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OZET

Doktora Tezi

INSAN ALDEHIT DEHIDROGENAZ iZOENZIMLERININ (ALDH1A1,
ALDH1A3 ve ALDH2) KLONLANMASI, EKSPRESYONU,
SAFLASTIRILMASI ve BAZI ANTIiBiYOTIKLERIN BU ENZIMLERIN
AKTIVITESI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Yeliz DEMIR

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

Bu c¢alismada, insan beyin ¢cDNA’s1 kullanilarak aldehit dehidrogenaz izoenzimleri
(ALDH1A1, ALDH1A3 ve ALDH2) pET SUMO vektoriine klonland1 ve basarili bir
sekilde eksprese edildi. Olusturulan rekombinant Kkonstraktlar g¢apraz PCR ile
dogrulandi. Elde edilen rekombinant proteinler Escherichia coli BL21 (DE-3)’de
eksprese edildi. izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranozit (IPTG) indiiksiyonu ile iiretilen
hekzahistidin (6xHis) kuyruguna sahip fiizyon proteinler anti-his antikoru kullanilarak
yapilan western blot yontemiyle dogrulandi ve yaklasik 70 kDa’luk flizyon proteinler tespit
edildi. ALDH1A1, ALDH1A3 ve ALDH2 enzimleri nikel-nitrilotriasetik asit (Ni-NTA)
afinite kromatografisi kullanilarak saflagtirildi. Saflastirilan enziminlerin safligini
kontrol etmek ve molekiil kiitlesini tespit etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi yapildi ve tek bant elde edildi. ALDH1Al, ALDH1A3 ve ALDH2
enzimleri mol kiitlesi sirasiyla 68,45; 69,31 ve 67,85 kDa olarak belirlendi. Enzimlerin
dogal halinin molekiil kiitlesi ise Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonu kullanilarak
sirastyla 277,97; 281,83 ve 275,42 kDa olarak belirlendi. Béylece enzimlerin dort alt
birimden olustugu tespit edildi. Ayrica saflastirilan hALDH1Al1l, hALDH1A3 ve
hALDH2 enzimlerinin karakterizasyonu yapilarak enzimin optimum pH, optimum
iyonik siddet ve optimum sicaklik degerleri belirlendi. Daha sonra saflastirilan
rekombinant enzimlerin aktivitesi iizerine bazi antibiyotiklerin etkileri arastirild.
Inhibisyon etkisi gosteren antibiyotikler igin Linewear-Burk grafikleri yardimiyla K;
sabitleri ile inhibisyon tipleri tespit edildi.

2018, 207 sayfa

Anahtar Kelimeler: Aldehit dehidrogenaz, antibiyotikler, klonlama, rekombinant
protein, enzim saflastirilmasi



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

CLONING, EXPRESSION, PURIFICATION, CHARACTERIZATION OF
HUMAN ALDEHYDE DEHYDROGENASE ISOENZYMES (ALDH1A1,
ALDH1A3 AND ALDH?2) AND INVESTIGATION OF SOME ANTIBIOTICS
EFFECTS ON ENZYMES ACTIVITY

Yeliz DEMIR

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Biochemistry Division

Supervisor: Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

In this study, aldehyde dehydrogenase isoenzymes (ALDH1A1, ALDH1A3 ve ALDH?2)
were cloned into pET SUMO vector by using human brain cDNA and expressed
successfully. The recombinant constructs created plasmids were confirmed by cross
PCR. This recombinant proteins were over expressed in Escherichia coli BL21 (DE-3).
Fusion protein  with hexahistidine (6xHis) tail produced by isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) induction were confirmed by western blotting using anti-
his antibody and ~70 kDa fusion proteins were detected. ALDH1Al1, ALDH1A3 and
ALDH2 enzymes were purified by using nickel-nitrilotriacetic acid affinity
chromatography. To check the purity and determine the molecular mass of the purified
enzyme SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was performed and a single band was
observed. Molecular mass of SUMO-hALDH1A1, hALDH1A3 and hALDH2 enzymes
were determined as 68.45, 69.31 and 67.85 kDa, respectively. The molecular weight of
enzymes were estimated to be 277.97, 281.83 and 275,42 kDa by Sephadex G-100 gel
filtration chromatography, respectively. Thus, it was determined that the enzymes were
composed of four subunits. In addition, optimal pH, optimal ionic strenght and optimal
temperature values were determined for characterization of purified hALDH1AL,
hALDH1A3 and hALDH2 enzymes. Then, effects of some antibiotics on hALDH1A1,
hALDH1A3 and hALDH2 enzymes activity were investigated. For antibiotics that
exhibit inhibitory effect K; constants and inhibition types were calculated by the help of
Linewear-Burk curves.

2018, 207 pages

Keywords: Aldehyde dehydrogenase, antibiotics, cloning, recombinant protein,
purification of enzymes
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

4-HNE 4-hidroksi-2-nonenal
ALDH Aldehit dehidrogenaz

bp Baz ¢ifti

BSA Bovinel (s1gir) serum albumin
cDNA Komplamenter DNA

DNA Deoksiriboniikleikasit
dNTP Deoksiribontikleosid trifosfat
E.C. Enzim komisyon numarasi
E.coli Escherichia coli

E.U. Enzim Unitesi

EtBr Etidyum bromiir

hALDH1Al Insan aldehit dehidrogenaz 1A1
hALDH1A3 Insan aldehit dehidrogenaz 1A3

hALDH2 Insan aldehit dehidrogenaz 2

I Inhibitor

ICs0 Maksimum hiz1 yariya diisliren inhibitér konsantrasyonu

IPTC izopropil-B-D-tiyogalaktopiranozit

kDa Kilodalton

Ki Enzim inhibitor kompleksinin ayrigma sabiti

Kwm Enzimin aktif bolgesinin yarisinin substratla doldugu andaki

substrat konsantrasyonu/ Enzimin substrata ilgisini gdsteren sabit
LB Luria-Bertani

LPO Lipit peroksidasyonu

MDA Malondialdehit

Mk Molekiil kiitlesi

MRNA Messenger (haberci) riboniikleik asit

NCBI National Center for Biotechnology Information- Ulusal

Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
Ni-NTA Nikel-nitrilotriasetik asit
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1. GIRIS

1.1. Aldehit Olusumu ve Metabolizmasi

Aldehitler; aminoasit, nérotransmitter, karbohidrat ve lipitler gibi endojen bilesiklerin
biyotransformasyonunu igeren ¢ok ¢esitli endojen ve ekzojen onciillerden olusmaktadir.
4-Hidroksi-2-nonenal (4-HNE) ve malondialdehitide (MDA) igeren 200’den fazla
aldehit tiirli, lipit peroksidasyonu olarak bilinen (LPO) hiicre membran lipitlerinin
degradasyonundan meydana gelmektedir (Esterbauer et al. 1991). Aminoasit
katabolizmasinda, glutamat y-semialdehiti igeren bazi aldehit ara iiriinleri olusur. Gama-
aminobiitirik asit (GABA), seratonin, noradrenalin, adrenalin ve dopamin gibi
norotransmitterlerde aldehit metabolitlerinin olusmasina neden olur (Marchitti et al.
2007). Ksenobiyotik ve ilaglar aldehit olusturur. Antikanser ilaglar olan siklofosfamid
ve ifosfamid, akrolein gibi Onemli aldehit Onciilini meydana getirmektedir.
Formaldehit, asetaldehit ve akrolein gibi ¢esitli aldehitler ¢evrede her yerde mevcuttur.
Aldehitler ayrica gesitli resinlerin ve poliester plastiklerin endiistriyel uygulamalarda

kullanilip ya da iiretilmesini saglamaktadir (Vasiliou et al. 2004).

Bazi aldehitler gorme, embriyonik gelisim, nérotransmisyon gibi normal fizyolojik
proseslerde onemli rol oynamasina ragmen, ¢ogu toksik ve karsinojeniktir (Yokohama
et al. 2001). Aldehitler terminal karboksil gruplarina sahip giicli elektrofilik
bilesiklerdir. Karboksil gruplar1 onlar gii¢lii reaktif yapar ve 4-HNE ve akrolein gibi o,
B — doymamis aldehitler B karbonunda ikinci bir elektrofil daha igerir. Serbest
radikallerin aksine, aldehitler uzun Omiirlidiir ve yalnizca hiicre bilesenlerini degil
onlarin yolaklarin1 da etkilerler (Esterbauer et al. 1991). Aldehitlerin toksik olmasinin
altinda yatan mekanizma; DNA hasari, hiicre 6liimii, protein metabolizmasi, enzim

inaktivasyonu gibi yolaklar1 hedef almasidir (Brooks and Theruvathu 2005).
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Sekil 1.1. Aldehitlerin metabolizmasi1 (Marchitti et al. 2008).
*ADH: Alkol dehidrogenaz; AKR: Aldo-Keto rediiktaz; ALDH: Aldehit dehidrogenaz; AOX: Aldehit
oksidaz; CAT: Katalaz; SDR: Kisa zincirli dehidrogenaz/rediiktaz; XO: Ksantin oksidaz

1.2. ALDH ailesi

Insan ALDH ailesi, farkli kromozomal lokalizasyona sahip 19 tane oldugu varsayilan
fonksiyonel genlerden olusmaktadir (Vasiliou and Nebert 2005). ALDH enzimleri
NAD(P)" bagimli geri doniigiimsiiz oksidasyon reaksiyonlarini katalizlerler (Sekil 1.1).
ALDH proteinleri; sitozol, mitokondri, endoplazmik retikulum, g¢ekirdek gibi ¢esitli
lokalizasyonlarda bulunmaktadirlar. ALDH enzimlerinin ¢ogu ¢esitli doku dagilimina
sahiptir ve farkli substrat spesifikligi sergiler (Sladek 2003; Vasiliou et al. 2004).
Genellikle detoksifikasyon enzimi olarak adlandirilirlar. ALDH’lar, aldehitleri
karboksilik asite oksitleyerek, aldehitlerin etkisinden hiicreyi koruyarak hizmet ederler.
Yapilan c¢alismalar ALDH enzimlerinin aldehit sitotoksitesine karst hiicreleri
Korudugunu gostermistir (Pappa et al. 2005). Bunun yani sira yapilan ¢ogu ¢aligmada
ise ALDH genleri tizerindeki polimorfizm ve mutasyonlarin Sjogren-Larsson sendromu
(SLS), Tip 2 diyabet, kanser, Alzheimer gibi hastaliklarla iliskili oldugu bulunmustur
(Kamino et al. 2000; Yokoyama et al. 2001; Onenli-Mungan et al. 2004; Rizzo and
Carney 2005). ALDH genlerindeki mutasyonlar ve polimorfizme ek olarak transgenik

knockout farelerde yapilan c¢aligmalar embriyonik gelisme donemi gibi fizyolojik



fonksiyon ve proseslerde ALDH enzimlerinin 6nemli roliinii ortaya koymustur (Dupe et
al. 2003).

ALDH enzimleri aldehit detoksifikasyonu disinda ¢ok yonlii katalitik ve non-katalitik
fonksiyonlara da sahiptir (Cizelge 1.1). Ayrica bazt ALDH enzimleri ester hidrolizini
katalizledigi de bilinmektedir (Sydow et al. 2004). Cesitli endojenik (androjen,
kolesterol ve tiroid hormon) ve egzojenik (Asetaminofen) bilesiklere baglanabilme
Ozelligi gosterirler (Vasiliou et al. 2004). Ek olarak ALDH enzimleri; NAD(P)H
iretimi, Sistein ve metiyonin siilfhidril gruplar1 vasitasiyla hidroksil radikallerinin
uzaklastirilmasin1 ve UV 1g1gmin absorpsiyonunu igeren onemli antioksidan rollere

sahiptir (Pappa et al. 2003; Lassen et al. 2006, 2007; Estey et al. 2007).



Cizelge 1.1. insan ALDH proteinleri

ALDH Lokalizasyon Sectigi aldehit Fonksiyonu ve
substrati karekteristik ozellikleri
ALDH1A1 Sitozol Retinal Ester hidrolizi; kolesterol,
tiroide baglanma,
DOPAL, asetaldehit
oksidasyonu
ALDH1A2 Sitozol Retinal Lipit peroksidasyonu
tiirevli aldehitlere ytliksek
afinite
ALDH1A3 Sitozol Retinal Lipit peroksidasyonu
tiirevli aldehitlere yiiksek
afinite
ALDH1B1 Mitokondri Asetaldehit Korneay1 UV 1s1gindan
koruma
ALDHI1L1 Sitozol 10- Asctaminofen’e
Formiltetrahidrofolat baglanma
ALDHI1L2 Bilinmiyor Bilinmiyor Anti-inflamatuar
ajanlarini indiikleme
ALDH?2 Mitokondri Asetaldehit Ester hidrolizi;
Asetaminofen’e
baglanma; DOPAL ve
DOPEGAL oksidasyonu
ALDH3Al Sitozol, Aromatik, alifatik Ester hidrolizi; ROS
Cekirdek aldehitler uzaklagtirici, UV
1s1nlarindan koruyucu
ALDH3A2 Mikrozom Yag aldehitleri Insiilinin gen
ekspresyonunun
diizenlenmesi
ALDH3B1 Sitozol Bilinmiyor Lipit peroksidasyonu
tiirevli aldehitlerin
oksidasyonu
ALDH3B2 Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor




Cizelge 1.1 devami

ALDH Lokalizasyon Sectigi aldehit Fonksiyonu ve
substrati karekteristik ozellikleri
ALDH4A1 Mitokondri Glutamat - Ester hidrolizi; oksidatif
semialdehit stresi Onleme
ALDH5A1 Mitokondri Siiksinat semialdehit ~ Norotransmisyonda etkili
olma
ALDH6A1 Mitokondri Malonat semialdehit Esteraz aktivitesi
ALDH7Al Sitozol, a -Aminodipik Hiicre sikliistinde protein
Cekirdek semialdehit regiilasyonu
Mitokondri
ALDH8A1L Sitozol Retinal Lipit peroksidasyonu
tiirevli aldehitlerin ve
asetaldehitin oksidasyonu
ALDH9A1 Sitozol, y-Aminobiitilaldehit Betain, asetaldehit ve
DOPAL’in oksidasyonu,
karnitin biyosentezi
ALDH16A1 Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor
ALDH18A1 Mitokondri Glutamik vy- Bilinmiyor
semialdehit

ALDH enzimlerinde kataliz ve kofaktor baglanmasi icin gerekli olan rezidiilerinin ¢ogu
ortaktir (Steinmetz et al. 1997; Liu et al. 1997). Katalitik sistein Cys-302, Glu-268, Gly-
299 ve Asn-169 kataliz i¢cin gereklidir. Gly-245 ve Gly-250 kofaktor baglanmasi i¢in
gerekli rezidiilerdir. Ek olarak, Lys-192, Glu-399 ve Phe-401 kofaktor baglanmasi ve

katalizin ilerlemesi i¢in gerekli olduguna inanilmaktadir. Memeli ALDH enzimlerinin

kristal yapilari enzimin ii¢ domainden olustugunu ortaya koymaktadir. Bunlar NAD(P)*

kofaktor baglanma bdlgesi, katalitik bolge, bir de kdprii bolgesidir (Steinmetz et al.
1997; Liu et al. 1997).



Sekil 1.2. ALDH izoenzimlerinin molekiiler yapisi

ALDH enzimlerinin kristal yapilarina dayanarak, kofaktdriin baglanmasi niikleofil Cys-
302°’nin  Gly-299 tarafindan pozitif yiiklenerek katalitik aktivasyonu saglayip
konformasyonel degisime neden olmaktadir (Liu et al. 1997). Sonrasinda Cys-302
substratin aldehit kismina atak yaparak oksianyon tiyohemiasetal formunu olusturur ve
Asn-169 tarafindan stabilize edilir (Steinmetz et al. 1997). Oksianyon formundaki
negatif yiiklii oksijen kofaktore hidrit transferini gergeklestirir ve tiyoagilenzim formunu
olusturur. Tiyoagilenzimin hidrolizi ve karboksilik asit salinimi, hidrit transferi sonrasi

su tarafindan aktiflestirilen ve baz gibi davranan Glu-268 vasitasiyla meydana gelir.
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Sekil 1.3. Aldehit oksidasyon mekanizmasi

1-Diizenli su molekiilleri tarafindan katalitik Cys302’nin aktivasyonu saglanir ve
Glu268’den proton ¢ikarir. 2- katalitik Cys302’nin tiyoloat grubu tarafindan aldehitin
karbonil karbonu iizerine niikleofilik atak yapar. 3-Tetrahedral tiyohemiasetal yapinin
olusumu ve bu yapidan NAD"’nin piridin halkasina hidrit transferi gergeklesir. 4-
Tiyoester yapinin hidrolizi meydana gelir. 5- NAD" baglanarak enzimin rejenarasyonu

ve kofaktor indirgenmesi olur.
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Sekil 1.4. Onerilen ester hidrolizi mekanizmasi

1-Katalitik bolgedeki bir rezidiiden (Glu268) hidrojen c¢ikarilarak katalitik sistein
rezidiisii aktive edilir. 2-Tiyolat iyonlari p-nitrofenilasetat substratina saldirarak
oksianyon formuna Onciiliik eder. 3-Ara maddeler yeniden diizenlenir ve nitrofenil
gruplart ayrilir. 4-Glu268 rezidiisii yakinindaki diizenli su molekiillerinden hidrojen
cikarir, onu niikleofil yaparak tiyoacil enzim kompleksindeki karbonil gruplarina
saldirir. 5-Asetik asit ve enzim salinimi i¢in tetrahedral ara {irlinlerinin yeniden olusumu

gerceklesir.



1.2.1. ALDH1A1

ALDHIAL1 yetiskinlerde testis, beyin, goz lensi, karaciger, bobrek, akciger, retina gibi
cesitli dokularda bulunan homotetramer bir enzimdir (Zhai et al. 2001) ALDH1A1,
ALDH enzim ailesi i¢inde yiiksek oranda sitozolde bulunan ii¢ enzimden biridir
(digerleri ALDH1A2 ve ALDH1A3) ve retinol metabolizmasinda retinalin (retinaldehit)
retinoik aside oksidasyonunu katalizler. ALDH1A1 oksidasyon reaksiyonunda hem all-
trans retinal hem de 9-cis retinal i¢in yiiksek afiniteye sahiptir (Marchitti et al. 2008).

Retinoik asit, niikleer retinoik asit reseptorleri icin bir ligant olarak gorev yapip gen
ekspresyonunu diizenlemektedir. Onun sentezi normal biiylime, farklilasma, gelisme ve
omurgali hayvanlarda epitel gelisiminde 6nemlidir (Ross et al. 2000). Retinoid bagh
dokularda (6zellikle retina) retinali oksitleyen ALDH’lar farkli ekspresyon ozellikleri
sergiler. Retinoik asit olusumu embriyonik dénem i¢in gereklidir. Retinoik asit
sentezinde ALDHIAT1’in in vivo roliine kanmit olarak c¢esitli galismalar yapilmistir.
Aldhlal™" farelerde canli ve normal retina morfolojisine sahipken Aldhlal™" olan
farelerin karacigerinde retinoik asit sentezi azalis sergiledigini ve retinol tedavisinden
sonra serumda retinal seviyesinin arttigi bulunmustur (Fan et al. 2003). Hepatosit
kiiltiirinde, ALDH1A1’in baskilanmasi hem reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi hem de

serbest yag asitlerinin omega oksidasyonunu azalttig1 goriilmistiir (Li et al. 2007).

Insan beyninde ALDH1A1 dopaminerjik ndronlarda yiiksek oranda eksprese olmaktadir
ve bu nodronlarin farklilagsmasi ve gelismesi icin retinoik asite ihtiya¢ duyuldugu
bilinmektedir. Bu néronlarda, ALDH1A1 bir homeodomain transkripsiyon faktorii olan
ve dopaminerjik ndronlarin regililasyonunu saglayan Pitx3’lin kontrolii altindadir
(Chung et al. 2005). Noronlardaki ALDH1A1’in seviyesinin azalmasi Parkinson
hastalig1 ve sizofreni ile sonuglanmaktadir (Galter et al. 2003). Merkezi sinir sisteminde
monoamin oksidaz dopamini onun aldehit metabolitlerine, 3,4-dihidroksifenilasetaldehit
(DOPAL)’e metabolize eder. Artan kanitlar, DOPAL’in ndrotoksit olabilecegini ve
onun birikiminin hiicre oliimleriyle baglantili olabilecegini one siirmektedir. Bu
sebeple, ALDHI1Al, DOPAL’i 3.,4-dihidroksifenilasetikasite  katalizleyerek
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noronlardaki seviyesini diisiirme islemini gerceklestiren Snemli bir role sahiptir

(Marchitti et al. 2007).

ALDH1A1, oksidatif strese karsi hiicreyi korumada da anahtar bir rol iistlenmektedir.
Insan ALDHI1A1 enzimi, 4-HNE, hegzanal ve MDA’y1 igeren lipit peroksidasyonu
tirevi olan aldehitleri etkili bir sekilde oksitler. Cesitli Aldhlal” fare modelleri
kullanilarak yapilan c¢alismalarda ALDHI1A1’in fare lens ve korneasini lipit
peroksidasyonu tiirevi olan aldehitleri detoksifiye ederek korudugu, ve yagslanma ile UV
radyasyonunu igeren oksidatif strese bagli durumlarda katarakt olusumunu engelledigi

belirlenmistir (Lassen et al. 2007).

Aldehit metabolizmas1 disinda esteraz aktiviteside gostermektedir ve potansiyel
glikasyon ajani olan 3-deoksiglukosom oksidasyonunu katalizlemektedir (Collard et al.
2007). Ayrica, ALDHIA1 tiroid hormonuna baglanarak ve ostrojenler tarafindan

indiiklenir. Hormon sinyallerinin diizenlenmesinde gorev alir (Deng et al. 2003).

1.2.2. ALDH1A3

Insan ALDHI1A3, kromozom 15'te bulunur (15q26.3). 16 ekzon igerir ve 2 transkript
tiretir. Kodlanan protein 512 amino asit kalintisi igerir. Sitoplazmada, g¢ekirdekte ve
mitokondride lokalize olmustur (Gil-lbanez et al. 2014). ALDH1A3, retinoik asit'in
(RA) biyolojik sentezine katilmanin yani sira, glikoliz/glukogenesis, aminoasit
metabolizmasi, lipit peroksidasyonu, sitokrom P450 yoluyla eksojen kimyasal
maddelerin uzaklastirilmas1 gibi metabolik ve fizyolojik siireclerde 6nemli roller
oynamaktadir. ALDH1A3 normal dokularda yaygin olarak bulunur. Bu protein, retina,
tiikriik bezi ve midede yiiksek oranda eksprese olmaktadir (Graham et al. 2006).

ALDH1AS ¢esitli kanser tiplerinde 6zellikle, pankreas kanseri ve yumurtalik kanserinde
anormal derecede eksprese olmaktadir (Saw et al. 2012; Kong et al. 2016). Tiimorlerde
ALDHI1A3"in anormal ifadesi; tiimor siipresér geni ve onkogen, promoter metilasyon,

androjen reseptorili, transkripsiyon 3 (STAT3) sinyal transdiiktorii/aktivasyonu,
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hepatosit biiylime faktorii (HGF) / c-MET yolaklarin1 ve spesifik mikroRNA'lar1 igeren
cesitli mekanizmalarla regiile edilir (Duan et al. 2016). Birgok arastirmaci, ALDH1A3
promotor metilasyonunun, bu tiimorlerin erken teshisi i¢in bir gosterge olarak

kullanilabilecegini 6nermektedir (Shames et al. 2006; Shao et al. 2014).

1.2.3. ALDH?2

ALDH2 mitokondri matriksinde kodlanmis bir proteindir. Karaciger, bdbrek, kalp,
akciger ve beyin dokularinda eksprese olmaktadir (Goedde and Agarwal 1990). ALDH2
etanol metabolizmasi sirasinda asetaldehitin oksidasyonunu saglayan 6nemli bir
enzimdir. Bu zamana kadar, bazi mutant ALDH2 alelleri tanimlanmistir. Bunlarin
icinde en ¢ok calisilant ALDH2*2 allelidir (tek baz mutasyonu G/C---A/T) ve bu
degisim ALDH2’nin inaktivasyonunu saglayarak aktif bolgedeki sistein rezidiisiiniin
niikleofilik ozelliginin azalmasia neden olur. Bunun sonucunda NAD"’ya baglanma
afinitesi azalir (Farres et al. 1994). Glu-487 koprii bolgesinde lokalize olmustur ve Arg-
264 ile Arg-475 ile etkilesime girerek kofaktér baglanma bolgesiyle katalitik bolge
arasinda yapu stabilitesi olusturur (Larson et al. 2007). ALDH2 homotetramerik 6zellik
gosterir, yalnmiz mutant ALDH2*2 alleli dominant oldugunda ALDH2 proteinleri
heterotetramerik 6zellik gosterir ve alt birimler enzimatik ac¢idan inaktif olur (Chao et
al. 1993). Asya kokenli bireylerin yaklasik %40-50’sinde ALDH2*2 alleli
bulunmaktadir ve alkol kullandiklarinda asetaldehit birikimi nedeniyle alkol-

indiiklenmis toksisite meydana gelmektedir (Peng et al. 2007).

ALDH2 nitrat rediiktaz gibi davranmaktadir, bu enzim kalp yetmezligi tedavisinde
kullanilan nitrogliserinin aktivasyonu i¢in gereklidir ve Cinli hastalarda ALDH2*2 alleli
nitrogliserin eksikligi ile iliskilendirilmektedir (Li et al. 2006). ALDH2 nin asil roliiniin
4-HNE ve MDA gibi lipit peroksidasyonu tiirevi aldehitlerin metabolizmasi olduguna
inanilmaktadir. Beyinde, ALDH2 enzim aktivitesi Alzheimer hastalariin serebral
korteksinde yiliksek oranda bulunmustur. Bunun nedeni olarak; yiiksek 4-HNE
seviyesine  karst  koruyucu bir mekanizma {stlenmesinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir (Picklo et al. 2001).
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1.3. ALDH ve OKSIDATIF STRES

1.3.1 Alkol toksisitesi

Etanol, agirlikli olarak alkol dehidrogenaz (ADH) enzimi tarafindan asetaldehite okside
edilir ve daha sonra ALDH? ile asetik aside yiikseltgenir. Alkol bagiml1 oksidatif stres;
alkolik karaciger hastaligi, kardiyomiyopati ve gastrit gibi alkol ile iligkili hastaliklarin
gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir (Pan et al. 2008; Jing et al. 2012). Etanol viicuda
girdikten sonra, hizli bir sekilde metabolize olur. Hem ADH hem de ALDH tarafindan
gerekli bir kofaktor olan NADY, indirgenmis form olan NADH'a doniistiiriiliir. Bu islem
bir NAD*/NADH dengesizligine neden olabilir (Sekil 1.5) Hem NAD* hem de NADH
mitokondriyal fonksiyon agisindan 6nem tasidigindan, alkoliin fazla kullanimi bu
fonksiyonun bozulmasina yol agmaktadir. Karaciger ATP {iretiminin etanol tarafindan

inhibisyonu bunu desteklemektedir (Cunningham et al. 1990).
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Alkol
Tiiketimi
ADH ve CYP2EL
ALDH I ndiiksiyon

Mitokondriyal
Fonksiyon
Bozuklugu

Y

Sekil 1.5. ALDH'lerin alkolle indiiklenen oksidatif stresi hafifletme mekanizmalar1
*ALDH, aldehit dehidrogenaz; CYP2E1, sitokrom P450 2E1; mGSH, mitokondrial glutatyon; 4HNE, 4-
hidroksi-2-nonenal; MDA, malondialdehit; NAD*, nikotinamit adenin dinukleotit

Mitokondrinin ROS iiretme kapasitesi goz Oniine alindiginda, bozulmus mitokondriyal
fonksiyonun ROS olusumunu arttirdigi, ¢ok ¢esitli hiicre ve doku hasarina katkida
bulunan oksidatif stresi olusturdugu makuldir (Huang and Manton 2004).
Mitokondriyal glutatyon, mitokondriyi siirekli tirettigi ROS'dan korur (Garcia-Ruiz and
Fernandez-Checa 2006). Alkoliin kotiiye kullanimiyla birlikte ortaya ¢ikan mekanizma
aciklanamamasina ragmen mitokondriyal glutatyon diizeyinde down regiilasyona neden
olmaktadir (Zhao et al. 2002). Boyle bir down regiilasyon ROS birikimine ve daha

sonra da artmis oksidatif strese neden olur. Alkolden tiiretilen diger bir 6nemli ROS
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kaynagi ise, etanol alimi ile indiiklenen sitokrom P450 2E1'in (CYP2E1) enzimatik
aktivitesinin bir sonucudur (Sekil 1.5). Siiperoksit anyon radikali (O2") ve H20. gibi
ROS, etanoliin CYP2EI ile indiiklenen oksidasyonunun bir yan {iriinli olarak iiretilir
(Lu and Cederbaum 2008). Ayrica demir enzimatik olmayan Fenton reaksiyonu yoluyla
en yliksek derecede reaktif ROS olan, hidroksil radikalini (OH-) treterek oksidatif
stresi artirabilir. Alkoliin fazla kullanimi, demirin karacigere alinmasina neden olur

(Whitfield et al. 2001).

