhibitorleri (Mouridsen vd., 2003).



Yapisal farklar1 sitokrom P450’nin hem demiri ile koordinasyon bagi olusturarak steroid
hidroksillenmeye karisan azot-iceren heterosiklik kismi esas alir. Etkili bir bicimde enzimden
dogal substrat ve oksijeni uzak tutmaktadirlar. Letrozol ve Anastrazol (Sekil 2.3.) triazoller
olarak bilinirler ve aromatazin kompetatif reversible inhibitorleridirler, enzimi inaktive

etmezler (Mouridsen vd., 2003).

2.3 Aromataz (Ostrojen Sentetaz) Enzimi
Androjenlerin  Ostrojenlere aromatiklestirilmesi Ostrojen biyosentezinde hiz belirleyici

basamaktir. Aromataz enzimi yapisinda sitokrom P450 hemoprotein (P450,,,) ve bir
flavoprotein, indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid difosfatsitokrom P450 rediiktaz
iceren membrana bagli bir enzim kompleksidir. C-19 androjenleri olan androstenedion ve
testesteronun C-18 Ostrojenleri olan Estron ile 17a-estradiole doniisiimii molekiiler oksijenden
C-19 androjen substratina sitokrom P450’deki bir flavoprotein yardimiyla elektron transferi
sayesinde gerceklesmektedir. Aromataz, sitokrom P450 enzim ailesinin oldukca yiiksek
korumali bir iiyesidir. Insanlarda, tek bir gen (kromozom 15) tarafindan kodlanan tek tipte

aromataz enzimi oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 2.4 Aromataz enziminin testestrondan dstrojen sentezlemesi ve reseptore baglanmasi[4].



Aromataz steroid biyosentezinde son basamak oldugundan inhibisyon i¢in miikemmel bir
hedeftir. Bu enzimin (P450,0m) bloke edilmesi aldosteron ve kortizol gibi diger steroidlerin

iretimini bozmamaktadir (Mouridsen vd., 2003).

2.4 Meme Kanserinde Endokrin Tedavisi

Son zamanlarda erken teshis ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ile meme kanseri
tedavisinde biiyiik ilerlemeler olmustur. Eski tedavilerde meme kanseri hastalarinda yeniden
hastaligin goriilmesini 6nlemek ve hastaligin olusum yiizdesini azaltmak i¢in sadece kanser
cerrahisi yeterli goriilmekteydi. Yeni tedavilerde ise hormon reseptorii-pozitif meme kanseri
hastalarinin erken teshisinde ameliyati takiben adjuvan kemoterapisi ve/veya antistrojen
tedavisi uygulanmaktadir. Onerilen 5 yillik Tamoksifen tedavisi ile, ameliyat sonrasinda bu
tedaviyi gormeyen hastalara kiyasla hastaligin tekrarlanma orani 10 yil i¢in belirgin bir sekilde

azaltilmistir (Mouridsen vd., 2003).
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Sekil 2.5 Tedavi gormeyen hastalarda hastaligin tekrarlanma olasilig [5].

Hormon reseptorii-pozitif hastalarda geleneksel olarak bu hastalik Tamoksifen ile tedavi
edilmekteydi. Diger hastalar ise kemoterapi gormekteydi. Bugiine kadar Tamoksifen menapoz
sonrasi hormon reseptorii-pozitif tiimorlere sahip kadinlarda antiostrojen olarak
kullanilmaktaydi. Tedaviye cevap vermeyen veya Tamoksifene cevap vermeyi durdurmus
hastalar ise progestinler, medroksiprogesteron asetat ya da megesterol asetat (MA) gibi ikincil
ve ligiinciil endokrin terapileri ile tedavi edilmekteydi. Buna ek olarak, her yeni ilag
kullaniminda cevabin azalmasi veya bir cevap olsa bile her yeni ila¢ ile cevabin siiresinin

kisalmast olasidir. Endokrin terapisi etkili olmadig1 zamanlarda ise bir bagka secenek olarak



kemoterapi  Onerilmektedir. Son zamanlarda antidstrojenlerden farkli bir calisma
mekanizmasina sahip “saf” antiostrojenler ve se¢imli Al’ler gibi yeni endokrin ajanlari

gelistirilmistir (Mouridsen vd., 2003).

2.4.1 Secimli Ostrojen Reseptor Modiilatorleri (SERMs)
Secimli Ostrojen Reseptor Modiilatorleri (SERMs) viicutta doku-spesifik olaylarda agonist ve

antagonist etkileri olabilen bir grup bilesigi olusturmaktadirlar. SERM’lerin iki ana grubu
vardir. Bu iki grup Tamoksifen, Toremifen veya Idoksifen gibi trifeniletilen tiirevleri ve en cok

bilinen 6rnegi Raloksifen olan benzotiyofenlerdir (Pole vd., 2005).

Meme kanseri gelisiminde 6zellikle de Ostrojen reseptorii a-(ER) iizerinde antagonist etkileri
oldugu kesfedildikten sonra trifeniletilenik antiostrojenlerin mekanizmalar1 hakkinda epeyce
bilgi elde edilmistir. Bu ilaglar arasinda kismi antiostrojen Tamoksifen (TAM) yiiksek klinik
etkinligi ve yan etkilerinin daha az olmasi nedeniyle ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmistir.
TAM farkli safthalardaki meme kanseri tedavisinde kullanilan en yaygin antidstrojendir (Laios,

2003).

2.4.1.1. Trifeniletilen Tiirevleri

Trifeniletilenler ~ Ostrojen-bagimli  meme  kanseri tedavisinde kullamilmak iizere
gelistirilmiglerdir. Tamoksifen bu anlamda yaygin olarak meme kanseri 6nleyici ve tedavi edici
olarak kullanilan bir bilesiktir. Toremifen de meme kanseri tedavisinde kullanilmak {izere
piyasaya siiriilmiistiir. Tamoksifen kemik yogunluguna pozitif katkilar saglarken, Toremifen
kemik yogunlugunda az da olsa azalmaya neden olmaktadir. Hem Toremifen hem de
Tamoksifen rahimde Ostrojen-agonistik etkiye sahiptir. Diger trifeniletilen bilesiklerinin

aragtirmalart sinirlidir ve bazilari sadece aragtirma agamasinda kalmistir (Diez-Perez, 2006).
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2.4.1.1.1. Tamoksifen [trans-1-4-(2-dimetilamino)etoksi]fenil-1,2-difenil but-en

Tamoksifen meme kanseri tedavisinde ilk kez 1971 yilinda kullanilmistir. Giiniimiizde bu ilag
menapoz Oncesi ve sonrast kadinlarda tiim meme kanseri safhalarinda basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Adjuvan tedavisinde TAM’in antidstrojen 6zelliginin yaninda Ostrojen ile
diizenlenen sistemlerde kemik yogunlugunu korumasiyla ve kalbi koruyucu o6zellik

gostermesiyle dstrojen gibi davrandigi goriilmiistiir (Pole vd., 2005).

Ostrojen reseptorii (ER) pozitif olan meme kanserlerinin tiim safhalarinda Tamoksifen gibi
steroid yapida olmayan antiostrojenlerin oral alimi tedavi secenekleri arasindadir. insan ER’ii
niikleer hormon reseptorleri ailesine baghdir. ER proteini alt1 farkli fonksiyonel bolgeye
ayrilmig yaklasik 595 aminoasidden olusur ve 66 kDa molekiil agirligina sahiptir. ERa en cok
bilinen ER’diir; fakat ERB da tamimlanmistir. ER en ¢ok hiicrenin ¢ekirdeginde bulunur
(Chawla ve Amiji, 2002).

ERa lireme organlarinda (rahim, meme, yumurtaliklar), karacigerde ve merkezi sinir sisteminde
daha cok goriilirken, ERP ise kemik, endotel doku, akcigerler, idrar yolu, yumurtaliklar,
merkezi sinir sistemi ve prostat gibi diger dokularda daha c¢ok goriilmektedir. ERa 565
aminoasidden ERP ise 530 aminoasidden meydana gelen tek bir polipeptid zincirinden
olusmaktadir. Ostrojen reseptorleri niikleer yerlesim, hormon baglanmasi, dimerlesme, DNA

baglanmasi ve transkripsiyon aktivasyonu icin bolgeler icermektedir (Diez-Perez, 2006).

Tamoksifen agizdan alimi ile iyi biyouyumluluga sahip ilk Secimli Ostrojen Reseptor
Modiilatoriidiir. Bu nedenle de yiiksek risk tasiyan menapoz sonrasi kadinlarin uzun siireli

tedavilerinde kullanilmaktadir (Chawla ve Amiji, 2002).
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Sekil 2.6 Tamoksifenin (Nolvadex) 2 ve 3 boyutlu yapilari [6].

Tamoksifen bir antidstrojen olarak Ostrojen reseptdriine baglanma yoluyla calisir.
TAM-6strojen reseptor kompleksi DNA’ya baglanir ve mRNA transkripsiyonunu degistirebilir
ya da bloke edebilir. Bu da daha sonra hiicresel apoptoza neden olur. TAM’in rahimde de
ostrojenik etkileri bulunmaktadir, bu da TAM’in rahim kanserine yol acan en belirgin yan
etkisidir. Bu yan etkisinin disinda karaciger kanseri, pulmoner emboli, venous thrombosis ve
kornea bozukluklar1 gibi yan etkilere sahiptir. Bu ilacin yan etki gostermesine sebep olarak
ilacin biyolojik olarak aktif metabolitleri ve bunlarin hedef dokularda birikimi gosterilmektedir

(Hu vd., 2006).

TAM kemirgenlerde de kanserojenik etkiler gostermektedir. Sicanlar ile yapilan ¢alismalarda
goriilen hepatik tiimorlerin TAM alimindan sonra olustugu saptanmistir. Bu tiimérlerin
meydana gelmesinin Tamoksifen ve N-desmetiltamoksifenin a-karbonunun sirayla
hidroksillenmesi ve esterlesmesi sonucunda olusan DNA fdiriinleri ile alakali oldugu
saptanmistir. Tamoksifenin karaciger dokusunda DNA iiriinleri (adducts) ve tiimorleri
olusturdugu saptandigi halde diger dokulardaki durumu heniiz ¢ok belirgin degildir. Buna ek
olarak TAM alimi1 DNA modifikasyonlarinda artisa neden olmaktadir (Gamboa da Costa vd.,
2002).
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2.4.1.1.2. Tamoksifenin Etki Mekanizmasi

Tamoksifen bazi dokularda (meme dokusu vb.) 6strojen-antagonistik, bazi dokularda ise (rahim
dokusu vb.) 0Ostrojen-agonistik davranan bir ilagtir. Bu karmasik 0Ozelliginin nedenleri
bilinmemektedir. Beyinde TAM’in esit affinite ile baglandig1 iki Ostrojen reseptorii (niikleer
transkripsiyon faktorleri) ERa ve ERP bulunmaktadir. Bu iki reseptor biyolojik olaylar
diizenlemede farkli rollere sahiptir. Bu farkliligin nedeni tam olarak anlagilamamistir. CI-628
ve Raloksifen gibi diger Ostrojen antagonistlerinde oldugu gibi Tamoksifenin bu karmasik etki
mekanizmas1 genom alakali ya da genomla alakasi olmayan mekanizmalan iceren farkli
ostrojen yollan1 ile ilgilidir. Tamoksifenin bu agonist/antagonist etkileri ERa ve ERp
dagilimlarindaki farkhilik ile agiklanabilir. Bu farkliik da DNA cevap elemanlarinda ve
diizenlemede onemli olan yardimci proteinlerdeki farkliliklara yol agmaktadir. ERa ve ERf
ostrojen cevap elemaninin (ERE) rol aldigi olaylarda genler benzer sekilde aktive olur. Buna
ragmen transkripsiyonun AP-1 cevap elemani ile diizenlendigi olaylarda 17B-estradiol (E2),

transkripsiyonu ERJ ile degil, ERa ile baslatir (Eberling, 2004).
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Sekil 2.7 Ostrojen reseptoriiniin sinyal mekanizmasi (Diez-Perez, 2006).
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Tamoksifen gen aktivitenin oldugu bolge olan ERE’n1 kapsayan yollarda antagonist olarak
davranir, fakat AP-1 arttiric1 elemanin (ERpB ve daha az miktarda ERa oldugu zaman) oldugu
olaylarda agonist etki yapar. Bu nedenle ERa ve AP-1 cevap eleman1 hem Ostrojenin hem de
TAM’in agonist etki gosterdigi durumlarda yer almaktadir. Gen ilgili yollar disinda dstrojen ve
Ostrojen antagonistleri, gen ilgili olmayan yollardan da etkiyebilirler (membran ER’leri ve
membrana bagli ER’ler). Bu nedenle de TAM’in agonistik ve antagonistik etkileri iizerine

bircok mekanizma bulunmaktadir (Eberling, 2004).

MCF-7 meme kanser hiicreleri ile yapilan deneysel caligmalar TAM ve aktif metaboliti
4-hidroksitamoksifene kisa siire maruz kalinma sonucunda ER miktarinin arttigin1 géstermistir.
Kismi antidstrojenler ile yapilan arastirmalar, ER artisinin bu tip farmakolojik bilesiklerin
biraktig1 iz olarak degerlendirebilecegini gostermistir. Bu davranis ise reseptor miktarini
azaltan diger ligandlar (Ostrojenler, saf anti-Ostrojenler vb.) ile gdzlenen davramslara aykiridir.
TAM tedavisi ile ER artis1 niikleer matrikse TAM’in siki tutunmasi ile baglantilidir, ki bu
sayede 17B-estradiol (E2) baglama affiinitesini kaybetmesi gerceklesir. TAM’in “kismi
antiostrogenligi” E2 baglayamayan bu reseptdr seklinin Ostrojenik uyaricilar karsisinda
transkripsiyonu yiiriitemeyecegini gostermektedir. Bu durumda reseptor peptid biiyiime
faktorlerinin iirettigi sinyallere cevap verebilmektedir. Diger taraftan ER’iin birikimi TAM’in
sitotoksik etkileri ile direkt olarak ilgili goriinmese de bu ilacin yiiksek dozlarina dayanikli

MCF-7 hiicrelerinde bu iliski agikca goriilmiistiir (Laios, 2003).

2.4.1.2. Benzotiyofen Tiirevleri

Benzotiyofenler ise Secimli Ostrojen Reseptér Modiilatorlerinin (SERMs) ikinci bir grubunu
olusturur. Raloksifen bu sinifin en 6nemli molekiilii olmakla birlikte en ¢cok osteoporoz (kemik
erimesi) tedavisinde ve oOnlenmesinde kullanilmaktadir. Bu tiir SERM’ler kemik {iizerinde
antiresorptif (antiemilim) etkiye sahiptirler. Bu tiir ilaclar rahim iizerinde stimiilator etki
gostermez fakat yaglar lizerinde Ostrojenik etki gosterirler. Raloksifen ER-pozitif meme kanseri
hiicrelerinde inhibitor etki gostermektedir. Bir bagka SERM olan Arzoksifen ise faz III
denemeleri asamasindadir. Arzoksifen ve Raloksifen iskelet sistemi iizerinde benzer etki
gostermekte iken meme kanseri hiicrelerinde Arzoksifen Raloksifenden daha etkilidir

(Diez-Perez, 2006).



14

2.4.1.2.1. Raloksifen
Raloksifen hidrokloriir secici bir dstrojen modiilatoriidiir. Kemikte ve karacigerde bir dstrojen
agonisti gibi davranir ve bu yolla kemik mineral yogunlugunu arttirirken LDL-kolesterolii

diisiiriir (Trontelj vd., 2007).

Sekil 2.8 Raloksifenin molekiil yapisi [7].

1997 yilinda Raloksifen hidrokloriir (Evista®, bir Eli Lilly {iriinii) osteoporoz (kemik erimesi)
tedavisinde kullanilmak {izere FDA tarafindan onaylanmistir. Bu etkilerinin diginda
Raloksifenin meme ve rahim Ostrojen reseptorlerinde antagonist olarak davrandigi ortaya
cikmis ve bu nedenle de meme kanseri riskini azaltabilecegi diisiiniilmiistiir. Raloksifenin suda
¢Oziiniirligli oldukca diisiiktiir ve agizdan alimimu ile hizli bir sekilde emilime ugrayarak

metabolize olmaktadir (Wempe vd., 2007).

Raloksifenin (Evistd) 2 Boyutin Vapis Raloksifenin (Evistd) 3 Boyutln Vapist

Sekil 2.9 Raloksifenin 2 ve 3 boyutlu yapisi [6].
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Raloksifenin tedavide (MORE) meme kanserinde risk azaltici olarak en az Tamoksifen kadar
etkili oldugu ispatlanmistir. Raloksifenin farkli dokulardaki etki mekanizmast ve
farmakokinetigi heniiz tam olarak anlasilamamistir. Alinan Raloksifenin sadece %60°1 emilime
ugrarken bunun sadece %?2’si sistemik dolasima kadar ulasabimektedir. Emilimden geriye
kalan kisim ise UDP-glukouronosiltransferaz (UGTs) ile Raloksifen glukouronidlerini (basta
Raloksifen-4'-B-glukouronid (M2) ve Raloksifen-6-p-glukouronid (M1) olmak iizere) vermek

izere konjugasyona ugramaktadir (Sekil 2.10).