Oksidatif stres, LPO'yu baslatir ve proteinler ile DNA'nin kovalent modifikasyonunu
tetikleyen 4-HNE gibi reaktif aldehitlerin olusumunu saglar. ALDH2 ve ALDH1A1, 4-
HNE'nin detoksifikasyonunu, 4-hidroksinon-2-enoik aside doniistiirerek katalize eder
(Ohta and Ohsawa 2006). Baska bir LPO iiriinii olan MDA da diyabet ve alkolik
karaciger hasar1 dahil c¢esitli hastaliklarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Yapilan
caligmalar, ALDH'lerin MDA'y1 oksitledigini ve daha yiiksek MDA seviyeleri inaktif
ALDH2’ye sahip olan kisilerde ortaya g¢iktigini gostermektedir. Bu da bu enzimin
MDA'nin uzaklastirilmasina 6nemli katkida bulundugunu diisiindiirmektedir (Tseng et
al. 2008).

iy /\)J\ )J\/U\
/\/\ ALDH2 ALDH
. \o o

NAD‘
Malondialdehit Malonik Asit Malonik Asit
NADH semialdehit NADH
CoA
NAD"
ALDH6A1
NADH
/\ HCOy
¢}

Asetaldehit
ALDH2
ALDH1A1
ALDHIBI S—COA — |Krebs Sikliisii

NADH

{ l
)J\ / CO, + H,0
OH
Asetat

Sekil 1.6. ALDH izoenzimlerinin malondialdehit (MDA) metabolizmasindaki rolii
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1.3.2. UV radyasyon

Gilines 15181na yogun maruz kalma ve yiiksek oksijen gerilimi nedeniyle g6z hiicreleri
stirekli olarak oksidatif stres altindadir. Giines UV radyasyonu, UVA (315-400 nm),
UVB (280-315 nm) ve UVC'den (100-280 nm) olusur. Gozdeki serbest radikal
olusumunun baslica ¢evresel uyaricisidir. Diinyadaki atmosferin sagladig iistiin koruma
nedeniyle UVC'ye maruz kalma minimuma indirilir. Cogu UVB, kornea, ¢cogu UVA
mercek tarafindan emilir. Ozellikle UVB ile iliskili olan bu gdz dokular1 UV 1511
emilimiyle; singlet oksijen, siiperoksit anyon, hidroksil ve peroksil radikalleri dahil
olmak {izere fotokimyasal olarak firetilen ROS'a yol agarlar (Bergmanson and
Soderberg 1995). Peroksil radikallerinin tiretilmesi, 4-HNE ve MDA gibi 200'den fazla
sitotoksik reaktif aldehit tiirlinlin iiretimine yol agabilir. UV radyasyona maruz
kalmanin, DNA zincirinde pirimidin ve timin dimer olusumuna, DNA iplik¢iklerinde
iplik kirilmasina ve proteinlerin ¢apraz baglanmasina neden oldugu belirtilmistir (Cai et
al. 1998). Bu UV radyasyona bagli molekiiler modifikasyonlar, katarakt olusumu ve
retinal dejenerasyonu gibi gesitli goz patolojileri ile iliskilendirilmistir. Kornea ve lens
redoks homeostazin1 korumak ve bdyle yogun bir oksidan yiikii ile bas etmek igin,
oksidatif hasara kars1 koruyucu 6zellige sahip metabolik enzimler ile kiigiik molekiilleri

igeren saglam antioksidan savunma sistemleri geligtirmistir.

ALDH siiper ailesinin tiyeleri, omurgali ve omurgasiz hayvanlarin korneasinda ve
lensinde kristalenler olarak tanimlanmistir. ALDH3A1, korneanin gerekli seffafligi,
refraktif ve koruyucu o6zelliklerini saglayan kristalin olarak siniflandirilan ilk enzim
olmustur (Verhagen et al. 1991). ALDH3A1 ve ALDHI1A1'in, gézii UV radyasyona
bagl hasarlardan ¢ok yonlii mekanizmalarla korudugu diisiiniilmektedir. ALDH3A1
biiyiik bir UV radyasyon filtresi gorevi gorebilir. UV radyasyona bagli modifikasyonlar,
enzim inaktivasyonuna, kismi agilmaya ve protein agregasyonuna neden olabilir. Bu
modifikasyonlar katarakt olusumu sirasinda gozle goriiliir sekilde proteinlerin

birikmesine katkida bulunabilir (Bloemendal et al. 2004).
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UV  hasarimin giderilme mekanizmalarindan birinci olarak; ALDH3A1, UV
radyasyonunu dogrudan absorbe ederek diger korneal proteinleri korumak igin islev
gorebilir. Ornegin, rekombinant ALDH3A1, dogrudan UV 1sinlarina maruz birakilarak
inaktif hale getirilir ve kovalent olarak capraz baglanirken, UV radyasyonunun neden
oldugu G6PD'nin inaktivasyonunun azaltilmasi saglar. Benzer sekilde, farelerin UV
1isinlarina maruz kalmasiyla korneal ALDH3A1 ve ALDH1A1'in aktivitesinde %85'lik
bir azalma gerceklesirken diger korneal enzimlerin aktiviteleri degismeden kalmistir
(Estey et al. 2010). Ikinci olarak, ALDH3A1 ve ALDHI1A1, UV radyasyona bagl lipid
peroksidasyonu ile iiretilen toksik aldehitleri metabolize eder. Insan ALDH3A1, 4-HNE
icin yiiksek afiniteye sahipken, ALDH1A1 hem 4-HNE'yi hem de MDA'y1 metabolize
etmektedir. Artan 4-HNE ve / veya MDA seviyeleri goz oniine alindiginda, ALDH3A1
ve ALDHI1Al'In bu reaktif aldehitlerin enzimatik detoksifikasyonu saglayarak UV
radyasyona bagli hasarlara karsi korudugu bir bagka mekanizmay1 temsil eder. Dahasi,
korneadaki ALDHI1Al'in varligi, ALDH3Al'in zayif bir substrati olan MDA'y1
oksitleyerek ALDH3AL'i telafi edebilir (Buddi et al. 2002). Ugiincii olarak, ALDH3A1
ve ALDH1A1, UV radyasyona bagl serbest radikalleri dogrudan uzaklastirarak veya
NAD(P)H'yi iireterek antioksidan gibi davranirlar. Oksidanlarla muamele edilen korneal
fibroblastlarda ALDH3AL’in karbonilasyon seviyesi iki ila ii¢ kat artmaktadir. Yiiksek
korneal ALDH3AL konsantrasyonlarinin ROS ve reaktif aldehitlerin dogrudan bir hedef
gorevi gorebilecegini ve orada diger proteinler i¢in pasif koruyucu bir etki

saglayabilecegini diisindiirmektedir (Estey et al. 2007).

ALDH aracili metabolizma sirasinda iiretilen NAD(P)H korneanin antioksidan ortamina
katkida bulunur. NADPH, GSSG’nin GSH formununa doniismesinde indirgeyici bir
ajan olarak gorev yapmaktan baska UV radyasyonunu dogrudan emebilir (Atherton et
al. 1999). Buna ek olarak, izositrat dehidrojenaz, malik dehidrojenaz ve 6-fosfat
dehidrojenaz gibi gbz dokularini korumakla gorevli cesitli redoks-aktif enzimler i¢in bir
azaltic1 potansiyelin korunmasina yardimeci olur (Pappa et al. 2003). Birlikte ele
alindiginda, enzimatik ve enzimatik olmayan islevleri ile, ALDH3A1 ve ALDHI1A1
okiiler dokulardaki oksidatif / elektrofilik strese verilen hiicresel yanitta 6nemli rol

oynamaktadir.
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1.3.3. Kanser hiicreleri

ALDH enzimleri son zamanlarda yeni kanser taniyici markirlari olarak goriilmektedir.
ALDHI1A1 kanser tedavisinde 6nemli bir rol iistlenmektedir. ALDHI1AT1 aktivitesi
siklofosfoamid ve ifosfamid gibi bazi antikanser ilaglarin ana aktif aldehit
metabolitlerini detoksifiye ederek etkisini azalttigi rapor edilmistir (Sladek 1999).
Aslinda, ALDHI1A1 inhibisyonu siklofosfamid’in ana metabolitlerinin toksitliginin
artmasina neden olmaktadir. Ayni zamanda ALDH1A1 daunorubisin ve flavopiridol

gibi baz1 anti-kanser ilaglara baglanabilmektedir (Velazquez-Fernandez et al. 2005).

ALDH1A?2 tarafindan gergeklestirilen retinoik asit sentezi hiicre biliylimesi ve
apoptoziste farkl sekilde ilerler. Anti-kanser etkisine neden olabilir. Oyleki, ALDH1A2
prostat kanserinde tlimor baskilayict gene aday olarak gosterilmektedir. ALDH1A2
ekspresyonu insan prostat kanser hiicre hattinda DNA dimetilasyonu tarafindan
indiiklenir ve prostat tiimorlerinde regiilasyon azalir. ALDH1A2’nin diisiik oranda
ekspresyonu daha kisa siire hayatta kalmayla iliskilidir. Ek olarak, prostat kanser
hiicrelerinde ALDH1A2’nin dogal tipinin fazla ekspresyonu hiicre biiylimesini inhibe

etmektedir (Kim et al. 2005).

ALDH2*2 alleli; mide, kolon, akciger ve boyun kanserinde risk faktorii olarak
goriilmektedir (Muto et al. 2000). Alkolik ALDH2*2 bireyler artmis asetaldehit
seviyeleri sergiler. Bu da DNA hasar mekanizmasinin artmasina ve kanser gelisimine
neden olur (Matsuda et al. 2006).

ALDH3A1 ¢esitli tiimor tiplerinde ilaclara kars1 direnci artirmaktadir. Baz1 kanserlerde
bu ilaclara kars1 aktivitesindeki degisimler bunun nedenini agiklamaktadir (Sreerama
and Sladek 1993). Knockdown ALDH3A1’in kanser hiicre hattinda oksafosforin ve
onun metaboliti olan 4-hidroperoksisiklofosfamid’e karsit duyarlilig1 artarken, normal
insan periferal kan hiicresine transfenksiyon edilen ALDH3A1’in oksafosforin’e direnci
artmistir (Wang et al. 2001).
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Cizelge 1.2. Kanserle iliskili oldugu kabul edilen ALDH izoenzimleri

ALDH

Kanser Fenotipi

ALDH1A1l

Tiimor hiicrelerinin oksafosforin tiirli anti-kanser ilaglarina karsi
direncini artirir.

Normal hiicrelerinin oksafosforin tiirii anti-kanser ilaglarina karsi
direncini artirir.

Anti-kanser ilaglarina baglanir.

Farede karaciger tlimorlerini baskilar.

ALDH1A2

Prostat kanserinde tiimor baskilayict gen olarak gosterilir.

ALDH1A3

Insanda gogiis kanseri hiicre hattin1 baskilar.

Insan kolon kanseri hiicre kiiltiirinde p53’ii indiikleyerek
regiilasyonu artirir.

Mide kanserinde susturulmus metilasyon igslemi yapar.
Anti-kanser sitotoksik ajani olan interlokin-13 tarafindan regiile
edilir.

ALDHI1L1

Insan karaciger, akciger, prostat ve pankreas kanserinde
baskilanir.

Apoptosis ve kanser hiicre hattinda fazla oranda eksprese olur.
Antikanser ilagclar ALDHILI1 aktivitesini indiikler.

ALDH2

ALDH2’nin islememesi; mide, kolon, akciger, boyun kanseriyle
iliskilidir.

ALDH3Al

Timor hiicrelerinin oksafosforin tiirli anti-kanser ilaglarina karsi
direncini artirir.

Insanda Akciger tiimér hiicrelerinde lipit peroksidasyonu tiirevli
aldehitleri detoksifiye eder.

Insanda kanser doku ve hiicre hattin1 diizenler.

Hiicre sikliisiinii regiile edebilir ve DNA tamirine yardim eder.

ALDH4A1

DNA hasarinin bir sonucu olarak yeniden diizenleme yapar ve
tiimdr baskilayici gen olan p53°ii hedef alabilir.

ALDH7Al

Hiicre sikliisiinii regiile edebilir.
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1.4. SUMO Protein Ekspresyon Sistemi

Rekombinant DNA teknolojisinde yaygin olarak kullanilan plazmitler, DNA klonlama
islemi sirasinda vektor olarak kullanimi i¢in temelde ii¢ bolgeye sahip olacak sekilde
tasarlanir. Bu bdlgeler; replikasyon orijini, se¢im i¢in marker gen (ila¢ direng geni) ve

eksojenik DNA fragmentlerinin insert edilebilecegi bolgelerdir.

The Champion™ pET SUMO protein ekspresyon sistemi E. coli’de dogal proteinlerin
ekspresyon ve ifadesine izin veren kii¢iik ubikuitin benzeri bir modifiye edici (SUMO;
small ubiquitin-like modifier) kullanmaktadir. SUMO fiizyonlari, rekombinant

proteinlerin ekspresyonunu ve ¢oziiniirliigiinii arttirabilir bir 6zelliktedir.

Sistem vektori olan pET SUMO o6nemli 6zelliklere sahip bir vektordiir;

a. T7 promotori: pET SUMO vektoriini bulunduran bu bolge, IPTG ile

indiiklendiginde, yiiksek oranda ekspresyon kapasitesine ulasmaktadir.

b. lac operatorii (lacO): Rekombinant proteinin bazal ekspresyonunu azaltan lac

represoriiniin baglanma bolgesidir.

c. Ribozom Baglanma Bélgesi (RBS): PCR iiriiniiniin etkili translasyonunu saglayan

bolgedir.

d. N-Terminal Polihistidin (6xHis) Kuyrugu: Rekombinant proteinin kolay bir

sekilde saflastirilmasini ve Anti-HisG antikoru ile tespit edilmesini saglayan bolgedir.

e. SUMO ORF: Rekombinant proteinin ¢oziiniirliiglinii ve ekspresyonunu artirir.

Ayrica SUMO proteaz kullanilarak dogal iiriiniin elde edilmesine olanak saglar.

f. TA Klonlama Sitesi: Bu bolge ile amplifiye edilen ve adenin kuyrugu igeren PCR

tirtint etkili bir sekilde klonlanabilir.
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g. T7 Transkripsiyon Sonlanma Bdlgesi: Transkripsiyonun etkili bir sekilde

sonlanmasini saglar.

h. Kanamisin Diren¢ Bolgesi: Antibiyotik direncinden sorumlu olan bu bolge tiim

vektorlerde oldugu gibi hedef geni alan konak hiicrenin segilebilirligine imkan saglar.

i. pBR322 Replikasyon Orijini: E. coli igerisinde kopyalama ve onarim

faaliyetlerinden sorumludur.

j. ROP ORF: Diisiik kopya sayili replikasyon i¢in pBR322 replikasyon orjini ile iliskili
bolgedir.

k. lacl ORF: Ilgili genin transkripsiyonunu baskilamak icin T7lac promotdriine

baglanan represorii kodlayan bolgedir.
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T7 promoter RBS

6xHis
SUMO Forward (5539 .. 5561)

T7 Reverse (130 .. 149)

pET SUMO
5642 bp

Sekil 1.7. pET SUMO vektor haritast
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121 ATAGGCGCCA GCAACCGCAC CTGTGGCGCC GGTGATGCCG GCCACGATGC GTCCGGCGTA GAGGATCGAG ATCTCGATCC

T7 promoter lac operator

[ 1 !
201 CGCGAAATTA ATACGACTCA CTATAGGGGA ATTGTGAGCG GATAACAATT CCCCTCTAGA AATAATTTTG TTTAACTTTA
HisG epitope

RBS ‘ Polyhistidine region

— r 1
281 AGAAGGAGAT ATACAT ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC GGC AGC GGC CTG GTG CCG CGC GGC AGC
Met Gly Ser Ser His His His His His His Gly Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser

SUMO fusion protein

r
354 GCT AGC ATG TCG GAC TCA GAA GTC AAT CAA GAA GCT AAG CCA GAG GTC ARAG CCA GAA GTC ARG CCT GAG ACT
Ala Ser Met Ser Asp Ser Glu Val Asn Gln Glu Ala Lys Pro Glu Val Lys Pro Glu Val Lys Pro Glu Thr

426 CAC ATC AAT TTA AAG GTG TCC GAT GGA TCT TCA GAG ATC TTC TTC AAG ATC AAA AAG ACC ACT CCT TTA AGA
His Ile Asn Leu Lys Val Ser Asp Gly Ser Ser Glu Ile Phe Phe Lys Ile Lys Lys Thr Thr Pro Leu Arg
SUMO forward priming site

r
498 AGG CTG ATG GAR GCG TTC GCT AAA AGA CAG GGT AAG GAA ATG GAC TCC TTA IAGA TTC TTG TAC GAC GGT ATT
Arg Leu Met Glu Ala Phe Ala Lys Arg Gln Gly Lys Glu Met Asp Ser Leu Arg Phe Leu Tyr Asp Gly Ile

|
1
570 AGA ATT CAA GCT GAT CAG ACC CCT GAA GAT TTG GAC ATG GAG GAT AAC GAT ATT ATT GAG GCT CAC AGA GAA
Arg Ile Gln Ala Asp Gln Thr Pro Glu Asp Leu Asp Met Glu Asp Asn Asp Ile Ile Glu Ala His Arg Glu

-
642 CAG ATT GGT GGTJNEFSSNWNNWNNFICACAAG CTTAGGTATT TATTCGGCGC ARAGTGCGTC GGGTGATGCT
GTC TAA CCA CCH TCTGTTC GAATCCATAA

Gln Ile Gly GlyA

SUMO cleavage site
701 GCCAACTTAG TCGAGCACCA CCACCACCAC CACTGAGATC CGGCTGCTAA CAARAGCCCGA AAGGAAGCTG AGTTGGCTGC

T7 reverse priming site

r 1
781 TGCCACCGCT GAGCAATAAC TAGCATAACC

Sekil 1.8. pET SUMO vektoriine ait TA klonlama kismi

1.5. Antibiyotikler

Antibiyotikler ¢esitli mikroorganizma ve funguslar (Eukarya) tarafindan iiretilen
antimikrobiyal ajanlardir. Diger mikroorganizmalari inhibe ederek veya dldiirerek islev
goriirler. Antimikrobiyal ilaglar molekiiler yapilarina ve etki mekanizmalarina gore
smiflandirihir (Sekil 1.8.). Binlerce antibiyotik bilinmesine ragmen, genellikle konakg1
hiicreler tarafindan aliminin olmamasiyla ilgili problemler nedeniyle %]1’den az1 klinik

acidan yararlidir (Qiao et al. 2018).

20. yiizyildan beri hizla gelisen ve ilerleyen teknoloji ile artan yasam beklentisinde
antibiyotikler daha da biiyiik dnem kazanmustir. Bu dogrultuda antibiyotikler, modern
tarim ve hayvancilik endiistrilerinde de degisiklige neden olmustur. Enfeksiyon tedavisi
ve saglikli hayvancilikta yem verimliligini artirmada da antibiyotikler kullanilmigtir
Antibiyotiklerin asir1, gereksiz ve kotiiye kullanimi, antibiyotiklere direngli bakterilerin

ve antibiyotiklere direngli genlerin hizli bir sekilde ortaya ¢ikmasina sebebiyet
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vermistir. Bunun sonucunda da insan ve hayvanlarin patojenlere karsi terapotik
potansiyelleri azalmistir (Qiao et al. 2018).

DNA yonetimli RNA|
DNA Giraz it
Nalidiksik asit

Rifamisin
Siprofloksasin
Protein sentezi
(508)

Streptovarisin
Novobiyosin
Eritromisin

Kloramfenikol
Klindamisin
Linkomisin

Hiicre Duvari Sentezi

Sikloserin
Vankomisin
Basitrasin
Penisilinler
Sefalosporinler
Monobaktamlar
Karbapenemler,

Folik Asit
Metabolizmasi
Tr S S, .- - v v v Protein sentezi

rimetroprim 30S)
Siilfonamidler -

Tetrasiklinler
Spektinomisinler
Streptomisinler

Aktinomisin

Gentamisin
Kanamisin
Sitoplazmik Amlkasxn
membran yapisi Nitrofuranlar
Polimiksinler Protein sentezi
Daptomisin (tRNA)
Mupirosin
1 Puromisin

Hiicre
Duvari

Sitoplazmik
membran

Sekil 1.9. Baglica antimikrobiyal ajanlarin hedefleri

*PABA, p-aminobenzoik asit; THF, Tetrahidrofolat; DHF, dihidrofolat; mMRNA, haberci RNA

1.6. insan ALDH1A1, ALDH1A3 ve ALDH2 Enzim Aktivitesi Uzerine inhibisyon
Etkisi Gosteren Antibiyotiklerin Simflar1 ve Ozellikleri

1.6.1. Kinolonlar

Kinolonlar, bakteriyel enzimlere, DNA giraza ve topoizomeraz [V'e baglanarak giiclii
antibakteriyel etki gosterirler. Bu baglanma, kinolon-enzim-DNA kompleksinin
olusumuyla sonuglanir. Baglandiktan kisa bir siire sonra enzim konformasyonel
degisikliklere ugrar. Enzim DNA'y1 parcalar ve ilag, kirikk DNA iplik¢iklerinin yeniden
birlesmesini engeller, boylece DNA ¢ogalmasini 6nler. En sonunda, bu durum bakteri

DNA'sina hasar verir ve dolayisiyla hiicre 6liimiine sebep olur (Stefan et al. 2016).
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Florokinolonlar, (FQ) genis antibakteriyel spektrumlara sahip olmasi ve konak
dokulara sistemik dagiliminin artmasi nedeniyle, ¢ok cesitli gram-pozitif ve gram-
negatif patojenlere karsi bliylik terapotik degere sahip, diinyada en c¢ok Ongoriilen
antibiyotik smiflarindan biridir (Aldred et al. 2014). FQ yaklasik 30 yildir 6nemli
antimikrobiyal ajanlar olarak hizla gelismistir. Molekiil yapisinda ki diketon gruplarinin
varlig1 nedeniyle beta diketon antibiyotikler olarakta adlandirilmaktadir. Son yillarda
FQ'ler en ¢ok ¢alisilan ve kapsamli olarak sentetik antimikrobik maddelerdir (Xu et al.
2006). FQ'ler giiglii antibakteriyel ozelliklere, basit yapilara ve belirgin iyilestirici
etkilere sahiptir. Bu nedenle, bu ajanlar hayvan ve insan hastaliklarinin kontroliinde

yaygin olarak kullanilir (Kools et al. 2008).

Siprofloksasin: ikinci jenerasyon kinolon olan siprofloksasin, yapisal olarak nalidiksik
aside benzemektedir. Yapidaki asidik kisim kinolonlarin etki mekanizmasini ve bakteri
potensiyelini kontrol eder. Nalidiksik asidin aksine, siprofloksasin flor atomu
icermektedir. Bu degisiklik nedeniyle, siprofloksasin nalidiksik asitten yaklasik 100 kat
daha giicliidiir. Komplike idrar yolu enfeksiyonlari, kemik veya eklem enfeksiyonlari,
kistik fibroz, tifo, shigellosis (basilli dizanteri) ve duyarli bakterilerin neden oldugu
epididimo-orsit gibi genis bir yelpazede enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (Sharma
et al. 2007).

M

HO |

(& J

Sekil 1.10. Siprofloksasin molekiiliiniin yapisal formiilii

Levofloksasin: Gastroenterit, pelvik inflamatuvar hastalik, kronik prostatit, idrar yolu
enfeksiyonlari, akut bakteriyel siniizit, menenjit, sarbon, tiiberkiiloz ve pndmoni gibi

pek cok bakteriyel enfeksiyonun tedavisinde kullanilan fluorokinolon sinifinin genis
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spektrumlu bir antibiyotiktir. Olas1 yan etkileri tendon iltihab1 ve riiptiirii, psikoz,
nobetler, periferik sinir hasari, uyku bozuklugu, diyare ve mide bulantisi igerir. Ticari
olarak oral veya intravendz olarak kullanilmak {izere jenerik ilag olarak mevcuttur.
Levofloksasin herhangi bir ulusal saglik sistemi i¢in vazgecilmez en 6nemli ilaglardan

birisidir (Zhanel et al. 2002).
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Sekil 1.11. Levofloksasin molekiiliiniin yapisal formiilii

Moksifloksasin HCI: Dérdiincii nesil florokinolon grubunda bulunan bir antibiyotiktir.
Antifungal aktivitesine sahip olmasi, iyi fotokimyasal ozelliklerinin bulunmasi ve
termal direng gostermesi sebebiyle siklikla kullanilan antibiyotiktir (Paula Vieira et al.
2017) Moksifloksasin, son zamanlarda goriilen florokinolonlar gibi, solunum yolu
patojenlerini kapsayan genis bir antibakteriyel spektruma sahiptir. Gram negatif
basillere (Enterobacteriaceae, H. influenzae, M. catarrhalis) kars1t miikkemmel aktivite
gosterir  ve siprofloksasinle karsilastirildiginda gram pozitif bakterilereden S.
pneumoniae'ye (hem penisiline duyarli hem de penisiline direngli suglar) ve S. Aureus’a

kars1 gelistirilmis aktivitesi gosterir (Zhanel et al. 2002; Tano et al. 2005).
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Sekil 1.12. Moksifloksasin HCI molekiiliiniin yapisal formiili

Oflaksasin: Genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye sahip fluorokinolondur.
Oflaksasin aktif olarak boliinen hem de duragan bakteriler iizerinde etkindir. lacin
mekanizmasi bakteri DNA girazinin inhibisyonu ile ger¢eklesir. Ofloksasin, sistemik ve
lokal enfeksiyon tedavisinde genis bir antibakteriyel etkinlige sahiptir. Ofloksasin'in
yarilanma Omrii 6-7 saattir. Oflaksasin suda ve metanol de az ¢oziiniir. Diisiik

¢Oziiniirliik ve yiiksek gecirgenlige sahiptir (Jagdale and Pawar 2017).
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Sekil 1.13. Ofloksasin molekiiliiniin yapisal formiilii

1.6.2. Penisilin

Penisilinler, mantarlardan tiiretilen dogal veya sentetik antibakteriyel ajanlardir. Tiim
penisilinlerin {i¢ boyutlu kimyasal bilesenlerinde bir tiyazolidin halkasi, birlestirilmis

beta-laktam halkas1 ve bir yan zincir bulunmaktadir. Karakteristik beta-laktam yapisini
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penisilin ile paylasan diger antibiyotikler ise sephalosporin, karbapenamin ve
monobaktam smiflarin1 igerir. Genel olarak, bu antibiyotik siniflarina siklikla beta
laktam denir. Tim penisilinler aktif olarak biiyiiyen ve bdoliinen organizmalara
bakterisidal etki gdosterirler. Bakteri hiicre duvarini olusturan ve protein capraz
baglanmasini saglayan enzimlere baglanarak hiicre duvari sentezini engellerler. Hiicre
duvarlarinin hemen altinda bulunan bu enzimler, ayn1 zamanda penisilin-baglayici
proteinler olarak da adlandirilir. Ortaya cikan yapisal zayiflik, otolitik enzimlerin
aktivasyonu ile dengelenir ve duyarli bakterilerin par¢calanmasina neden olur (Aksu and
Tung 2005).

Piperasilin sodyum: Aerobik ve anaerobik bakterilere karsi genis spektrumlu
antimikrobiyal etkinlige sahiptir ve karmasik nozokomiyal enfeksiyonlar1 tedavi etmek
icin siklikla kullanilir. Piperasilin-tazobaktam genel olarak giivenli ve iyi tolere edildigi
diistintilse de, advers ila¢ olaylari (ADE'ler) tarif edilmis ve en yaygm olarak
gastrointestinal rahatsizliklar, deri dokiintiileri ve kemik iligi baskilanmasina neden

oldugu bilinmektedir (Yusef et al. 2017).

Sekil 1.14. Piperasilin sodyum molekiiliiniin yapisal formiilii

Amoksisilin: Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eder. Amoksisilin genellikle
streptokok, beta-laktamaz iiretmeyen stafilokok ve diger gram-pozitif koklar ve basilleri
igeren dar bir aktivite spektrumuna sahiptir. Birgok Staphylococcus susu, beta-laktamaz

tiretimi nedeniyle direnglidir. Enterobacteriaceae'nin enterik gram negatif basillerine
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kars1 direnglidir. Duyarli gram-negatif bakteriler, Proteus, Pasteurella multocida ve
Histophilus'un bazi tiirlerini igerir. Gram negatif bakteriler arasinda direng yaygindir.
Kisa yarilanma Omriinden dolayi, gram negatif enfeksiyonlarin tedavisi i¢in sik
uygulanmaktadir. Ek olarak, duyarlilik kirilma noktasi, gram pozitif organizmalara

kiyasla gram negatif i¢cin daha yiiksektir (Papich 2016).
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Sekil 1.15. Amoksisilin molekiiliiniin yapisal formiilii

Ampisilin  sodyum: Beta-laktam antibiyotigidir. Ampisilin bakteri hiicre duvar
sentezini inhibe eder. Ampisilin, amoksisilininkine benzer dar bir aktivite spektrumuna
sahiptir. Ampisilin genel olarak streptokok, beta-laktamaz iireten stafilokok ve basiller
diger gram pozitif koklar {izerine etkinlige sahiptir. Bir¢cok stafilokok beta-laktamaz
tiretimi nedeniyle direnglidir. Enterobacteriaceae’nin enterik gram negatif basilleri
direnglidir. Proteus, Pasteurella multocida ve Histophilus'un baz: tiirlerini i¢eren gram-

negatif bakterilere kars1 duyarlidir (Papich 2016).
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Sekil 1.16. Ampisilin sodyum molekiiliiniin yapisal formiilii
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1.6.3. Sefalosporinler

Sefalosporinler, penisilinlerle ayn1 etki mekanizmasini ve benzer yapiy1 paylasan beta-
laktam antimikrobiyallerdir. Penisilinler ve sefalosporinler ayn1 dort iiyeli "merkez"
beta-laktam halkasina sahiptir, ancak sefalosporinler yan halkada ek bir atoma sahiptir.
Her iki halkadaki modifiye olan yan zincirler, antimikrobiyal aktiviteyi, farmakokinetigi
ve diren¢ mekanizmasini degistirir. Listeria ve Pasteurella sp. hari¢ penisiline duyarli
patojenler genellikle sefalosporinlere duyarhidir. Sefalosporinler, E. coli, tipik olmayan
Haemophilus influenzae (ntHi) ve metisiline duyarli Staphylococcus aureus (MSSA)
gibi ortak gram-negatif organizmalara kars1 aktiviteye sahiptir (Harrison and Bratcher
2008).

Sefazolin sodyum: Sefalosporin grubu antibiyotigidir. Etkisi, diger beta-laktam
antibiyotiklerine benzemektedir. Bakteriyel hiicre duvarinin sentezini inhibe eder ve
hiicre oliimiine yol acar. Sefalosporinlerin birinci kusaginda bulunan antibiyotigidir.
Diger birinci jenerasyon sefalosporinler gibi, Streptococcus ve Staphylococcus tiirlerine
ve Pasteurella, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae gibi bazi gram negatif
basillere kars1 da aktiftir (Papich 2016).
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Sekil 1.17. Sefazolin sodyum molekiiliiniin yapisal formiili

Seftriakson sodyum: Seftriakson, yari sentetik ve genis spektrumlu 3. Jenerasyon
sefalosporindir. Seftriakson'un, gram pozitif ve gram negatif aerob ve bazi anaerob
bakterileri i¢ine alan genis bir etki spektrumu vardir. Bakterisid etkisini hiicre duvari

sentezini inhibe ederek yapmaktadir. Gram pozitif ve gram negatif bakterilerin hem
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penisilinaz, hem de sefalosporinaz tiiriindeki beta laktamazlara kars1 yliksek derecede

dayaniklidir (Kayaalp 2002).
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Sekil 1.18. Seftriakson sodyum molekiiliiniin yapisal formiilii

Sefoperazon sodyum: Ucgiincii kusak sefalosporinlerin ilk iiyelerinden birisi olan
sefoperazon, bu kusaktaki diger ilaglar gibi Entebacteriaceae grubu gram-negatif
basillere karsi giiclii etkinlik gosterir. P.aeruginosa’ya karsi etkinligi bakimindan
seftazidim ve sefsulodinden sonra ti¢ilincii sirada yer alir. B.fragilis ve K.pneumoniae’ye
etkinligi bakimindan 6nde gelen tigiincii kusak ilaglardan birisidir. Sefaperazonun ve
tiglincti  kusaktaki diger ilaglarin B.fragilis’e karsi etkinligi ikinci kusaktaki
sefoksitininkinden diigiiktiir. N.gonorrhoeae’ye karst etkinligi yeteri derecededir.
Shigella ve diger birgok Enterobacteriaceae tiiriine kars1 etkinligi sefotaksim, seftazidim
ve seftriakson’unkinden daha diisiiktiir. Gram-pozitif kokuslara kars1 etkinligi birinci
kusaktaki ilaglara gdre daha diisiiktiir. Plazma proteinlerine %90 oraninda baglanir

(Kayaalp 2002).
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Sekil 1.19. Sefoperazon sodyum molekiiliiniin yapisal formiilii

Sefuroksim sodyum: Sefhalosporin antibiyotigidir. Diger beta-laktam antibiyotiklerine
benzer sekilde bakteriyel hiicre duvarinin sentezini inhibe eder ve hiicre 6liimiine yol
acar. Sefhalosporinler, birinci, ikinci, tiglincii ve dordiincii olarak adlandirilan kusaklara

ayrilir. Sefazolin, birinci kusak sefalosporindir. Streptococcus, Staphylococcus tiirleri ve

bazi gram negatif basillere kars1 etkilidir (Papich 2016).

\\

Sekil 1.20. Sefuroksim sodyum molekiiliiniin yapisal formiilii
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1.6.4. Aminoglikozitler

Glikozit bagla baglanmis amino sekerleri igeren antibiyotiklere aminoglikozitler denilir.
Klinik yonden yararli aminoglikozitler streptomisini (Streptomyces griseus tarafindan
iretilir) ve onun akrabalar1 olan kanamisin, neomisin ve gentamisini igerir.
Aminoglikozitler ribozomun 30S altbirimini hedef alarak protein sentezini inhibe eder
ve gram-negatif bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir (Madigan and Martinko
2010).

Gentamisin siilfat: Aminoglikozit antibiyotigidir. Etkisi, 30S ribozoma baglanarak
bakteri protein sentezini inhibe etmektir. Gentamisin, konsantrasyona bagli bir tarzda
bakterisidaldir. Staphylococci ve Enterobacteriaceae’nin gram negatif basilleri de dahil
olmak tizere, hayvanlardaki bakteri izolatlarini1 iceren genis bir aktivite yelpazesine

sahiptir. Streptokoklara ve anaerobik bakterilere karsi ¢ok aktif degildir (Papich 2016).
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Sekil 1.21. Gentamisin siilfat molekiiliiniin yapisal formiilii

Kanamisin siilfat: Aminoglikozit antibiyotigidir ve bakterisit etkiye sahiptir. Diger
aminoglikozitlerde oldugu gibi, kanamisin 30S ribozomuna baglanarak bakteri protein

sentezini inhibe eder. Genis spektrumlu ve ¢esitli patojen bakterilerin neden oldugu



ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde ikinci basamak antibiyotik olarak yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir (Liu et al. 2016).

4 N\
OH
H,N R
OH
OH
HoW ° N !
z = 2 O=?=O
0o : OH
HOW “INH,
@) (0] N\
S,
HO : OH
\\ OH J

Sekil 1.22. Kanamisin siilfat molekiiliiniin yapisal formiilii

Amikasin siilfat: Aminoglikozit antibiyotigidir. Bakterinin 30S ribozomuna baglanarak
protein sentezini inhibe ederek etki gosterir. Amikasin, streptokoklar ve anaerobik
bakteriler haricinde genis bir spektrumda bakterisidal 6zellik gostermektedir. Amikasin,
diger ilaglara direngli olan bir¢ok bakteri, 6zellikle de gram negatif basillere karsi
aktiviteye sahiptir. Amikasin birgok gram negatif bakteriye, ozellikle enterik tiirlere
kars1 gentamisin'den daha aktifdir. Amikasin bakteriyel enfeksiyonlarda, 6zellikle de
gram negatif bakterilerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde endikedir.

Gentamisine direng beklendiginde, yerine amikasin siklikla kullanilir (Papich 2016).
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Sekil 1.23. Amikasin siilfat molekiiliiniin yapisal formiilii

Tobramisin: Diger aminoglikozidler gibi, gram negatif bakterilerin neden oldugu ciddi
sistemik enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilir. Konsantrasyonu, antibakteriyel
etkisine baglidir. Tobramisin, Klebsiella pneumoniae'ye ve E. coli'ye kars1 gentamisinle
benzer aktiviteye sahiptir. Tobramisin genellikle Pseudomonas aeruginosa karsi
gentamisin'den daha aktiftir. Genellikle sinerjistik bir etki olusturmak igin beta-laktam

antibiyotikleri ile ayn1 anda uygulanir (Papich 2016).
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Sekil 1.24. Tobramisin molekiiliiniin yapisal formiilii

Netilmisin: Gentamisine benzer etkiye sahip, yari sentetik aminoglikosit antibiyotiktir.
Organizmalardaki protein sentezini, bakteriyel 30S ribozomal altbirimine baglanarak ve
alic1 tRNA sitesine miidahale ederek inhibe eder. Birgok gram negatif ve gram pozitif
bakteriye karsi aktiftir. Buna ek olarak netilmisin, aminoglikozid inaktive edici
bakteriyel enzimlerin birgogundan gelen saldirilara kars1 daha az hassastir ve bu nedenle

gentamisin ve tobramisine direngli suslara kars: aktiftir (Russo et al. 2007).
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Sekil 1.25. Netilmisin molekiiliiniin yapisal formiilii
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1.6.5. Linkozamidler

Linkosamidler, diger antibiyotiklerin aksine yeni bir yapiya sahip kiigiik bir ajanlar
grubudur. Gram-pozitif bakterilere ve anaeroblara kars1 ¢ok aktiftir, ancak Gram-negatif
aeroblara kars1 aktif degillerdir. Ayrica baz1 mikoplazmalara ve protozoonlara karsi da
aktiftirler. Linkozamidler bakterilerin 50S ribozomal alt birimlere baglanmak suretiyle
protein sentezini inhibe ederek bakteriostatik etkinlik gosterir. Dar spektrumludurlar
(Greenwood 2010).

Klindamisin fosfat: Linkozamid sinifinda bulunan antibakteriyel ilagtir. Linkomisin ile
yapisal, mikrobiyolojik aktivite ve diger Ozellikleri paylasir. Bakteriyel ribozomun
inhibisyonu yoluyla bakteri protein sentezini inhibe eder. Klindamisin esas olarak gram-
pozitif bakterilere ve onlarin anaeroblarina karsi bakteriyostatik etki gosterir.
Klindamisin, makrolid antibiyotikleri gibi, lokositler ve bir¢ok dokuda konsantre
olabilir. Klindamisinin oncelikli olarak Staphylococcus, Streptococcus ve gram-pozitif
cubuklar olan Corynebacterium gibi gram pozitif organizmalara kars1 etkinlik
gostermektedir. Klindamycin, ayn1 zamanda mikoplazma ve anaerobik organizmalara

kars1 da aktiftir (Papich 2016).
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Sekil 1.26. Klindamisin fosfat molekiiliiniin yapisal formiili
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Linkomisin HCI: Linkomisin mekanizmasi klindamisin ile benzerdir. Diger ilgili
ilaclar gibi, etki yeri de 50S ribozomal altbirimdir. Bu ribozomu inhibe ederek protein
sentezini disiiriir. Cogu bakteriye karsi, bakteriostatiktir. Spektrumu, esasen gram-

pozitif bakterileri ve Mycoplasma gibi atipik bakterileri icerir (Papich 2016).
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Sekil 1.27. Linkomisin HCI molekiiliintin yapisal formiilii

1.6.6. Antistafilokokal

Gram pozitif bakteri olan S. aureus, doku karbonsiillerinin, gida zehirlenmesinin, yara
ile iligkili enfeksiyonlarin, bakteremi gibi durumlarin ortak bir nedenidir. Hastane
enfeksiyonlarinin bagslica sebebidir ve pek ¢ok farkli antibiyotik siniflarina karsi direng
kazanmistir. Ozel endise kaynagi olan metisiline direncli S. aureus (MRSA) olarak
adlandirilan suslar, ¢ogu [-laktam antibiyotigine direnglidir. Bu nedenle, bu
organizmalara karsi etkili ve yeni antibiyotik siniflar1 aramak 6nemli hale gelmistir.

Antistafilokokal sinifi antibiyotikler bu amagla kullanilmaktadir (Zhang et al. 2017).

Rifamisin sodyum: Bakterilerde DNA kontrolii altinda yapilan mRNA sentezini, RNA
polimeraz enziminin beta-alt tinitesini bloke ederek bozar yani transkripsiyonu engeller.
Bakterisid etki gosterir. Ozellikle gram pozitif koklara kars: etkilidir (Aristoff et al.
2010).



38

\\\\\\C H 3
W

O .\\\\\\\OH
H;C o
Na®
- "UHICH,
HO O
OH
HO

.

Sekil 1.28. Rifamisin sodyum molekiiliiniin yapisal formiilii

Vankomisin HCI: Vankomisin bakteriyel bir antibiyotiktir, bakteriyel hiicre duvarina
baglanir ve glikopeptit polimerizasyonunu bloke eder. Bu etki hiicre duvari sentezini
hemen inhibe eder ve sitoplazmik membrana sekonder hasar verir. metisiline direngli S.

aureus (MRSA) olarak adlandirilan suslar tizerinde etkinlik gosterir (Peng et al. 2013).
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Sekil 1.29. Vankomisin HCI molekiiliiniin yapisal formiilii

Teikoplanin: Glikopeptit yapisindadir. Bakterisid etkisini hiicre duvari sentezini inhibe
ederek yapmaktadir. Etki spektrumu vankomisine benzer ancak ondan daha etkilidir.

Stafilokok ve enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarda kullanilir (Peng et al. 2013).
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2. KAYNAK OZETLERI

Aldehit dehidrogenazlar (ALDH), endojen ve eksojen aldehitleri, karsilik gelen
karboksilik asitlere metabolize eden bir grup enzimdir. ALDH aktivitesi, hiicre
farklilagsmasi, detoksifikasyon ve ilag direnci i¢in 6nemlidir (Muramoto et al. 2010).
Aldehitlerin 6ncelikli toksikligi; enzimlerin inaktivasyonunu, DNA hasarini ve hiicresel
homeostazin bozulmasint saglamasidir. Organizmalardaki ALDH eksikligi ve
polimorfizmleri, Parkinson hastaligi, tip 1l diyabet, hipertansiyon ve Sjogren-Larsson
sendromu gibi hastaliklarla iliskilidir, hatta karsinoma olusumuna katkida bulunabilir
(Xu et al. 2015).

ALDH1 cesitli kanser tiirlerinde yiiksek oranda eksprese olmasi arastirmacilarin ilgisini
¢ekmis ve bu enzimin inhibisyonu iizerine yapilan ¢alismalarin artmasini saglamistir.
Zhang et al. (2014) yaptig1 ¢alismada Hidroksisaflor Sart A (HSYA) nin antioksidan
ozelliklerine  dayanarak, hesaplamali simiilasyon biitiinlestirme yOntemlerini
uygulayarak ALDHI1 {izerindeki inhibisyon etkisini arastirmislardir. Yaptiklar1 ¢alisma
sonucunda HSYA’nin ALDHI enzimini yarigmasiz olarak inhibe ettigini bulmuslardir.
(Ki = 0,267 + 0,024 mM). Molekiiler docking sonuglarina gore de HSYA'nin dort
halkasinin ALDH1 aktif bolgesi yakinindaki birka¢ kalintiyla etkilesime girdigini

gostermislerdir.

ALDHIAT1 inhibitorleri, bu enzimin hastalik siire¢lerinde rol oynamasia yardimci
olabilir. Bununla birlikte, piyasada ALDH1A1 i¢in se¢ici inhibitorler bulunmamaktadir.
Morgan and Harley (2015) yaptiklar1 bu ¢alismada diger sekiz ALDH izoenzimi ile
karsilastirildiginda insan ALDH1A1 i¢in segici olan iki farkli kimyasal inhibitor siifini
karakterize etmislerdir. CM026 ve CMO037'de ki her bir yapisal sinifin prototip tyeleri,
mikromolar inhibisyon sergilemis olmasina ragmen farkli inhibisyon mekanizmalarina
gostermislerdir. Bu bilesiklerin kristal yapilarimin ALDHI1AT1’i inhibe etmesi,
ALDHI1A1'in aldehit baglama cebi i¢ine baglanmasini ve segiciliklerini elde etmek i¢in

tek bir glisin kalintisinin varligindan faydalanmalart ile agiklanabilir. Bu iki yeni ve



42

secici ALDH1AT1 inhibitorii, ALDH1A1'in normal ve hastalik durumlarina katkilarini

daha iyi anlamak i¢in kimyasal araglar gérevi gorebilir.

Wu et al. (2018) Temozolomid (TMZ) tedavisinin ALDH1A3 ekspresyonuyla olan
iliskisini inlelemislerdir. Yiiksek konsantrasyonlarda TMZ tedavisi, ALDH1A3
proteinin seviyesini azaltmis ve bu down regiilasyonun tiimor hiicrelerini kemoterapiye
daha duyarli hale getirdigini ortaya koymustur. Artan konsantrasyonlardaki TMZ ile
birlikte otofaji artan yonde regiilasyon gostermis ve otofajozomlarda Onemli bir
bagdastirici protein olan p62 ile ALDH1A3 arasinda fiziksel bir etkilesim olduguna dair
bilgiler elde edilmistir. ALDH1A3 proteininin otofaji ile down regiilasyon gosterdigi
bulunmusgtur. Bulunan veriler glioblastomun dogrudan tedavi direncinde yer alan

ALDHI1A3'iin kemoterapi sirasinda otofaji ile regiile edildigini gostermistir.

Arnold et al. (2015) yaptiklar1 ¢alismada testisdeki retinoik asit tiretiminin ¢ogundan
sorumlu olan ALDH1A enzimlerini (ALDH1A1 ve ALDH1AZ2) inhibe edip retinoik asit
metabolizmasint  ortadan  kaldirarak  spermatogenezi  etkileyen WIN18,446,10

inhibitorlerini belirlemislerdir.

Chen et al. (2018) direkt baglanma ve X-1s1m1 kristalografisi ¢alismalarin1 kullanarak
insan ALDH1A2'sinin yapisal olarak ilgisiz geri doniisimlii ve geri doniisiimsiiz
inhibitorlerinin etki mekanizmasin1 tanimlamaya c¢alismislardir. Calismada kullanilan

tiim inhibitdrlerin tetramerik ALDH1A2in aktif bolgelerine baglandigini bulmuslardir.

Dopamin metaboliti olan, 3,4-dihidroksifenil asetaldehit (DOPAL) agirlikli olarak
ALDH ile detoksifiye edilmektedir. Fungisit benomil'in, fare striatumunda, in vitro
PC12 hiicrelerinde ve insan kiiltiirii fibroblastlar ile glial hiicrelerde, ALDH’1 potansiyel
bir sekilde inhibe ettigini bulmuslardir. Bunun sonucunda in vivo olarak DOPAL"
olusturdugunu tespit etmislerdir. Bu nedenle, ALDH'yi inhibe eden pestisitlere maruz
kalmak, DOPAL birikimi yoluyla Parkinson hastaligi riskini artirabilir (Casida et al.
2014).
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Liu et al. (2017) krosifer sebzelerden bir organosiilfiir bilesigi olan benzil izotiosiyanati
(BITC), miitajen hepatom Hepalclc7 hiicreleri kullanarak ALDH aktivitesinin
potansiyel bir uyaricisi olarak degerlendirmislerdir. BITC'nin sadece toplam ALDH
aktivitesini degil ayn1 zamanda sitozolik / mikrozomal ve mitokondriyal fraksiyonun
ALDH aktivitesini de arttirdigi gosterilmistir. BITC ayrica, konsantrasyona bagli bir
tarzda ALDH1A1, ALDH2 ve ALDH3A1'in gen ve protein ekspresyonunuda 6nemli

Olgiide artirmistir.

Alkol bagimlilig1 tedavisinde ALDH2'nin inhibisyonu, kii¢iik molekiil tabanl ilaglar
kullanarak gergeklestirilen modern farmakolojik miidahalelerden once, uzun bir
gecmise sahiptir. Antidipsotropik etkisi sebebiyle Kudzu (Pueraria lobata) 1000 yildan
uzun siiredir geleneksel Cin tibbinda kullanilmaktadir. Daidzin ve daidzein, Kudzu'nun
koki ve ¢igeklerinde tanimlanan iki aktif izoflavondur. Daidzin, ALDH2'nin katalitik
bolgesine baglanarak 80 nM ICso degeriyle ALDH2'nin giicli ve geri doniisiimli
yarigmall inhibitorii olma 6zelligi gosterir (Lowe et al. 2008). Disulfiram (Antabuse)
bugiine kadar ALDH2'yi hedef alan ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis tek ilagtir. Disulfiram ve onun metabolitleri, ALDH2 enziminin substrat
baglanma alanindaki katalitik Cys302'yi karbamilasyon yoluyla geri dondiirilemez
sekilde inhibe etmektedir (Lipsky et al. 2001).

Daidzin'in ile ALDH2’nin etkilesim gosterdigi kristal yapisina dayanilarak, diger giiglii
ALDH2 inhibitorleri tasarlanmaya calisilmistir. Daidzinin yapisal etkinlik iligkileri
calismalarina dayali olarak gelistirilen CVT-10216'n1n, gii¢lii bir ALDH2 inhibitori (30
NM 1Cso degerine sahip ana molekiil olan daidzin'den ~ 2-3 kat daha iyi) oldugu
bulunmustur (Overstreet et al. 2009). Bir baska yeni aldehit dehidrogenaz inhibitorii
smift 3-amino-I-fenilpropan-1-on‘un yapist ile karakterize edilmektedir. Enzim aracili -
eliminasyon reaksiyonu nedeniyle, bir vinil keton ara maddesi oldugunda, bu
inhibitorler, aktif bolgeki sistein kalintisini (Cys 302) kovalent olarak degistirerek
ALDH’mm enzimatik aktivitesini geri doniisiimsiiz inhibe ederler (Khanna et al. 2011).

Nitrogliserin giiglii bir ALDH2 inhibitoriidiir ve nitrogliserinin tedavisine devam
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edilmesi anjina hastalarinda vazodilatasyon etkisine karsi duyarsizliga neden olur

(Ferreira and Mochly-Rosen 2012).

Farelerde yapilan bir arastirmada, klorpropamid veya tolbutamidin alkol ile birlikte
uygulanmasimin ardindan farelerin karaciger homojenatlarinda ALDH2 inhibisyonun
tespit edildigi, inhibisyon tilirliniinde geri doniisiimsiiz oldugu ortaya konulmustur.
Klorpropamid'in tolbutamidine gore nispeten daha giiglii etki gosterdigi belirlenmistir.
(Niederreither and Dolle 2008). Kronik yorgunluk sendromlu hastalarda yiiksek
triptofan diizeyleri, alkol bagimliligini indiiklendigi diistintilmiis ve bu diisiinceden yola
cikarak muhtemel ALDH intibitdrleri triptofan metabolizmasinda aranmistir. Kiniirenin
yolundaki dort triptofan metaboliti, (3-hidroksikiniirenin, 3-hidroksianthranilik asit,
kiniirenik asit ve indol-3-ilpiruvik asit) si¢an karaciger mitokondriyal ALDH2'yi inhibe
ettigi gosterilmistir (Badawy and Morgan 2007). Molinat, siilfoksit tiirevi ve siilfon
metabolitleri insan rekombinant ALDH2'yi in vitro inhibe ettigi gosterilmistir
Inhibisyonun aktif bolgedeki sistein kalintismin  (Cys302) geri déniisiimsiiz
modifikasyonu ve tiokarbamat olusumu yoluyla olustugu diistiniilmektedir (Allen et al.
2010).

Saflagtirllmis ALDH2'min fonksiyonuna karsi difenileniodonyum (DPI)'un etkileri
arastirilmistir. Molekiiler modelleme ile DPI'nin ALDH2'nin aktif bolgesine baglandig
ve enzimin dehidrogenaz ile esteraz aktivitelerine karst yarismali inhibisyon gosterdigi

belirlenmistir (Neubauer et al. 2013).