R1 R2
S H
M1 ° Pﬁ“_"‘“{f H
T\\La
O -0
e _
M2 H “”E“Q_F‘; %
oH H
Rl H H

Sekil 2.10 Raloksifen ve iki glukuronidinin yapilar1 (M1 ve M2) (Trontelj vd., 2007).

Kemik dokusunda bu glukouronidler dstrojen reseptorleri icin diisiik affinite gosterirken ayni
metabolitler karaciger, akciger, dalak, bobrek ve rahim gibi bircok dokuda aktif Raloksifen
tirevine dondstiriliirler. Glukouronidler sindirim sistemine salgilanir ve burada bakteriyel
flora tarafindan Raloksifene parcalanirlar. Bu yolla Raloksifen viicut-i¢i dongiisiinii tamamlar

ve bu dongii yakalasik olarak ~28 saat kadar siirer (Trontelj vd., 2007).

Sekil 2.11°de goriildiigii gibi raloksifen (I) glukouronidleri (II ve III) vermek iizere
UDP-glukouronosil transferazlar (UGTs) tarafindan metabolize edilirler. UGTs endoplazmik
retikulumda bulunan membrani¢i proteinlerdir. Raloksifen glukouronidleri sindirim sistemine
bagirsak yoluyla ulastirilir ve bagirsakta bulunan -glukouronidaz tarafindan tekrar Raloksifene

doniistiiriiliir. Raloksifenin plazma konsantrasyonu yiiksek pikler cizmektedir, fakat yapilan
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aragtirmalar Raloksifenin kanda en c¢ok bulunan metabolitinin glukouronid III oldugunu

gostermektedir (Wempe vd., 2007).

Eagirzalk
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&-p-glukouronid (113 4'-B-glukouronid (IIT) pad

MO

Sekil 2.11 Raloksifen glukouronidasyonu (Wempe vd., 2007).

2.4.2. Aromataz inhibitorleri

Bir¢ok meme kanseri, biiyiimede Ostrojene bagli oldugundan, endokrin ajanlari ya Ostrojen
sentezini bloke etmek ya da 6strojen reseptoriinde (ER) 6strojen aktivitesini inhibe etmek iizere
tasarlanmaktadir. Menapoz sonras1 kadinlarda meme kanseri tedavisinde kullanilmak iizere
yeni gelistirilen yaklagimlar kismi agonist aktivitesi tasimayan antiOstrojenleri ve aromataz
inhibitorlerini (Als) kapsamaktadir. Androjenlerin dstrojenlere doniisiimiinii katalizleyen enzim
olan aromataz enzimini bloke eden aromataz inhibitorleri meme kanseri tedavisinde

Tamoksifen kullaniminin yerini almaktadir (Howell, 2005).

Hem Tamoksifen hem de aromataz inhibitorleri kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve boliinerek
cogalmasinmi saglayan disilik hormonu Ostrojeni bloke ederler. Bu nedenle de sadece Ostrojen
reseptorleri iceren “Ostrojen pozitif” tiimorlerde etkilidirler. Fakat bu iki ilag 6strojen isleyisini
farkli iki yoldan durdurmaktadir. Bir “antidstrojen” olarak bilinen Tamoksifen Ostrojen
reseptorlerini doniistimsiiz olarak kilitler ve Ostrojenin reseptore baglanmasini onler ve bu yolla
da kanser hiicrelerinin boliinmesi icin gereken sinyal belirtilen hiicrelere iletilemez. Buna
karsin aromataz inhibitorleri androjenleri 6strojene doniistiiren bir enzim olan aromatazi inhibe
etmek iizere bu enzime baglanarak viicuttaki ostrojen konsantrasyonunu diisiiriirler. Aromataz
inhibitorleri menapoz sonras1 kadinlarda daha etkilidir, ¢iinkii menapozdan sonra yumurtaliklar

fonksiyonlarim kaybederler ve viicuttaki tek Ostrojen kaynagi da aromataz enziminin
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gerceklestirdigi yol olur. Fakat aktif yumurtaliklara sahip menapoz oncesi kadinlarda aromataz
inhibitorleri tedavi i¢in uygun degildir; clinkii aromataz sentez yolu viicuttaki tek Ostrojen
kaynagi degildir. Bu kadinlarda Tamoksifen gibi ilaglarin antidstrojenik etkisinin bir alternatifi

heniiz bulunamamuistir (Nicholls, 2002).

Androstenedion Testasteron
JAromataz (vag dolny, kas, karacifer, beyin) Aromataz
v \Ammtaz Inhibitérleri / Estradial, & Tamoksifen
g 9
8 4
Meme kanseri hicresinin gekirdei 0
[ &

Cistrajen resepténii

Sekil 2.12 Menapoz sonrasinda aromataz inhibitorleri ve Tamoksifenin etki mekanizmalarinin
karsilastirilmasi (Howell, 2005).

Meme kanseri tedavisinde giiniimiizde kullanilan steroid yapida olmayan Letrozol ve
Anastrazol disginda steroid yapida olan Ekzemestan (exemestane) da klinik olarak
kullanilmaktadir. Steroid yapida olan ve olmayan aromataz inhibitorleri aromataz enzimini
farkli yollarla inhibe etmeleri nedeniyle farklilik gosterirler ama her ikisi de Ostrojenin
azalmasim saglamaktadir. Steroid yapida olan aromataz inhibitorleri aromataz enziminin aktif
bolgesine baglanmak iizere endojen ligandlar olan androstenedion ve testesteron ile yarisir ve
aktif bolgeye doniisiimsiiz olarak baglanabilen ara iiriinlere metabolize olur. Diger taraftan
steroid yapida olmayan aromataz inhibitorleri aktif bolgedeki hem grubuna yiiksek affinite ile

dontisiimlii olarak baglanmaktadir (Howell, 2005).

P-450 enzimlerini inhibe eden antifungal ilaglardan tiiretilen bir¢ok non-steroid bilesik de
aromataz inhibitorii olarak adlandirilmistir. Steroid yapida olmayan inhibitorler azot iceren
heterosiklik yap1 gibi bir heteroatom icerir (Sekil 2.13). Bu da sitokrom P-450 enziminin hem
grubuna baglanmasi ile steroid yapidaki inhibitorlerde gergeklesen hidroksillenme ile karistirilir.
Aromataz inhibitorleri olarak bir¢ok triazol bilesigi iyi farmakokinetik 6zelliklerinden dolay1

dikkati cekmistir. Aromataz icin oldukca yiiksek bir affiniteye sahip olan Anastrazol ve Letrozol
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FDA tarafindan kortizol, aldesteron ve tiroid hormonlar1 iizerinde herhangi bir klinik etki

gostermediginden birincil tedavide kullanilmak tizere onaylanmistir (Brodie, 2002).

M M
/A AN
N, D
|
NC CN
Q ‘ CH; CH;
NC CN CH; CHa
Letrozol Anastrazol

Sekil 2.13 Steroid yapida olmayan doniisiimlii kompetatif aromataz inhibitorleri
(Baum, 2005).

Yeni “iiciincii jenerasyon” aromataz inhibitorleri, aromataz i¢in oldukga spesifiktirler. Bunlarin
Tamoksifene cevap vermemis ilerleyen meme kanseri vakélarinda, menapoz sonrasi ikincil
tedavilerde etkili oldugu goriilmiistiir. Ek olarak Tamoksifen ile karsilagtirildiginda Anastrazol
ve Letrozol, ilerlemis kanser vakdlarinda daha basarili sonu¢ vermistir. Als, Tamoksifende
oldugu gibi kismi Ostrojenik agonist aktivite gdstermez, bu nedenle kullanilmalar1 durumunda
daha az yan etki goriiliir. Bunun sonucunda hormon reseptorii pozitif olan menapoz sonrasi
kadinlara uygulanan meme kanseri tedavisinde Tamoksifenin yerini almaya adaydir (Baum,

2005).

2.4.2.1. Anastrazol (Arimidex) [2,2'-[5-1H-1,2,4-triazol-1-y-metil)-1,3-fenilen]bis(2-metil
propiyononitril)]

Anastrazol (ARIMIDEX; Zeneca Pharrnaceuticals, Wilmington, DE, U.S.A.) aromataz enzimi

icin oldukca yiiksek ve segici bir affiniteye sahip yeni “liciincii jenerasyon” aromataz

inhibitorlerindendir (Buzdar, 1997).
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Sekil 2.14 Bir triazol tiirevi olan Anastrazoliin (Arimidex) molekiil formiilii (Buzdar, 1997).

Menapoz sonras1 kadinlarda dstrojen sentezinin temel mekanizmasi androstenedionun aromataz

enzimi (Ostrojen sentetaz) ile Estrona dontigsmesi seklindedir (Tse E.Y.T. vd., 2004).

1 2 3

Aromatase inhibilion - E:) e
ANDR OJENLER OSTROJENLER st E:) ------ —
°©ND |
| TUMOR CELISIMI
= OSTROJEN
wd RESFEPTORLERL

Sekil 2.15 Anastrazoliin calisma mekanizmasi [8].

Steroid yapida olmayan Anastrazol (Arimidex) aromataz enzim kompleksinin sitokrom P-450
bilesenini NADPH’dan bir elektron alarak inhibe etmektedir. Estradiol seviyeleri Ostrojen
sentezinin son basamagin inhibe edilmesiyle diisiiriilebilir. Anastrazoliin (Arimidex) hiicreici
aromatiklesmeyi %96-97 azalttigi ve plazma Ostrojen seviyelerini %84-94 baskiladig:

goriilmiistiir (Tse E.Y.T. vd., 2004).
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Sekil 2.16 Aromataz enziminin reaksiyonu (Brodie A., 2002).

Anastrazol giinde 1 ve 10 mg alindiginda aromataz aktivitesini, dolayisiyla endojen Estron ve
Estradiol miktarim diisiirmede etkilidir. Oldukg¢a segici oldugundan androjenlerin serumdaki
miktarinda bir degisiklige neden olmaz (Tse E.Y.T. vd., 2004). Ilacin artan dozu ile birlikte
serumdaki konsantrasyonu da dogru orantili olarak artmaktadir. Anastrazoliin serumdaki
konsantrasyonu viicuda alindiktan yaklasik olarak 50 saat sonra yariya inmektedir (1mg’lik doz
icin t;p= ~40.6 saattir). Bu ila¢ oldukca hizli metabolize edilmekte ve bir dozun %10’undan az1
idrarda degisiklige ugramamis bir sekilde bulunmaktadir (Buzdar, 1997). Anastrazol agizdan
alindiktan sonra gastrointestinal sistemden emilime ugrar ve Tmaks.>2 saattir. ilacin yaklasik
olarak %40’1 serum proteinlerine baglanmaktadir. Anastrazol icinde CYP1A2, CYP2C9 ve
CYP3A’nin da bulundugu bircok sitokrom (CY) P450 enzimini inhibe etmekte; fakat tedavi
siiresince es zamanli olarak kullanilan CYP-metabolizli ilaglarla birlikte fizyolojik kosullarda
herhangi bir etkilesime girmemektedir (Choueiri, 2004). Anastrazol daha az kilo almaya neden
olma, vajinal kanama ve kardiyovaskiiler rahatsizliklarin daha az goriilmesine sebep olma gibi
ozelliklerinden dolay1r Tamoksifenden daha iistiin nitelikli olarak degerlendirilir. Bu nedenle
gelismis ve yayilim gosteren meme kanseri vakalarinda birincil ve ikincil tedavilerde
kullanilabilinir. F.D.A.’nin (U.S. Food and Drug Administration) menapoz sonrasi meme
kanseri hastalarinda kullamimina onay verilen tek aromataz inhibitoriidiir (Tse E.Y.T. vd.,,

2004).
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Sekil 2.17 Hormon reseptorii pozitif hastalarda Anastrazol ve Tamoksifen kullanimu ile
hastaligin tekrarlanma yiizdelerinin karsilagtirllmasi (Baum, 2005).

2.5 Sivi Kromatografisi-tandem Mass Spektrofotometre (L.C-MS) Calismalari

2.5.1 Tamoksifen ile yapilan LC-MS Calismalari
Tamoksifenin ve DNA-hasar1 yapan reaktif metabolitlerinin, DNA’ya baglanmak iizere (DNA
adductlarim vermek iizere) karaciger tarafindan aktive edildigi bilinmektedir. DNA hasarina
yol acan bu reaktif metabolitler halen arastirilmakla birlikte, bu metabolitlerin en bilinenleri
arasinda 1,2-epoksitamoksifen, o-hidroksitamoksifen, 4-hidroksitamoksifen,
3,4-epoksitamoksifen ve 3'4'-epoksitamoksifen bulunmaktadir. Reaktif metabolitlerin yapilari
hakkinda bir¢ok varsayim yapilmistir. Phillips et al. ilk olarak Tamoksifen 1,2-epoksid, daha
sonra da o-hidroksitamoksifen reaktif bir metabolit olarak tanimlanmistir (Sekil 2.18).
Hidroksitamoksifen hepatositler (karacigerin detoksifikasyonda etkili hiicreleri) tarafindan
iiretilen baslica metabolittir. Bu ilaci kullanan meme kanseri hastalarinin serumlarinda en fazla
hidroksitamoksifene rastlanmustir. Ek olarak, ilaci kullanan hastalarin idrarlarinda
a-hidroksitamoksifen N-oksid ve a-hidroksi-N-desmetiltamoksifene de rastlanmistir. Ayrica
a-Hidroksitamoksifenin oldukca kararli oldugu goriilmiis ve proteinlerle kismen de olsa
reaksiyona girmedigi saptanmistir. Bu nedenle reaktif metabolit olarak degil, detoksifikasyon

metaboliti olarak degerlendirildigi bilinmektedir (Lim vd., 1997).
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Sekil 2.18 DNA hasarina yol agabilen Tamoksifen metabolitleri (Lim vd., 1997)

Daha yakin bir zamanda Moorthly ve calisma arkadaslar1 Sekil 2.19°da verildigi gibi reaktif
metabolitin Tamoksifenden 4-hidroksitamoksifen aracilifiyla olusturulan bir kinon “methide”

oldugunu 6ne stirmiiglerdir (Lim vd., 1997).
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Sekil 2.19 Tamoksifen ve 4-hidroksitamoksifenin metabolik aktivasyon mekanizmasi
(Lim vd., 1997).
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Yapilan bir ¢alismada Tamoksifenin Horseradishperoksidaz-H,O, sistemi ile arenoksidler ve
4-hidroksitamoksifen {izerinden reaktif metabolitlere aktive edilebilecegi kanitlanmistir
(Lim vd., 1997). Elde edilen sonuglarda indirgenmis glutatyon ve serbest radikal yakalayici
5-5'-Dimetil-1-pirolin N-oksid varliginda elektron proton rezonans spektroskopisi ile saptanan
serbest radikal ara iiriinlerinin bu aktivasyonda rol oynadig1 goriilmiistiir. Serbest radikallerin
bu islemde varligi, ayrica serbest radikallerden tiireyen 4-hidroksitamoksifen dimerlerinin

(m/z 773) HPLC-ESI-MS ile tamimlanmasiyla da desteklenmistir (Sekil 2.20) (Lim vd., 1997).
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Sekil 2.20 4-Hidroksitamoksifen metabolitlerinin es-zamanlt HPLC-ESI-MS kromatogrami
(Lim vd., 1997).
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Sekil 2.21 Tamoksifen ve 4-hidroksitamoksifen dimerinin MS yarilmalar1 (Lim vd., 1997).

4-hidroksitamoksifenden tiireyen bu dimerler Tamoksifen tiirevlerinin karakteristigi olan m/z
72, 58 ve 45’te iyonlara parcalanmis ve HPLC eliisyon profillerine uygun olarak kolondan
ayrilmuglardir. ki hidroksil grubuna sahip olan dimer I en polar (en az hidrofob) oldugundan,
kolondan ilk olarak ¢ikmasi beklenir. Dimer II ise tek bir hidroksil grubuna sahip oldugundan
(orta polariteye sahiptir) hicbir hidroksil grubu igermeyen en az polar (en hidrofob) dimer

IIT’ten 6nce kolondan ¢cikmalidir (Lim vd., 1997).
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Sekil 2.22 Serbest radikal iiriinlerden olusan 4-hidroksitamoksifen dimerlerinin muhtemel
yapilar1 (Lim vd., 1997).
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Es-zamanli HPLC-MS calisma kosullarinda Dimer III’iin esit iki kisma ayrilmasi bu bilesigin
zaylf —O-O- bagimn icerdigini gostermistir, aynm1 kosullar altinda Dimer I ve II ise oldukca
kararli kalmigtir (Lim vd., 1997). Bunlara ilave olarak, insan karaciger hiicreleri ile yapilan
calismalardaki sonuglara dayanarak, DNA hasarina neden olan esas bilesiklerin arenoksidler
oldugu sanilmaktadir. Serbest radikal ara iiriinlerinden olusan epoksidlerin de serbest radikal
tiirlerine pargalanabilecegi diisiiniilmektedir. DNA’ya baglanmada epoksid ©Onciill maddesi

ve/veya metabolik serbest radikal ara {iriinlerinin rolii yadsinamaz (Lim vd., 1997).
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Sekil 2.23 Tamoksifen aren oksidlerinin, serbest radikal araiiriinlerinin ve dimerik
metabolitlerin olusumu (Lim vd., 1997).