Doorn et al. (2006) 4-oksonon 2-enal (4ONE)'in insan ALDH2'ni bir substrati veya
inhibitorii olup olmadigini belirlemeye ve 4- hidroksinon 2-enal (4HNE) ve 40NE
tarafindan enzimin inhibisyon mekanizmasini aydinlatmaya ¢aligmislardir. hALDH2
aktivitesi tizerine yapilan analizlerde hem 4ONE hem de oksidasyon iiriinii 4ONEA'nin,
enzimi giiclii ve geri doniisiimsiiz bir sekilde inhibe ettigini ortaya koymuslardir. Buna
karsin, yiiksek konsantrasyonda 4HNE (50 uM) hALDH2'yi déniisiimlii olarak inhibe

ettigini bulmuslardir.
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ALDH2 inhibisyonu igin 111 tane bilesik secilmis ancak, ALDH2 enzimin
dehidrogenaz aktivitesine bagli olarak yiizde elliden fazla oranda inhibe eden bes tane
bilesik bulunmustur. 1Cso degerleri ALDH400, ALDH417, ALDH423, ALDH427 ve
ALDHA440 i¢in sirastyla 2,32, ~23, 0,62, 1,58, ve 3,51 uM olarak belirlenmistir (Wang
et al. 2014).

ALDH2 hiicrelerin sagligi i¢in kritik bir 6neme sahiptir ve oksidatif stres altinda olusan
hasarlara kars1 kalkan gorevi gormektedir. Oksidatif stres sayisiz insan patolojisi ile
iligkili oldugu i¢in, ALDH2'nin katalitik aktivitesinin arttirilmasi, oksidatif strese bagh
hiicre ve organ fonksiyon bozuklugunu azaltmak ve dolayisiyla insan sagligim

desteklemek i¢in yeni ve etkili bir ara¢ saglayabilir.

ALDH aktivatorii olarak yalnizca birkag kiigiik molekiil tespit edilmistir. Buna 6rnek
olarak Aldas denilen yeni bir molekiil sinifi verilebilir. Yiiksek verimli taramaya dayali
bir floresans kullanilarak kesfedilmistir. Alda-1 [N- (I, 3-benzodioksol-5-ilmetil) -2,6-
diklorobenzamid, MW 324] in vitro ve in vivo olarak ALDH2'nin katalitik aktivitesini
arttirdigr  belirlenmistir. ALDH2 enzimatik aktivitesini 4-HNE ile indiiklenen
inaktivasyona karst korur ve yiiksek bir 4-HNE konsantrasyonunun varliginda
ALDH2'nin katalitik aktivitesini muhafaza edebilmektedir. Potansiyel klinik 6nemi olan
Alda-1, ALDH2'nin E487K mutantinin enzimatik aktivitesini etkili bir sekilde eski
haline getirir. Alda-1, ALDH2*2 homozigot enziminin katalitik aktivitesini 11 kat arttig1
ve heterozigot enzimin aktivitesinin vahsi tip seviyelere getirdigi bulunmustur (Chen et
al. 2008).

ALDH2 enzimi aktif olmayan kisilerin de icki aliskanligindan fayda saglayip
saglamayacag tartismalidir. Shen et al. (2017) ALDH2 eksikliginin diisiik ila orta
siddette alkol tiiketimi ile iliskili miyokardiyal degisiklikler tizerine etkisini incelemek
tizere galismalar yapmislardir. Yabani Tip (WT) ve ALDH2 nakavt (KO) fareleri, 6
hafta boyunca diisiik-orta derecedeki alkole (EtOH) maruz birakildi. Yabani tip etanol
grubundaki farelerde kardiyak fonksiyonu daha fazla iyilestirmemekte ya da reaktif

oksijen tiirlerini (ROS) seviyesini diisiirmese de yiliksek yogunluklu lipoprotein-
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kolesterol seviyeleri (HDL-c) ve heme oksijenaz-1'in (HO-1) ekspresyonu anlamli
olarak yiikselmistir. Buna ragmen, etanole maruz birakilmis nakavt farelerde sol
ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunun azalmasiyla kardiyak fonksiyon baskilanmistir.
Bulunan bu sonuglara gére ALDH?2, diisiik ile orta dereceli alkol kullaniminin olumlu
kardiyak etkileri i¢in vazge¢ilmezdir ve ALDH2 eksikligi, miyokardiyal apoptozu ve

nekroptozu arttirarak beklenmedik kardiyak islev bozukluguna neden olabilir.

Song et al. (2014) yaptiklar1 ¢alismada rutinin, hipokampal néronalda (HT22 hiicreleri)
ALDH2 aktivitesi iizerine etkilerini arastirmiglardir. Rutinin koruyucu etki
mekanizmasin1  agikliga kavusturmak i¢in  ALDH2 inhibitorii olan Daidzin
kullanilmistir. Rutin tedavisinden sonra hiicre canliligi énemli derecede artmistir. Rutin
HT22 hiicrelerinde Bax, sitokrom c ekspresyonu ve kaspaz 3 aktivitesini artirarak; Bcl-
2 ve Bcl-xL protein ekspresyonu ise azaltarak etanol artisini tersine gevirmistir. Rutin,
ALDH2 ekspresyonunu arttirirken, daidzin bu yararl etkiyi baskilamistir. Bu nedenle,
bu calisma, rutin ALDH2 aktivitesini arttirarak HT22 hiicrelerini etanol kaynakli

norotoksisiteye karsi korudugunu gostermektedir.

Laskar et al. (2017) bu g¢alismada insan tiikiirik aldehidi dehidrojenaz (hsALDH)
tizerine Timokinonun (TQ) etkisi ve kinetigi incelenmistir. TQ'nun enzime baglanmasi,
farkl1 biyofizik yontemler ve molekiiler yerlestirme analizi ile incelenmistir. TQ
saflagtirrlmis  hsALDH'nin dehidrogenaz aktivitesini 2,9 kat arttigt esteraz
aktivitesininde 1,2 kat arttigimi  bulmuslardir. TQ’nun, enzimin Kwm'sini azalttig
Vmax’1n1 1se arttigini belirlemislerdir. Katalitik sistein kalintisinin niikleofilik 6zelliginde
onemli bir degisiklik gézlenmemistir. TQ'nin, agiz boslugundaki toksik aldehitlere kars1
daha iyi koruma saglamasi ve hsALDH'nin aktivasyonu yoluyla agiz kanseri gelisme
riskini azaltmaktadir. Dolayisiyla, diyet ve diger oral formiilasyonlarda TQ'nun

eklenmesinin sagliga yararli olmasi beklenmektedir.

Laskar et al. (2018) yaptiklar1 ¢alismada kafeinin tiikiirik ALDH etkinligini etkiledigi
bulmuslardir. Bu c¢aligmada kafeinin hsALDH'nin aktivitesi (dehidrojenaz ve esteraz)

tizerindeki etkisi arastirilmistir. Kafeinin hsALDH'ye baglanmasi, farkli biyofiziksel
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yontemler ve molekiiler yerlestirme analizi kullanilarak incelenmistir. Kafein
saflastirilmis hsALDH'yi inhibe ettigi bulunmustur. Inhibisyon tipi karisik olarak
belirlenmistir. Kafein enzimin katalitik sistein kalintisinin niikleofilik 6zelligini

azaltmastir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Sarf edilen kimyasal maddeler

Cizelge 3.1. Calismada sarf edilen kimyasallar ve markalari

Kimyasal Adi Marka
Akrilamid Sigma
Amonyum persiilfat Sigma
Asetik asit E.Merc AG
Brom timol mavisi E.Merc AG
Coomassie brillant blue G-250 Sigma
Coomassie brillant blue R-250 Sigma
DNAz Sigma
dNTP Sigma
Fosforik asit E.Merc AG
Gene spesifik primerler Metabion
Gliserol E.Merc AG
Glisin E.Merc AG
Hidroklorik asit E.Merc AG
IPTC Promega
Imidazol Sigma
Insan beyin cDNA’s1 Invitrogen
[zopropanol E.Merc AG
Kanamisin siilfat Sigma
Lizozim Sigma

LB Agar (Luria Bertani Agar) Sigma

LB Broth (Luria Bertani Broth) Sigma
MgCl> Sigma
TEMED (N,N,N,N’-tetrametil etilendiamin) Sigma

NaH2PO4

Sigma
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Cizelge 3.1. (devam)

PET SUMO protein ekspresyon Kiti Invitrogen
p-Nitrofenol (PNF) Sigma
Protein Marker BioRad 0375
SDS (Sodyum dodesil siilfat) Sigma
Sodyum hidroksit E.Merc AG
Sodyum kloriir E.Merc AG
Standart sigir serum albumin (BSA) Sigma

Taq DNA polimeraz Sigma
Trihidroksimetilaminometan (Tris) E.Merc AG
B -Merkaptoetanol E.Merc AG

Inhibisyonda kullamilan antibiyotikler Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi’nden

temin edilmistir.

3.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Otoklav : Hirayama HV-50L

Inkiibator : Binder

PCR cihaz1 : Bio Rad

Is1 kontrollii ¢alkalamali : Edmund Biihler GmbH KS-15
inkiibator

Agaroz jel elektroforezi : Thermo EC 135-90 (yatay)

Jel Gorilintiileme : Vilber Lourmat-ECX-20-M
Thermocycler : Bio Rad C-1000 Thermal Cycler
Mikrodalga Firin : Beko MD-1500

Is1 Bloklar1 : Lab-Line, VWR Digital Heatblock

Steril Kabin : Telstar Bio-11-A



Mikro santrifiij
Sogutmalr santrifiij
Spektrofotometre
pH metre
Elektroforez Tank1
Karstiricr (Shaker)
Karistiric1 (Vorteks)
Karistiric (Dikey)
Hassas teraziler
Otomatik pipetler
Gli¢ kaynagi
Calkalayici
Peristaltik pompa
Magnetik karistiric
Saf su cihazi

Kar makinesi
Buzdolaplari

Derin dondurucu (-20°C’ye
kadar)

Derin dondurucu (-85°C’ye
kadar)
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- Hettich Zentrifugen

: Hermle Z 323 K(Germany)

: Beckman Coulter DU 730

: Schott pH-Meter CG840

: Bio Rad (dikey)

: GFL 3025, Zhicheng ZHWY-200-D

: Fisonswhirli-mixer, WiseMix VM-10

: Hybaid Midi Dual 14

: Gecavery (UK), Denver Instrument

: Eppendorf

: 1-Bio Rad Power Pac 3000

: Midi Dual 14

: Ismatec

: Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI
: Barnstead Easy Pure UV/U

: Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
: Siemens

: Sanyo Medical Freezer, Ugur

: Thermo
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3.3. Deneylerde Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. Besiyeri ve agaroz jel elektroforezinde kullanilan cozeltiler

LB (Luria-Bertani) sivi
besiyeri (pH:7, 500 mL)

Bos bir otoklav sisesine 20 gr LB Broth besiyeri ve 1
g D (+) glukoz tartildi. Bu karigim 1000 mL saf suda
¢ozdiiriildii. Daha sonra bu karisim otoklavlandi.
Hazirlanan besiyerine antibiyotik katilimadan once
cozeltinin otoklav sonras1 ~55°C’ye sogumasi
beklendi ve antibiyotik (kanamisin siilfat) ilavesi
yapildi. Daha sonra agzi kapali bir sekilde +4°C’ye

alindi.

Antibiyotikli kat1 LB

besiyerleri

Daha 6nce anlatildig1 gibi sivi ortamdan farkli olarak
icerisinde agar bulunan Dbesiyeri otoklavlandi.
Sicaklik 40°C civarina diigmesi ile pET-SUMO
vektoriin kullanim protokoliine uygun olarak ortama
50 pg/mL kanamisin eklendi. 85 mm’lik petri
kaplarina 20-25 mL’lik kati besiyerinden dokiildii.
Agar sertlesinceye kadar beklenildi ve daha sonra

kullanilmak tizere +4°C’de sakland:.

Kanamisin stok c¢ozeltisi

(1 mg/mL)

10 mg kanamisin alinarak 10 mL steril saf suda
¢oziildi. 0,2 um’lik filtre ile steril edildikten sonra

aliminyum folyoya sarilip +4°C’de saklandi.

1X TAE tamponu

40 mM Tris, 5 mM sodyum asetat, 1 mM EDTA
(pH=8,0) olacak sekilde dH.O kullanilarak 1 litre

tampon hazirlandi.

%1’lik agaroz jel

0,3 gram agaroz tartildi izerine 30 mL 1X TAE (Tris-
Asetat-EDTA) tamponu eklendi. Kisa bir siire
mikrodalga firin igerisinde 1sitilmaya birakildi. Oda
sicakliginda bir siire soguduktan sonra iizerine son

konsantrasyon 5 pg/ml olacak sekilde etidyum
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bromiir ilave edilip karistirildi. Elektroforez tankina

dokildiikten sonra vakit kaybetmeden taraklar

yerlestirilip donmaya birakildi.

3.3.2. Dogal sartlar altinda saflastirmada kullanilan ¢ozeltiler

Lizis Tamponu
(50 mM NaH2PO4, 0,5 M
NaCl, 10 mM imidazol,
%00,1 Triton-X100, %10
gliserol, ImM DTT pH
8,0)

Taze olarak kullanilmas1 daha saglikli olacagr i¢in
kiiciik hacimlerde hazirlandi. 0,3 g NaH2POs, 1,46 g
NaCl, 0,0077 g DTT, 3 M pH 6,0 olan imidazol
cozeltisinden alinan 166,66 pl imidazol, 50 pl Triton-
X100 ve 5 ml gliserol 30 ml saf su igerisinde
karistirlldi. pH 8,0’e ayarlandiktan sonra son hacim

saf su ile 50 ml’ye tamamlandi. +4°C’de muhafaza

edildi.

IPTG stok cozeltisi
(50 mM)

0,6 g IPTG almarak, son hacim 50 mL olacak sekilde
tizerine steril saf su ilave edildi. 0,2 pm’lik filtre ile

steril edildikten sonra aliiminyum folyoya sarilip

+4°C’de saklandi.

3 M imidazol c¢ozeltisi

20,42 g imidazol, 2,93 g NaCl, 0,24 g NaH:PO4
pH 6,0’a
100 mL’ye

almp 80 mL saf suda ¢ozildi.

ayarlandiktan sonra son hacim
tamamlandi. Imidazol bilesiginin ¢dziinmesi zor

oldugundan 40-50°C’de 1s1t1ld1.

5X Dogal Saflastirma

Tamponu

7,0 g NaH2PO4 ve 29,2 g NaCl 180 mL deiyonize
suya ilave edilip pH’s1 8,0’e ayarlandi. Son hacimde

200 mL’ye tamamlanarak oda sicakliginda saklandi.

1X Dogal Saflastirma

Tamponu

5X Dogal Saflagtirma Tamponundan 20 mL alinarak

son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamland.

Dogal Dengeleme

Tamponu

30 mL 1X dogal saflastirma tamponu baglanma

tamponu olarak kullanildi.
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Dogal Yikama Tamponu

50 mL 1X dogal saflagtirma tamponuna 335 ul 3 M
imidazol (pH 6,0) ilave edilerek pH’s1 8,0’e

ayarlandi.

Dogal Eliisyon Tamponu

13,75 mL 1X dogal saflagtirma tamponuna 1,25 mL 3
M imidazol (pH 6,0) ilave edilerek pH’s1 8’e

ayarlandi.

Diyaliz Tamponu
(5 mM NaH2PO4 pH=8,0)

0,3 gr NaH2PO4 belli bir miktar saf su igerisinde
karistirildi. pH=8,0 yapildi. Daha sonra saf su ile son

hacim 500 mL’ye tamamlandi.

Protein tayin c¢ozeltisi

100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 ml
%95’lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye %95°lik 100
ml fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi suyla 1

L’ye tamamlandi.

3.3.3 hALDH1A1 ve hALDH1A3 enzimlerinin aktivitesi ol¢iimiinde kullanilan

cozeltiler

Tampon cozelti (0,5 M
Tris-HCI pH=8,0)

6,06 g tris almarak 90 mL saf suda ¢6zlindii.
pH=7,5"a ayarlandiktan sonra son hacim saf suyla

100 mL’ye tamamland.

5,0 mM B-NAD* ¢ozeltisi

0,0165 g B-NAD™ alind1 5 mL saf suda ¢oziindii.

4,0 mM all trans retinal

cozeltisi

0,00057 g all trans retinal alindi 5 mL etanolde

¢Ozindii.

3.3.4. hALDH2 enziminin aktivitesi ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler

Tampon cozelti (250 mM
KH2PO4 pH=7,5)

34 g KH2PO4 alinip 90 mL saf suda ¢oziindii.
pH=7,5"a ayarlandiktan sonra son hacmi saf suyla

100 mL’ye tamamland.

10 mM B-NAD* ¢ozeltisi

0,033 g B-NAD™ alind1 5 mL saf suda ¢oziindii.
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4,0 mM p-NPA

0,018 g p-NPA alindi 1 mL asetonda ¢oziindii.
Karigim 24 mL saf suya manyetik karistiric esliginde

yavas yavas ilave edilerek karistirildi.

100 mM MgCl: ¢ozeltisi

0,095 g MgCl; alindi 10 mL suda ¢6ziindii.

3.3.5. SDS-PAGE ve Western blot isleminde kullanilan ¢ozeltiler

1 M Tris-HCI (pH=8,8)

12,11 g Tris (0,1mol) tartilarak 80 ml suda ¢ozildi, pH
ayari 1 M HCIl ile yapildiktan sora 100 ml’ye

tamamlandi.

1 M Tris-HCI (pH=6,8)

12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 ml suda ¢oziildii, pH
ayari 1 M HCI yapildiktan sonra 100 ml’ye tamamlandi.

2030 Akrilamid-
900,8 Bisakrilamid

cozeltisi

15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve 34,6 g su

karistirilarak ¢ozildii.

%10’luk amonyum

persiilfat ¢ozeltisi

1 g amonyum persiilfat tartilarak su ile 10 ml’ye

tamamlandi.

%10’luk SDS

1 g SDS 9 g suda ¢oziilerek elde edildi.

Yiiriitme tamponu

1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,51 g glisin (0,1 mol)
tartilarak 450 ml suda ¢oziildii; %10’luk SDS’den 5 ml
ilave edildi, pH=8,3’e ayarland1 ve toplam hacim 500

ml’ye tamamlandi.

Numune tamponu

1 M Tris-HCI (pH=6,8)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1
ml, %100’lik gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol
mavisinden 1 ml alinarak suyla 10 ml’ye tamamlandi. Bu
tampona kullanilmadan o6nce 950 pl numune
tamponundan 50 pl olacak sekilde p-merkaptoetanol

ilave edildi.

Ayirma Jelinin

Hazirlanmasi

5ml 1 M Tris-HCI pH=8,8, 4,4 ml %30’luk akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml %10’luk SDS, 0,13 ml
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TEMED (N,N, N’,N’-Tetrametil etilen diamin) ve 3,13
mL saf su karistirildi. Bu karisimin iizerine en son
olarak 0,07 mL %10’luk PER [amonyum persiilfat,
(NHa4)2S20g] eklendi.

Yigma Jelinin

Hazirlanmasi

0,41 ml 1 M Tris-HCI pH=6,8, 0,44 mL %30’luk
Akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,03 mL %10’lik SDS,
0,03 ml TEMED ve 2,45 mL saf su karistirildi. Bu
karisimin {izerine en son olarak 0,04 mL %10’luk PER

eklendi.

10X Transfer Cozeltisi

29,0 g Glisin, 58,0 g Tris, 3,7 g SDS 900 mL destile su
icerisinde ¢oziildii ve pH 8,3’e ayarlandiktan sonra son

hacim 1000 mL’ye tamamlandi.

10X TBS

80 g NaCl, 2 g KCI ve 30 g Tris 900 mL destile su
icerisinde ¢oziildi. 1M HCI ile pH 7,4’e ayarland1 ve
toplam hacim destile su ile 1 litreye tamamlandi.

Otoklav edildikten sonra kullanima hazir hale getirildi.

PBS

8 g NaCl, 0,2 g KClI, 1,44 g Na2HPOy4, 0,24 g KH2PO4
tartildi. 1 litre saf su eklendikten sonra 1 mL Tween-20

eklenir.

3.3.6. Jelin Coomassie Brilliant Blue (CBB) ile boyanmasi isleminde kullanilan

cozeltiler

Sabitlestirme ¢ozeltisi

%50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak sekilde

karistirilarak hazirlandi.

Boyama c¢ozeltisi

50 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 40 mL su igerisinde
0,1 g Coomassie Brillant Blue R-250 reaktifinin

cozlilmesiyle hazirlandi.
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Yikama cozeltisi 50 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 40 mL su olacak

sekilde hazirlandi.

3.3.7. Jelin giimiis boyama yontemi ile boyanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

Tespit cozeltisi (1 jel 30 mL saf su, 15 mL %96°1lik etanol, 5 mL asetik asit

icin) karigtirilarak hazirlandi.

Rediiksiyon cozeltisi (1 2,4 g Sodyum asetat, 22,5 mL etanol ve 40 mL saf su
jel icin) karistirildi, pH=6,0"ya asetik asit ile ayarlandiktan sonra
75 mg sodyum tiyostilfat, 1,5 mL glutaraldehit eklenerek

toplam hacim saf su ile 75 mL"ye tamamlandi

Boyama ¢ozeltisi (1 jel 50 mg glimiis nitrat, 50 mL saf su, 15 puL formaldehit

icin) karigtirilarak hazirlandi.

Yikama 1 ¢ozeltisi (1 jel 1,88 g sodyum karbonat, 135 mL saf su ve 60 pL

icin) formaldehit karistirilarak hazirlandi.

Yikama 2 cozeltisi (1 jel 0,5 mL gliserin ve %5’1 asetik asit olan 125 mL saf su

icin) karistirilarak hazirlandi.

3.4. Molekiiler Biyolojik Metotlar

3.4.1. Primerlerin hazirlanmasi

ALDH1AL genine 6zgii reverse ve forward primer https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ web
sayfasindan Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 1 family member A1 (ALDH1A1),
MRNA (Nucleotide- NM_000689.4) transkriplerinin cDNA dizilerine uygun olarak
dizayn edildi. ALDH1A3 genine 6zgii reverse ve forward primer ayni web sitesinden
Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 1 family member A3 (ALDH1A3), transcript
variant 1 (NM_000693.3) transkriplerinin cDNA dizilerine uygun olarak dizayn edildi.
ALDH2 genine 6zgii reverse ve forward primer ayn1 web sitesinden Homo sapiens

aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial) (ALDH2), transcript variant 2,
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MRNA (Nucleotide- NM_001204889.1) transkriplerinin cDNA dizilerine uygun olarak
dizayn edildi. Genlere spesifik protein kodlama bolgeleri tespit edildi. Primerler ise
protein kodlama bolgesini hem bastan hemde sondan biitiin gen bdlgesini tam

kapsayacak bigimde se¢ildi.

Tasarlanan primerlerin, Tm sicakliklarinin birbirine yakin ve niikleotidlerin dagiliminin
olabildigince esit olmasina dikkat edildi. http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi web
sayfas1 kullanilarak dizayn edilen primerler blastlandi. Boylelikle segilen primerlerin
baska bir gene spesifik diziyi de amplifiye edip etmeyecegi belirlenmis olundu. Bundan
sonra, http://eu.idtdna.com adresinden yararlanilarak kullanilacak spesifik primerlerin

Tm sicakliklar belirlendi.

3.4.2. ALDH1Al1l, ALDH1A3 ve ALDH2 genlerine ait c¢cDNA sekansin

cogaltilmasi polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR)

cDNA sekansmin amplifikasyonu i¢in olusturulan reverse ve forward primerler ile
uygun PCR protokolii uygulanarak ALDH1A1l, ALDH1A3 ve ALDH2 genlerine ait

sekans cogaltilmistir.
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Cizelge 3.2. ALDH1A1, ALDH1A3 ve ALDH2 genlerine ait PCR karisimi

PCR Bileseni Kullanilan Miktar (ul)

dH20 7,3

Primer R (10 pmol) 0,5
Primer F (10 pmol) 0,5
Tampon (10X) 1,5
MgCl2 (25 mM) 1,3
dNTP (10 mM) 0,8

Taq Polimeraz (5 u/ul) 0,25

cDNA 2 (1:10 seyreltilmis)
Toplam Reaksiyon Hacmi 14

Cizelge 3.3. ALDH1A1 geninin amplifikasyonu i¢in PCR reaksiyon kosullar1

Asamalar

Sicaklik / Siire / Dongii

On Denatiirasyon

94°C /4 dk/ 1

Denatiirasyon

94°C/1dk/35

Yapisma (Annealing)

59,5°C/30sn/35

Uzama (Extension)

72°C/1dk/35

Son Uzama

72°C/5dk/1

Bekleme

+4°C o

Cizelge 3.4. ALDH1A3 geninin amplifikasyonu i¢in PCR reaksiyon kosullar1

Asamalar

Sicaklik / Siire / Dongii

On Denatiirasyon

94°C/4dk/ 1

Denatiirasyon

94°C/1dk/35

Yapisma (Annealing)

60°C/30sn/35

Uzama (Extension)

72°C/1dk/35

Son Uzama

72°C/5dk/1

Bekleme

+4°C oo
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Cizelge 3.5. ALDH2 geninin amplifikasyonu i¢in PCR reaksiyon kosullar

Asamalar Sicaklik / Siire / Dongii
On Denatiirasyon 94°C /4 dk /1
Denatilirasyon 94°C/1dk/35
Yapisma (Annealing) 61°C/30sn/35
Uzama (Extension) 72°C/1dk /35
Son Uzama 72°C/5dk/1
Bekleme +4°C oo

3.4.3. DNA agaroz jel elektroforezi

DNA elektroforezi igin yatay jeller kullanildi ve 60 volt elektrik akiminda yaklagsik 1
saat ornekler yiiriitiildi. Elektroforez tamponu olarak 1xTAE tercih edildi. Agaroz jele
son konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir (EtBr) ilave edildi.
DNA’y1 izleme boyast olarak bromfenol mavisi kullanildi. Calismada %1 lik
konsantrasyonda agaroz jel kullanildi. Elektroforezde ayrilan DNA parcalarinin
biiyiikliigiiniin belirlenmesi i¢in farkli biiyilikliklerde DNA belirleyiciler kullanildi.

Elektroforez sonuglar1 UV jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi.

3.4.4. Rekombinant vektoriin elde edilmesi

Klonlama islemi, DNA molekiilleri ile Tag DNA Polimeraz enzimi arasinda
fosfodiester baginin olusturulmasiyla gergeklestirildi. Bu tepkimenin olusmasi igin
klonlanmak istenen gen ile komplementer uglara sahip plasmid DNA’nin ortamda
bulunmasi gerekmektedir. Ortamda bulunan vektoriin ve genin derisimi ligasyon
tepkimesinde olduk¢a dnemlidir. DNA fragmentlerinin biiyiikligiine bagl olarak genin
ve vektoriin derisimleri degisiklik gdstereceginden bunlar optimize edilmelidir (Bloom
et al. 1996). Bu hususlar dikkate alinarak uygun sartlarda ligasyon islemi yapildi.

Bunun sonucunda rekombinant vektor elde edildi.
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Cizelge 3.6. Ligasyon islemi icin kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesen Kullanilan Miktar (ul)
PCR Uriinii 3,0
SUMO vektor 2,0
Ligaz Buffer 2,0
T4 Ligaz 1,0
dH20 2,0

3.4.5. Rekombinant vektoriin kompetent hiicrelere transformasyonu
Bu basamakta pET SUMO sistemi protokolii takip edildi;

a. -80°C’de saklanan E.coli One Shot® Mach1™-T1R buzda yavas bir bigimde
¢oziindiiriildii. Uzerine 2 uL ligasyon iiriinii eklendi.

b. 30 dakika buzda inkiibe edildi.

c Buzda inkiibasyondan sonra bakteri hiicreleri 42°C’de 30 saniye bekletildi.

d. Bakteri hiicreleri hemen tekrar buza konuldu.

e. Buza alinan tiipe steril kabinde 250 pL S.O.C. besiyerinden eklenildi.

f. Tiipilin agz1 sikica kapatilarak, 37°C’de 200 rpm de 1 saat inkiibasyona birakildi.

g. Inkiibasyondan sonra iiriin, 100 uL ve 200 pL olacak sekilde antibiyotik
bulunduran 2 ayri petriye yayma islemi yapildi.

h. Petrilerdeki tiriinlerin biiyiimeleri i¢in petriler 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

3.4.6. Koloni PCR

Bu islem rekombinant vektor tasiyan kolonileri belirlemek amaciyla ALDHIAI,
ALDH1A3 ve ALDH?2 igin tasarlanmis primerlerle yapildi. Transformasyon sonrasi
olusan kolonilerden rastgele koloni belirlenip numaralandirildi. Kalip DNA olarak

mikro pipet ucuyla alinan koloniler kullanildi. Bu islemden sonra PCR firiinleri agaroz
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jel elektroforezi ile markir’a karsi yiriitiildii. Pozitif ¢ikan kolonilerden daha sonra

vektore ait ileri ve geri primerler kullanilarak kontrol PCR’1 yapildi.

Cizelge 3.7. Koloni PCR reaksiyon karigimi

PCR Bileseni Kullanmilan Miktar (ul)
dH20 7,3
Primer R (10 pmol) 0,5
Primer F (10 pmol) 0,5
Tampon (10X) 1,5
MgCl2 (25 mM) 1,3
dNTP (10 mM) 0,6
Taq Polimeraz (5 u/ul) 0,3

cDNA Tek koloni
Toplam Reaksiyon Hacmi ~12 1l

Cizelge 3.8. hALDH1A1 igin koloni PCR reaksiyon sartlari

Asamalar Sicaklik / Siire / Dongii
On Denatiirasyon 94°C/10dk/1
Denatiirasyon 94°C/1dk/35
Yapisma (Annealing) 59,5°C/30sn/35
Uzama (Extension) 72°C/1dk/35
Son Uzama 72°C/5dk/1
Bekleme +4 °C o0
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Cizelge 3.9. hALDH1A3 i¢in Koloni PCR reaksiyon sartlari

Asamalar Sicaklik / Siire / Dongii
On Denatiirasyon 94°C/10dk/1
Denatiirasyon 94°C/1dk/35
Yapisma (Annealing) 60°C/30sn/35
Uzama (Extension) 72°C/1dk/35
Son Uzama 72°C/5dk/1
Bekleme +4 °C o0

Cizelge 3.10. hALDH?2 igin koloni PCR reaksiyon sartlar

Asamalar Sicaklik / Siire / Dongii
On Denatiirasyon 94°C/10dk /1
Denatiirasyon 94°C/1dk/35
Yapisma (Annealing) 61°C/30sn/35
Uzama (Extension) 72°C/1dk/35
Son Uzama 72°C/5dk/1
Bekleme +4°C 0

3.4.7. Plazmid izolasyonu

Koloni PCR’1n ardindan rekombinant vektorii aldig1 dogrulanan koloniler secilerek bir
gece LB s1v1 besiyerinde biiyiitiildii. Bu besiyerlerinden daha sonra ¢apraz PCR yapmak
ve ekspresyon konagina transforme etmek i¢in rekombinant vektor izole edildi.
Izolasyon i¢in DNA-spinTM Plasmid DNA Purification Kit (17096, IntronBio)
kullanild:. izolasyon asagida belirtilen sekilde yapildi;

Bir gece 37°C’de LB ortaminda biiyiitiilmiis besiyerinden 1-5 ml alinip 13000 rpm’de 2
dk oda sicakliginda santrifiij edildi. S1v1 kisim uzaklastirildi.

1. Pelet iizerine 250 pl Resuspension Solution eklenip ¢ozdiiriildii.
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2. Daha sonra 250 ul Lysis Solution eklenip hafifce 10 kez tersyiiz edildi.Oda
sicakliginda 3 dakika beklendi.

3. Yine aym tiipe 350 ul Neutralization Buffer eklenip hafif¢e tersyiiz edildi. 5 dakika
buzda bekletildi.

4. 10 dk 13000 rpm’de santrifiij yapildi. S1vi faz spin kolonuna transfer edildi.

5. Kolon takili tiip 13000 rpm’de santrifiij edildi. Alta gecen sivi kisim atildi.

6. Kolon lizerine saf etanol eklenmis 700 pul Wash Solution birakildi.

7. 1dk 13000 rpm’de santrifiij edildi. Alta gegen s1vi kisim altildi.

8. Ayni kolon bu sefer bir sey eklenmeden etanoliin uzaklastirilmasi i¢in 1 dk bos

santrifiij edildi.

9. Kolon yeni bir tiipe alindiktan sonra kolon merkezine 50 pl Elution Buffer eklendi.

2 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 2 dk santrifiij edildi.

10. Kolon atildiktan sonra plasmid igeren eliisyon sivis1 -20°C’de saklandi.
3.4.8. Capraz Kontrol PCR Reaksiyonu

SUMO sisteminde A-T klonlama yapildigi ig¢in gen iriinii bazen ters bir sekilde
baglanabilmektedir. izolasyon sonrasi elde edilen plazmitlerden PCR yapilarak genin
vektore dogru bir sekilde baglanip baglanmadigr kontrol edildi. Bu islemlerde vektor
icin primer olarak Cizelge 3.11°da belirtilen ve ekspresyon Kkiti ile ticari olarak temin
edilen primerler kullanildi. Koloni PCR’da pozitif sonug veren kolonilerden izole edilen
plazmitlerin kalip DNA olarak kullanildig1 4 farkli PCR kombinasyonu Cizelge 3.12-
14°de belirtilen sekilde tasarlandi.

Cizelge 3.11. SUMO vektoriine ait primer bilgileri

Primer Sekans (57-3%) Tm Uzunluk (bp)

SUMO Forward  AGATTCTTGTACGACGGTATTAG 60 23

T7 Reverse TAGTTATTGCTCAGCGGTGG 60 20
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Cizelge 3.12. ALDH1AL1 i¢in plazmitten yapilan kontrol PCR reaksiyonlari

Reaksiyon Kalip DNA  Forward primer  Reverse Primer Uzunluk

(bp)
1 Plazmit Genin kendi primerleri 1505
2 Plazmit Vektor Gen 1610
3 Plazmit Gen Vektor 1658
4 Plazmit Vektor Vektor 1763

Cizelge 3.13. ALDH1AS i¢in plazmitten yapilan kontrol PCR reaksiyonlari

Reaksiyon Kalip DNA  Forward primer  Reverse Primer Uzunluk

(bp)
1 Plazmit Genin kendi primerleri 1538
2 Plazmit Vektor Gen 1643
3 Plazmit Gen Vektor 1691
4 Plazmit Vektor Vektor 1796

Cizelge 3.14. ALDH2 i¢in plazmitten yapilan kontrol PCR reaksiyonlari

Reaksiyon Kalip DNA  Forward primer  Reverse Primer Uzunluk

(bp)
1 Plazmit Genin kendi primerleri 1412
2 Plazmit Vektor Gen 1517
3 Plazmit Gen Vektor 1565
4 Plazmit Vektor Vektor 1670

3.4.9. Pozitif sonuc¢ veren bakterilerin gliserolde stoklanmasi

Bu agamada dogru vektorii alan koloniler daha sonra tekrar kullanilmak {izere stoklandi.
Bunun i¢in tiim PCR kontrollerinde pozitif sonu¢ veren koloniler sivi LB ortaminda

biiyiitiildiikten sonra Tlzerlerine %15°lik gliserol eklenildi. Gliserol+hiicre karigimi



65

alikuatlara ayrildiktan sonra sivi azot igerisinde ani dondurma islemine tabi tutularak

ardindan hemen -80°C’ye alinip stokland1

3.4.10. Rekombinant plazmidin kenaga transformasyonu

Bu asamanin gergeklestirilmesinde yine pET SUMO sisteminde oOnerilen yol takip

edilmistir;

Bu asamanin gergeklestirilmesinde pET-SUMO protokolii kullanilmistir;

a. -80°C’de saklanan E.coli BL21(DE3) One Shot® buzda yavas yavas
¢Ozilindiirtildi.
b. Coziindiikten sonra hiicrelere 10 pL plazmid eklendi.

c Bakteri ~30 dk buzda inkiibasyona birakildi.

d. 30 saniye 42°C’de bekletilip daha sonra hemen buza alindi.

e. Buza alinan tiipe steril kabinde 250 pL S.O.C. besiyerinden eklenildi.

f. Tiipiin agz1 sikica kapatilarak, 37°C’de 200 rpm de 1 saat inkiibasyona birakildu.
g. Inkiibasyondan sonra iiriin,10 mL LB siv1 besiyerine 50 pL kanamisin bulunan

tiipe alind1 ve 37°C’de 200 rpm de 1 gece inkiibasyona birakildi.
3.4.11. Pilot (Deneme) ekspresyon

Rekombinant vektore transforme olmus hiicrelerin fazla miktarda sivi besiyerinde
biyttildiigi ve indiikleyici bir ajanla ekspresyon seviyesinin etkisi belirlenmistir. Bu

amagla izlenen yol su sekildedir;

1. Iki adet otoklav sisesine 200 mL LB siv1 besiyeri hazirland: ve otoklavlandi.
2. Otoklav sonrasi her bir ortama 1’er mL kanamisin eklendikten sonra 5’er mL
transformasyona ugratilan hiicre eklendi. Sisenin agz1 pamukla tikandi.

3. 37°C’de 2,5 saat calkalamali etiivde inkiibasyona birakild.
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4. Siselerin birine hicbir sey eklenmedi. Diger siseye 1 mM konsantrasyona sahip IPTG
eklenildi.
5. IPTG eklenen siseden 2 saatte bir olacak sekilde numune alindi. Alinan ornekler

santrifiij edildi ve stipernatant atilirken pelletler -20°C’ye konuldu.

3.4.12. Pilot ekspresyon sonrasi hiicrelerin parcalanmasi

Liziz islemi i¢in toplanan 6rneklerden elde edilen pelletler iizerine uygun miktarda liziz
tamponu eklendikten sonra yavas yavas erimesi beklenmistir. Ornekler 3 defa s1v1 azotla
dondurulup 42°C de ¢oziildii. 4°C’de 23000 xg’de 5 dakika numuneler santrifiij edildi.
Siipernatant alind1 ve peletler western blot yontemiyle ekspresyon iglemini teyit etmek

i¢in saklandi.

3.4.13. Western blot analizi

Niikleik asitlerin veya proteinlerin elektriksel yiik karakterlerinden yararlanilarak uygun
hareket ettirildikten sonra bir destek materyaline transfer edilip goreceli olarak
miktarlariin belirlendigi teknige genel olarak blotlama adi verilmektedir. S6z konusu
molekiillerden proteinlerin kalitatif veya kantitatif tayinine yardimeci olan western blot
yontemi ile hiicre veya doku lizat1 gibi karmasik ortamlarda spesifik proteinlerin kolay

ve kesin bir sekilde ayirt edilmesi s6z konusudur. Yontem;

1. Karigimdaki proteinlerin SDS poliakrilamid jel lelektroforezi (SDS-PAGE) ile
molekiil kiitlelerine gore ayrilmasini takiben nitroseliilloz veya PVDF membran iizerine
transfer edildigi blotlama basamagi,

2. Membran lizerinde protein bulunmayan bdlgelerin maskelendigi bloklama basamag;,
3. Hedef proteine afinite gdsterebilecek antikorlarla inkibasyon basamagi,

4. Antikorla hibridizasyon sonrast membrandaki proteinlerin sahip oldugu molekiiler
agirlik ve kismi miktarinin belirlenmesi i¢in farkli yontemlerle goriintiileme basamagi

olmak tizere 4 temel islemden olusmaktadir (Erdogan vd 2014).
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Proteinin molekiil kiitlesine gore ayriminin yapilabilmesi i¢in ayirma (Cizelge 3.15) ve
yigma (Cizelge 3.16) olmak iizere iki kisimdan olusan denatiire edici bir jel yapild.
Calismada 15 mL %12’lik ayirma jeli ve 4 ml yigma jeli hazirlands. Ilk olarak ayirma
jeli iki cam plaka arasina dokiildii. Olusan hava kabarciklar1 izopropanol kullanilarak
engellendi. Yaklagik 15-20 dk polimerizasyon beklendikten sonra jel ters cevrilerek

izopropanol uzaklastirildi ve yigma jeli yiiklenip tekrar polimerize olmasina izin verildi.

Cizelge 3.15. SDS jel Elektroforezi i¢in kullanilacak ayirma jeli degerleri

Jel Yiizdesi %6 %8 %9 %10 %12
Didestile Su 7,9 ml 6,9ml | 6,45ml | 59ml | 49ml

%30 Akrilamid 3ml 4 ml 4,5 ml 5ml 6 ml
1 M Tris pH:8,8 3,8 ml 38ml | 38ml | 38ml | 3,8ml
%10 SDS 0,5ml | 0,15ml | 0,25 ml | 0,15 ml | 0,15 ml
%10 Amonyum 0,15ml | 0,15ml | 0,25 ml | 0,15 ml | 0,15 ml

perstilfat
TEMED 0,012ml | 0,009 0,075 0,006 0,006
ml ml ml ml
Toplam 15 mi 15 mi 15 mi 15 ml 15 ml

Cizelge 3.16. SDS jel elektroforezi i¢in kullanilacak yiikleme jeli degerleri

Toplam 1mil 2 mi 3ml 4 ml 5ml

Didestile Su 068ml | 14ml | 21ml | 27ml | 3,4ml

%30 Akrilamid 0,7ml | 0,33ml | 0,5ml | 0,67 ml | 0,83 ml

1M Tris pH:6,8 0,13ml | 0,25ml | 0,38 ml | 0,5ml | 0,63 ml

%10 SDS 0,01ml | 0,02ml | 0,03ml | 0,04 ml | 0,05 ml

%10 Amonyum 0,01 ml | 0,02ml | 0,03ml | 0,04 ml | 0,05 ml
persiilfat

TEMED 0,001 ml | 0,002 0,003 0,004 0,005

mi mi mi mi

1X SDS yiikleme tamponu ile karistirilan 6rnekler 95°C’de 10 dk kaynatilip 10 dk
buzda bekletildi. Jel ve numuneler hazirlandiktan sonra jel elektroforez tankina
yerlestirilip tank yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Numuneler yiiklendikten sonra ilk

once 30 dk 50 voltta daha sonra 90 dk 120 voltta yiriitiildi.
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Yiriitme isleminden sonra jel kasetinden ¢ikarilan jelin yigma jeli kismu kesilerek
uzaklastirildi. Ayrima jeli transfer tamponu igerisine birakildi. Transfer membrant 5 dk
metanol ve 5 dk 1X transfer ¢ozeltisi ile muamele edildi. Blotlama cihazina sirasiyla 2
parca blot kagidi, membran ve yine 2 parga blot kagidi birakilip transfer ¢ozeltisi ile
iyice 1slatildi. Cihaz kapatilip 1 watt elektriksel alan altinda 75 dk blotlama islemi
yapild.

Blotlamanin ardindan PVDF membran 10 dk PBS ile yikandi. 1 saat oda sicakliginda
bloklama ¢dzeltisi olarak %5°lik yagsiz siit tozu (skim milk powder) ile muamele edilip
4°C’de 1 gece antikor ile inkiibasyona birakildi. Membran 5 kez 5 dk PBS ile yikandi.
Femto ve Pico substratlar1 (ECL reagent) kullanilarak antikorun kimyasal sinyal

olusturmasi saglandi. Son olarak membranin filmi ¢ekildi.

3.5. Biyokimsayal Metotlar

3.5.1. Bakteri huicre lizatinin hazirlanmasi

1. IPTG ile indiiklenmis 500 mI’lik kiiltiir 8000 xg’de 5 dakika santrifiij edildi.

2. Cokelekler uzaklastirilarak tizerine 8 ml liziz tamponu ilave edildi.

3. Uzerine 8 mg lizozim eklenerek 30 dakika buzda inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonucunda buz igerisinde 20 saniye sonikasyon 40 saniye bekleme olarak
sekilde sonikasyon islemi yapildi. Bu islem 4-5 kere tekrar edildi.

5. Lizat 8000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant alindi.

3.5.2. Dogal sartlar altinda kolondan rekombinant proteinlerin saflastiriimasi

3.5.2.1. ProBond™ kolonun hazirlanmasi

Protein saflastirmasi, bir karisimdan tek bir tip proteininin izole edilmesi i¢in izlenen bir
siirectir.  Ilgili proteinin islevi, diger proteinlerle etkilesimi ve yapisinin

kimliklendirilmesi i¢in bu proteinin saflastirilmasi sarttir (Waugh 2005). Rekombinant
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proteinler, farkli kromatografi teknikleri kullanilarak saflastirilirlar. Rekombinant
proteinler genelde afinite kromatografisi ile izole edilebilir (Li et al. 2004). Yo6ntem
genelde doku veya mikrobiyal bir kiiltiir gibi birden fazla protein igerebilecek kaynaklar
icin kullanilir. Cesitli adimlar sonucunda ilgili protein bulundugu ortamdaki diger
protein ve protein olmayan bilesenlerden tamamen ayrilir. Ayristirma basamaginda
proteinlerin sahip oldugu fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal 6zelliklerden yararlanilir.
Proteinin {iretimini saglayan vektorlerde bulunan ekstra aminoasitler kolayca taninmay1
saglayan afinite kuyrugu olarak gorev yaparlar (Young et al. 2012). Bu kuyruga sahip
olmayan protein ve diger molekiiller kolona tutunamadan gegerler. Hedef proteinin
kolonla olan iligkisini bozacak bir ¢ozelti eklendigi zaman bu protein artik

tutunamayacak ve kolondan ayrilacaktir.

Nikel selatlayic1 regine 6Xhis-tag’a sahip vektorlerin; bakteri, bocek ve memeli
hiicrelerinde eksprese edilmis rekombinant proteinin saflastirilmasi amaciyla kullanilir.
Bu regine 6Xhis-tag’a sahip rekombinant fiizyon proteinleri i¢in yliksek secicilik saglar.
Nikel selatlayic1 recinelerde ligant olarak Ni*? ile iglii koordinasyon bolgesi olusturan
iminodiasetik asit (IDA), dortlii koordinasyon bolgesi olusturan nitriloasetik asit (NTA)
ve besli koordinasyon bdlgesi olusturan tris karboksimetiletilendiamin (TED)

kullanilmaktadir.

Rekombinant proteinin dogal sartlar altinda saflagtirilmasi igin Oncelikle kolon
materyali hazirlandi. Bu islem igin; 10 mL’lik saflastirma kolonuna 2 mL ProbondTM
nikel selatlayic1 regine dokiilerek kolona yerlesimi saglandiktan sonra iistte kalan sivi
dikkatlice uzaklastirildi. 6 mL steril saf su ilave edilip regine ters ¢evrilerek ve kolona
hafifce vurularak yeniden siispanse edildi. Reg¢inenin yer ¢ekimi ile kolona yerlesimi

saglandiktan sonra iistte kalan siv1 dikkatlice uzaklastirildi.

Dogal sartlar altinda saflastirma i¢in 6 mL dogal baglanma tamponu ilave edildi. Regine
ters cevrilerek ve kolona hafifge vurularak yeniden siispanse edildi. Reg¢inenin yer
cekimi ile kolona yerlesimi saglandiktan sonra listte kalan sivi1 dikkatlice uzaklastirildi.

Son islem tekrarlandi.
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3.5.2.2 Ni-NTA afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Ekspresyon sonucunda elde edilen pelletler lizat tamponunda ¢oziilerek Ni-NTA afinite
kolonuna tatbik edildi ve kolon gradietli olarak 20 mM, 30 mM son olarakta 40 mM
imidazol igeren 30’ar ml’lik yikama tamponu ile yikandi. Boylece diger safsizliklar
ortamdan uzaklastirilmis oldu. Sonra 250 mM imidazol igeren 10 ml eliisyon tamponu
kolona tatbik edildi ve SUMO-hALDH1A1, SUMO-hALDH1A3 ve SUMO-hALDH2
enzimleri kolondan ecliie edildi. Eliiatlar 1’er mL halinde tiiplere alind1 ve 280 nm’deki

absorbanslarina bakildi.

3.5.3. Kantitatif Protein Tayini

Kantitatif protein miktar1 tayini Bradford (1976) metodu ile gergeklestirildi.
Homojenatta ve Ni-NTA afinite kromatografisi teknigi kullanilarak saflastirilan
enzimde bulunan protein miktar1 tayin edildi. Coomassie Brillant Blue G-250 bu
teknikte boya olarak kullanilan bir reaktiftir. Bu reaktif yapisinda negatif yiik
bulundurur. Protein ise bulundurdugu pozitif yiikten kaynakli olarak boyanin negatif
yiikiine baglanir. Boyanin 465 nm’de kirmizi ve 595 nm’de mavi olamk {tizere iki formu
bulunmaktadir. Proteinin boyaya baglanmasi ile kirmizi form mavi forma donisir.
Teknigin bozucu olasi faktorlere karsi hassasiyeti ¢ok kiiciik (1-100 pg) seviyelerdedir.
Mevcut reaksiyon biiyiik oranda tekrarlanabilmekte ve hizli bir sekilde vuku
bulmaktadir.

Protein tayini i¢in uygulanan prosediir su sekildedir;

a) 1 mL’de 1 mg protein bulunduran BSA ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 ve 100 pL konuldu.

b) Tiplerin hacimleri saf su kullanarak 100 pL. tamamlandi ve her bir tiipe 4900 uL
Coommassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden eklenerek tiip vorteks ile karigtirildi.

¢) 10 dakika karanlikta inkiibasyona birakilan tiiplerden 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde

kore karst absorbans bakildi.
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d) Sonugta elde edilen absorbans degerlerine karsi gelen pg protein miktarlar ile
standart bir grafik ¢izildi.

e) Seyreltilmis bakteri homojenatt ve Ni-NTA afinite kromatografisi teknigi
kullanilarak saflastirilan enzimden iki farkli tiipe sirasiyla 100’er pL alindi ve her iki
tiipe 4900’er pL Coommassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden eklenerek tiip vorteks
ile karistirildi.

f) 10 dakika karanlikta inkiibasyona birakilan tiiplerden 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde
kore kars1 absorbans bakildi. Yapilan islem giivenilirlik agisindan 3 kez tekrarlandi ve
bu 3 Sl¢iimiin aritmetik ortalamasi alinarak onceden ¢izilen standart grafik yardimiyla

homojenatta ve saflastirilan enzimde bulunan protein miktarlari tayin edildi.

3.5.4. ALDH1AL1 ve ALDH1A3 enzimlerinin dehidrogenaz aktivitesi 6l¢iimii

Enzimlerin dehidrogenaz aktivitesi NAD* ‘nin indirgenmesi sonucu olusan absorbans
artis1 340 nm’de ii¢ dakika siireyle 6l¢iildii. Bunun i¢in 1 mI’lik kuvartz kiivet igerisinde
200 mM Tris-HCI tamponu (pH=8,0), 100 uM all trans retinal 500 uM NAD" ve enzim
olacak sekilde hazirlandi (Moretti et al. 2016). 340 nm’de kore karsi absorbans degerleri
okundu. NADH’in milimolar ekstinksiyon katsayis1 aktivitenin hesaplanmasi i¢in
kullanildi. Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD"), aldehit dehidrogenaz tarafindan all
trans retinal varliginda indirgenir. NADH’in olusum orani aldehit dehidrogenaz
aktivitesine bagimli olup 340 nm’deki absorbans artis1 ile Olgiilebilir. Aldehit
dehidrogenaz aktivitesinin iiniteleri dakika basina okside olan all trans retinal’in mikro

molunu verir.

Bu formiilde yer alan simgeler asagida aciklanmistir;

EU/ml : 1 ml’deki enzim iinitesi

OD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22 : B-NADH ‘in 340 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayisi
V7 : Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi
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Ve : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

St: Seyreltme faktorii

Cizelge 3.17. ALDH1Al ve ALDH1A3 enzimlerinin aktivite olglimii i¢in gerekli
gozeltiler

Kullanilan Maddeler Kontrol Kiiveti (uL) Numune Kiiveti (uL)
0,5 M Tris-HCI (pH:8,0) 400 200

Saf su 475 455
B-NAD" 100 210

All trans retinal 25 210

Enzim ¢ozeltisi - 20

Toplam hacim 1000 1000

3.5.5. ALDH2 enziminin esteraz aktivitesi Ol¢iimii

Enziminin esteraz aktivitesi 25°C’de 10 mM MgCl; i¢ceren 50 mM KH2PO4 tamponu
(pH=7,5) igerisinde paranitrofenil asetat’in substrat olarak kullanilmasiyla (0,4 mM)
belirlendi. Aktivite Sl¢iimii paranitrofenilasetat ile ALDH2’nin reaksiyonu sonucu
olusan paranitrofenolat’imn 400 nm’de absorpsiyon vermesi esasina dayanir.
Paranitrofenol’iin  molar ekstinksiyon katsayis1 (=16 mM™cm™) aktivitenin
hesaplanmasi i¢in kullanilir. (Neubauer et al. 2013). hALDH2 enzimi i¢in aktivite

hesabi1 asagidaki gibi yapildi:

EU/ml = 80D V1 v s
M="16 T v, °

Bu formiilde yer alan simgeler asagida agiklanmaistir;

EU/ml : 1 ml’deki enzim iinitesi
OD : Bir dakikadaki absorbans degisimi
16 : p-nitrofenol asetatin molar ekstinksiyon katsayisi

V7 : Olgiimiin yapildig: toplam kiivet hacmi
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Ve : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

Cizelge 3.18. ALDH2 enziminin aktivite 6l¢timii i¢in gerekli ¢ozeltiler

Kullanilan Maddeler Kontrol Kiiveti (unL) Numune Kiiveti (uL)
0,25 M KH2POg4 (pH:7,5) 200 200

MgCl; 100 100

Saf su 500 480
B-NAD* 100 210
p-Nitrofenil asetat 100 210

Enzim ¢ozeltisi - 20

Toplam hacim 1000 1000

3.5.6. Sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin safliginin kontrolii

Saflagtirilan enzim, Laemmli metodu uygulanarak %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi (Laemmli 1970). Boylece enzimin

saflik derecesi kontrol edilmis olundu. Islem su seklide gergeklestirildi;

Elektroforezde kullanilan camlar basta su ile daha sonrada alkol ile temiz bir sekilde
yikandi. Elektroforez camlar1 Ust liste getirildi ve 0Ozel kiskaclarla sabitlestirildi.
Kiskaglarla sabitlenen camlar plakalar, sizdirmay1 engelleyen siinger bulunduran jel
hazirlama standina yerlestirildi. Oncelikle ayirma jeli ¢ozeltisi hazirlandi ve plakalarin
arasinda kalan bosluga dikkatli bir sekilde 0,6 cm kalana kadar dolduruldu. Plakalar
arasindaki jelin donmasi i¢in kisa bir siire beklenildi. Ayirma jelinin dondugundan emin
olduktan sonra yigma jeli hazirlandi ve donan ayirma jelinin istiine pipetle dikkatli bir
sekile dolduruldu. Numuneleri yiiklemek igin kuyucuklarin olusmasi nedeniyle
elektoforez i¢in 0zel taraklar cam plakalara dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Yigma jeli
de donduktan sonra taraklar dikkatli bir bicimde kuyucuklari bozmadan yavasca

cikartildi. Tutuculardan ¢ikarilan i¢inde jel bulunan cam plakalar elektroforez tankina
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0zel cam plaka tutuculara sabitlendi ve bu da tanka yerlestirildi. Elektroforez tankina

yiirlitme tamponu dolduruldu.