2.6 Kanser ve Serbest Radikaller

2.6.1 Kanser Olusumu
Kanserin olusmasi bircok asamada gerceklesmektedir ve bu asamalarin bircogunda kimyasal

kanserojenler rol oynamakta, hiicresel modifikasyonlarda gorev almaktadirlar. Genotoksik
ajanlar genelde DNA’ya dogrudan zarar verebilen kimyasallardir ve bu hasar da mutasyonlara
neden olmaktadir. Kanserojen bilesiklerin ikinci bir sinifin1 (genotoksik olmayan) ise, DNA’ya
bagh olmadan veya indirekt-DNA reaksiyon mekanizmalar {izerinden hasar veren bilesikler

olusturmaktadir. Bunlarin ¢calisma mekanizmalar1 halen tam olarak anlagilamamistir. Kanserin
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gelismesi tek bir hiicrede gerceklesen ¢cok basamakli islemler olarak nitelendirilmekle birlikte,
Sekil 2.27°de verildigi gibi baslama, gelisme ve ilerleme olarak iic basamak ile kategorize
edilebilir. ROS kanser olusumunun belirtilen bu iic asamasinda da rol alabilmektedir (Valko

vd., 20006).
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Sekil 2.24 Kanser olusumunda ii¢ asama ve bu asamalardaki oksidatif stres seviyeleri
(Valko vd., 2006).

Kanserojenik el seviyesi

Baslama asamasi hiicrede degisiklige yol acabilecek DNA’da bir mutasyonu ve sonrasinda bu
hatayr diizeltmek icgin gerekli islemleri kapsamaktadir. Oksidatif DNA hasar1 Fenton-tipi
mekanizma iizerinden tiireyen hidroksil radikalleri gibi ROS araciligiyla olabilmektedir.
Gelisme asamasi ise DNA sentezi yeni baglamis hiicrelerin ¢ogalmasi ve/veya programli hiicre
Olimiiniin (apoptoz) inhibisyonuyla birlikte klonal olarak cogalmasimi kapsamaktadir. Yiiksek
oksidatif stres hiicreye sitotoksik etki yapmakla birlikte diisiik oksidatif stres de biiyiime
asamasinda hiicre boliinmesini dolayisiyla da tiimor gelisimini saglamaktadir. Bu ise kanser
olusumundaki ROS iiretiminin, ROS-ilgili tiimor gelisimindeki ana basamak oldugunu
kanitlamaktadir. ilerleme asamasi ise kanserojenik islemde iiciincii ve en son basamaktir. Bu
asama da preneoplastik halden neoplastik hale kadar olan hiicresel ve molekiiler degisiklikleri
icermektedir. Bu asama doniisiimsiiz olarak gerceklesir ve hiicrenin iyi halden kotii hale

gecisine yol acan genetik hasarin birikimi ile karakterize edilir (Valko vd., 2006).
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2.6.2 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
Bir serbest radikal, bir ya da daha fazla sayida ortaklanmamis elektrona sahip atom ya da
molekiil olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikaller anyonik, katyonik ya da notral olabilirler.
Primer molekiillerin serbest radikallere yikimi i¢in gergekten de yiiksek aktivasyon enerjileri
gerekmektedir, daha sonraki ayrigsmalar daha az enerji kullanmaktadir. Dallanmis zincir
reaksiyonlarin1 baglatan ve bunu az enerji ile basarabilen serbest radikal reaksiyonlari
hayvanlar ve bitkiler i¢in ¢ok tehlikeli olabilmektedir (Bergendi vd., 1999). Molekiiler oksijen
dis orbitalinde iki adet ortaklanmamis elektron icermektedir ve aktivitesi bu biradikal
ozelliginden kaynaklanmaktadir. insan hiicreleri tarafindan alinan oksijenin biiyiik bir kismi
mitokondrideki sitokrom oksidazin etkisiyle suya indirgenir. Bu da her bir oksijen molekiiliine
dort elektronun eklenmesini gerektirmektedir. Oksijen indirgenme ara basamaklar tek, cift ya
da ii¢ elektron tarafindan indirgenme durumuna gore sirasiyla siiperoksid anyonunun, hidrojen

peroksid ve hidroksil radikalinin olusumu seklinde verilmektedir (Bergendi vd., 1999).

Oz + 4HY + 4 e 2 HaO

O; mmnl Oy e 10 e OB e 2O

Oksijen Siiperoksid Hidrojen Hidrolesil su
anyonu peroksid radikali

Sekil 2.25 Oksijen indirgenme reaksiyonlart (Murray vd.,1991).

Siiperoksid anyonu (Cizelge 2.1.) orbitallerinde (n*, 2p) ii¢ elektron icermektedir ve organik
solventlerde ¢oziildiiglinde oldukga aktiftir. Siiperoksidin iki molekiilii (iki proton ile) hidrojen
perokside indirgenir. Fizyolojik pH’da protonlarin diisiik konsantrasyonu bu doniisiim hizini
diisiirmektedir. Kontrollii olarak molekiiler oksijene elektronlarin tek tek eklenmesi diger
reaktif ara iiriinlerin (Cizelge 2.1.) olusumunu miimkiin kilmaktadir. Hiicre icinde olusan ve
siiperoksidden muhtemelen daha zararli olan hidrojen peroksidin, katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimlerle uzaklastirilmasi kendine 6zgii islemlerdir. Suyun yiiksek enerjiye

maruz birakilmasi sonucu olusan hidroksil radikali oldukga aktiftir (Bergendi vd., 1999).
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Cizelge 2.1 Serbest radikaller ve yar1 6miirleri (Bergendi vd., 1999).

ARA URUN FORMUL YARI-OMUR (SANIYE)
Hidroksil radikali .OH 10°

Alkoksil radikali RO. 10

Singlet oksijen '02 10°
Peroksinitrit anyonu ONOO® 0.05-1.0

Peroksil radikali ROO. 7

Nitrik oksid ‘NO 1-10 giin
Hidrojen peroksid H,0, ENZIMATIK BOZUNMA
Siiperoksid anyonu (radikali) 0, ENZIMATIK BOZUNMA

2.6.3 Serbest Radikallerin Viicuttaki Hasarlar:
Serbest radikallerde ortaklanmamis elektronlarin varligi reaktifligin yiiksek olmasmin asil

kaynagin1 olusturmaktadir. Oksijenden tiireyen radikaller yasayan sistemlerde iiretilen bu
tiirlerin en 6nemli siifim1 olusturmaktadir. ROS hem endojen hem de ekzojen olarak viicutta
bulunabilir. Potansiyel endojen kaynaklar arasinda mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi,
peroksizomlar ve enflammatuvar hiicre aktivasyonu bulunmaktadir. Hiicresel reaktif oksijen
tiirlerinin endojen kaynaklarina ek olarak nétrofiller, eosinofiller ve makrofajlar verilebilir.
Makrofajlarin aktive edilmesiyle siiperoksid anyonu, nitrik oksid ve hidrojen peroksidin de
icinde bulundugu bir¢ok reaktif oksijen tiiriiniin liretilmesine yol acan islemler baslamaktadir

(Valko vd., 2006).

Fagositlerdeki (notrofiller ve makrofajlar) solunum patlamasi (respiratory burst), fagositoz
olaymin tetiklenmesidir. Benzer etki uygun uyarici (kemotaktik faktorler gibi) tarafindan
uyarildiginda elde edilir. Solunum patlamasi birgok antimikrobiyel ve sitotoksik ROS’iin

tiretimiyle sonuglanir (Bergendi vd., 1999).



29
0,
NADPH
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NADP @
O, (Siiperoksid)

Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Fett

H0,

a Fe*

Myeloperoksidaz

Sekil 2.26 Notrofil fagositozu ve fagolizozomlar i¢inde bakterinin yok edilmesi igin
gerceklesen oksijen-bagimli miyeloperoksidaz sistemi (Murray vd.,1991).

[k olarak pentoz fosfat yoluyla iiretilen NADPH’dan kaynaklanan tek bir elektron ile oksijen
molekiiliiniin indirgenmesi sonucu siiperoksid olusur. Bu islem NADPH oksidaz (EC 1.6.1.1)
olarak da bilinen bir multiprotein enzim kompleksi tarafindan katalizlenir. NADPH oksidaz ile
birlesen bircok protein belirtilmektedir. Normal nétrofillerde bu NADPH oksidaz protein
bilesenleri sitoplazmik ve plazma membran bilesenleri icinde yer almaktadir. Siiperoksid
mikroplarin oldiiriilmesinde etkilidir. Diger etkili ROS’lar hidrojen peroksidden siirekli
bozunma ve/veya siiperoksid dismutazin katalitik etkisiyle iiretilmektedir. Miyeloperoksidaz
(EC 3.11.1.7) bagimh hipokloriir asidi (HOCI) gibi oksihalojeniirler, H,O, ile hiicre disindaki
stvida bulunan CI” iyonlarinin reaksiyonu sonucunda iiretilir. Ikincil klorlu aminler ise HOCI’in
azot iceren bilesikler ile reaksiyonu sonucunda olusur. Miyeloperoksidaz sistemi (MPO-H,0,-
CI’) insan lokositlerindeki en gii¢lii antibakteriyel ve sitotoksik sistemdir. Fizyolojik sartlarda
siiperoksid ve diger ROS’larin iiretilmesi ile yok edilme mekanizmalar1 arasinda bir denge
kurulmalidir. Eger bu denge bozulursa insan viicudunda bazi hasarlar goriilebilir. Bu hasara yol

acan faktorler dort gruba ayrilir:

1- Genetik faktorler
2- Genetik ve ¢evresel faktorlerin birlesimi
3- Cevresel faktorler

4- Metabolik sistemlerin diizgiin calismamas1 (Bergendi vd., 1999).
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2.6.4 Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Kanser Olusumundaki EtKisi
Genellikle oksidan olarak nitelendirilen reaktif oksijen ara iriinleri siiperoksid, hipokloriir

asidi, singlet oksijen ve hidroksil radikali gibi molekiiler oksijen tiirevleridir. Normal sartlar
altinda fagosit kokenli oksidanlar viicuda giren bakteri ve parazitlere kars1 koruyucu bir rol
tistlenirler. Bunun yaninda doku hasarina yol agmak ve icinde kanserin de bulundugu bir¢ok
hastaligin gelisimine katkida bulunmak gibi zararli baz1 etkileri de bulunmaktadir. Kronik
yangl (enflammasyon), dokuda reaktif oksijen ve azotlu ara iriinlerinin {retilmesiyle
sonuclanir. ROS sinyal iletiminde ve NF-kB veya AP-1 gibi ani hiicresel stres cevaplarim
yiirliten transkripsiyon faktorlerinde degisiklikler yaratabilir (Aggarwal vd., 2006). Yiiksek
konsantrasyonlarda ROS lipidler, membranlar, proteinler ve niikleik asidler gibi hiicresel
yapilara hasar verebilen bir faktor olabilir ki, oksidatif stres olarak da bilinir. ROS’un zararh
etkileri ise, antioksidan enzimlere ek olarak enzimatik olmayan antioksidanlarin antioksidan
etkileriyle dengelenir. Hiicrede ROS’un zararh etkilerine kars1 olan savunma mekanizmasinin
varligina karsin, oksidatif hasar hayat dongiisii boyunca birikim gosterir ve radikal ilgili DNA,
protein, lipid hasar1 yaratarak kanser ve norodejeneratif bozukluklar gibi yasa bagh

hastaliklarin gelismesinde énemli olur (Valko vd., 2006).

Reaktif oksijen tiirlerinin tiimor olusturabilme aktivitesi basta DNA hasarina yol agabilme
yetenegine sahip olmasiyla ilgilidir. Proteinler ve lipidler oksidatif saldir1 i¢in belirgin birer
hedeftir ve bu molekiillerin modifikasyona ugramasi kanser olusum riskini arttirmaktadir.
Reaktif oksijen ara iriinlerini yok eden veya olusumlarim1 Onleyen ajanlar DNA hasarini,
kanser olusumunu veya enflammatuvar fagositler tarafindan gerceklestirilen degisiklikleri
engelleyebilir (Aggarwal vd., 2006). Oksidatif stres normal hiicreler ile karsilastirildiginda,
kanserli hiicrede daha ¢ok goriilen bir hiicresel redoks dengesizligine yol agar ve bu dengesizlik
kanser olusumunun tetiklenmesi ile ilgili olabilir. Oksidatif hasardan kaynaklanan genetik
materyalin kalici olarak modifikasyonu mutasyonlar, kanser olusumu ve yaslanmada ilk
basamagi olusturmaktadir. DNA mutasyonlar1 kanser olusumunda en kritik basamaktir ve
oksidatif DNA hasar1 gormiis bolgelerin artis1 bircok tiimorde izlenmistir. Bu da kanserin
gelismesinde belirtilen hasarin ne kadar dnemli oldugunu kanmitlamaktadir. ROS kaynakli DNA
hasarlar1 arasinda tek veya cift sarmalli DNA kirilmalari, piirin, pirimidin ya da deoksiriboz
modifikasyonlar1 ve DNA capraz baglanmalar1 bulunmaktadir. DNA hasar1 kanser olusumuyla
ilgili olan transkripsiyonun durmasi ya da artmasi, transdiiksiyon yollarinin degisimi,

replikasyon hatalar1 ve genomik kararsizlik gibi olaylardan kaynaklanabilir (Valko vd., 2007).
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Hidrojen peroksid ve diger reaktif oksijen tiirleri mitokondriyal genomun transkripsiyon ve
replikasyonunda rol oynayan niikleer genlerin aktivasyonunda yer almaktadir. Timor
hiicrelerinin oldugu bdlgede mutasyona ugramis mitokondriyal DNA bulunmasina karsin ve
kanser olusumunda ne dereceye kadar mitokondriyal DNA mutasyonunun yer aldigi
bilinmemesine karsin, kanser olusumunda mitokondrinin rolii a¢ik¢a bilinmektedir. Bu durum,
mitokondriyal DNA’nin bazi kisimlarmnin niikleer DNA’ya aktarildigini ve bu yolla da
onkogenlerin aktive edilmesi i¢in gereken bir mekanizmay1 one siirmektedir (Valko vd., 2007).
Enflammasyon ise bir canlinin i¢ ya da dis ¢evresinden gelebilecek etkenlere karsi savunma
cevabidir. Bu cevap canlinin bu durumla bas edebilmesini temsil eder ve bu cevap cogunlukla
da ates ile sonuglanir. Akut enflammasyon ya da ates kisa bir siire icin devam eder, bunun
sonucunda da iyilestirici bir etki ortaya ¢ikar. Buna ragmen, enflammasyon kronik bir hal alirsa
veya cok uzun siirerse viicuda zararli olabilir ve hastaliklara yol acabilir. Enflammasyon
biyomarkerlarinin heniiz ¢ok iyi anlasilamamas olmasina karsin kemokinler, sitokinler ve
enflammatuvar enzimlerin kronik enflammasyon ile ilgili oldugu bilinmektedir. Kronik
enflammasyonun kanser, kalp rahatsizliklari, diabet, Alzheimer, pulmoner rahatsizliklar ve
otoimmiin bozukluklar gibi bir¢ok rahatsizliga yol actig1 bilinmektedir. Bunun disinda kronik
enflammasyonun tiimor olusumunun bir¢ok asamasinda ve kanserin baglama, gelisme, ilerleme
ve metastaz (yayilim) asamalarinda rol oynadigi da bilinmektedir. Bircok tiirde kanserin
olusumunda enflammasyonun tasidigi biiyiik risk artik cok acgik bir sekilde bilinmektedir

(Aggarwal vd., 2006).

STRES LEVRESEL
(Kimyasal. fiziksel ve fizyolojik) KIRLETICILER
(Sigara, duman, dizel) R
VIRUSLER
BESINSEL (HTLV1, HPV, HCV, HBV, EBV)
FAKTORLER
(Izgara, kizarmus
ve karmim et} _—
\ Reaktif oluijen tirleri BAKTERILER
Tiimir nekroz fakfir-alea
Interleultin. 1
Tnterleulting /
Interleulin g
Interleukin-18
Iy Niikleer Fakiiir-xB s
A Eemolkinler AN\
A Sikleoksijenaz.2 N,
[ MNitrik oksid sentetaz EaY

5-Lipooksijenaz

AKUT YANGI KRONIK YANGI
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‘ TERAPOTIK YANGI ‘ PATOLOJIK YANGI

Sekil 2.27 Farkli enflammasyon tiirleri ve bunlarmn tiimor olusumundaki etkileri
(Aggarwal vd., 2006).
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Enflammasyonda proenflammatuvar sitokinlerin ve enzimlerin tiimér olusumundaki baglica
etkilerinin bilinmesine karsin, bu enflammatuvar yollarin bloke edilmesinin de zararli oldugu

kanmitlanmistir (Aggarwal vd., 2006).

2.7 Miyeloperoksidaz

2.7.1 Miyeloperoksidaz ve Polimorfoniikleer Lokositler (PMNs)
Polimorfoniikleer 16kositler (PMNs) enfeksiyona karsi immiin yanitta aktive olan ilk hiicre
tiriidiir. Bu hiicreler kemotaksi sayesinde go¢ ederek bakterileri ve diger mikroorganizmalari
tanidiklar1 ya da fagosite ettikleri yer olan iltihap bolgesine ulasirlar. Yabanci patojenler
hidrolitik enzimlerin, daha Onceden graniillerin icinde depolanmis olan ‘“bactericidal”
proteinlerin ya da yeni iiretilecek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkisine maruz kalmaktadir

(Arnhold, 2004).

PMN farkli protein ve enzimleri iceren dort tiir graniil icermektedir. Bu tiir graniiller
cogunlukla albumin, jelatinaz, kollajenaz olmak iizere diger proteinleri de i¢cermektedir. Bu
proteinler ve enzimler iltihap bolgesine giden kapali ve siki doku malzemesini PMN i¢in
acmakta yardimeci olma roliinii iistlenmektedirler. PMN’de bulunan azurofilik graniiller essiz
bir protein olan ve hem iceren Miyeloperoksidazin biiyilk miktarin1 bulundurmaktadirlar.
Membranda bulunan NADPH oksidaz ile birlikte Miyeloperoksidaz reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunda ve biyolojik materyalin oksidasyonunda rol almaktadir. Aktif PMN’de NADPH
oksidaz molekiiler oksijeni indirgeyerek siiperoksid anyonu radikalini olusturmaktadir. Bu
radikal ve bu radikalden tiireyen hidrojen peroksid (H,O,), miyeloperoksidazin substratlaridir
(Amhold, 2004). Miyeloperoksidaz (MPO: donor, hidrojen peroksid oksidorediiktaz,
EC 1.11.1.7) sadece notrofillerde ve monositlerde bulunmaktadir. Monositler PMN’de bulunan

MPO’1n sadece 1/3 iinii icermektedir (Arnhold, 2004).

Fagositoz ile aktive olan nétrofiller “respiratory burst” olarak adlandirilan bir isleme girerler.
“Respiratory burst” mikroplar i¢in toksik etkisi olan siiperoksid, hidrojen peroksid ve diger
reaktif oksijen tiirevlerinin iiretilmesine neden olmaktadir. Bu islemler sirasinda graniillerin
icindekiler fagolizozomlara salinir ve hiicre disinda bulunan herhangi bir mikrobun salinan
maddeler ile temas etmesi saglanir. MPO ise hidrojen peroksid ile kloriir iyonlarinin (CI)
hipokloriir asidine doniismesini katalizlemektedir. Hipokloriir asidi mikrobiyal o6ldiirmede
hidrojen peroksidden 50 kat daha giiclii bir maddedir. MPO ayrica fagositoza ugramis bakteri

hiicresini direkt olarak klorlandirmaktadir ve ayrica “MPO-H,O,—CI™ sisteminin mikrop
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oldiirmede ¢ok O©nemli rolii oldugu bilinmektedir. Bakterileri o©ldiirmenin yan1 sira
“MPO-H,0,—CI™ sisteminin mantarlarin, parazitlerin, protozoalarin, viriislerin, tiimor
hiicrelerinin, akyuvarlarin (natural killer hiicreleri “NK”), alyuvarlarin ve trombositlerin yok
edilmesinde de rolii olduguna inanilmaktadir. Bu belirtilen sistemin “respiratory burst” olayini
sonlandirdigina da inanilmaktadir, nedeni ise MPO bozuklugu olan hastalarda durdurulamayan
“respiratory burst” olaylarinin goriilmesidir. “MPO-H,0,—CI™ sistemi ayrica enflammatuvar
cevabin diizenlenmesinde de rol oynayabilmektedir. Ek olarak bu sistemin, akyuvarlar ((NK)
hiicreleri) yonettigi, kemotaktik reseptorlere peptid baglanmasim azalttigi ve ol-proteinaz
inhibitorii ve kemotaksinler gibi PMNs iiriinlerini ya inaktive ya da otookside ettigi

bilinmektedir (Arnhold, 2004).

MPO’nun diger fonksiyonlari arasinda tirozil radikali tiretimi, B2-integrinler yoluyla miyeloid
hiicrelerin adezyonunun siirdiiriilmesi ve serum lipoproteinlerinin yiikseltgenmesi de
bulunmaktadir. MPO’nun atherosklerozda, karsinojenezde ve dejeneratif norolojik
hastaliklarda rol oynadigir sanilmaktadir. MPO biyolojisi heniiz tam olarak anlagilabilmis

degildir ve bircok yoniiyle halen arastinlmaktadir [2].

2.7.2 Miyeloperoksidazin Yapisi
MPO yapisinda glukoz bulunduran, molekiiler agirligi 144 kD olan katyonik ozellikte bir
proteindir. Bir disiilfid kopriisiiyle birbirine bagli durumda iki benzer dimerden olusmaktadir.
MPO’1n bu iki alt iinitesini birbirine baglayan disiilfid baginin secici olarak parg¢alanmasi
enzimin spektral ve katalitik 6zelliklerinden pek de farkli olmayan hemi-enzimi (yari-enzimi)
verir (Fiedler vd., 2000). MPO her bir dimer yapida, merkezi demir atomu igeren protoporfirin
IX grubu bulunduran bir hafif bir de agir alt iiniteden (herbiri 108 ve 466 aminoasidden
olusmaktadir) olugsmaktadir. MPO’nin her iki hem grubu fonksiyonel olarak aymdir. Hem
gruplar1 apoprotein ile iki ester bagi ve bir siilfonyum iyon bagi ile baglanmistir. Hemin bu ticlii
baglanis sekli diger hem proteinleri ile karsilagtirldiginda kendine 6zgii olmaktadir. Bu da
porfirin halkasinin biraz da olsa egilmesine sebep olmakta ve Soret bandinin MPO i¢in 428
nm’ye kaymasinin “red shift” yapmasinin nedeni olarak gosterilmektedir (Arnhold, 2004). Bu
kayma da enzimin karakteristik yesil renginden sorumlu olan UV bolgede giiclii bir

absorpsiyon bandi vermektedir (Fiedler vd., 2000).
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Sekil 2.28 Miyeloperoksidazin 3 boyutlu yapisi [9].

Sekil 2.29 Miyeloperoksidaz dimer yapisi (Zincirlerarasi disiilfid bagi (Cysc153-Cysp153)
gosterilmistir) (Fiedler vd., 2000).
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Dimerik enzimin ikiz yari-enzimleri birbirine non-kristallografik ciftli aksis ve Cys153’deki
kovalent disiilfid kopriisiiyle baglanmustir. ikincil yapr ¢ogunlukla a-Heliks yapisinda ve ¢ok
azda olsa B-katlanmig yaprak yapisi bulunmaktadir. Her bir yari-enzim bes tane heliksli
merkezi bir ¢cekirdekten ve kovalent olarak bagli bir hem grubundan meydana gelmistir (Fiedler

vd., 2000).

Sekil 2.30 Miyeloperoksidaz enziminin monomer yapisi (Fiedler vd., 2000).

Sekilde goriilen helikslerden dordii biiyilk polipeptid, besinci ise kiiciik polipeptidden
olusmaktadir. Biiyiik polipeptidden arta kalan kisim farkli dort bolge iizerine ve merkezi
cekirdegi saran tek bir ilmik iizerine katlanmaktadir. Kiigiik polipeptid molekiil yiizeyini
merkezi cekirdekte yer edinmek iizere iceri dogru uzanarak sadece karboksi terminalinden
kaplamaktadir. MPO ile katalitik bolgelerindeki protein katlanmasi ¢ok benzer olan bir
membran enzimi olan prostaglandin H sentaz, %22’lik bir dizilim benzerligi gostermektedir.
Yap1 analizleri kalsiyum-baglanma bolgelerini, asparagin-ilgili ii¢ glukozlanma bolgesini
(Asnl189, Asn225 ve Asn317) ayrica proksimal His336 ve distal His95 davranislarini
dogrulamustir (Fiedler vd., 2000).
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Sekil 2.31 Miyeloperoksidaz enzimi Hem grubu (Fiedler vd., 2000).

MPO’daki hem, Glu242 ve Asp94 ile ester baglarinin olusumuyla A ve C pirol halkalarindaki
metil gruplariin modifiye edildigi protoporfirin IX tiirevi olarak nitelendirilmektedir. Uciincii
kovalent baglanma ise Met243’{in siilfiir atomu ile pirol halkasindaki vinil grubunun B-karbon

terminali arasinda olan siilfonyum iyon bagi ile gerceklesmektedir (Fiedler vd., 2000).

Sekil 2.32 Miyeloperoksidazin Hem grubu ve bagli aminoasidler (Fiedler vd., 2000).
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Hem-peroksidazlar ile hidrojen peroksid arasinda olan reaksiyon yiikseltgeyicilerin oksiferril
Fe IV Il-katyon radikali olarak depolandigi Form I’in olusmasi ile sonu¢lanmaktadir. MPO’da
enzimin bu yiikseltgenmis formu, halojeniir iyonlarnin iki-elektronlu peroksidasyonunun ve
bircok aromatik alkol ve aminin tek-elektronlu oksidasyonunun gerceklestirilmesini
saglamaktadir. MPO’1n halojeniir peroksidasyonunu katalizledigi mekanizma karmagiktir.
Bunun nedeni ise hem H;0,’nin hem de halojeniiriin inhibitor 6zellik tasimasidir. Halojeniir
inhibisyonu H,0,’ye gore yarigsmalidir ve her pH degeri icin halojeniiriin bir optimum
konsantrasyonu vardir: H,O, konsantrasyonu maksimum reaksiyon hiziyla dogru orantilidir.
H,0,’nin MPO ile olan Form I olusum reaksiyonu pH bagimsiz olarak meydana gelmektedir.
Enzimin {iizerinde pK 4.0-4.3 olan bir grubun (Bu grubun distal histidine oldugu kabul
edilmektedir) H,O, baglanmasinin gerceklesebilmesi i¢in proton vermesi (deprotonlanmasi)
gerekmektedir. Bunun tersi olarak bu grup diisiik pH’da protonlandiginda halojeniir baglanmasi
gerceklesmektedir.  Spektral degisimler ile halojeniirlerin MPO’ya  baglanmalari
izlenebilmektedir. Floriir, kloriir, bromiir ve iyodiir Soret maksimumunun 428 nm’den sirasiyla
435, 434, 432 ve 423 nm’ye kaymasin (red shift) yapmasim saglamaktadir. Belirtilen spektral
degisimler halojeniiriin  enzime baglanmasinin pH’a olan bagimliligi  saptamada

kullanilmaktadir (Fiedler vd., 2000).

Sekil 2.33 MPO dimeri. iki yarigin biiyiik polipeptidleri kirmizi ve mavi renkte gosterilirken,
kisa polipeptidler ayn1 renklerin daha acik tonlari ile verilmistir. Hem grubu yesil, karbonhidrat
turuncu, kalsiyum mor ve kloriir sar1 renkte belirtilmis, molekiiliin merkezindeki disiilfid bagi
siyah ile gosterilmistir (Fiedler vd., 2000).
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Yukaridaki modelde 10 307 adet hidrojen atomu disinda bir¢ok atom bulunmakta ve bunlarin
baglicalarini 1140 amino asid, 2 hem, 16 seker, 2 kalsiyum iyonu, 2 kloriir iyonu, 4 siilfat, 6
asetat ve 838 su molekiilii olugturmaktadir. MPO molekiiliindeki iki yarim parca kristal
icerisinde farkli ortamlarda bulundugundan, molekiil yilizeyindeki esdeger yan zincirlerinin

konformasyonlarinda bazi farkliliklar olabilmektedir (Fiedler vd., 2000).

2.7.3 Miyeloperoksidazin Viicuttaki Onemi
Bir¢ok calismada MPO’1n essiz antimikrobiyal 6zelliginin hipokloriir asidi ve diger toksik
ajanlarin iiretiminden kaynaklandigi ve bunun da noétrofil fagolisosomlarinin i¢indeki mikrop
inhibisyonu veya Oldiiriicli 6zelligi yaratan ortami olusturdugu belirtilmektedir. MPO hedef
molekiillerin translasyon sonrasi modifikasyonlarimi etkilemek i¢in H,O,’i kullanmaktadir.
Fizyolojik pH’da Cl‘in Cl”e yiikseltgenmesi MPO’a 6zgii olmasina ragmen bu islemi tiim
hayvan peroksidaz ailesi tarafindan kullanilan bir yol izler. MPO’1n fagosoma salimmindan
sonra fagositlerin NADPH-bagimli oksidazi HOCI iiretimi i¢in MPO’a gereken H,O,’i iiretmek
izere aktive olur. Hayvan peroksidazlarindan olan tiroid peroksidaz (TPO), laktoperoksidaz
(LPO) ve eosinophil peroksidaz (EPO) da farkli H,O, kaynagi kullanarak ayni yolu izler. HOCI
ve tiirevleri dokulara zarar verdiginden MPO-kaynakli hasar fagozom igindeki mikroplarla
sinirh degildir. Bu nedenle MPO atherosklerozun, merkezi sinir sistemindeki hasar sonucu
goriilen rahatsizliklarin ve bazi tiimor tiirlerini iceren farkli enflammatuvar hastaliklarin

sebeplerinden biri olarak goriilmektedir (Fiedler vd., 2000).

Viicuttaki toksisite destegi ile tirozil radikali olusumu, klorlandirma, tirozin peroksid iiretimi ve
serum lipoproteinlerinin  oksidasyonu gibi MPO-katalizli modifikasyonlarinin varlig
bilinmektedir. MPO’in enflammatuvar hastaliklardaki rolii, yapr tizerindeki calismalar ve
peroksidaz ailesinin fonksiyonu ile ilgili birikim, bircok hastaligin olusumuyla ilgili bilgi
saglamakta, bu hastaliklarin olugsmadan Onlenmesinde ayrica tan1 ve tedavisinde rol

oynamaktadir (Fiedler vd., 2000).
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2.7.4 Viicutta Miyeloperoksidaz Uretimi
MPO bir cift uzun ve kisa zincirden olusan ve iki tane demir atomuna sahip dimerik bir
molekiildiir. MPO’yu kodlayan gen 17q 22-23 bandi iizerinde bulunmaktadir. MPO sadece bir
gene sahiptir ve bu nedenle enzimin kendisi tek bir polipeptid iiriiniinden sentezlenir. Bu genin
ekspresyonu ve dolaysiyla MPO sentezi azurofilik graniil gelisimi ile es-zamanli miyeloid
gelisiminin promiyelositik asamasinda olmaktadir. MPO geni, enzimatik olarak inaktif bir 6n-
madde olan apopro-MPO’yu vermek iizere glukozlanan primer translasyon {iriiniinii
kodlamaktadir. Enzimatik olarak aktif bir 6n-madde olan pro-MPO’yu vermek iizere hem daha
sonra yapiya katilir. Pro-MPQO’ya olan bu doniisiim Endoplazmik Retikulumda gerceklesir. Pro-
MPO daha sonra bir¢cok karmasik doniisiime ugrar ve sonunda azurofilik graniillerde olgun
MPO halini alir. MPO farkli bir gen tarafindan kodlanan farkli bir enzim olan eosinophil
peroksidaz (EPO) ile karistirtlmamalidir. MPO bozukluguna sahip hastalarin notrofillerinde ve
monositlerinde diisiik MPO aktivitesi belirlenirken, bu hastalarin eosinofillerinde EPO’nun

normal seviyeleri goriilmiistiir [2].

2.7.5 Miyeloperoksidaz Enzimi Tarafindan Giiclii Oksidanlarmn Uretimi
MPO pek cok oksidanin iiretilmesinde rol oynamaktadir. Bununla birlikte enzimin aktif
formlar1 (¢ogunlukla form I, ve form II de) farkli substratlar1 oksidleyebilmektedir. Dogal
formunda MPO’in hem demiri ferrik (Fe**) haldedir. Dogal MPO siiperoksid anyonu ve
hidrojen peroksid baglayabilmektedir. Ilk olarak enzimin ii¢iincii formu olusmaktadir ki bu
form aromatik substratlarin hidroksillenmesinde rol oynamaktadir. Hidrojen peroksidin suya
indirgenmesi dogal MPO {izerinden form I olusumuyla gerceklesmektedir. Form I'deki hem
demiri ferril formundadir (Fe4+) ve baska bir okside edici porfiril radikali olarak bulunmaktadir.
Bu nedenle de Form I oksijen atomunun demire c¢iftli bir bag ile baglandig ferril I1-katyon
radikal tiirii olarak nitelendirilebilmektedir. MPO’mn Form I'i dogal formuna, (pseudo)
halojeniirlerden iki elektronun uzaklasmasi ya da Form II'nin olusumu ile iki elektronun tek tek

koparilmasi ile indirgenmektedir (Arnhold, 2004).
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Sekil 2.34 Miyeloperoksidazin oksidasyon-rediiksiyon dongiisii (Arnhold, 2004).