100 puL enzim 6rnegi, 100 pL numune tamponu, 100 pL gliserolden olusan enzim
numunesi 5 dakika boyunca kaynar su banyosunda inkiibasyona birakildi. Daha sonra
bu numuneler ve standart protein dikkatli bir sekilde jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
Elektroforez tanki kapatildi. 30 dk 80 voltta jel yiiriitiildii. Daha sonra akim 120 volt’a
getirildi ve boya jelden akana kadar jel yiiriitiildii. Numunelerin yiiriimesinin takibi,
numune tamponuda bulunan brom timol mavisi reaktifi ile yapildi. Yiritme islemi
tamamlandiktan sonra akim kesildi. Plakalar arasinda bulunan jel dikkatli bir sekilde
cikarildi ve jel derhal sabitlestirme ¢ozeltisine alindi. 20 dakika sabitlestirme
cozeltisinde shaker ile karistirilan jel, 20 dk sonunda sabitlestirme ¢ozeltisinden
cikarildi ve boyama c¢ozeltisine alindi. Jel, 1 gece c¢alkalayicida calkalandi. Boyama
islemi tamamlandiktan sonra boya c¢ozeltisinden ¢ikarilan jel son olarak yikama
cozeltisine alind1. Jelin rengi agilip, protein bantlari jelde iyice belirgin olana kadar jel
shaker ile calkalandi. Yikama islemi ardindan goriintiileme cihazina alinan jelin

fotografi cekildi.

3.5.7. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi kolonunun hazirlanmasi ve
hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin molekiil kiitlesinin tayini

Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil kiitlelerinin tayini i¢in 6nceden 40 mL yatak
hacmi elde etmek igin 3 g Sephadex G-100, 500 ml saf su igine alindi. Bir gece boyunca
jel sisirildi. Sisirilmis materyalin icindeki hava, su trompu kullanilarak vakumla
uzaklastirildi. Sisirilmis ve havasi uzaklastirilmis polimer materyali 50 mM Tris-HClI,
100 mM KCl pH:7,5 tamponuyla dolu kolona, i¢inde hava kabarcigi kalmayacak
sekilde paketlenerek ayni1 tamponla dengeleme islemi yapildi. Kolonun dengelendigini
tespit etmek icin, listten ilave edilen tamponla alttan alinan tamponun pH ve 280 nm’de
absorbans degerleri araliklarla 6l¢iildii ve bu deger aymi oluncaya kadar dengeleme
islemine devam edildi. Kolonun akis hizi 3 mL/saat olarak ayarlandi. hAALDH1A1,
hALDHI1A3 ve hALDH2 enzimlerinin molekiil kiitleleri tayininde kullanilacak olan
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standart grafigi elde edebilmek i¢in kolondan 6nce standart proteinler gecirildi. Standart
olarak, blue dekstran (2 000 kDa), at dalak apoferritin (443 kDa), f-amilaz (200 kDa),
maya alkol dehidrogenaz (150 kDa), sigir serum albumin (66 kDa), sigir eritrosit
karbonik anhidraz (29 kDa) kullanildi.Dengelenen kolon i¢indeki tampon ¢ozeltisi jel
seviyesine indirildi. Kolona 2’ser 2’ser standart protein ¢ozeltilerinden tatbik edildi.
Kolona uygulanan protein ¢ozeltisi jel tarafindan tamamen emildikten sonra iizerine
birka¢ mL eliisyon tamponu 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI pH:7,5 ilave edilerek tekrar

jele emdirildi.

Daha sonra kolonun {istii eliisyon tamponuyla doldurularak, eliiatlar 1’er mL olacak
sekilde tiiplere toplandi. Eliisyon tamponu kor olarak kullanildi ve toplanan eliiatlarin
280 nm’de absorbanslar 6l¢iilerek kaydedildi. Eliisyon islemine 280 nm’deki absorbans
degerleri 0 oluncaya kadar devam edildi. Standart proteinlerden sonra numune ayni
seklinde kolona yiiklendi. hALDH1A1 ve hALDHIA3 eliie edilirken tiiplerde 340
nm’de aktivite 6lgtimleri yapildi. hRALDH?2 igin ise 400 nm de aktivite dlgtimleri yapildi.
280 nm’de kalitatif 6l¢iim icin alinan absorbans degerleri tiip sayisina karsi grafige
gecirildi. Daha sonra enzimlerin molekiil kiitlelerini belirlemek i¢in her bir standart
protein i¢in ayrt ayr1 Kav degerleri ve log Mk degerleri hesaplandi. Kav -log Mk grafigi
bilgisayarda Excel programi yardimiyla ¢izildi. Son olarak hALDH1A1, hALDH1A3 ve
hALDH2 enzimlerinin Kav degeri belirlendi ve Ka-log Ma grafiginin dogru denklemi

kullanilarak tabii molekiil agirlig1 hesaplandi.

Kav degerlerinin hesaplanmasinda agagidaki formiil kullanildi.

Ka=Ve—Vo/ VTV

Vo= Void hacim, Ve= Eliisyon hacmi, V1= Kolon yatak hacmi
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3.6. hALDH1Al1l, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimleri i¢in karakterizasyon

calismalan

3.6.1. hALDH1Al, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimleri i¢in optimum pH

belirlenmesine yonelik calismalar

hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin enziminin optimum pH degerinin
belirlenmesi i¢in tampon ¢ozeltiler hazirlandi ve her bir tamponda ayri ayri enzim

aktivitesine bakildi (Demir 2014).

3.6.2. hALDH1A1l, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimleri icin optimum iyonik

siddetin belirlenmesine yonelik ¢alismalar

hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin optimum iyonik siddet degerinin
belirlenmesi i¢in belli konsantrasyonlarda tampon c¢ozeltiler hazilandi ve her bir

tamponda ayr1 ayr1 enzim aktivitesine bakildi (Demir 2014).

3.6.3. hALDH1Al, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimleri i¢cin optimum sicakhigin

belirlenmesine yonelik ¢alismalar

hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin optimum sicakliginin belirlenmesi
amaciyla 1sitmali-sogutmall su banyosu kullanildi. Aktivite 6l¢limii i¢in gerekli tampon
ve substrat c¢ozeltileri hazirland1 ve ¢o6zeltileri bulunduran karigim kiivet igerisine
alindiktan sonra ilgili sicakliga ayarlanan su banyosuna alindi. 10°C araliklarla 0°C-

70°C arasinda aktivite 6lgtimleri gergeklestirildi (Demir 2014).
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3.7. hALDH1A1l, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin aktivitesi iizerine baz

antibiyotiklerin etkilerinin belirlenmesi

hALDH1Al, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin aktivitesi {izerine bazi
antibiyotiklerin  etkilerini  belirlemek  amaciyla  kiivet ortamma  degisik
konsantrasyonlarda antibiyotik ilave edilerek aktivite degerleri okundu. Kullanilan
antibiyotiklerin farkli konsantrasyonlarini olusturmak igin stok ¢ozeltiler seyreltildi.
Kullanilan stok ¢ozelti hacmi gereken derisimi saglamadigi zaman kiivete katilan
tampon hacmi azaltilarak antibiyotik konsantrasyonu arttirildi. Bu sekilde gereken

konsantrasyon ayarlanmis oldu.

3.8. Inhibisyon etkisi gosteren antibiyotikler icin ICso ve Ki degerlerinin

belirlenmesine yonelik ¢alismalar

Inhibisyon calismalariyla ilgili farkli inhibitdr konsantrasyonunda aktivite dl¢iimii
yapilarak inhibisyon etkisi gosteren antibiyotikler belirlendi. Bu antibiyotiklerden
inhibisyon etkisi yiiksek olanlarin %Aktivite-[1] grafikleri ¢izildi, egrinin denkleminden
ICso degerleri hesaplandi. ICso degerleri hesaplanan antibiyotiklerin Ki degerlerini
belirlemek amaciyla hALDH1Al, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimleri igin enzim
aktivitesini yariya indiren antibiyotik konsantrasyonu ile bulunan bu konsantrasyon
degerinden az ve fazla iki antibiyotik konsantrasyonu kullanilarak toplamda bes substrat
konsantrasyonu ile enzim aktivitesine bakildi. Calismada kullanilan 5 farkli substrat
konsantrasyonu onceden hazirlanan stok ¢ozelti yardimiyla 6n denemeler yaparak
belirlendi. Sonugta elde edilen tim degerler ile her bir inhibitdr igin ayr1 ayr
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Cizilen grafikte yarismali inhibisyon gdsteren

inhibitdrlerin grafik denklemlerinden K degerinin hesabinda;

3 [1]
Kul = Ky X (1+ =2)
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formiilii kullanilirken; yarigmasiz ve yar1 yarigmali inhibisyon gosteren inhibitorlerin

grafik denklemlerinden Kj degerinin hesabinda ise;

formiilu kullanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1.1. internet Ortamindan ALDHI1A1 Genine Ait Gen Bolgesinin ve Protein

Kodlama Bolgesinin Belirlenmesi

v Internet ortamindaki gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) insan
ALDH1A1 genine ait gen bolgesi (2378 niikleotid) belirlendi.
v’ Gene ait protein kodlama bolgesi (1505 niikleotid) tespit edildi.

NM _000689.4 Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 1 family member Al
(ALDH1A1), mRNA

GCTGCATACACTTATCACAGGTTTCGGCTTTGTAAATTAATTCATCTGCAAATAGTGCACTGTCTCC
AGGTACAAATTCGATGCTGGAGCACTGGTTTCTTAAGGATTTAAGTTTAAAGTCAAAGGCTTCCTGC
CCTAGGTGTTACAAATAAGTAGTGTCGTTTTCTTTTTTTGCTCTGAGTTTGTTCATCCAATCGTATC
CGAGTATGCAAATAAACTTTAGCCCGTGCAGATAAAAAAGGAACAAATAAAGCCAAGTGCTCTATCA
GAACCAAATTGCTGAGCCAGTCACCTGTGTTCCAGGAGCCGAATCAGAA

AAGAAAATACAAGAGTGGAGAGAAGCTCTTCAATAGCTAAGCATCTCCTTACAG
TCACTAATATAGTAGATTTTAAAGACAAAATTTTTCTTTTCTTGATTTTTTTAAACATAAGCTAAAT
CATATTAGTATTAATACTACCCATAGAAAACTTGACATGTAGCTTCTTCTGAAAGAATTATTTGCCT
TCTGAAATGTGACCCCCAAGTCCTATCCTAAATAAAAAAAGACAAATTCGGATGTATGATCTCTCTA
GCTTTGTCATAGTTATGTGATTTTCCTTTGTAGCTACTTTTGCAGGATAATAATTTTATAGAAAAGG
AACAGTTGCATTTAGCTTCTTTCCCTTAGTGACTCTTGAAGTACTTAACATACACGTTAACTGCAGA
GTAAATTGCTCTGTTCCCAGTAGTTATAAAGTCCTTGGACTGTTTTGAAAAGTTTCCTAGGATGTCA
TGTCTGCTTGTCAAAAGAAATAATCCCTGTAATATTTAGCTGTAAACTGAATATAAAGCTTAATAAA
AACAACCTTGCATGATTCTTGTTAAAAAAAAAA
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4.1.2. internet Ortamindan ALDHI1A3 Genine Ait Gen Bolgesinin ve Protein

Kodlama Bolgesinin Belirlenmesi

v’ Internet ortamindaki gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) insan
ALDH1AS genine ait gen bolgesi (3622 niikleotid) belirlendi.
v Gene ait protein kodlama bolgesi (1538 niikleotid) tespit edildi.

NM_000693.3 Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 1 family member A3
(ALDH1A3), transcript variant 1, mMRNA

GAGGCGGGCCGGCCGCCCTCCCCTCTCCTCCCTCCCGCAGCCCGCCCTCCCTTCCTCCGGTCCCGCA
GCCAATTAGGCGGCCCCCTCGGGCGGGAGGCGTGGGGCGCTGCATAAAGCGGCGGGGAGCTGCCACC
CCGGGAGCGGGCTGCGCAGTGTCCGGGCCGAGCCGGTGCGCCGCAGACTAGGGCGCCTCGGGCCAGG
GAGCGCGGAGGAGCCATGGCCACCGCTAACGGGGCCGTGGAAAACGGGCAGCCGGACAGGAAGCCGC
CGGCCCTGCCGCGCCCCATCCGCAACCTGGAGGTCAAGTTCACCAAGATATTTATCAACAATGAATG
GCACGAATCCAAGAGTGGGAAAAAGTTTGCTACATGTAACCCTTCAACTCGGGAGCAAATATGTGAA
GTGGAAGAAGGAGATAAGCCCGACGTGGACAAGGCTGTGGAGGCTGCACAGGTTGCCTTCCAGAGGG
GCTCGCCATGGCGCCGGCTGGATGCCCTGAGTCGTGGGCGGCTGCTGCACCAGCTGGCTGACCTGGT
GGAGAGGGACCGCGCCACCTTGGCCGCCCTGGAGACGATGGATACAGGGAAGCCATTTCTTCATGCT
TTTTTCATCGACCTGGAGGGCTGTATTAGAACCCTCAGATACTTTGCAGGGTGGGCAGACAAAATCC
AGGGCAAGACCATCCCCACAGATGACAACGTCGTGTGCTTCACCAGGCATGAGCCCATTGGTGTCTG
TGGGGCCATCACTCCATGGAACTTCCCCCTGCTGATGCTGGTGTGGAAGCTGGCACCCGCCCTCTGC
TGTGGGAACACCATGGTCCTGAAGCCTGCGGAGCAGACACCTCTCACCGCCCTTTATCTCGGCTCTC
TGATCAAAGAGGCCGGGTTCCCTCCAGGAGTGGTGAACATTGTGCCAGGATTCGGGCCCACAGTGGG
AGCAGCAATTTCTTCTCACCCTCAGATCAACAAGATCGCCTTCACCGGCTCCACAGAGGTTGGAAAA
CTGGTTAAAGAAGCTGCGTCCCGGAGCAATCTGAAGCGGGTGACGCTGGAGCTGGGGGGGAAGAACC
CCTGCATCGTGTGTGCGGACGCTGACTTGGACTTGGCAGTGGAGTGTGCCCATCAGGGAGTGTTCTT
CAACCAAGGCCAGTGTTGCACGGCAGCCTCCAGGGTGTTCGTGGAGGAGCAGGTCTACTCTGAGTTT
GTCAGGCGGAGCGTGGAGTATGCCAAGAAACGGCCCGTGGGAGACCCCTTCGATGTCAAAACAGAAC
AGGGGCCTCAGATTGATCAAAAGCAGTTCGACAAAATCTTAGAGCTGATCGAGAGTGGGAAGAAGGA
AGGGGCCAAGCTGGAATGCGGGGGCTCAGCCATGGAAGACAAGGGGCTCTTCATCAAACCCACTGTC
TTCTCAGAAGTCACAGACAACATGCGGATTGCCAAAGAGGAGATTTTCGGGCCAGTGCAACCAATAC
TGAAGTTCAAAAGTATCGAAGAAGTGATAAAAAGAGCGAATAGCACCGACTATGGACTCACAGCAGC
CGTGTTCACAAAAAATCTCGACAAAGCCCTGAAGTTGGCTTCTGCCTTAGAGTCTGGAACGGTCTGG
ATCAACTGCTACAACGCCCTCTATGCACAGGCTCCATTTGGTGGCTTTAAAATGTCAGGAAATGGCA
GAGAACTAGGTGAATACGCTTTGGCCGAATACACAGAAGTGAAAACTGTCACCATCAAACTTGGCGA
CAAGAACCCCTGAAGGAAAGGCGGGGCTCCTTCCTCAAACATCGGACGGCGGAATGTGGCAGATGAA
ATGTGCTGGAGGAAAAAAATGACATTTCTGACCTTCCCGGGACACATTCTTCTGGAGGCTTTACATC
TACTGGAGTTGAATGATTGCTGTTTTCCTCTCACTCTCCTGTTTATTCACCAGACTGGGGATGCCTA
TAGGTTGTCTGTGAAATCGCAGTCCTGCCTGGGGAGGGAGCTGTTGGCCATTTCTGTGTTTCCCTTT
AAACCAGATCCTGGAGACAGTGAGATACTCAGGGCGTTGTTAACAGGGAGTGGTATTTGAAGTGTCC
AGCAGTTGCTTGAAATGCTTTGCCGAATCTGACTCCAGTAAGAATGTGGGAAAACCCCCTGTGTGTT
CTGCAAGCAGGGCTCTTGCACCAGCGGTCTCCTCAGGGTGGACCTGCTTACAGAGCAAGCCACGCCT
CTTTCCGAGGTGAAGGTGGGACCATTCCTTGGGAAAGGATTCACAGTAAGGTTTTTTGGTTTTTGTT
TTTTGTTTTCTTGTTTTTAAAAAAAGGATTTCACAGTGAGAAAGTTTTGGTTAGTGCATACCGTGGA
AGGGCGCCAGGGTCTTTGTGGATTGCATGTTGACATTGACCGTGAGATTCGGCTTCAAACCAATACT
GCCTTTGGAATATGACAGAATCAATAGCCCAGAGAGCTTAGTCAAAGACGATATCACGGTCTACCTT
AACCAAGGCACTTTCTTAAGCAGAAAATATTGTTGAGGTTACCTTTGCTGCTAAAGATCCAATCTTC
TAACGCCACAACAGCATAGCAAATCCTAGGATAATTCACCTCCTCATTTGACAAATCAGAGCTGTAA
TTCGCTTTAACAAATTACGCATTTCTATCACGTTCACTAACAGCTTATGATAAGTCTGTGTAGTCTT
CCTTTTCTCCAGTTCTGTTACCCAATTTAGATTAGTAAAGCGTACACAACTGGAAAGACTGCTGTAA
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TAACACAGCCTTGTTATTTTTAAGTCCTATTTTGATATTAATTTCTGATTAGTTAGTAAATAACACC
TGGATTCTATGGAGGACCTCGGTCTTCATCCAAGTGGCCTGAGTATTTCACTGGCAGGTTGTGAATT
TTTCTTTTCCTCTTTGGGGATCCAAATGATGATGTGCAATTTCATGTTTTAACTTGGGAAACTGAAA
GTGTTCCCATATAGCTTCAAAAACAAAAACAAATGTGTTATCCGACGGATACTTTTATGGTTACTAA
CTAGTACTTTCCTAATTGGGAAAGTAGTGCTTAAGTTTGCAAATTAAGTTGGGGAGGGCAATAATAA
AATGAGGGCCCGTAACAGAACCAGTGTGTGTATAACGAAAACCATGTATAAAATGGGCCTATCACCC
TTGTCAGAGATATAAATTACCACATTTGCCTTCCCTTCATCAGCTAACACTTATCACTTATACTACC
AATAACTTGTTAAATCAGGATTTGGCTTCATACACTGAATTTTCAGTATTTTATCTCAAGTAGATAT
AGACACTAACCTTGATAGTGATACGTTAGAGGGTTCCTATTCTTCCATTGTACGATAATGTCTTTAA
TATGAAATGCTACATTATTTATAATTGGTAGAGTTATTGTATCTTTTTATAGTTGTAAGTACACAGA
GGTGGTATATTTAAACTTCTGTAATATACTGTATTTAGAAATGGAAATATATATAGTGTTAGGTTTC
ACTTCTTTTAAGGTTTACCCCTGTGGTGTGGTTTAAAAATCTATAGGCCTGGGAATTCCGATCCTAG
CTGCAGATCGCATCCCACAATGCGAGAATGATAAAATAAAATTGGATATTTGAGAAAAAAAAAAAAA
AARAA

4.1.3. Internet Ortamindan ALDH2 Genine Ait Gen Bélgesinin ve Protein

Kodlama Bolgesinin Belirlenmesi

v’ Internet ortamindaki gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) insan ALDH2
genine ait gen bolgesi (1935 niikleotid) belirlendi.
v' Gene ait protein kodlama bolgesi (1412 niikleotid) tespit edildi.

NM_001204889.1 Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 2 family(mitochondrial)
(ALDH2), transcript variant 2, mMRNA

ATTGGCTGCCGCGCGGGGCGGGGAGCGGGGTCGGCTCAGTGGCCCTGAGACCCTAGCTCTGCTCTCG
GTCCGCTCGCTGTCCGCTAGCCCGCTGCG

GAATCATGCAAGCTTCCTCCCTCAGCCATTGA
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TGGAAAGTTCAGCAAGATCAGCAACAAAACCAAGAAAAATGATCCTTGCGTGCTGAATATCTGAAAA
GAGAAATTTTTCCTACAAAATCTCTTGGGTCAAGAAAGTTCTAGAATTTGAATTGATAAACATGGTG
GGTTGGCTGAGGGTAAGAGTATATGAGGAACCTTTTAAACGACAACAATACTGCTAGCTTTCAGGAT
GATTTTTAAAAAATAGATTCAAATGTGTTATCCTCTCTCTGAAACGCTTCCTATAACTCGAGTTTAT
AGGGGAAGAAAAAGCTATTGTTTACAATTATATCACCATTAAGGCAACTGCTACACCCTGCTTTGTA
TTCTGGGCTAAGATTCATTAAAAACTAGCTGCTCTTAACTTACAAAAAAAAAAAAAANA

4.1.4. hALDH1A1 Enziminin Translasyon Olan Aminoasitleri

"MSSSGTPDLPVLLTDLKIQYTKIFINNEWHDSVSGKKFPVFNPATEEELCQVEE
GDKEDVDKAVKAARQAFQIGSPWRTMDASERGRLLYKLADLIERDRLLLATM
ESMNGGKLYSNAYLNDLAGCIKTLRYCAGWADKIQGRTIPIDGNFFTYTRHEPI
GVCGQIIPWNFPLVMLIWKIGPALSCGNTVVVKPAEQTPLTALHVASLIKEAGFP
PGVVNIVPGYGPTAGAAISSHMDIDKVAFTGSTEVGKLIKEAAGKSNLKRVTLE
LGGKSPIVLADADLDNAVEFAHHGVFYHQGQCCIAASRIFVEESIYDEFVRRSV
ERAKKYILGNPLTPGVTQGPQIDKEQYDKILDLIESGKKEGAKLECGGGPWGNK
GYFVQPTVFSNVTDEMRIAKEEIFGPVQQIMKFKSLDDVIKRANNTFYGLSAGV
FTKDIDKAITISSALQAGTVWVNCYGVVSAQCPFGGFKMSGNGRELGEYGFHE
YTEVKTVTVKISQKNS™’

4.1.5. hAALDH1A3 Enziminin Translasyon Olan Aminoasitleri

“MATANGAVENGQPDRKPPALPRPIRNLEVKFTKIFINNEWHESKSGKKFATCN
PSTREQICEVEEGDKPDVDKAVEAAQVAFQRGSPWRRLDALSRGRLLHQLADL
VERDRATLAALETMDTGKPFLHAFFIDLEGCIRTLRYFAGWADKIQGKTIPTDD
NVVCFTRHEPIGVCGAITPWNFPLLMLVWKLAPALCCGNTMVLKPAEQTPLTA
LYLGSLIKEAGFPPGVVNIVPGFGPTVGAAISSHPQINKIAFTGSTEVGKLVKEAA
SRSNLKRVTLELGGKNPCIVCADADLDLAVECAHQGVFFNQGQCCTAASRVFV
EEQVYSEFVRRSVEYAKKRPVGDPFDVKTEQGPQIDQKQFDKILELIESGKKEG
AKLECGGSAMEDKGLFIKPTVFSEVTDNMRIAKEEIFGPVQPILKFKSIEEVIKRA
NSTDYGLTAAVFTKNLDKALKLASALESGTVWINCYNALYAQAPFGGFKMSG
NGRELGEYALAEYTEVKTVTIKLGDKNP"
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4.1.6. hALDH2 Enziminin Translasyon Olan Aminoasitleri

“MLRAAARFGPRLGRRLLSAAATQAVPAPNQQPEVFCNQIFINNEWHDAVSRK
TFPTVNPSTGEVICQVAEGDKALETLDNGKPYVISYLVDLDMVLKCLRYYAGW
ADKYHGKTIPIDGDFFSYTRHEPVGVCGQIIPWNFPLLMQAWKLGPALATGNV

VVMKVAEQTPLTALYVANLIKEAGFPPGVVNIVPGFGPTAGAAIASHEDVDKV
AFTGSTEIGRVIQVAAGSSNLKRVTLELGGKSPNIIMSDADMDWAVEQAHFALF
FNQGQCCCAGSRTFVQEDIYDEFVERSVARAKSRVVGNPFDSKTEQGPQVDET

QFKKILGYINTGKQEGAKLLCGGGIAADRGYFIQPTVFGDVQDGMTIAKEEIFG

PVMQILKFKTIEEVVGRANNSTYGLAAAVFTKDLDKANYLSQALQAGTVWVN
CYDVFGAQSPFGGYKMSGSGRELGEY GLQAYTEVKTVTVKVPQKNS”’

4.2. hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 Genlerine Ait Primerlerin Belirlenmesi

Primerler protein kodlama bolgesinin basindan ve sonundan tiim geni kapsayacak
bicimde secildi. Tasarlanan primerler data banklarda bulunan DNA sekanslart ile
blastlanarak insan ALDH1A1, ALDH1A3 ve ALDH2 genleri ile en yiiksek benzerligi
gosterdigi tespit edildi.

Cizelge 4.1. NAALDH1A1 genine ait primer bilgileri

Primer Sekans (5°-3°) Tm Uzunluk (bp)
Forward | ATGTCATCCTCAGGCACGC 59 19
Reverse TGGAAACCGTACTCTCCCAG 60 20

Cizelge 4.2. NALDH1A3 genine ait primer bilgileri

Primer Sekans (5°-3%) m Uzunluk (bp)
Forward | ATGGCCACCGCTAACGGG 61 18
Reverse TCAGGGGTTCTTGTCGCCA 59 19
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Cizelge 4.3. hAALDH2 genine ait primer bilgileri

Primer Sekans (5°-3°) Tm Uzunluk (bp)
Forward | AACCAGCAGCCCGAGGTC 61 18
Reverse | TGCCTGCAGCCCGTACTC 61 18

4.3. ¢cDNA Kiitiiphanesinden hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 Genlerinin
PCR Tle Cogaltilmasi

Ticari bir firmadan hazir olarak satin alinan insan beyin cCDNA’s1 kullanilarak gene
0zgl primerler ile PCR islemi yapildi. ALDH1A1, ALDHIA3 ve ALDH2 primerlerinin
baglanma sicakligi sirastyla 59,5, 60 ve 61°C olarak belirlendi.

1500 bp

Sekil 4.1. Agaroz jel elektroforezi fotografi
*A-) ALDH1A1 B-)ALDH1A3 C-) ALDH2

44. Rekombinant Vektoriin Elde Edilmesi ve Konak Organizmaya

Transformasyonu

Olusturulan primerler PCR’da ¢ogaltildiktan sonra ilgili gen bolgesinin (cDNA) vektore
(PET SUMO) aktarilmasi igin ligasyon islemi gergeklestirildi. Ligasyon reaksiyonu
sonucu elde edilen rekombinant vektor, konak mikroorganizmaya aktarilarak islemin

dogru bir sekilde yapilip yapilmadigmmi kontrol etmek ic¢in kanamisin igeren besi
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yerlerinde biiyiimeye birakildi. 37°C’de gece boyu siiren inkiibasyon sonrasi farkli

miktarlarda ekim yapilan petrilerin tiimiinde koloni olusumu gozlendi.

Sekil 4.2. Farkli miktarlarda ekim yapilan besiyerlerinde olusan koloniler (ALDH1A1,
ALDH1A3 ve ALDH2)
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4.5. Koloni PCR

Ik transformasyon sonrasi elde edilen kolonilerin hangisinin rekombinant vektorii
tasidigin1 belirlemek amaciyla sec¢ilip numaralandirildiktan sonra PCR’da template

olarak kullanildi. Segilen kolonilerden gene ait primerlerle PCR reaksiyon yapildi.

A

1500bp ) v e G N N v e g e e —

B

1500 bp ) e o — . e - P e —

1500 bp

Sekil 4.3. Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilen koloni PCR iirtinleri
*(A: ALDH1A1; B: ALDH1A3; C: ALDH?2)

4.6. Plazmid Izolasyonu ve Capraz PCR

Koloni PCR’da pozitif sonu¢ veren koloniler bir gece antibiyotik iceren sivi LB
ortaminda biiyiitiildiikten sonra plasmid izolasyonunda kullanildi. izolasyon sonrasi elde

edilen plasmidlerden 4 farkli PCR yapilarak genin dogru bir sekilde insort olup
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olmadig1 kontrol edildi. Sonugta, koloni PCR verilerine paralel olarak her iki koloniden

elde edilen plasmidlerin geni dogru sekilde aldigi teyit edildi.

Sekil 4.4. Plazmit izolasyonu
*A: ALDH1A1, B:ALDH1A3, C: ALDH2

Sekil 4.5. Capraz PCR

(*M: Marker (100 bp), , 1 numarali kuyu; genin forward ve revers primeriyle yapilan PCR sonucu, 2
numarali kuyu; vektoriin revers genin forward primerleriyle yapilan PCR sonucu, 3 numarali kuyu;
vektoriin forward genin revers primerleriyle yapilan PCR sonucu, 4 numarali kuyu; vektoriin forward ve
vektoriin revers primeriyle yapilan PCR sonucu. (A: ALDH1A1; B: ALDH1A3; C: ALDH2)
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4.7. TPTG Kullanilarak Istenilen Genin Pilot Ekspresyonu

Icerisinde pET-SUMO-hALDH1A1, ALDH1A3 ve ALDH2 plasmitlerini tagtyan E.coli
(BL21DES3) bakteri hiicreleri, icinde 50 pL kanamisin bulunan 10 mL’lik LB besiyerine
ekildi. LB 37°C’de 200 rpm’de bir gece bekletildi ve taze kiiltiir elde edildi. 1 gece
sonra bu kiiltiirden 2’ser mL alinarak i¢inde 1 mL kanamisin bulunan 200 mL’lik 2 ayr1
stv1 besi yerine tekrar ekim yapildi. 2 saat sonra ODggo degeri ALDH1A1, ALDH1A3
ve ALDH2 i¢in sirasiyla 0,545, 0,578, 0,594 olarak ol¢iildii. 2 saatten sonra 50 mM
IPTG stogundan son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde alinarak bakterilerin
bulundugu besiyerlerinin birine eklendi ve 8 saat 37°C’de 230 rpm’de ¢alisildi. 8 saatin
sonunda iki saatte bir 6rnek alinan bakteriler 15 mL’lik falkon tiiplere alindi ve
11000xg’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Peletler daha sonra
kullanilmak tizere -20°C’de sakland1. Peletler 500 pL liziz tamponunda ¢oziindii. 3 defa
stvi azotla dondurulup 42°C’de ¢oziildii. 4°C’de 23000 xg’de 5 dakika numuneler
santrifiij edildi. Siipernatant alindi ve peletler atildi. Siipernatant SDS-PAGE’de
goriintiilendi (Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8).

250 kDa
130 kDa
100 kDa

70 kDa

55 kDa hALDHI1AIL

35kDa
25 kDa

15 kDa

Sekil 4.6. Belirli saat araliklarinda ekspresyon profili sergileyen hALDH1AL1’in SDS-
PAGE fotografi
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hALDHIA3

vt .
Sekil 4.7. Belirli saat araliklarinda ekspresyon profili sergileyen hALDH1A3’in SDS-
PAGE fotografi

hALDH2

Sekil 4.8. Belirli saat araliklarinda ekspresyon profili sergileyen hALDH2’in SDS-
PAGE fotografi

4.8. Western blot analizi

Western blot analizi kullanilarak hem hedef proteinin ekspresyon islemi sonrasinda olup
olmadigi olup olmadig kontrol edildi. IPTG ile indiiklenen E. coli hiicrelerinden elde
edilen homojenatlarda rekombinant proteinin daha fazla miktarda mevcut oldugu
gorildii. Enzimler yaklagik 70 kDa da 1s1ma verdi. ALDH2 enzimi i¢in lizatta elde

edilen santrifiij sonrast hem c¢okelekte hem de siipernatantta protein oldugu gozlendi
(Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).



90

A B

Sekil 4.9. hALDH1A1 ve hALDH1A3 Western blot sonucu

* A hALDH1A1,; B: hALDH1A3
A B

Sekil 4.10. hAALDH2 Western blot sonucu
* A: Siipernatant; B: Cokelek

=70 kDa

4.9. Dogal Sartlar Altinda Ni-NTA Afinite Kolonundan Proteinin Saflagtirilmasi

Diyaliz isleminden sonra 8 mL’lik lizat kolona yiiklendi. Baglanma tamponuna 10 mM
imidazol koyuldu. Kolon bir gece karismaya birakildi. Kolonun yikama islemi
gradientli olarak 20, 30 ve 40 mM imidazol ile gergeklestirildi. 250 mM imidazol i¢eren
eliisyon tamponuyla eliie islemi yapildi. Eliisyon sonucu 280 nm’de ki absorbansi
yiiksek ¢ikan eliiatlar i¢cin SDS-PAGE yapildi ve ii¢ enzim i¢inde tek bant goriildi
(Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13).
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180 kDa
130kDa
100 kDa

70KkDa

SSkDa

40KkDa

35kDa

25KDa

15KDa

Sekil 4.11. Saflastirilan SUMO-hALDH1A1 enziminin SDS- PAGE fotografi

*1; Lizat, 2; Kolona tutunmayan kisim, 3; Yikama-1, 4; Yikama-2, 5; Yikama-3 6; SUMO-hALDH1A1l
flizyon proteini.

180 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa

55 kDa

40 kDa

35kDa

25 kDa

15kDa

Sekil 4.12. Saflastirilan SUMO-hALDH1A3 enziminin SDS- PAGE fotografi
*1; Yikama-3; 2; Lizat,, 3; Kolona tutunmayan kisim, 4-5; SUMO-hALDH1AS3 fiizyon proteini.
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180 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa

55 kDa

40 kDa

35kDa

25kDa

15KkDa

10 kDa

Sekil 4.13. Saflastirilan SUMO-hALDH2 enziminin SDS- PAGE fotografi
*1-4; SUMO-hALDH?2 fiizyon proteini

4.10. Diyaliz

Kolondan alinan numune, diyaliz torbasina alindi ve imidazoliin uzaklastirilmasi i¢in 5
mM Na-fosfat (pH: 8,0) tampon ¢6zeltisine karsi 2 saat diyaliz edildi. Diyaliz iglemi
+4°C’de gerceklestirildi.

4.11. SUMO-hALDH1Al1, SUMO-hALDH1A3, ve SUMO-hALDH2 fiizyon

proteinlerinin SDS-PAGE ile mol kiitlesinin belirlenmesine yonelik sonuglar

Saflastirilan enzimlerin ve her bir standart protein igin jelde yiiriime mesafeleri 6l¢iildii
ve R degerleri hesaplandi. Rf - log Mk degerleri ile grafik ¢izildi (Sekil 4.14-4.16.).
Grafikten faydalanilarak enzimlerin molekiil kiitlesi hALDH1A1, hALDHIA3 ve
hALDH?2 igin sirastyla 68,45; 69,31 ve 67,85 kDa olarak hesaplandi.
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Sekil 4.14. Saflastirilan hALDH1AT1 enzimin R¢/log Mk grafigi

Sekil 4.15.

2,5 y =-1,2525x + 2,2026
° R?=0,9703
2
(]
(]

15
=
[=2]
o

1

0,5

0

0 0,2 04 0,6 08
Ry

Saflastirilan hALDH1A3 enzimin R¢/log Mk grafigi
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2,5
y =-1,3099x + 2,198
g R2=0,9726

2

15
=
(@]
o

= 1

0,5
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Rf

Sekil 4.16. Saflastirilan hALDH2 enzimin R¢/log Mk grafigi

4.12. Jel filtrasyon kromatografisi ile hALDH1Al, hALDH1A3 ve hALDH2

enzimlerinin tabii molekiil kiitlesi tayini sonuglari

Enzimin molekiil agirligin1 bulmak igin, jel filtrasyon kolonundan proteinler gegirildi.
Eliie edilen numunelerde 280 nm’de absorbans dl¢limii yapilarak Sekil 4.17°deki grafik
cizildi. hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin eliisyon isleminden sonra
tiip sayisina karsi aktivite degerleri ve 280 nm’de absorbans degerleri grafigi ¢izildi
(Sekil 4.18-4.20). Standart proteinler i¢in Kav degerleri hesaplandi ve elde edilen
sonuglar dogrultusunda Sekil 4.21°deki Ka-log Mk grafigi ¢izildi. Enzimlerin Kav
degerleri hesaplanarak Sekil 4.21°deki grafikte yerine konuldugunda enzimlerin

molekiil kiitlesi ¢izelgede verilen degerler olarak hesaplanda.
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Sekil 4.17. Jel filtrasyon kolonundan alinan standart proteinlerin tiip sayisina karsilik
280 nm’deki absorbans degerleri
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0,05

’ L 0,05

0 0
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiip sayisi

Sekil 4.18. Jel filtrasyon kolonundan alinan hALDH1A1 enziminin eliisyon grafigi
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Sekil 4.19. Jel filtrasyon kolonundan alinan hALDH1A3 enziminin eliisyon grafigi

0,12 - 0,6
o1 —@— Aktivite —&— Absorbans
0,08

0,06

Aktivite (340 nm)

0,04

Absorbans (280 nm)

0,02

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiip sayis1

Sekil 4.20. Jel filtrasyon kolonundan alinan hALDH2 enziminin eliisyon grafigi
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3 y = -1,2339x + 2,6045
R>=0,9569

av

Sekil 4.21. Jel filtrasyon kromotografisi sonucu ¢izilen Kay- log Mk grafigi

Cizelge 4.4. hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin jel filtrasyon sonucu
molekil kitleleri

Enzim Kav degeri  Molekiil Kiitlesi (kDa)
hALDH1Al 0,130 277,97
hALDH1A3 0,125 281,83

hALDH?2 0,133 275,42

4.13. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Kullamilan Standart Grafik

Hem homojenatta hemde saflastirilan enzimde bulunan protein milktarini tayin etmek
icin Bradford yontemi kullanildi. Bolim 3.5.3’de anlatildig: gibi ¢izilen standart grafik
yardimiyla afinite kromatografisi teknigi kullanilarak yapilan saflagtirmayla elde edilen

enzim ¢ozeltisinin protein miktart belirlendi.
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Sekil 4.22. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayinin icin kullanilan standart

grafik

Cizelge 4.5. SUMO-hALDH1Al flizyon proteinin Ni-NTA afinite kolonu ile
saflastirilma sonuglart
Saflastirma Aktivite Protein Toplam Toplam Toplam Spesifik Yiizde Saflastirma
Basamaklar (EU/mL) Miktari Hacim Aktivite Protein Aktivite Verim katsayisi
(mg/mL) (mL) (EV) (mg) (EU/mg) (%)
Homojenat 0,204 0,543 8 1,632 4,344 0,376 100 1
Ni-NTA

Afinite sonrasi 0,482 0,02 3 1,446 0,060 24,100 88,600 64,100
SUMO-h ALDH1A1
Cizelge 4.6. SUMO-hALDH1A3 flizyon proteinin Ni-NTA afinite kolonu ile

saflastirilma sonuglari

Saflagtirma Aktivite Protein Toplam Toplam Toplam Spesifik Yiizde Saflagtirma
Basamaklari (EU/mL) Miktari Hacim Aktivite Protein Aktivite Verim katsayisi
(mg/mL) (mL) (EY) (mg) (EU/mg) (%)
Homojenat 0,322 0,633 8 2,576 5,064 0,509 100 1
Ni-NTA
Afinite sonrasi 0,509 0,045 4 2,036 0,180 11,311 79,04 22,22

SUMO-h ALDH1A3
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Cizelge 4.7. SUMO-hALDH?2 fiizyon proteinin Ni-NTA afinite kolonu ile saflastiriima
sonugclari

Saflagtirma Aktivite Protein Toplam Toplam Toplam Spesifik Yiizde Saflagtirma
Basamaklar (EU/mL) Miktari Hacim Aktivite Protein Aktivite Verim katsayisi
(mg/mL) (mL) (EV) (mg) (EU/mg) (%)
Homojenat 0,083 0,518 8 0,667 4,144 0,161 100 1
Ni-NTA
Afinite sonrasi 0,135 0,023 3 0,405 0,069 5,870 60,72 36,46

SUMO-h ALDH1A3

4.14. hALDH1A1l, hALDH1A3 ve ALDH2 Enzimleri I¢in Optimum pH

Bulunmasina Yonelik Sonuclar

hALDH1Al, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin optimum pH’simm1 belirlemeye
yonelik caligmada pH’st 5,0-8,0 araliginda 50 mM potasyum fosfat, pH’s1 7,5-9,0
araliginda 50 mM Tris-HCI, pH’s1 9,0-10,5 araliginda 50 mM Glisin-NaOH tampon
¢ozeltileri kullanilarak enzimlerin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak
belirlendi (Cizelge 4.8-4.15). Yapilan c¢aligmalar neticesinde hALDH1Al ve
hALDH1A3 enzimleri i¢in en uygun optimum pH’nin 50 mM Glisin-NaOH pH=9,0
tamponu oldugu tespit edildi (Sekil 4.23 ve Sekil 4.24) hALDH2 enzimi i¢inse 50 mM
NaH2PO4 pH=8,0 tamponu oldugu tespit edildi (Sekil 4.25). p-nitrofenil asetat subsrati
pH=8,0’den sonra parcalanma egilimi gosterdiginden dolayt hALDH2 enzimi i¢in bu

pH’nin istiine ¢ikilmamustir.
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4.14.1. hALDH1A1 enzimi icin Optimum pH Bulunmasina Yoénelik Sonuclar

4.14.1.a. NaH2PO4 tamponu icin optimum pH c¢alismasi

Cizelge 4.8. 50 mM NaH2POs tampon ¢6zeltisi kullanilarak hALDH1A1 enziminin
optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite l¢lim sonuglari

pH Aktivite
(EU/mL)
5,0 0,040
55 0,040
6,0 0,054
6,5 0,067
7,0 0,086
7,5 0,107
8,0 0,142

4.14.1.b. Tris-HCI tamponu i¢in optimum pH ¢alismasi

Cizelge 4.9. 50 mM Tris-HCI tampon ¢o6zeltisi kullanilarak hALDH1AL enziminin
optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite dl¢lim sonuglari

pH Aktivite
(EU/mL)
7,5 0,121
8,0 0,161
8,5 0,135
9,0 0,142
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4.14.1.c. Glisin/NaOH tamponu i¢in optimum pH calismasi

Cizelge 4.10. 50 mM Glisin/NaOH tampon ¢ozeltisi kullanilarak hALDH1Al
enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH Aktivite
(EU/mL)
9,0 0,233
9,5 0,193
10,0 0,142
10,5 0,107
0,25
0,2
-
S
S 015 /\/‘
w
£ o1
h¥Z
<
0,05
0
5 6 7 8 9 10 11
pH
—8— Na2HPO4 —&A—Tris /HCl —#— Glisin / NaOH

Sekil 4.23. 50 mM NaH2POg, Tris-HCI ve Glisin/NaOH tampon ¢ozeltileri kullanilarak
hALDH1AL enzimi i¢in yapilan optimum pH-aktivite grafigi
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4.14.2. hALDH1AS3 enzimi icin Optimum pH Bulunmasina Yoénelik Sonuclar

4.14.2.a. NaH2PO4 tamponu icin optimum pH calismasi

Cizelge 4.11. 50 mM NaH2PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak hALDH1A3 enziminin
optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite l¢lim sonuglari

pH Aktivite
(EU/mL)
5,0 0,032
55 0,040
6,0 0,048
6,5 0,054
7,0 0,075
7,5 0,096
8,0 0,107

4.14.2.b. Tris-HCI tamponu i¢in optimum pH ¢alismasi

Cizelge 4.12. 50 mM Tris-HCI tampon ¢6zeltisi kullanilarak hALDH1A3 enziminin
optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite dl¢lim sonuglari

pH Aktivite
(EU/mL)
75 0,123
8,0 0,142
8,5 0,133
9,0 0,107

4.14.2.c. Glisin/NaOH tamponu i¢in optimum pH calismasi

Cizelge 4.13. 50 mM Glisin/NaOH tampon ¢ozeltisi kullanilarak hALDH1A3
enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH Aktivite
(EU/mL)
9,0 0,180
9,5 0,161
10,0 0,121
10,5 0,067
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Sekil 4.24. 50 mM NaH2POs, Tris-HCI ve Glisin/NaOH tampon ¢6zeltileri kullanilarak
hALDHI1A3 enzimi i¢in yapilan optimum pH-aktivite grafigi

4.14.3. hALDH2 enzimi i¢in optimum pH bulunmasina yonelik sonuclar

4.14.3.a.NaH2PO4 tamponu i¢in optimum pH calismasi

Cizelge 4.14. 50 mM NaH2POs tampon ¢ozeltisi kullanilarak hALDH2 enziminin
optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite dl¢lim sonuglari

pH Aktivite
(EU/mL)
5,0 0,031
55 0,034
6,0 0,041
6,5 0,045
7,0 0,054
75 0,066
8,0 0,073
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4.14.3.b. Tris-HCI tamponu i¢in optimum pH ¢alismasi

Cizelge 4.15. 50 mM Tris-HCI tampon ¢ozeltisi kullanilarak hALDH2 enziminin
optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH Aktivite
(EU/mL)

7,5 0,057

8,0 0,042

0,093
£ 0,063
)
w
3 \
=
< 0,033
<

0,003

5 6 7 8 9 10
pH
—@— Na2HPO4 —— Tris / HCI

Sekil 4.25. 50 mM NaH:PO4 ve Tris-HCI tampon ¢ozeltileri kullanilarak hALDH2
enzimi i¢in yapilan optimum pH-aktivite grafigi

4.15. Optimum Iyonik Siddetin Bulunmasina Yénelik Sonuglar

hALDH1A1 ve hALDH1A3 enzimlerinin optimum iyonik siddeti belirlemek amaciyla
maksimum aktivite gosterdigi Glisin/NaOH pH= 9,0 tamponunda; hALDH2 enzimi
icinse NaH2PO4 pH= 8,0 tamponunda 10,25,50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900 ve 1000 mM’lik tampon ¢ozeltiler hazirlandi. Enzimlerin aktivite 6l¢timleri farkli
konsantrasyonlardaki tamponlarda yapildi ve konsantrasyonuna (mM) karsi aktivite
degerlerinden (EU/mL) olusan grafik ¢izildi (Cizelge 4.16- 4.18, Sekil 4.26-4.28).

Yapilan calismalar sonucu hALDH1A1 enzimi i¢in en uygun optimum iyonik siddetin
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300 mM Glisin/NaOH, hALDHI1A3 enzimi i¢in en uygun optimum iyonik siddetin 200
mM Glisin/NaOH, hALDH?2 enzimi i¢inse en uygun optimum iyonik siddetin 600 mM
Na2HPO4, oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.16. hALDH1Al enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek i¢in
Glisin/NaOH tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

[Glisin/NaOH] (mM) | Aktivite (EU/mL)
10 0,142
25 0,193
50 0,233
100 0,268
200 0,322
300 0,362
400 0,335
500 0,295
600 0,241
700 0,201
800 0,193
900 0,161
1000 0,121
0,4 -
0,37 1
0,34
30,31 .
£ 0,28 -
o)
Y 0,25 |
% 0,22 -
£ 0,19 -
0,16 -
0,13 ~
0,1 T T T T T T T T T )
0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
iyonik Siddet (M)

Sekil 4.26. Degisik konsantrasyonlardaki Glisin/NaOH tampon ¢ozeltisi (pH=9,0) kullanilarak
hALDHI1A1 enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek igin ¢izilen iyonik siddet-aktivite
grafigi
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Cizelge 4.17. hALDH1A3 enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek igin
Glisin/NaOH tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢tim sonuglari

[Glisin/NaOH] (mM) | Aktivite (EU/mL)

10 0,107

25 0,142

50 0,180

100 0,233

200 0,292

300 0,268

400 0,254

500 0,233

600 0,193

700 0,180

800 0,107

900 0,092

1000 0,080
0,35
0,3
~025

E
@ 0,2
€015
g
< 01
0,05
0
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
Iyonik siddet (M)

Sekil 4.27. Degisik konsantrasyonlardaki Glisin/NaOH tampon ¢6zeltisi (pH=9,0) kullanilarak
hALDHI1A3 enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek i¢in ¢izilen iyonik siddet-aktivite
grafigi
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Cizelge 4.18. hAALDH2 enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek i¢in NaH2PO4
tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

[NaH2PO4] (mM) Aktivite (EU/mL)
10 0,035
25 0,052
50 0,073
100 0,104
200 0,125
300 0,146
400 0,167
500 0,188
600 0,198
700 0,167
800 0,153
900 0,125
1000 0,114
0,25
0,2
-
§ 0,15
)
s 0,1
g
<
0,05
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Iyonik siddet (M)

Sekil 4.28. Degisik konsantrasyonlardaki NaH>PO, tampon c¢ozeltisi (pH=S8,0) kullanilarak
hALDH2 enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek igin ¢izilen iyonik siddet-aktivite
grafigi
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4.16. Optimum Sicakhi@in Belirlenmesine Yonelik Sonuglar

hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin optimum sicakliklarimi belirlerken
optimum pH ve optimum iyonik siddete sahip tampon ¢6zelti kullanildi. 0°C-70°C
arasinda 10°C’lik sicaklik farki olusturarak aktivite dlgtimii yapildi (Cizelge 4.19- 4.21
ve Sekil 4.29- 4.31). Sonug olarak hALDH1A1 ve hALDH1AS3 enzimleri i¢in en uygun
optimum sicakligin 30°C hALDH2 enzimi i¢inse 40°C oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.19. hALDH1Al enziminin optimum sicakligin1 belirlemek igin yapilan
sicaklik-aktivite 6l¢tim sonuglari

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)

0 0,054

10 0,086

20 0,121

30 0,161

40 0,142

50 0,086

60 0,040

70 0,032
0,18
0,16
0,14
g 0,12
@ 0,1
£ 0,08

=
< 0,06
0,04
0,02
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 4.29. hALDH1Al enzimi igin optimum sicaklik degerinin belirlenmesi
caligmasinin sonucunda ¢izilen sicaklik-aktivite grafigi
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Cizelge 4.20. hALDH1A3 enziminin optimum sicakligimi belirlemek i¢in yapilan
sicaklik-aktivite Ol¢iim sonuglari

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 0,086
10 0,107
20 0,135
30 0,193
40 0,161
50 0,121
60 0,092
70 0,054
0,25
0,2
g
5 015
S
2 o
x
<
0,05
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 4.30. hALDH1A3 enzimi igin optimum sicaklik degerinin belirlenmesi
caligmasinin sonucunda ¢izilen sicaklik-aktivite grafigi
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Cizelge 4.21. hALDH2 enziminin optimum sicakligini belirlemek i¢in yapilan sicaklik-
aktivite 6l¢liim sonuglari

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 0,052
10 0,073
20 0,125
30 0,167
40 0,198
50 0,153
60 0,116
70 0,104
0,25
0,2
g
5 015
S
2 o
x
<
0,05
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 4.31. hALDH2 enzimi i¢in optimum sicaklik degerinin belirlenmesi ¢aligmasinin
sonucunda gizilen sicaklik-aktivite grafigi

4.17. hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 Enzimleri Uzerine Bazi Ilaclarin

Etkilerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonuglari

hALDH1Al, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin  aktivitesi iizerine bazi
antibiyotiklerin etkilerini belirlemek amaciyla bu bilesiklerin stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Bu ¢ozeltilerden degisik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanarak bahsedilen
enzimlerin aktiviteleri iizerine etkileri arastirildi. Calismalar sonucu elde edilen

inhibisyon etkileri Cizelge 4.22-4.63’de verildi. Ayrica konsantrasyona kars1 % aktivite
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olarak olusturulan grafikler Sekil 4.32- 4.73’da ve bu grafiklerden elde edilen 1Cso
degerleri Cizelge 4.64-4.66°da verildi.