[Ik basamakta (pseudo)halojeniirler (pseudo)hipokloriir aside doniisiirler. Miyeloperoksidaz
katalizi ile olusan hipokloriir asidi ve hiposiyanat, 6zellikle fizyolojik sartlarda ¢ok biiyiik
onem tasimaktadir. Form I’in (diisiik hizda da olsa Form II tarafindan da) radikal iiriinlerinin
olusumunda sadece tek bir elektron kopararak oksidledigi bircok substrat bilinmektedir. Bu
substratlar tirozin, triptofan, siilfidriller, fenol ve indol tiirevleri olmakla beraber, bunlarin
yaninda nitrit, hidrojen peroksid ve ksenobiyotikler de bulunmaktadir. (Pseudo)hipokloriir asid
ve diger iirlinler gibi, birgok radikal iiriin biyolojik makromolekiillerin zarar gérmesinde ve
doku hasarinda rol oynamaktadir. Ferrik miyeloperoksidazin diger reaksiyonlari ise ferro haline
indirgenmesi, nitrik monoksid ya da siiperoksid anyonik radikali ile olan reaksiyonlaridir

(Arnhold, 2004).

2.7.6 MPO Tarafindan Uretilen Diger Reaktif Oksijen Tiirleri
Hipokloriir asidinin bazi reaksiyonlari, doku hasarinda yiiksek potansiyele sahip reaktif oksijen
tiirlerinin meydana gelmesine neden olmaktadir. Hipokloriir asidi hidrojen peroksid ile singlet
oksijen vermek iizere reaksiyon verir. Hidroksil radikalleri sadece Fenton reaksiyonu
sonucunda olusmaz, bunun disinda siiperoksid anyonu veya Fe(Il) ile reaksiyona girmeleri
sonucunda hipokloriir asidinden tiirerler. Hipokloriir asidi nitrit ile giiclii bir klorlandirma ve

nitritlendirme bilesigi olan NO,Cl vermek iizere reaksiyona girer (Arnhold, 2004).
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+H202|:::} 102'+ HQCH‘ H* + CI

+Oo — 'OH + O,+Cl
HOC1
+Fet ——=—- OH+ Fe’* +Ct

+NO; ——== NO,Cl + -OH

Sekil 2.35 Miyeloperoksidazin iiriinii olan hipokloriir asidinden tiireyen reaktif oksijen ve
azotlu bilesiklerin olusumu (Arnhold, 2004).

Miyeloperoksidaz (MPO, EC 1.11.1.7) memeli notrofillerinde bulunan halojeniir iyonlarinin ve
pseudohalojeniir tiyosiyanatin hidrojen peroksid ile olan peroksidasyonunu katalizleyen hem-

icerikli bir enzimdir (Fiedler vd., 2000).

H,0, + Ct+ H;O" =HOCI + 2 H,0

Sekil 2.36 Halojeniir iyonlarinin hidrojen peroksid ile asidik ortamda olan peroksidasyon
reaksiyonu (Fiedler vd., 2000).

Bu reaksiyonlarin iiriinleri ve ikincil metabolitleri fagositoza ugramis bakteri ve viriislerin yok
edilmesinde gorevlidir. Miyeloperoksidaz enzimi eosinofil peroksidaz (EPO), laktoperoksidaz
(LPO), tiroid peroksidaz (TPO), ve prostaglandin H sentazin da i¢inde bulundugu memeli
peroksidaz ailesinin bir iiyesidir (Fiedler vd., 2000).
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3.1 Kullamlan Cihaz ve Malzemeler

3.1.1 Kullamlan Cihazlar

Kaba terazi

Hassas terazi

Manyetik karistirict
Vorteks

Calkalamali su banyosu
Sogutmal1 santrifiij

Su saflagtirma cihazi
Liyofilizator

pH metre cihazi

HPLC sistemi

UV Visible Spektrofotometre

Ultrafiltrasyon sistemi

LC-MS Sistemi

FT-IR Spektrometre

: Precise BJ 6100D

: Precise XB 220A

: Heidoloph MR 3001

: Heidolph Type REAX top

: GFL 1086

: ThermoIEC (Micromax RF) Model 230
: Millipore FASN77678

: Telstar Cryodos

: Inolab

: Shimadzu Program Class VP.

: Model V-530 JASCO Program

Model UV-1700 PharmasPEC

: Model 8010 “Stirred Ultrafiltration Cell” Millipore

: SHIMADZU LCMS-2010 EV Liquid Chromatograph

Mass Spectrometer

: “Pelkin Elmer SpectrumOne” FT-IR spektrometre ve

Universal ~ATR Sampling Accessory
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3.1.2 Kullamlan Malzemeler
¢ Otomatik pipet : Gilson 100-1000ul; Finnpipette 100-1000 pl;

Finnpipette 5-50 pl; Eppendorf 100-1000 pl;
Eppendorf 10-100 pl

e Eppendorf tiipleri : 2000 pl
e Beher : 10 ml, 50ml, 100 ml, 500 ml, 1 L,2L
¢ Balonjojeler : 50 mL, 100 mL

e Penisilin siseleri
e Meziir :10 mL, 50 mL, 100 mL
® Deney tiipleri

e Manyetik karistirict magnetleri

3.1.3 Kullanillan Thermo IEC Marka Sogutmah Santrifiijiin Techizat ve Cahsma

Parametreleri
Model : Micromax RF
Devir araligi : 300-23300 rpm
Sicaklik araligt : ((9C) - (+40°C)

3.1.4 Kullamlan UV-Vis (JASCO V-530) spektrofotometresinin Techizat ve Calisma

Parametreleri
Optik Sistem : Single monochromator
Detektor : Silikon fotodiod (S1337)
Isik kaynag : Deuterium (D2) lamba : 190- 350 nm

Halojen lamba  : 390-1100 nm
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3.1.5 Kullamlan UV-Vis (UV-1700 PharmaSpec) spektrofotometresinin Techizat ve
Calisma Parametreleri

Optik Sistem : Filtre
Detektor : Fotodiod detektor
Isik kaynag : Deuterium (D2) lamba : 190-350 nm

Halojen lamba  : 390-1100 nm

3.1.6 Kullamlan SHIMADZU Marka LC-MS Sisteminin Techizat ve Calisma

Parametreleri
Kolon : Ters faz C18 kolon
Akis hizi : 0,2ml/dk
Boyut :5 um 20 cm x 0,21 cm
Mobil faz : Asetonitril/Su: %10/90- %70/30
Kolon sicakligi :25°C
Detektor : UV254 nm

Dalga boyu 1254 nm
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3.1.7 Kullamlan HPLC Sisteminin Techizat ve Calisma Parametreleri

Kolon : Silika jel kolon

( LC column Shim Pack Diol-300)

Boyut : 7,9mm x 50cm

Akis hizt : 1 ml/dk

Dedektor : UV-VIS detektor (SPD-10AV)
Mobil faz : PBS; pH=7,0; %0,05 NaN3
Akis hizi : 1ml / dakika

Kolon sicakligi :25°C

Dalga boyu : 280 nm
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3.2 Kullanilan Kimyasallar

Cizelge 3.1 Kulanillan Kimyasallarin Listesi

Kimyasal Maddeler Uretici Firma Lot No.
Tamoksifen %99 Sigma T5648
HEPES Fluka PO4644
NH4Cl Horasan Kimya 17088
NaHCO; Fluka 71627
EDTA (Etilendiamintetraasetik Asid) Fluka 03699
NaH,P0O,.2H,0 Riedel-de Haen 04269
Na,HPO,.7H,O Fluka 71647

NaCl Riedel-de Haen 13423
TRITON X-100 Fluka 93443
o-dianisidin Fluka 33430

H,0, Fluka 95321
H,SO4 Merck K31996213315
NaOH Riedel-de Haen 06203

HCI Merck 1.00314.2500
CH;COOH Riedel-de Haen 27225
Polietersiilfon Ultrafiltrasyon Membrani | Millipore PBGC02510
NMWL:10000

5,5-Dimetil-1-Pirolin N-Oksid Fluka 41568
MnCl,.4H,0O Riedel-de Haen 31422
MgClL. 6H,O Applichem A1036.1000
CaCl, Riedel-de Haen 12095
(NH4),S0Oy4 Carlo Erba Reagenti 420777
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3.3 Deneylerin Yapihsi

3.3.1 Miyeloperoksidaz Enziminin (EC 3.11.1.7) Kan Orneklerinden izole Edilmesi
Kullamlan Reaktifler

75 mM NH,4Cl

10 mM NaHCO;

10 mM EDTA (Etilendiamintetraasetik Asid)
10 mM PBS (pH 7.20)-Y1ikama tamponu

10 mM PBS (pH 7.00)

TRITON X-100

Deneyin Yapilisi

EDTA’L tiiplere kan oOrnekleri alindi. Eppendorf tiiplerinde 75 mM, 2000ul NH4Cl liziz
cozeltisi (pH 7.30) tizerine 50 mikrolitre kan Ornegi ilave edildi. Tiip icerigi karistirildiktan
sonra 10 dakika oda sicaklifinda bekletilerek kirmizi kan hiicrelerinin “lysis” (parcalanma)
islemi gerceklestirildi. Bu islemden sonra eppendorf tiipleri sogutmali santrifiije konuldu ve
10°C’da 550g hizda 5 dakika santrifiij edildi. Tiiplerin dibinde elde edilen, beyaz kan
hiicrelerini iceren pelletler iizerinde kalan sivi dekante edildi. Geri kalan eritrositleri
uzaklagtirmak amaciyla yapilan yikama isleminde, tiiplere 10 mM PBS (pH 7.20) 1000 pl
eklendi, karistirildiktan sonra sogutmali santrifiije konularak 550g hizda 10°C’da 5 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen pelletler iizerinde kalan sivi dekante edildikten sonra tiiplere % 0.2
TRITON X-100 ¢ozeltisinden 50 pl konularak 5 dakika bekletildi. Bu islemle pelletlerin
icerdigi lokositlerin parcalanmasi “lysis” ve dolayisiyla miyeloperoksidazin sulu ortama
aktarilmast saglandi (Kuzu-Karsilayan vd., 2002). Tiiplere 250 ul 10 mM PBS (pH 7.00)
tamponu eklendi, vorteks kullanilarak tiip icerigi karistirild1 ve sonra sogutmali santrifiijde 850
g’de 10°C sicaklikta 5 dakika santrifiij yapildi. Boylece hiicre kalintilarinin tiip ¢eperlerine
yapigmasi saglandiktan sonra otomatik pipet ile miyeloperoksidazi da iceren hiicre igerikleri

almarak havuz yapildi.

3.3.2 Miyeloperoksidaz Enziminin Saflastirilmasi

3.3.2.1 On Cahsmalar

Yapilan literatiir caligmasi degerlendirilerek (Hope vd., 2000; Olsen ve Little, 1983) Con A
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dolgu maddesinin kullanildigi affinite kromatografi yontemi ile miyeloperoksidazin

saflastirilmast denendi. Ancak bu yontem ile basarili sonu¢ alinamadi.

Hiicre iceriginin (NH4),SOy ile ¢oktiiriilmesini takiben (Cutler, 2004) ultrafiltrasyon sistemi

kullanilarak miyeloperoksidazin saflastirilmasi saglandi.

3.3.2.2 (NHy):SOy ile coktiirme

Elde edilen hiicre igerigi havuzunun hacmi bir meziir yardimi ile Ol¢iilldi ve UV
spektrofotometrede absorpsiyon spektrumlari alinarak Ajso, A4z ve Auzp degerleri okundu.
Olgiilen hacim daha 6nceden belirlenmis %100 doygunluk icin gereken 0.697 gr/ml sayis1 ile
carpilarak ¢oktiirme icin gereken (NH4),SO4 miktar belirlendi (Cutler, 2004).

IM(NH4)2504 = 0.697 gr/ml . meek

Hesaplanan (NH4),SO, tartilds, +4°C’de yavag yavas ve karigtirma saglanarak hiicre igerigi
havuzuna eklendi ve ¢oziinmesi saglandi. Bu 6rnekte bulunan diger proteinlerin ¢okmesi i¢in
karistirma yapilmaksizin 1 saat beklendi. Bu siire sonunda 6rnek 2000ul’lik eppendorflara
konuldu ve sogutmali santrifiijde +4°C’da 10 000 g hizda 20 dakika santrifiij edildi. Bu islem
berrak Ornek elde etmek iizere iki defa tekrarlandi. Elde edilen c¢o6zeltinin UV

spektrofotometrede absorpsiyon spektrumlari alinarak Ajgo, A4g3 ve Auzpdegerleri okundu.

3.3.2.3 Ultrafiltrasyon islemi

Elde edilen berrak ornekler “ Polyethersulfone Membrane” kullanilan Millipore marka Model
8010 Stirred Ultrafiltration Cell sisteminde, PBS tamponu (pH 7.0) ve asetat tamponu (pH 5.6)
kullanilarak, yiiksek RZ degeri elde etmek iizere yikandi. Defalarca yapilan her yikamadan
once ve sonra hem membrandan gecen alt fazin hem de iist fazin spekturumlar1 alinarak Ajg
Auoz ve Auzpdegerleri okundu. Bu iki tampon ile yapilan uygulamalar degerlendirildikten sonra
her uygulamada asetat tamponu ile 5 defa ve bunu takiben tampon degistirme amaciyla PBS
ile de iki defa yikama yapildi. Enzim icerdigi hem grubundan dolay1 absorpsiyon spektrumunda
280 nm’den baska 403nm’de MPO’ya 6zgii maksimum vermektedir. 403nm ve 430 nm’de
absorbans degerinin 280nm’dekine oran1 RZ degeri (Reinheitszahl ratio) olarak bilinir ve

enzimin safliginin bir gostergesidir (Leon vd., 2002; Franco Fragus vd., 2004).
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Cizelge 3.2. Asetat tamponu (pH 5.6) ile yikanan 6rnegin iist ve alt fazlarimin Ajgo, A3, A43o
ve RZ403, RZ430 degerleri .

Byanp Aam Hasp EZans EZaan

Yikatnadan énce iist faz 0555 0222 0174 0.4 0.32
Yikamadan énce alt faz 0233 00025

1. Tikamadan sonra st faz 0636 1077 0441 1.69 0.6%
1. Tikamadan ¢nce alt faz 0136 0.003

2. Yikamadan sonra st faz 0,555 1.086 0429 1.98 0777
2. Tikamadan énce alt faz 0,552 0

3. Yikamadan sonra st faz 0464 1.037 0,358 2.24 077
3 Tikamadan énce alt faz 0.016 0

4. Tikamadan sonra st faz 0451 1.009 0.354 2.24 0.79
4. Tikamadan énce alt faz 0.022 0

5. Tikamadan sonra Gst faz 0425 1.029 0.346 242 0.82
5 Yikamadan énce alt faz 0.001 0

6. Yikamadan sonta st faz 0523 1281 0432 2.45 0.8%
& Yikamadan énce alt faz 0.00% 0

7. Yikatnadan sonra iist faz 0370 0.9%2 0311 268 0.34
7. Yikatnadan énce alt faz 0.00% 0

4. Yikamadan sonra st faz 0352 0985 0.29% 2.80 0.85
8. Yikamadan énce alt faz 0 0

3. Yikamadan sonra st faz 0348 0.998 0262 2.87 0.75
3. Yikamadan énce alt faz 0.003 0

10, Yikamadan sonra st faz 0,330  0.899 0247 272 075
10. Yikamadan énce alt faz 0 0

11. Tikamadan sonra Gst faz 0.314 0870 0.231 277 0.74

11, Yicamadan dnce alt faz 0.001 0
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Cizelge 3.3 PBS tamponu (pH 7.0) ile yikanan 6rnegin iist ve alt fazlariin Ajgy. Asgs, Agzp Ve
RZ403’ RZ43() degerleri.

Boeny  Agoz Agap Efans EZaan

Yikamadan ¢énce st faz 1.2%3 0865 0346% 067 0.4
Yikamadan énce alt faz 022 0 0

1. Tikamadan sonra Gst faz 0564 0.8251 0307 1.6%3 0.54
1. Tikamadan énce alt faz 0122 0 0

2. Tikatnadan sonra tst faz 0435 1.02% 0315 2.08 0,64
2. Yikamadan énce alt faz 0.063 0002 O

3. Yikamadan sonra Gst faz 0.46% 1026 0325 2.1% 070
3. Yikamadan énce alt faz 0.032 0004 0003

4 Yikamadan sonra iist faz 0496 1057 0. 368 215 0774
4 Tikamadan snce alt faz 0.010 0 0

5. Yikamadan sonra ist faz 0399  0.957 0.290 2.40 075
5. Yikamadan énce alt faz 0002 0 0

6. Yikamadan sonra ist faz 0434 0977 0.327 2.25 075
6, Tikatnadan énce alt faz 0.002 0 0

7. Yikamadan sonra Gst faz 0427 0582 0328 2.30 077
7. Tikamadan énce alt faz 0 ] 0

B, Tikamadan sonra Gst faz 0.37% 0933 0284 246 075
8. Tikamadan énce alt faz 0.00% 0004 0002

9. Yikamadan sonra Gst faz 0.381 0570 0252 2.55 077
9. Yikamadan énce alt faz 0.001 ] 0

10, Yicamadan sontra izt faz o400 0991 0.30% 248 077

10, Yicamadan dnce alt faz 0 0.001 0

11. Yicamadan sonra st faz 0354 05957 0.301 243 0.76

11. Ticamadan énce alt faz 0 0 0
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3.3.3 Miyeloperoksidazin Aktivite Tayini
Kullanilan Reaktifler

10 mM PBS (pH 7.00)

Miyeloperoksidaz enzim 6rnegi (0.294 mg/ml)
5 mM o-dianisidin

%3 H,0,

4N H,SO4

Deneyin Yapilisi

805 ul PBS iceren, 37°C’daki ¢alkalamali su banyosunda bekletilen deney tiiplerine sirasi ile,
10 pl o-dianisidin, 100 pl enzim 6rnegi konuldu ve 10 pl H,O, eklenerek reaksiyon baslatildi.
10 dakika reaksiyon siiresi sonunda 75 pl 4N H,SO, ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve

UV spektrofotometrede absorpsiyon spektrumlari alinarak A4 degerleri okundu.

3.3.4 Miyeloperoksidazin Tamoksifene Etkisinin UV-Vis Spektrofotometre ile
Incelenmesi

Kullanilan Reaktifler

50 mM HEPES (%0.9 NaCl) (pH 7.25)

Miyeloperoksidaz enzim 6rnegi (0.294 mg/ml)

0.0048 mM Tamoksifen ¢ozeltisi [50 mM HEPES (%0.9 NaCl) (pH 7.25)]

10 mM 5,5'-Dimetil-1-pirolin N-oksid ¢ozeltisi [SO mM HEPES (%0.9 NaCl) (pH=7.25)]
%3 H,0,

Deneyin Yapilisi

37°C’ye ayarlanmis su banyosu olan UV-Vis Spektrofotometrede 50 mM HEPES (%0.9 NaCl)
(pH 7.25) tamponunda hazirlanan 0.0048 mM Tamoksifen ¢ozeltisinden 1000 pl kiivete alinip
ilacin absorpsiyon spektrumu alindi. Daha sonra kiivetten 210 pl alinip bu hacmin yerine

200 ul miyeloperoksidaz enzim orneginden (0.294 mg/ml) konuldu ve reaksiyon 10 ul H,O,
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eklenerek baglatildi. Farkli zamanlarda UV spektrofotometrede absorpsiyon spektrumlari
almarak reaksiyonun yiiriiylisii 120 dakika boyunca izlendi. Bu iglemlerin herbiri hem radikal
yakalayici (Free Radical Trap “5,5'-Dimetil-1-pirolin N-oksid”) varlifinda hem de radikal
yakalayici kullanilmadigi durumda gerceklestirildi.

3.3.5 Miyeloperoksidazin Tamoksifene Etkisinin FT-IR Spektrometresi ile
Incelenmesi

Kullanilan Reaktifler

Miyeloperoksidaz enzimi drnegi (0.294 mg/ml)

0.0048 mM Tamoksifen ¢ozeltisi [50 mM HEPES (%0.9 NaCl) (pH 7.25)]

10 mM 5,5'-Dimetil-1-pirolin N-oksid ¢ozeltisi [SO mM HEPES (%0.9 NaCl) (pH 7.25)]

%3 H,0,

Deneyin Yapilisi

37°C’daki su banyosunda 790 ul 50 mM HEPES (%0.9 NaCl) (pH 7.25) tamponunda
hazirlanan 0.0048 mM Tamoksifen ¢ozeltisine enzim 6rneginden 200 pl (0.294 mg/ml) eklendi
ve 10 pl H,O, ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Reaksiyonun baslatilmasindan 0 dakika, 60
dakika ve 120 dakika sonra ornekler hizla dondurularak durduruldu. Bu islemlerin herbiri
radikal yakalayici (Free Radical Trap) olarak bilinen 5,5'-Dimetil-1-pirolin N-oksid varliginda
ve bu madde kullanilmadan gerceklestirildi. Elde edilen ornekler FT-IR spektrometresi ile

incelendi.
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3.3.6 Miyeloperoksidazin Tamoksifene Etkisinin LC-MS Cihaz ile incelenmesi

Kullanilan Reaktifler

Miyeloperoksidaz enzim 6rnegi (0.294 mg/ml)

0.0048 mM Tamoksifen ¢ozeltisi [SO mM HEPES (%0.9 NaCl) (pH 7.25)]

10 mM 5,5'-Dimetil-1-pirolin N-oksid ¢ozeltisi [SO mM HEPES (%0.9 NaCl) (pH 7.25)]

%3 H,0,

Deneyin Yapilisi

37°C’daki su banyosunda, 50 mM HEPES (%0.9 NaCl) (pH 7.25) tamponunda hazirlanan
0.0048 mM Tamoksifen ¢ozeltisinin 790 pul’sine miyeloperoksidaz enzimi 6rneginden (0.294
mg/ml) 200 ul eklendi ve 10 pl H,O, ilavesiyle reaksiyon baslatildi. Reaksiyon baslatildiktan
hemen sonra (0.dakika), 60 dakika ve 120 dakika sonra sonlandirilarak LC-MS (Sivi
Kromatografisi Kiitle Spektrometresi) cihazinda ornekler incelendi. Bu islemlerin herbiri
radikal yakalayici (Free Radical Trap) olarak bilinen 5,5'-Dimetil-1-pirolin N-oksid varliginda

ve reaksiyon ortaminda 5,5'-Dimetil-1-pirolin N-oksid olmadan gerceklestirildi.

Bu oOrneklerin herbiri daha sonra oda sicakliginda LC-MS sistemine uygun gradyen
olusturularak verildi. Burada gradyen ise mobil faz oraninin énce %10:90 asetonitril:su’dan
%70:30 asetonitril:su’ya degistirilmesi ve en sonunda bu oranin %30:70 asetonitril:su’ya

degistirilmesi seklinde olusturuldu. Mobil fazin akis hiz1 0.2 ml/dk olarak ayarlandi.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

4.1 Kan orneklerinden elde edilen liziz cozeltilerine (NH4)>SO4 coktiirmesi
uygulanmasi

Bu islemden 6nce ve sonra 6rneklerin absorbans spektrumlar alinarak kiyaslandi.

i
o
200 300 400 200 BO0
Wavelength [nm]

File M ame Date Sample Name Operator Organization
el 11.039.07 siilfat ik adan onceki havuz 09 58 Bio-Engineering “rildiz Technical University
) s 11,0907 siilfat (;oktulmesl papl\dlktan zonraki havuz 11. 09 2007 1245 Bio-Engineering ildiz Technical University

Sekil 4.1 Siilfat ¢oktiirmesinin etkisinin UV-Vis spektrofotometrede izlenmesi

4.2 Kandan izole edilen Miyeloperoksidazin Saflastirilmasinda Kullamilacak Yoéntemin
Belirlenmesi

4.2.1 Asetat tamponu (pH 5.6) ile Yapilan Uygulamalar

3.0
] /-/-\./l
2.5 .,/-/.
/I—-/
2.0 m
N 1 /. " RZ403
N » —eo— RZ 430
1.5
1.0
i o _e o000 0 —° -o—— 00— @
0.5+ /
0.0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Yikama sayisi

Sekil 4.2 Asetat tamponu (pH 5.6) ile yikanan 6rnegin RZ403 ve RZ43( degerlerinin yikama
sayilari ile degigmesi.
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2
180"
abs [T
0amn--
o ' - .
200 300 400 500 GO0
Wavelength [nm]
File Mame Date Sample Mame Operator Organization I
e 11 pimad z 1 BioE g i
) e (13.(18.07 enzim 2. kizm 1.pkamadan dnee 02.08.2007 15:03 Bio-Engineering Yildiz Technical University
1) e (13(13.07 enizim 2. kism 1.ykamadan sonra st faz 03.08.2007 1744 Bio-Engineering ‘ildiz Technical University
1) w— (13, (15.07 1. ykamadan sonra alt faz 03.08.2007 1742 Bio-Enginesring “ildiz Technical University

Sekil 4.3 Siilfat ¢oktiirmesi yapilmadan dnceki havuzun, siilfat ¢oktiirmesi sonrasi havuzun,
asetat tamponu (pH 5.6) ile bir defa yikanan 6rnegin ve membrandan gecen alt fazin absorbans
spekturumlart.

2
180"
abs [
0sp-
0 \ \ . \
200 300 400 500 GO0
Wavelength [nm]
File Mamne Diat Sample Name Operator Organization o
0 e [ wkamada list faz 0 44 Bio-Enginesring echni iversi
1) e (13.08.07 enzim 2. kism 1.pkamadan dnce 03.08.2007 15:03 Bio-Engineering
1) e (13,0607 enzim 2. kizim 17.pkamadan sonra iist faz 07.08.2007 12:32 Bio-Enginesring Yildiz Techrical University
1 e (13, 083,07 enzim 2. kisim 5.ykamadan sonia st faz (0E.08.2007 11:46 Bio-Enginesring Yildiz Techrical University
) w— 1 1 0307 siilfat gidktlimesi papimadan dnceki havuz 11.08.2007 8:58 Bio-Enginesring Yildiz Techrical University

Sekil 4.4 Asetat tamponu ile bir ¢ok defa yikama ile 6rnegin absorbans spekturumunda,
dolayistyla RZ degerinde degisme.
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4.2.2 PBS tamponu (pH 7.0) ile Yapilan Uygulamalar

n
2.5 _
n /' —n
] \-/l
=
2.04
- — 25403
N e 430
o 1.54
1.0 H
4 /.777.7777.,7).\7\. o o—@
./.
054 —°
T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Yikama sayisi

Sekil 4.5 PBS tamponu (pH 7.0) ile yikanan 6rnegin RZ4¢3 ve RZ430 degerlerinin yikama ile
degismesi.

gUU 300 400 500 500
Wavelength [nm]
F\Ie Hame Date Sample Name Operator Drgan\zallon
: " i ' Bio-Engineering i l
!-j 12 09.07 1. wkamadan dnee Lst faz 12.09.2007 134 Bio-Enginesring Yildiz Technical Umversﬂy
1) e 12,0307 1. phamadan sorra alt faz 12.09.2007 14.37 Bio-Enginesring Yildiz Technical Universiy
1) e—| 7 19 (17 1. pkamadan zonia Ust faz 12082007 14:4 Bio-Engineering “ildiz Technical niversity

Sekil 4.6 Siilfat ¢oktiirmesi yapilmadan 6nceki havuzun, siilfat ¢oktiirmesi sonrasi havuzun,
PBS tamponu (pH 7.0) ile bir defa yikanan 6rnegin ve membrandan gegen alt fazin absorbans
spekturumlart.
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‘ . ‘ : : ———
200 300 400 500 600
Wavelength [nm]

File Marne Date Sample Name Operator Organization !
& 13 I 1 Bio-Enginesring
) e 11.09.07 siifat gokiiimesi yapimadan oheeki havuz 11.09.2007 5:58 Bio-Enginesring Yildiz Technical University
) e— 12 09,07 1. ykamadan sarra Uist faz 12.09.2007 14:41 Bio-Enginesting Yildiz Technical University
) — 13 09,07 11. ykamadan sorra list faz 13.09.2007 12:22 Bio-Enginesting Yildiz Technical University
8 em— (19,07 siifat goktmesi yapidiktan sonraki havuz 11.09.2007 12:45 Bio-Enginesring Yildiz Technical University

Sekil 4.7  PBS tamponu (pH 7.0) ile bir ¢cok defa yikama ile drnegin absorbans
spekturumunda, dolayisiyla RZ degerinde degisme.

Sekil 4.8 Saflastirilan miyeloperoksidazin HPLC sisteminde UV detektor ile alinan
kromatogrami
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4.3 Miyeloperoksidazin Tamoksifene Etkisinin UV-Vis Spektrofotometre ile izlenmesi

4.3.1 Miyeloperoksidazin Tamoksifene Etkisi

0,400 T T T T

0,300 - B

Abs.

0.200 .
[—] Tamoksifen

[—]50.sn
[—]2.dk
[—]4.dk
[—]6.dk
[—]8.dk
[—] 10.dk

0,100

0,000 1 L 1 1
230,00 200,00 400,00 400,00 G00,00 00,00

Sekil 4.9 37°C’da miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 10 dakika siireyle alinan
absorbans spektrumlari.



Abs.

59

0,400 T T T T

0,300 F -

0,200 F -
=l
[ Tamoksifen
[—]10.dk

0,100 F -

"—‘—-—._\_,_,-M
0,000 . . .
230,00 300,00 400,00 500,00 600,00 700,00

nm.

Sekil 4.10 Miyeloperoksidaz enzimi, Tamoksifen ve 37°C’da MPO’nun Tamoksifene

10.dakika siireyle etkisi sonunda alinan absorbans spektrumlari.



Abs.

0,400

60

0,300 -

0,200

0,100

0,000

[—] Tamoksifen
E| 50.5n
[ ]10.dk
[—] 20.dk
[ 60.dk
[—] 90.dk
[ ]12o0.dk

220,00

Sekil 4.11

200,00 400,00 500,00 G00,00 700,00
nm.

37°C’da miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120 dakika siireyle alinan
absorbans spektrumlari.
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4.3.2 Radikal yakalayiaa (Free Radical Trap; 5,5°-Dimetil-1-pirolin N-oksid)
varhginda miyeloperoksidazin Tamoksifene Etkisi

0,400 T T T T

0,200 -

[—] Tamoksifen
E| 20.5n
] 2.4k
4.k
[—]6.dk
[—] 8.k
[ 1n.dk

=,

4 0200k

0,100 -

0,000 | | | |

230,00 200,00 400,00 500,00 600,00 700,00
nm.

Sekil 4.12 Radikal yakalayic1 varliginda 37°C’da miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde
10 dakika siireyle alinan absorbans spektrumlari.
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0,400 T |
0300 -
2 omf [—] mpPO i
[ Tamoksifen
[ 5,5-Dimetil-1-pirolin N-oksid
] 10.dk
0,100 F
1,000 1 e 1 1
230,00 300,00 400,00 500,00 500,00 700,00

Sekil 4.13 Miyeloperoksidaz enzimi, Tamoksifen, 5,5-Dimetil-1-pirolin N-oksid (Free radical
trap) ve 37°C’da MPO’nun Tamoksifene 10.dakika siireyle etkisi sonunda alinan absorbans
spektrumlart.



0,400

63

0200~

0200

Abs.

0,100

0,000

[—] Tamoksifen
|:| 20.sn
[ 10.k
[ 20.k
[— 60.dk
[— 90.dk
[ 1200k

230,00

200,00

400,00

700,00

Sekil 4.14 5,5-Dimetil-1-pirolin N-oksid varliginda, 37°C’da miyeloperoksidazin Tamoksifene

etkisinde 120 dakika siireyle alinan absorbans spektrumlari.
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4.4 Miyeloperoksidazin Tamoksifene Etkisinin FT-IR Spektrometre ile Incelenmesi

50,74 180367

275933
75
160905

0 4702

55
1 CH, 151
ok : 103133
&0 - LN

134478

55
818,59
Fho0

50

45

sazks
40

34,0 ]
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 50,0

om-1

Sekil 4.15 Tamoksifenin FT-IR spektrumu

100,1 _

a5 2203 53

208191
S0

319921

5] 304012

20

T 95

4 155135 140742

T
85
1]

35 )
530
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1200 1600 1400 1200 1000 800 &50,0

om-1

Sekil 4.16 MPO enziminin FT-IR spektrumu
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25

S0

85

a0

5

mn

T
)

&0

55

50

45 |

40

37,0

65

2443388
1640 60

294540
23106

338028
1449 53

4000,0

G600 Fann 2800 2400 2000 1z00 1a00 1400 1200 1000 00 &50,0

om-1

Sekil 4.17 5,5°-Dimetil-1-pirolin N-oksidin (Radikal Yakalayict; Free Radical Trap) FT-IR
spektrumu

951
95 |
24
22
an
23
26
24
2
a0
78

UT o
74
72
70
&3
6
a4
&2

&l

570 ]

280142 {637 106045 808,13
7418

| 2140 hogLze
146378 79
] 1201

24,7

112314

94757

TE0ET
TELTE

1g2an

|
1azp36 104178
116682 103577

4000,0

3600 200 2800 2400 2000 1800 1a00 1400 1200 1ooo a00 6500

om-1

Sekil 4.18 HEPES’in FT-IR spektrumu



66

4.4.1 Miyeloperoksidazin Tamoksifene Belirli Siirelerde Etkisi
0.4
o5
o0
25
20
75
T0
)

%T
Al

a5

1248 ve 1246 1000
0

a5 ——— Tamoksifen

— (| Dakika .-
953, 878

4 60 Dakika 1238 ﬂ 1128 ve 818
4 e 120 Dakika

kil 1212

1062 ve 1049

70

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 300 650,0
cm-1

Sekil 4.19 Miyeloperoksidazin Tamoksifene farkl: siirelerde etkisinden sonra 6rneklerin FT-
IR spektrumlari

4.4.2 Radikal Yakalayic1 (Free Radical Trap; 5,5-Dimetil-1-pirolin N-oksid)
varhginda Miyeloperoksidazin Tamoksifene Belirli Siirelerde Etkisi

992

95 Y

i V‘;f i

] iy i N\'
85 | &
s \ 203 N 2050 1648 ve 1651
?5 | (| -
3449 2685, 2508, 2524
70 ve 2430 : 1359, 1340,
1609 133ﬂ‘91309‘

€34 3277

T

ol 3077 i

2 1091 ==
1000

in ]

454 — Tamoksifen
0 Dakika
—— (0 Dakika
35 | —— 120 Dakika 697

1246 ve 1244 1233 1128

a0 1213 1062 ve 1049
270

4000,0 3600 3200 2300 2400 2000 1200 1600 1400 1200 1000 200 650,0
cin-1

Sekil 4.20 Radikal yakalayici (Free Radical Trap; 5,5 -Dimetil-1-pirolin N-oksid) varliginda
miyeloperoksidazin Tamoksifene farkli siirelerde etkisinden sonra 6rneklerin FT-IR
spektrumlari
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4.5 Miyeloperoksidazin Tamoksifene Etkisinin LC-MS Sisteminde Incelenmesi
Bu calismada LC-ESI-MS (Elektrospray iyonlagsmali-kiitle spektrometrisi) kullanildi. Akis hiz1

0.2 ml/dk olarak ornekler sisteme verildi ve asagidaki sonuglar elde edildi.

(x1,000,000)
ITic

1.50]

1.257
1.007
0.754

0.50

Sekil 4.21 Asetonitrilde ¢oziiliip sisteme verilen Tamoksifenin LC-MS cihazinda alinmis
kromatogrami

(x1,000,000)
1

87230 (1.01)
1'5“;413.05 (317)

101

AS
0.04

0.0 25 50 75 10.0 125 150 175 200 25 20 215300 325 30

Sekil 4.21.1 Asetonitrilde ¢oziiliip sisteme verilen Tamoksifenin alikonma zamani: 25.693-
26.360 dk.olan MS yarilmasinin MS kromatograminda belirtilmesi

Inten(x100,000)

372.30

4.0
3.0]
2.0
1.0-

50.00 1963.10
0o—1740032720] 5045 75575 104180 1p4gE0 177645~

250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 4.21.2 Asetonitrilde ¢oziiliip sisteme verilen Tamoksifenin alikonma zamani: 25.693-
26.360 dk.olan MS yarilmasi
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(x100,000)
4.0TIC

357
307
25

2.0

0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325 35.0

Sekil 4.22 HEPES tamponu icinde ¢oziilmiis Tamoksifenin LC-MS cihazinda alinmis
kromatogrami

(x100,000)
I[s

2.5

0 mﬂn lll ol \‘h ke n l L L I A

00 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 35 30

Sekil 4.22.1 HEPES tamponu i¢inde ¢6ziilmiis Tamoksifenin alikonma zaman:
2.047 - 3.340 dk olan MS yarilmasinin MS kromatograminda belirtilmesi

Inten.(x1,000)

] 499.40
2.5i
2.0
15

] 302.10
1.0] 238.90 943.40

1 737.35
05| 2000
1 418.7 691.00 941.40 1111.15

1 900. 10 : 1468.20 1876.20
0.0 ‘

250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 4.22.2 HEPES tamponu i¢inde ¢6ziilmiis Tamoksifenin alikonma zamani: 2.047 - 3.340
dk.olan MS yarilmasi
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(100,000}
e
B72.45(1.86)
413,40 (5.85)

0 ! ol b bt dtasd i A
. \\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘

00 25 50 75 100 126 150 175 200 25 20 275 300 35 350

Sekil 4.22.3 HEPES tamponu i¢inde ¢6ziilmiis Tamoksifenin alikonma zaman:
25.780-26.673 dk. olan MS yarilmasinin MS kromatograminda belirtilmesi

Inten.(x10,000)

372.15
3.0+
2.5]

2.0+

1 50.00 1995.95
0.0 F—279.20 85565 81120  1090.05 _ 134570 160595
250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 4.22.4 HEPES tamponu i¢inde ¢6ziilmiis Tamoksifenin alikonma zaman:
25.780-26.673 dk. olan MS yarilmasi
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4.5.1 Miyeloperoksidazin Tamoksifene Etkisi

4.5.1.1. 0 dakika bekleme ile reaksiyon sonuclari
Miyeloperoksidazin Tamoksifendeki bazi baglart parcalayacagi diisiiniilerek reaksiyon

bagslatildi ve reaksiyon baglatildiktan hemen sonra LC-MS sistemine verildi.

(x100,000)
4.0J1IC

3.5
3.0
2.5

2.0

0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0 225 25.0 27.5 30.0 32.5 35.0

Sekil 4.23 Miyeloperoksidazin Tamoksifen etkisinde 0 dakika bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alinmig kromatogrami

(x100,000)
c
1107685 (33.12)

2.5

O'&‘\\\\‘\\\\‘\\\TT\\\\‘\\\\W\TV\WTW\WT\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\M\A\‘\\\\‘

0.0 2.5 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 32.5 35.0

Sekil 4.23.1 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 0 dakika bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alikonma zamani: 7.613 - 7.927 dk.olan MS yarilmasinin kromatogramda

belirtilmesi
Inten.(x100)
] 341.80
5] 1076.85
227.15866.10
%7 50,00
493.40
. 1253.10
25 1490.20
] 57260 /8940 : 1901.50
0.0
250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 4.23.2 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 0 dakika bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alikonma zamani: 7.613 - 7.927 dk.olan MS yarilmasi
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(100,000)
e

1835.00 (8479
530, (2 1)

25

OWBMNWMMAMM svaesia oo Moo "*Mu’ﬁwu}mmjﬂ"t’HA 4 e LA it el o oMot
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘

00 25 50 75 100 125 150 175 200 25 %0 275 300 325 3%

Sekil 4.23.3 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 0 dakika bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alikonma zamani: 13.760 -14.073 dk.olan MS yarilmasinin kromatogramda

belirtilmesi

Inten.(x1,000)

1 371.10
1.00-

1 330.45
0.75

] 475.35

1 156.70
0.50

] 50)00 855.00

642.40
0.251

1 610.55 |780.30| 945 10 1118.251272.55 1529.251691 55 1870.60
|

250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 4.23.4 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 0 dakika bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alikonma zamani: 13.760 -14.073 dk.olan MS yarilmas1

(x100000)
i[e
17220 (158
g o8

25

00 A . [ HMML Lhh

00 25 50 7h 00 25 %0 mh 200 25 20 25 00 R B0

Sekil 4.23.5 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 0 dakika bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alikonma zamani: 26.307 - 27.107 dk.olan MS yarilmasinin kromatogramda
belirtilmesi
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Inten.(x10,000)
4.0 372.20

55
20]
25
20]

1.59

1.04
05 L 1945.55
00111790 272.60 |4#890 918.20 1087.40 _ 1377.3Q 157295 1756.76

250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 4.23.6 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 0 dakika bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alikonma zamani: 26.307 - 27.107 dk.olan MS yarilmasi

(x100,000)

e
191445 (60.98)

00» \J... I A e y) ) Moot o nk B it A m 5 Al P bt d .k“ L

00 25 50 75 100 126 150 175 200 25 250 275 300 325 30

Sekil 4.23.7 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 0 dakika bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alikonma zamani: 31.613 - 31.973 dk.olan MS yarilmasinin kromatogramda
belirtilmesi

Inten.(x100)
707 96.95

6.0
1 914 .45
5.0

174.00

4.0 1441.15

3.0+

100

1612.00 1871.55

] .05
2.07 069.70  1304.50

m/z

Sekil 4.23.8 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 0 dakika bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alikonma zamani: 31.613 - 31.973 dk.olan MS yarilmas1
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4.5.1.2. 60 dakika bekleme ile reaksiyon sonuglari
Miyeloperoksidazin Tamoksifendeki bazi baglart parcalayacagi diisiiniilerek reaksiyon
baslatildi1 ve reaksiyon baglatildiktan 60 dakika sonra LC-MS sistemine verildi.

(100,000)
ITiC
6.0

5.0

4.0

3'&MJWM
2.04 MWW.NWWW
! rr T

AN
; I e o e e A B e e B T T e i e e
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 27.5 30.0 325 3

I
5.0

Sekil 4.24 Miyeloperoksidazin Tamoksifen etkisinde 60 dakika bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alinmis kromatogrami

(100,000)
i

149930 (14.17)
5047745 (13.55)

25

0. ] \mﬂh i 1

0.0 25 50 75 100 125 150 175 200 25 %0 25 N0 5 I

L

Sekil 4.24.1 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60 dakika bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 2.180 - 2.673 dk.olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi

Inten.(x1,000)

] 499.30
5.0
4.0
3.0
i 302.00
2.0 238.9
1.(}: 50.00 41 .3(‘: 05 758.90 ; |
o “ i 962.70 1277 25 1535 56305 958551?3
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Sekil 4.24.2 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60 dakika bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 2.180 - 2.673 dk.olan MS yarilmasi
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Sekil 4.24.3 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60 dakika bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.320 - 27.253 dk.olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.24.4 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60 dakika bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.320 - 27.253 dk.olan MS yarilmasi

4.5.1.3. 120 dakika bekleme ile reaksiyon sonuclari
Miyeloperoksidazin Tamoksifendeki bazi baglart parcalayacagi diisiiniilerek reaksiyon

bagslatildi1 ve reaksiyon baglatildiktan 120 dakika sonra LC-MS sistemine verildi.
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Sekil 4.25 Miyeloperoksidazin Tamoksifen etkisinde 120 dakika bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alinmig kromatogrami
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Sekil 4.25.1 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120 dakika bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 2.180 - 3.293 dk. olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.25.2 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120 dakika bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 2.180 - 3.293 dk.olan MS yarilmas1
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Sekil 4.25.3 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120 dakika bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.360 - 27.253 dk. olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi



76

Inten.(x10,000)

1 372.20
4.0
3.0
2.0
1.0
1 50.00
0023925 | 149520 84560 118060  1434.55 164540 1827.05
250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 4.25.4 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120 dakika bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.360 - 27.253 dk. olan MS yarilmasi

4.5.2. Radikal Yakalayiaa (Free Radical Trap; 5,5-Dimetil-1-pirolin N-oksid)
varhginda miyeloperoksidazin Tamoksifene Etkisi
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Sekil 4.26 Radikal yakalayicinin LC-MS cihazinda alinmis kromatogrami
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Sekil 4.26.1 Radikal yakalayicinin alikonma zamani: 2.500 - 3.480 dk.olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.26.2 Radikal yakalayicinin alikonma zamani: 2.500 - 3.480 dk.olan MS yarilmasi

4.5.2.1. Radikal yakalayici (Free Radical Trap; 5,5°-Dimetil-1-pirolin N-oksid) varhginda
0 dakika bekleme ile reaksiyon sonuclari

Miyeloperoksidazin Tamoksifendeki bazi baglart parcalayacagi diisiiniilerek reaksiyon
5,57-Dimetil-1-pirolin N-oksid varliginda baslatildi ve reaksiyon baslatildiktan O dakika sonra
LC-MS sistemine verildi.
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Sekil 4.27 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 0 dakika
bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alinmis kromatogrami
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Sekil 4.27.1 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde O
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 3.693- 5.700 dk.olan MS
yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.27.2 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 0
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 3.693- 5.700 dk.olan MS
yarilmasi
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Sekil 4.27.3 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde O
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 11.220 - 12.960 dk. olan
MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.27.4 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde O
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 11.220 - 12.960 dk.olan
MS yarilmasi
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Sekil 4.27.5 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde O
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.227 - 27.293 dk. olan
MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.27.6 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde O dakika
bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.227 - 27.293 dk. olan MS
yarilmast
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4.5.2.2. Radikal yakalayic1 (Free Radical Trap; 5,5°-Dimetil-1-pirolin N-oksid) varhginda
60 dakika bekleme ile reaksiyon sonuclari

Miyeloperoksidazin Tamoksifendeki bazi baglart parcalayacagi diisiiniilerek reaksiyon
5,5 -Dimetil-1-pirolin N-oksid varliginda baslatild1 ve reaksiyon baslatildiktan 60 dakika sonra
LC-MS sistemine verildi.
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Sekil 4.28 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60 dakika
bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alinmig kromatogrami
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Sekil 4.28.1 Radikal yakalayici1 varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 3.873 - 5.833 dk. olan MS
yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.28.2 Radikal yakalayici1 varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 3.873 - 5.833 dk. olan MS
yarilmasi
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Sekil 4.28.3 Radikal yakalayic1 varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 11.487 - 12.867 dk. olan
MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.28.4 Radikal yakalayic1 varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 11.487 - 12.867 dk. olan
MS yarilmasi
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Sekil 4.28.5 Radikal yakalayict varlifinda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.320 - 27.473 dk. olan
MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.28.6 Radikal yakalayici1 varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.320 - 27.473 dk. olan

MS yarilmasi

4.5.2.3. Radikal yakalayic1 (Free Radical Trap; 5,5°-Dimetil-1-pirolin N-oksid) varhginda
120 dakika bekleme ile reaksiyon sonuclari

Miyeloperoksidazin Tamoksifendeki bazi baglart parcalayacagi diisiiniilerek reaksiyon

5,5'-Dimetil-1-pirolin N-oksid varliginda baslatildi ve reaksiyon baslatildiktan 120 dakika

sonra LC-MS sistemine verildi.
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Sekil 4.29 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120

dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alinmis kromatogrami
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Sekil 4.29.1 Radikal yakalayic1 varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 4.100 - 5.387 dk. olan MS
yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.29.2 Radikal yakalayic1 varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 4.100 - 5.387 dk. olan MS

yarilmast
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Sekil 4.29.3 Radikal yakalayici1 varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 11.847- 12.780 dk.olan
MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.29.4 Radikal yakalayici1 varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 11.847- 12.780 dk. olan
MS yarilmasi

(100,000
T

0. 1 A

00 25 50 75 100 125 1560 175 200 25 250 275 300 325 30

Sekil 4.29.5 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.140 - 27.473 dk. olan
MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.29.6 Radikal yakalayic1 varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120
dakika bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.140 - 27.473 dk. olan
MS yarilmasi
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Sonuclarin degerlendirilmesi;

Meme kanseri tedavisinde kullanilan ilaglarin insan viicudunda olusan metabolitlerinin,
yapilarina bagli olarak bunlarmin zararli etkilerinin incelenmesi amaciyla kan ve idrar
orneklerinde HPLC sistemi kullanilarak tayinlerini ve karakterizasyonlarini iceren calismalar
yapilmistir (Gamboa da Costa vd., 2007). Karaciger mikrozomlarinin meme kanseri
tedavisinde kullanilan Tamoksifen ile Raloksifene etkisi sonucu olusan metabolitlerin LC-MS
sistemi ile belirlenmesi de baz1 aragtirmacilar tarafindan calisilmistir (Lim vd., 1998; Lim vd.,
1997). “Horseradish” peroksidaz enziminin Tamoksifene etkisi ve meydana gelen aktif

tiriinlerin LC-MS sistemi ile degerlendirilmesi de literatiirde yer almistir (Davies vd., 1996).

Bu calismada, miyeloperoksidaz enzimi insan kan Orneklerinden yiiksek aktiviteye sahip ve
laboratuvarda deney yapmaya yeterli miktarda ilk defa izole edildi ve saflastirildi. Bu amacla
yapilan calismada Once asagida verilen islemler uygulanarak 16kosit hiicre igerigini bulunduran

havuz elde edildi.

4 - st
Karmizi hucrelerin liziz islemi Santiifiy

—- —— (PC'da

75 mM NH,Cl liziz ¢ozeltisi 550e huzda

50 pd kan érnegi

(10 mM NaHCO,, 10 mM EDTA) 5 dakika)

(pH 7.30) l

Yikama iglemi
10 mM PBS
Miyeloperoksidazm (pH 7.20)
Insan Kan Omeklerinden izole Edilmesi
SONUC Santrifiij Lokositlerin (Slﬁlt?t;]
. 10°C°da  reu— liziziglemi  [<uum— "Cda
MPO igeren C— g(qog huzda ’ 550g luzda
hiicre 1ceriklen 5 dh( dika) 50 u_l % 0.2 5 dakika)
TRITON X-100

Hiicre igeriklerinden olusan havuzda istenmeyen proteinleri uzaklastirmak iizere %100
(NH4),SOy ile ¢oktiirme yapildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatantlar ile olusturulan havuz
deneysel kisimda verildigi sekilde asetat ve PBS tamponlart ile polietersiilfon membran

kullanilarak yikandi ve bu islemler Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7’de verilen
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UV-Vis. absorpsiyon spekturumlar1 ve hesaplanan RZ sayilari ile degerlendirildi (Cizelge 3.2,
Cizelge 3.3, Sekil 4.2 ve Sekil 4.5). Miyeloperoksidazin saflik durumu HPLC sistemi ile
kontrol edildi (Sekil 4.8). Bu calismada, miyeloperoksidaz enzimi insan kan orneklerinden
yiiksek aktiviteye sahip ve laboratuvarda deney yapmaya yeterli miktarda ilk defa izole edildi

ve saflastirildi.

Saflastirilan miyeloperoksidazin meme kanseri tedavisinde kullanilan ilaglardan Tamoksifene
etkisi fizyolojik sicaklik ve pH’da (37°C; pH 7.2-7.3) incelendi. Reaksiyonun gergeklestigi
oncelikle absorpsiyon spektrumlarinda meydana gelen degismeler vasitasiyla izlendi (Sekil 4.9,
Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14). Miyeloperoksidaz ve Tamoksifen
deneylerde yiiksek konsantrasyonda kullanildigindan, reaksiyon sonucu olusan iiriinlerin FT-IR

ve LC-MS sistemleri ile karakterizasyonu daha net olarak yapilabildi.

Tamoksifenin, radikal yakalayict varliginda ve yoklugunda gerceklestirilen reaksiyonlari
sonucu olusan {iriinlerin FT-IR spekturumlart Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’de

yorumlandi.
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Cizelge 4.1 Tamoksifenin FT-IR cihazinda alinan spekturumunun yorumlanmasi

Teorik Frekans, (cm'l) Alinan Frekans, Aciklamalar
(cm™)
3200-3000 3077 Aromatik C-H gerilmesi.
3080-3020 3077 Alkenlere 6zgii pik.
3200-3000 3027 Aromatik C-H gerilmesi.
3080-3020 3027 Alkenlere 6zgii pik.
2960-2850 2930 Alifatik C-H gerilmesi.
2830-2815 2814 Metil Eter Bandi.
3500-2000 2162 N-H, N*-H gerilmesi.
1750-1500 1510 C-N gerilmesi.
1650-1600 1609 C=C gerilmesi (alken).
1600 ve 1500 ayn1 anda 1609 ve 1510 aym Aromatik halkalar.
anda
1450-1375 1460 - CHs egilmesi.
1370-1310 1372 N-CH3; gruplari.
1275-1175 1244 Siibstitiie Benzen.
1400-1000 1244, 1286 ve 1174 C-O gerilmesi.
1150-1100 1154 C-N-C’de (Alifatik) C-N gerilmesi.
1150-1070 1072 Alifatik C-O-C asimetrik gerilmesi.
Eterik bagin varligini gosterir.
1300-1000 1031 C-0, C-N gerilmesi. Bu bolgede orta
sidette pikin olmasi eter varligim
gosterir.
1040 1031 Benzen halkasi.
690 697 cis-1,2-disiibstitiie alkene verilirse de

pek giivenilmez.
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Cizelge 4.2 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinin FT-IR cihazinda alinan
spekturumunun yorumlanmasi

Teorik Frekans, (ecm™) | Alinan Frekans, Aciklamalar
(cm™)
3500-3450 3448 Alkoller-dimer. Literatiirde verilen
4-Hidroksitamoksifen olusumunu
desteklemektedir.
3500-3100 3277 N-H, N-H" gerilmesi. (Yeni olusum).
3080 3077 Alkenlere 6zgii pik kayboluyor.
2990-2850 2969 -CHj; ve —CH,-. Bu gruplarin halen yapida
var oldugunu gostermektedir.
2820-2760 2814 N-Metilaminler.
2700-2250 2686, 2522 ve N-H gerilmesi. (Yeni olusum).
2431
2000-1600 2050 Benzen siibstitiisyon piki. (Yok olan pik)
1750-1500 1510 C-N gerilmesi. Buradaki pikin yok olmast
C-N baginin parcalandigini1 gosterir.
1655-1635 1647 ve 1650 Kinonlar (Yeni olusum).
(Literatiirii destekliyor)
1650-1600 1609 C=C gerilmesi. Buradaki pikin yok olmasi
C=C arasindaki ikili bagin koptugunu
gosterir.
1400-1000 1404 Ar-O veya R-O baglarindaki C-O
gerilmesi.
1360-1250 1358 Aromatik aminler (Yeni olusum).
1300-1000 1212 ve 1128 C-O ve C-N gerilmesi (Yeni olusum).
1250 1248 ve 1246 Epoksitler (1.Band) (Yeni olusum-
Literatiirii destekliyor)
1230 1233 Fenoller (Yeni olusum).
1065-1015 1062 ve 1049 Siklik alkoller (Yeni olusum).
1050-700 1002 N-O gerilmesi (Yeni olusum).
950-810 953, 878 ve 818 Epoksitler (2.Band). (Yeni olugum-

Literatiirii destekliyor)




&9

Cizelge 4.3 Radikal yakalayic1 varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinin FT-IR
cihazinda alinan spekturumunun yorumlanmasi

Teorik Frekans, Alman Frekans, Aciklamalar
(cm™) (cm™)
Alkoller-dimer. Literatiirde verilen
4-Hidroksitamoksifen olusumunu
3500-3450 3449 desteklemektedir.
3500-3100 3277 N-H, N-H" gerilmesi. (Yeni olusum).
3080 3077 Alkenlere 6zgii pik kayboluyor.
2990-2850 2930 -CH3 ve —CH;-. Bu gruplarin halen yapida var
oldugunu gostermektedir.
2820-2760 2759 N-Metilaminler.
2700-2250 2685, 2598, 2524 N-H gerilmesi. (Yeni olusum).
ve 2430
2000-1650 2050 Benzen siibstitiisyon piki kayboluyor.
1655-1635 1648 ve 1651 Kinonlar (Yeni olusum) (Literatiirii destekliyor).
1750-1500 1510 C-N gerilmesi. Burdaki pikin yok olmasi
C-N baginin pargalandigin1 gosterir.
1650-1600 1609 C=C gerilmesi. Burdaki pikin yok olmasi C=C
arasindaki ikili bagin parcalandigim gosterir.
1400-1000 1213, 1128 ve Ar-O veya R-O baglarindaki C-O gerilmesi.
1091
1360-1250 1359, 1349, 1332 Aromatik aminler. (Yeni olusum).
ve 1309
1250 1246 ve 1244 Epoksitler (1. Band). (Yeni olusum-Literatiirii
destekliyor)
1230 1233 Fenoller. (Yeni olusum).
1065-1015 1062 ve 1049 Siklik alkoller. (Yeni olusum).
1050-700 1000  civarinda N-O gerilmesi. (Yeni olusum).
belirginlesme
950-810 933 ve 818 Epoksitler (2. Band). (Yeni olusum-Literatiirii
destekliyor)
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LC-MS cihazinda gradyen (%10:90 asetonitril:su; %70:30 asetonitril:su; %30:70 asetonitril:su)
olusturmak tiizere asetonitril iceren mobil faz kullamildi. Asetonitril reaksiyonlarin
durdurulmasmi da sagladi. Radikal yakalayici olmaksizin ve radikal yakalayici varligindaki
reaksiyonlarin gergeklestirilmesinden sonra alinan kromatogramlar incelendi ve kiyaslandi.
Sonuglar degerlendirildi ve miyeloperoksidazin meme kanseri tedavisinde kullanilan
Tamoksifene etkisi ile, asagida verilen sekilde belirtildigi gibi (Sekil 4.31) parcalandigi ve
Cizelge 4.4., Cizelge 4.5., Cizelge 4.6., Cizelge 4.7., Cizelge 4.8., Cizelge 4.9., Cizelge 4.10.,

Cizelge 4.11.’de aciklanan radikallerin, bilesiklerin olustugu kanaatine varildi.
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Cizelge 4.4 Tamoksifenin LC-MS cihazinda alinmis kromatogramindaki MS yarilmalarinin

yorumlanmasi
Alikonma Zamam m/z Tamoksifenin LC-MS sonucunda | Verilerin alindigi
(RT-Retention time) degeri dayflnarak olustugu tahmin sekil
edilen muhtemel yapilar:
25.693-26.360 dk 372.30 X+Y+Z 4.21.1
25.693-26.360 dk 413.05 |a)Z+Y+Y 4.21.1
b) (X+Y+Z-1H") + (P-2H")
2.047 - 3.340 dk. 499.40 | a) (X+Y-1H") + (X+Y+Z-1H") + X 4.22.1
2.047 - 3.340 dk. 477.30 | a) HEPES+(T-1H")+X +3H" 4.22.1
b) P+Z+(T-1H")+ P+1H"
¢) N+ M+ (T-1H")+ N+ 2H"
d)R+ (T-1H") + Y+ IH"
2.047 - 3.340 dk. 543.40 | a) HEPES+(Z+X)+5H" 4.22.1
b) (Z+ IH")+ (Z+1H")
¢) R+W+2H"
2.047 - 3.340 dk. 302.10 | a) (Z+X)+2H" 4.22.1
b) O+3H"
c) N+R
d) N+Z+N+1H"
25.780-26.673 dk. 372.15 X+Y+Z 4.22.3
25.780-26.673 dk. 413.10 |a)Z+Y+Y 4.22.3

b) (X+Y+Z-1H") + (P-2H")
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Cizelge 4.5 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 0 dakika bekleme ile elde edilen MS

yarilmalarinin yorumlanmasi

Allkonma Zamani
(RT-Retention
time)

m/z
degeri

Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisi ile
olusacak muhtemel yapilarin formiilleri

Verilerin
alindigx sekil

7.613 - 7.927 dk.

1076.85

a) HEPES+M+(W-1H")+W+3H"
b) T+ M+O+M+3H"

¢) (X+R+Y)+(X+R+Y)+O+2H"
d) X+R+Y)+R+M+Y+1H"

4.23.1

13.760 -14.073 dk.

855.00

a) W4+Z+( M+1H")+1H"
b)(X+Y-1HNY+(X+Y+Z-2H")+(X-1H")+(M+X)
c) HEPES+0O+Z+P+3H"

d) W+ M+(Z+1 H)+1H"*

e) (O+1 H)+O+( W+2H")

f) N+O+R+W

4.23.3

13.760 -14.073 dk.

330.45

a) M+2H"

b)(X+0)+ 2H"

¢) (Y+2H")+(W+2H")
d) N+Z+P

e) N+R+X

f) P+R

4.23.3

26.307 - 27.107 dk.

372.20

X+Y+Z

4.23.5

26.307 - 27.107 dk.

413.30

a) Z+Y+Y
b) (X+Y+Z-1H") + (P-2H")

4.23.5
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31.613 - 31.973 dk.

914.45

a) HEPES+M+O+P+3H"

b) M+1H)+M+W+3H"*

¢) P+M+R+W

d) Y+Z+Z+7+X

e) (O+1H")+0+0+(N+1H")

f) R+O+M

g) (N+1H)+Z+M+0

h) (X+R+Y)+Z+W+1H"

i) (X+Z)+(M+X-1HH+W+4H"

4.23.7

31.613 - 31.973 dk.

1441.15

a) (X+Y+Z-1HH+(M+X-1H")+
(Z+Y-THY+(X+Y+Z)

b) (X+Y4Z-1HH+M+(X+Y+Z-2H")+(X+Y+Z)
¢) (Z+1HH+0+0+0+(Z+1H")
AWHZAZHT-1HH+Z+W+3H"

e) M+1H)+Z+0O+Z+(Z+1H")

f) (X+R+Y)+M+M+(X-1H")+W+(T-1H")

4.23.7
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Cizelge 4.6 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60 dakika bekleme ile elde edilen MS

yarilmalarinin yorumlanmasi

b) (X+Y+Z-1H") + (P-2H")

Alikkonma Zamani | m/z | Miyeloperoksidazin Tamoksifene Verilerin
(RT-Retention degeri | etkisi ile olusacak muhtemel | alindig: sekil
time) yapilarin formiilleri
2.180-2.673 dk. | 499.30 |a) (X+Y-1H") + (X+Y+Z-1H") + X 4.24.1
2.180-2.673 dk. | 477.45 | a) HEPES+(T-1H")+X +3H" 4.24.1
b) R + (T-1H") + Y+ 1H"
¢) P+Z+(T-1H )+ P+1H"
d) N+ M+ (T-1H"+ N+ 2H*
26.320 - 27.253 dk. | 372.15 X+Y+Z 4.24.3
26.320 - 27.253 dk. | 413.15 | a) Z+Y+Y 4.24.3

Cizelge 4.7 Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120 dakika bekleme ile elde edilen
MS yarilmalarinin yorumlanmasi

Alikonma Zamam m/z Miyeloperoksidazin Tamoksifene | Verilerin
L degeri etkisi ile olusacak muhtemel alindigy
(RT-Retention time) yapilarin formiilleri sekil
2.180 - 3.293 dk. 499.15 | a) (X+Y-1H") + (X+Y+Z-1H") + X 4.25.1
2.180 - 3.293 dk. 477.25 | a) HEPES+(T-1H")+X +3H" 4.25.1
b) R + (T-1H") + Y+ 1H"
¢) P+Z+(T-1H"+ P+1H"
d) N+ M+ (T-1H")+ N+ 2H"
26.360 - 27.253 dk.. 372.20 X+Y+Z 4.25.3
26.360 - 27.253 dk.. 413.25 | a)Z+Y+Y 4.25.3
b) (X+Y+Z-1H") + (P-2H")
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Cizelge 4.8 Radikal yakalayicinin MS yarilmalarinin yorumlanmasi

Alikonma Zamam (RT- m/z 5-5'-Dimetil-1-pirolin N-oksidin Verilerin
Retention time) degeri LC-MS sonucunda dayanarak alindig
olustugu tahmin edilen sekil
muhtemel yapisi
2.500 - 3.480 dk. 227.15 C-C 4.26.1

Cizelge 4.9 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 0
dakika bekleme ile elde edilen MS yarilmalarinin yorumlanmasi

Alikkonma Zamam m/z Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisi Verilerin
(RT-Retention time) | degeri ile olusacak muhtemel yapilarin alindig sekil
formiilleri
3.693- 5.700 dk. 227.10 C-C 4.27.1
11.220 - 12.960 dk. | 332.35 | a) M+4H" 4.27.3
b)(Z+X)+(X-1H")+4H"
¢) (C-1THNHHT-1HH+(X-1H")+Y+3H"
26.227 - 27.293 dk. | 372.10 X+Y+Z 4.27.5
26.227-27.293 dk. | 413.15 | a) Z+Y+Y 4.27.5

b) (X+Y+Z-1H") + (P-2H")
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Cizelge 4.10 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 60
dakika bekleme ile elde edilen MS yarilmalarinin yorumlanmasi

Alikonma Zamam m/z Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisi ile | Verilerin
(RT-Retention time) | degeri olusacak muhtemel yapilarin formiilleri alindig
sekil
3.873 -5.833 dk. 227.15 C-C 4.28.1
11.487 - 12.867 dk. | 332.20 | a) M+4H" 4.28.3
b)(Z+X)+(X-1H")+4H"
¢) (C-1HH+HT-1HH+(X-1H")+Y+3H"
26.320 - 27.473 dk. | 372.35 X+Y+Z 4.28.5
26.320-27.473 dk. | 413.55 | a) Z+Y+Y 4.28.5
b) (X+Y+Z-1H") + (P-2H")

Cizelge 4.11 Radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisinde 120
dakika bekleme ile elde edilen MS yarilmalarinin yorumlanmasi

Alikonma Zamam m/z Miyeloperoksidazin Tamoksifene etkisi | Verilerin
(RT-Retention time) | degeri ile olusacak muhtemel yapilari alindig
formiilleri sekil
4.100 - 5.387 dk. 227.10 C-C 4.29.1
11.847- 12.780 dk. 332.30 | a) M+4H" 4.29.3
b)(Z+X)+(X-1H")+4H"
¢) (C-1H")+(T-1H")+(X-1H")+Y+3H"
26.140 - 27.473 dk. 372.10 X+Y+Z 4.29.5
26.140 - 27.473 dk. 41325 | a) Z+Y+Y 4.29.5
b) (X+Y+Z-1H") + (P-2H")
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TAMOKSIFEN My=372 gr/mol

X+Y+Z YAPISI 4-OH TAMOKSIFEN M,=388 gr/mol
. -
CH H,C N
He ~7 T,
X YAPISI Ma=29 gr/mol Y YAPISI Mx=72 gr/mol

T
M

T ;

H
Z. YAPISI Ms=271 gr/mol W YAPISI Mx=254 gr/mol
N

C O o/\\”‘/ “t:Ha
\® )

T YAPISI Ma=118 gr/mol M YAPISI Ma=328 gr/mol
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CH

ot

- CH,
N YAPISI Ma=15 gr/mol O YAPISI Ma=299 gr/mol
N
.C
CH, \©\
N
“cH, o,
P YAPISI Mp=44 gr/mol R YAPISI Mx=287 gr/mol
)
11 |
HO S —0H
AN HC
‘\— M N I.‘:! He M
—y S
HEPES 5.5-Dimetil- 1 -pirolin N-olsid
Ma=238.31 gr/mol C Yapist Ma=113.2 gr/mol
CH
ler 3
O ‘ o N H,
| FENOKSI RADIKALI M;=359 gr/mol
H, O X+R+Y YAPISI

0,

Sekil 4.30 Tamoksifen, 5,5'-Dimetil-1-pirolin N-oksid, HEPES ve Miyeloperoksidazin
Tamoksifene etkisi ile olusacak muhtemel yapilarin formiilleri
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C-0 Eterik bam

HC,

C-N Ba@m
C=C Baa

Sekil 4.31 Miyeloperoksidaz etkisi ile Tamoksifenin yapisinda kopmasi muhtemel baglar
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