4.17.1. hALDH1AL1, enzimi iizerine bazi antibiyotiklerin etkilerinin belirlenmesine

ait calisma sonuclari

Cizelge 4.22. hAALDH1A1 enzim aktivitesi iizerine siprofloksasin’in etkisi

%AKktivite [Siprofloksasin] mM
100 0
81,23 0,12
69,12 0,24
53,30 0,39
42,23 0,72
31,35 0,97

120

y = 100e"1.251x
R2=0,9662

100

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
[Siprofloksasin] (mM)

Sekil 4.32. Siprofloksasin’in hALDH1AL enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.23. hALDH1AL enzim aktivitesi lizerine levofloksasin’in etkisi

%AKktivite [Levofloksasin] mM
100 0
79,25 0,028
64,12 0,055
51,13 0,083
43,23 0,104
33,45 0,125
120 y = 100e-8367
R?=0,9948
100
80
s
2 60
g
X
40
20
0
0 002 004 006 008 0,1 012 014
[Levofloksasin] (mM)

Sekil 4.33. Levofloksasin’in hALDH1A1 enzim aktivitesi {izerine etkisi



113

Cizelge 4.24. hALDH1AL enzim aktivitesi lizerine moksifloksasin HCI’in etkisi

%AKktivite [Moksifloksasin HCI] mM
100 0
85,24 0,037
74,13 0,073
52,25 0,128
45,26 0,147
37,12 0,183
120
y = 100e-5:23¢
R?=0,9868
100
80
) [ J
=
£ 60
3
X
40
20
0
0 0,05 01 0,15 0.2
[Moksifloksasin HCI] (mM)

Sekil 4.34. Moksifloksasin HCI’in hALDH1A1 enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Cizelge 4.25. hALDH1AL enzim aktivitesi lizerine moksifloksasin HCI’in etkisi

%AKktivite [Piperasilin sodyum] mM
100 0
83,64 0,386
63,64 0,578
49,09 0,77
35,14 1,156
27,27 1,544

120

y = 100g-0.853
100 R2=0,97517

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,5 1 15 2
[Piperasilin sodyum] (mM)

Sekil 4.35. Piperasilin sodyum’un hALDH1A1 enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.26. hALDH1AL enzim aktivitesi lizerine amoksisilin’in etkisi

%AKktivite [Amoksisilin] mM
100 0
86,15 0,027
61,54 0,081
49,23 0,135
38,46 0,189
27,69 0,27
120
100 y = 100e-4968x
R2?=0,98975
80
s
£ 60
S
X
40
20
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
[Amoksisilin] (mM)

Sekil 4.36. Amoksisilin’in hALDH1A1 enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.27. hALDH1AL1 enzim aktivitesi iizerine sefazolin sodyum’un etkisi

%AKktivite [Sefazolin sodyum] mM
100 0
84,34 2,62
67,23 6,56
49,23 15,74
37,23 18,32
29,12 26,20
120 y = 100g-004%
R2 =0,9808

100

80

60

%Aktivite

40

20

0 5 10 15 20 25 30
[Sefazolin sodyum] (mM)

Sekil 4.37. Sefazolin sodyum’un hALDH1A1 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.28. hALDH1AL enzim aktivitesi lizerine seftriakson sodyum’un etkisi

%Aktivite [Seftriakson sodyum] mM
100 0
83,7 0,0018
72,83 0,009
50,00 0,018
43,67 0,027
31,52 0,036

120

y = 100e-32.71x
100 R?=10,96956

80

60

%Aktivite

40

20

0
0 0,005 001 0015 002 0025 003 003 0,04

[Seftriakson sodyum] (mM)

Sekil 4.38. Seftriakson sodyum’un hALDH1A1 enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.29. hALDH1AL1 enzim aktivitesi iizerine sefaperazon sodyum’un etkisi

%Aktivite [Sefaperazon sodyum] mM
100 0
79,13 1,93
65,24 2,90
50,34 5,80
42,56 7,73
33,24 9,67

120
y = 100g-0.115x
100 R2=0,9873
80

%Aktivite
D
o

40

20

0 2 4 6 8 10 12
[Sefaperazon sodyum] (mM)

Sekil 4.39. Sefaperazon sodyum’un hALDH1A1 enzim aktivitesi {izerine etkisi
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Cizelge 4.30. hALDH1AL1 enzim aktivitesi iizerine sefuroksim sodyum’un etkisi

%AKktivite [Sefuroksim sodyum] mM
100 0
76,19 1,48
65,71 2,96
50,48 5,92
42,86 7,40
28,57 8,88

120

y = 100g-0.12%
100 R? = 0,96226

80

60

%Aktivite

40

20

0 2 4 6 8 10
[Sefuroksim sodyum] (mM)

Sekil 4.40. Sefuroksim sodyum’un hALDHI1A1 enzim aktivitesi iizerine etkisi



120

Cizelge 4.31. hALDH1AL enzim aktivitesi lizerine gentamisin siilfat’in etkisi

%AKktivite [Gentamisin siilfat] mM
100 0
81,55 0,070
69,79 0,110
52,4 0,155
36,89 0,209
29,12 0,244

120

y = 100e-4601x
100 R2=10,95323

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
[Gentamisin siilfat] (mM)

Sekil 4.41. Gentamisin siilfat’in hALDH1A1 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.32. hALDH1AL enzim aktivitesi lizerine amikasin siilfat’in etkisi

%Aktivite [Amikasin Siilfat] mM
100 0
85 0,31
68,75 0,73
52,5 1,46
42,5 2,19
32,5 2,92

120
y = 100e-0.399

R?=0,984
100 :

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3.5
[Amikasin siilfat] (mM)

Sekil 4.42. Amikasin siilfat’in hRALDH1A1 enzim aktivitesi {izerine etkisi
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Cizelge 4.33. hALDH1AL enzim aktivitesi lizerine klindamisin fosfat’in etkisi

%AKktivite [Klindamisin fosfat] mM
100 0
77,61 0,35
59,72 1,77
48,61 3,53
34,72 53
25 7,06

120

y= 100e-O‘ZOZx
100 Rz=0,95411

80

60

%Aktivite

40

20

[Klindamisin fosfat] (mM)

Sekil 4.43. Klindamisin fosfat’in hALDH1A1 enzim aktivitesi {izerine etkisi
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Cizelge 4.34. hALDH1AL enzim aktivitesi lizerine linkomisin HCI’in etkisi

%AKktivite [Linkomisin HCI] mM
100 0
73,68 3,67
61,40 7,34
50,88 11,01
35,09 14,68
24,56 18,35
120
y= 100e-0.072x
100 R2 =0,98146
80
s
£ 60
3
X
40
20
0
0 5 10 15 20
[Linkomisin HCI] (mM)

Sekil 4.44. Linkomisin HCI’in hALDH1A1 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.35. hALDH1AL1 enzim aktivitesi lizerine rifamisin sodyum’un etkisi

%AKktivite [Klindamisin fosfat] mM
100 0
83,33 0,011
66,67 0,022
51,19 0,033
40,48 0,044
30,95 0,055

120
y= 1006-21.69x

100 R2=0,9958

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
[Rifamisin sodyum] (mM)

Sekil 4.45. Rifamisin sodyum’un hALDH1A1 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.36. hALDH1AL enzim aktivitesi tizerine vankomisin HCI’in etkisi

%AKktivite [Vankomisin HCI] mM
100 0
85,12 0,034
74,32 0,051
51,12 0,068
43,45 0,102
36,27 0,136

120

y = 100e-7.757x
100 R2=0,94531

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,02 004 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
[Vankomisin HCI] (mM)

Sekil 4.46. Vankomisin HCI’in hALDH1A 1 enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.37. hALDH1AL enzim aktivitesi lizerine teikoplanin’in etkisi

%AKktivite [Teikoplanin] mM
100 0
76,75 0,357
61,00 1,071
48,75 1,430
35 1,783
25 2,139
120
100 y= 100e-0:586x
R>=0,9596
80
s
£ 60
3
X
40
20
0
0 05 1 15 2 25
[Teikoplanin] (mM)

Sekil 4.47. Teikoplanin’in hALDH1A1 enzim aktivitesi lizerine etkisi
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4.17.2. hALDHI1Al, Enzimi Uzerine Baz antibiyotiklerin Etkilerinin

Belirlenmesine Ait Calisma Sonuclar

Cizelge 4.38. hALDH1A3 enzim aktivitesi tizerine siprofloksasin’in etkisi

%Aktivite [Siprofloksasin] mM
100 0
87,2 0,003
70,4 0,006
50,4 0,012
44 0,015
38,16 0,018

120

y = 100e-5474x

100 R2=0,9966
80

60

%aktivite

40

20

0 0,005 0,01 0,015 0,02
[Siprofloksasin] (mM)

Sekil 4.48. Siprofloksasin’in hALDH1A3 enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Cizelge 4.39. hALDH1AS3 enzim aktivitesi lizerine levofloksasin’in etkisi

%AKktivite [Levofloksasin] mM
100 0
87,2 0,003
70,4 0,006
50,4 0,012
44 0,015
38,16 0,018

120

100

80

60

%Aktivite

40

20

y = 100e-8:42
R2=0,9511

0 0,03

0,09

[Levofloksasin] (mM)

0,12

Sekil 4.49. Levofloksasin’in hALDH1A3 enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Cizelge 4.40. hALDH1AS3 enzim aktivitesi lizerine moksifloksasin HCI’in etkisi

%AKktivite [Moksifloksasin HCI] mM
100 0
77,57 0,06
65,13 0,08
52,16 01
44,29 0,12
37 0,14
120 y - looe-G,SIX
R2 = (,94824
100
80 °
= °
£ 60
<
S
40 ®
20
0
0 0,02 004 006 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
[Moksifloksasin HCI] (mM)

Sekil 4.50. Moksifloksasin HCI’in hAALDH1AS3 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.41. hALDH1A3 enzim aktivitesi lizerine piperasilin sodyum’un etkisi

%AKktivite [Piperasilin sodyum] mM
100 0
77,00 0,193
58,00 0,386
48,00 0,578
36,00 0,770
22,00 1,155

120
y = 100e1.322x

R*=10,9966
100

80

60

%AKktivite

40

20

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[Piperasilin sodyum] (mM)

Sekil 4.51. Piperasilin sodyum’un hALDH1A3 enzim aktivitesi {izerine etkisi
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Cizelge 4.42. hALDH1AS3 enzim aktivitesi lizerine sefazolin sodyum’un etkisi

%AKktivite [Sefazolin sodyum] mM
100 0
82,35 5,5
62,35 8,25
52,94 11,00
41,18 13,75
32,94 19,25

120

y = 100g-0.058
100 R2=0,97296

80

60

%Aktivite

40

20

0 5 10 15 20
[Sefazolin sodyum] (mM)

Sekil 4.52. Sefazolin sodyum’un hALDH1AS3 enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.43. hALDH1AS3 enzim aktivitesi iizerine seftriakson sodyum’un etkisi

%AKktivite [Seftriakson sodyum] mM
100 0
79,25 0,023
70,12 0,032
50,21 0,045
45,36 0,054
33,13 0,068

120
y= 100e-14.89x
R?=10,95642
100
80 ®
2 °
=
£ 60
g
X
40
[ ]
20
0
0 001 002 003 004 005 006 007 008
[Seftriakson sodyum] (mM)

Sekil 4.53. Seftriakson sodyum’un hALDH1A3 enzim aktivitesi {izerine etkisi
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Cizelge 4.44. hALDH1AS3 enzim aktivitesi iizerine sefaperazon sodyum’un etkisi

%AKktivite [Sefaperazon sodyum] mM
100 0
85,17 1,936
77,13 2,904
52,34 3,872
46,34 5,808
35,15 7,744

120
y = 100e-0.133
100 R?=0,94685

80

60

%Aktivite

40

20

0 2 4 6 8 10
[Sefaperazon sodyum] (mM)

Sekil 4.54. Sefaperazon sodyum’un hALDH1A3 enzim aktivitesi {izerine etkisi
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Cizelge 4.45. hALDH1A3 enzim aktivitesi lizerine sefuroksim sodyum’un etkisi

%AKktivite [Sefuroksim sodyum] mM
100 0
79,12 0,041
66,28 0,102
51,79 0,164
42,27 0,308
30,14 0,410
120
100 y = 100e-3035x
R2=0,94192
80
=
£ 60
<
S
40
20
0
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5
[Sefuroksim sodyum] (mM)

Sekil 4.55. Sefuroksim sodyum’un hALDH1AS3 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.46. hALDH1AS3 enzim aktivitesi lizerine gentamisin stilfat’in etkisi

%AKktivite [Gentamisin siilfat] mM
100 0
78,23 0,84
63,76 1,68
51,77 2,52
41,13 4,20
28,12 5,88

120

y = 100670222
100 R2=10,9784

80

60

%Aktivite

40

20

0 1 2 3 4 5 6 7
[Gentamisin siilfat] (mM)

Sekil 4.56. Gentamisin siilfat’in hALDH1AS3 enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.47. hALDH1A3 enzim aktivitesi lizerine amikasin siilfat’in etkisi

%Aktivite [Amikasin Siilfat] mM
100 0
84 0,366
66 1,098
48 1,830
36 2,562
24 3,660

120 y = 100g-0.3%4x

R*>=0,9988
100

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,5 1 15 2 2,5 3 35 4
[Amikasin siilfat] (mM)

Sekil 4.57. Amikasin siilfat’in hALDH1AS3 enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.48. hALDH1A3 enzim aktivitesi lizerine klindamisin fosfat’in etkisi

%AKktivite [Klindamisin fosfat] mM
100 0
85 3,53
73,33 7,06
46,66 10,59
40,15 14,12
34,35 17,65

120

y = 100e-0.062x
R2=0,9658

100

80

60

%Aktivite

40

20

0 5 10 15 20
[Klindamisin fosfat] (mM)

Sekil 4.58. Klindamisin fosfat’ i hALDH1A3 enzim aktivitesi {izerine etkisi
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Cizelge 4.49. hALDH1A3 enzim aktivitesi tizerine linkomisin HCI’in etkisi

%AKktivite [Linkomisin HCI] mM
100 0
76,43 1,29
62,15 2,58
53,98 3,10
42,13 3,69
36,25 4,79
120 y = 100e-0.212x
R =0,9809
100
80
§ 60 e
<
S
40 L
20
0
0 1 2 3 4 5 6
[Linkomisin HCI] (mM)

Sekil 4.59. Linkomisin HCI’in hALDH1AS3 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.50. hALDH1A3 enzim aktivitesi lizerine rifamisin sodyum’un etkisi

%AKktivite [Rifamisin sodyum] mM
100 0
75,95 0,038
62,12 0,076
47,62 0,101
40,95 0,127
32,38 0,152

120

y = 100e7:173x
100 R2=0,9921

80

60

%Aktivite

40

20

0 002 004 006 0,08 0,1 012 014 0,16
[Rifamisin sodyum] (mM)

Sekil 4.60. Rifamisin sodyum’un hALDH1A3 enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.51. hALDH1A3 enzim aktivitesi tizerine vankomisin HCI’in etkisi

%AKktivite [Vankomisin HCI] mM
100 0
73,25 0,673
60,26 0,841
49,13 1,01
41,27 1,178
35,74 1,346

120

y = 10060703
R2=0,94012

100

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,3 0,6 0,9 1,2 15
[Vankomisin HCI] (mM)

Sekil 4.61. Vankomisin HCI’in hAALDH1A3 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.52. hALDH1A3 enzim aktivitesi lizerine teikoplanin’in etkisi

%AKktivite [Teikoplanin] mM
100 0
80,16 0,713
70,24 1,070
52,14 1,430
46,57 1,569
40,76 1,783

120
y = 100e-0457x

R*>=0,93569
100

80 (]

60

%Aktivite

40 L

20

0 0,5 1 15
[Teikoplanin] (mM)

Sekil 4.62. Teikoplanin’in hALDH1AS3 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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4.17.3. hALDH2, enzimi iizerine baz1 antibiyotiklerin etkilerinin belirlenmesine ait

calisma sonuclari

Cizelge 4.53. hALDH2 enzim aktivitesi tizerine siprofloksasin’in etkisi

%Aktivite [Siprofloksasin] mM
100 0
82,15 0,302
63,25 0,603
48,22 0,905
40,13 1,206
32,17 1,508
120 y= 100e70,761x
R?=0,9969
100
80
s
£ 60
g
X
40
20
0
0 02 04 06 08 1 12 14 16
[Siprofloksasin] (mM)

Sekil 4.63. Siprofloksasin’in hALDH2 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.54. hALDH2 enzim aktivitesi lizerine levofloksasin’in etkisi

%AKktivite [Levofloksasin] mM
100 0
81,23 0,069
63,13 0,104
52,34 0,138
42,21 0,173
34,78 0,208

120

y = 100e-4808x

100 R2=10,9743
80

60

%Aktivite

40

20

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
[Levofloksasin] (mM)

Sekil 4.64. Levofloksasin’in hALDH2 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.55. hALDH2 enzim aktivitesi tizerine moksifloksasin HCI’in etkisi

%AKktivite [Moksifloksasin HCI] mM
100 0
83,25 0,037
67,12 0,055
51,13 0,073
45,21 0,091
38,97 0,110

120

y = 100e-8.442
100 R2=0,965

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[Moksifloksasin HCI] (mM)

Sekil 4.65. Moksifloksasin HCI’in hALDH2 enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Cizelge 4.56. hALDH2 enzim aktivitesi lizerine piperasilin sodyum’un etkisi

%AKktivite [Piperasilin sodyum] mM
100 0
76,13 0,077
65,14 0,155
50,38 0,309
43,13 0,424
34,25 0,539
120
y = 100e207
R>=0,9611
100
80 A
= °
£ 60
3
X
40
20
0
0 0.1 02 03 04 05 06
[Piperasilin sodyum] (mM)

Sekil 4.66. Piperasilin sodyum’in hALDH2 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.57. hALDH2 enzim aktivitesi tizerine sefazolin sodyum’un etkisi

%AKktivite [Sefazolin sodyum] mM
100 0
82,21 6,56
64,13 13,12
49,98 19,68
40,12 26,24
34,60 32,80
120 y = 100e-0.034
R? = 0,9949
100
80
3
£ 60
s
X
40
20
0
0 5 10 15 20 25 30 35
[Sefazolin sodyum] (mM)

Sekil 4.67. Sefazolin sodyum’un hALDH2 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.58. hALDH2 enzim aktivitesi lizerine seftriakson sodyum’un etkisi

%AKktivite [Seftriakson sodyum] mM
100 0
80,15 0,004
65,23 0,013
50,32 0,021
43,22 0,025
36,25 0,029

120

y = 100g-3406x
100 R2=10,99

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
[Seftriakson sodtum] (mM)

Sekil 4.68. Seftriakson sodyum’un hALDH2 enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Cizelge 4.59. hALDH2 enzim aktivitesi iizerine sefaperazon sodyum’un etkisi

%AKktivite [Sefaperazon sodyum] mM
100 0
79,12 0,045
63,15 0,089
49,54 0,135
41,23 0,180
35,26 0,225

120 y = 100859

R2=0,9926
100

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
[Sefaperazon sodyum] (mM)

Sekil 4.69. Sefaperazon sodyum’un hALDH2 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.60. hALDH2 enzim aktivitesi lizerine sefuroksim sodyum’un etkisi

%AKktivite [Sefuroksim sodyum] mM
100 0
82,25 0,010
68,44 0,020
51,13 0,030
45,32 0,040
39,26 0,050

120
y= 100e-19.65x
100 R?=0,9862
80
3
=
£ 60
3
>
40
20
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
[Sefuroksim sodyum] (mM)

Sekil 4.70. Sefuroksim sodyum’un hALDH2 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.61. hALDH2 enzim aktivitesi lizerine gentamisin siilfat’in etkisi

%AKktivite [Gentamisin siilfat] mM
100 0
81,45 0,069
62,13 0,104
49,21 0,139
39,10 0,208
29,34 0,278

120

100

80

60

%Aktivite

40

20

y = 100e-4492x
R2=0,9817

0,05

0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
|Gentamisin siilfat] (mM)

Sekil 4.71. Gentamisin siilfat’in hAALDH2 enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.62. hALDH2 enzim aktivitesi lizerine amikasin siilfat’in etkisi

%AKktivite [Amikasin siilfat] mM
100 0
79,13 0,016
61,34 0,048
49,13 0,064
41,34 0,086
32,15 0,110

120
y = 100g-10:46x

2 —
100 R =0,9922

80 ®

60

%Aktivite

40

20

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[Amikasin siilfat] (mM)

Sekil 4.72. Amikasin siilfat’in hALDH2 enzim aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.63. hALDH2 enzim aktivitesi lizerine klindamisin fosfat’in etkisi

%AKktivite [Klindamisin fosfat] mM
100 0
81,54 0,297
65,15 0,445
48,14 0,594
42,23 0,743
37,87 0,891

120

y = 100e-1.104
R2=10,9637

100

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[Klindamisin fosfat] (mM)

Sekil 4.73. Klindamisin fosfat’in hALDH2 enzim aktivitesi iizerine etkisi



153

Cizelge 4.64. hALDH2 enzim aktivitesi tizerine linkomisin HCI’in etkisi

%AKktivite [Linkomisin HCI] mM
100 0
78,43 0,001
64,16 0,002
50,34 0,0035
43,14 0,005
33,46 0,006

120

y = 100e-182:8

100 R?=0,9786

80

60

%Aktivite

40

20

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,006 0,006 0,007
[Linkomisin HCI] (mM)

Sekil 4.74. Linkomisin HCI’in hALDH2 enzim aktivitesi tizerine etkisi
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4.18. hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 Enzimleri Uzerine Inhibitor Etkisi
Gosteren Bazi antibiyotikler icin Ki Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calismalarin

Sonuclari

hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin aktivitesi tizerine inhibisyon etkisi
gosteren antibiyotikler i¢in Ki degerlerini belirlemek amaciyla sabit 3 uygun ilag
konsantrasyonu ve 5 substrat konsantrasyonu belirlenerek aktivite degerleri 6l¢iildii. Bu
degerlerden Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi, y ekseni iizerinde kesisen dogrularin
olusturdugu grafigi veren inhibitér yarigmali, x ekseni lizerinde kesisen dogrularin
olusturdugu grafigi veren inhibitor ise yarismasiz oldugu i¢in, elde edilen grafiklerdeki
her bir dogrunun denkleminden Ki degerleri hesaplandi. Sonuglar Sekil 4.20 -4.23 ile
Cizelge 4.17°de verildi.

4.18.1. hALDH1A1, Enzimi Uzerine Inhibitér Etkisi Gosteren Baz1 antibiyotikler

icin Ki Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calismalarin Sonuclari

18
16 @ Kontrol
14 A[1]1=0,241 mM
5 12 | [2=0392mMm
S
E 10 m[1]3=0965mM ®
> 8
6
4
7
S
-20 0 20 40 60
1/[All trans retinal]

Sekil 4.75. hALDH1Al enzimi aktivitesi {izerine siprofloksasin’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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@ Kontrol
14
) 12 A[1]1=0,028 mM
g 10 #[112=0,083 mM
o g m[3=0,125mM g
>
< 6
4
2
a)
-10 0 10 20 30 40 50 60
1/TAIl trans retinal]

Sekil 4.76. hALDH1A1 enzimi aktivitesi tizerine levofloksasin’in etkisinin Lineweaver-
Burk grafigi

16 @ Kontrol
14 A[1]1=0,037 mM
12 4[1]12=0,128 mM
- m[13]=0,183 mM
E| 10 [13] m
)
wu 8
3 6
4
7
0
-20 0 20 40 60

1/TAIl trans retinal]

Sekil 4.77. hALDHI1A1 enzimi aktivitesi tlizerine moksifloksasin HCI’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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@ Kontrol
A[1]1=0,386 mM
20 #[1]12=0,77 mM
W [1]3=1,544 mM

25

15

10

1/V (EU/mL)?

‘N‘“

10 20 30 40 50 60
1/[AIl trans retinal]

-20

=
o
o

Sekil 4.78. hALDH1ALl enzimi aktivitesi iizerine piperasilin sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

@ Kontrol
35 | A[]1=0,027 mM
#[112=0,135 mM

30
j_'T W[1]3=0,189 mM
25
E u
2 20
g
> 15
=
10

i\

A
<)
)
N
o
q

5 20 40 60

0
1/[AIl trans retinal]

Sekil 4.79. hALDH1A1 enzimi aktivitesi tizerine amoksisilin’in etkisinin Lineweaver-
Burk grafigi
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14 ® Kontrol
A[1]1=6,56 mM
. 12 #[1]2=15,74 mM
g 10 | m[3=26,2mM
a 8
2 6
4
%
-20 0 20 40 60
1/[All trans retinal]

Sekil 4.80. hALDHI1A1 enzimi aktivitesi tizerine sefazolin sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

10 ® Kontrol
A0,0018 mM
40,018 mM
0,036 MM

1/V (EU/mL)?
w M 01 O N O ©

[en} I—‘%
o

10 20 30 40 50 60
1/[All trans retinal]

-10

Sekil 4.81. hALDHI1A1 enzimi aktivitesi lizerine seftriakson sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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14 @ Kontrol

12 A2,90 mM
45,80 mM

10 m7,73mM

1/V (EU/mL)?

8

6

4
z
-20 ) 0 20 40 60
1/[All trans retinal]

Sekil 4.82. hALDHI1A1 enzimi aktivitesi lizerine sefaperazon sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

25 @ Kontrol
A 148 mM
20 €592 mM
. W7,40 mM
=0
E 15
)
=
> 10
—
5
S
-10 0 10 20 30 40 50 60
1/TAIl trans retinal]

Sekil 4.83. hALDH1A1 enzimi aktivitesi lizerine sefuroksim sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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® kontrol
30
A[1]1=0,069 mM
25 | &[1]2=0,155 mM
S 20 | m[1]3=0,209 mM
E
o 15
2
- 10
%5
5
-15 -5 5 15 25 35 45 55

1/[All trans retinal]

Sekil 4.84. hALDHI1A1 enzimi aktivitesi {izerine gentamisin siilfat’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

@ Kontrol
45
40
35
30 | m[1]3=2,19 mM
25
20
15
10

5
50
-5

A[1]1=0,3 mM

& [1]2=1,46 mM

1V (EU/mL)?

10 20 30 40 50 60
1/[All trans retinal]

-10

Sekil 4.85. hALDHIA1l enzimi aktivitesi {iizerine amikasin siilfat’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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@ Kontrol
90
. g0 | ANL=L77 mM
= 70 | &[1]2=3,53mM
2 60
i) m[13]=7,06mM g
> 50
—
40
30
20
10
20 -10 0 10 20 30 40 50 60

1/[All trans retinal]

Sekil 4.86. hALDHIA1 enzimi aktivitesi tizerine klindamisin fosfat’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

180 @ Kontrol
160 | A[1=3,67mM
#[112=11,01 mM
140
E_T m[1]3=18,35 mM
E 120
@ 100
> 80
—
60
40
-20 -10 20 10 20 30 40 50 60
1/[All trans retinal]

Sekil 4.87. hALDHIA1 enzimi aktivitesi lizerine linkomisin HCI’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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@ Kontrol
20
A[1]1=0,01 mM
#[1]12=0,03 mM
15
< W [1]3=0,04 mM
-
£
) 10
w
2
- 5
%
-20 -10 10 20 30 40 50 60
-5

1/TAIl trans retinal]

Sekil 4.88. hALDH1Al enzimi aktivitesi tizerine rifamisin sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

35 ® Kontrol

30 A[1]1=0,051 mM
s 25 #[1]2=0,068 mM
4 MW [1]3=0,136 mM
E 20
-)
W
> 15
—

10

: 5

5
-10 0 10 20 30 40 50 60

1/[All trans retinal]

Sekil 4.89. hALDHIA1 enzimi aktivitesi iizerine vankomisin HCI’in etKisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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20 @ Kontrol
A[1]1=0,357 mM

15 *[112=1,431 mM

- |

';C_,\ m[1]3=1,783 mM

5 10

=

2

- 5

%o
-15 -5 5 15 25 35 45 55
-5 )
1/[AIl trans retinal]

Sekil 4.90. hALDHI1A1 enzimi aktivitesi tizerine teikoplanin’in etkisinin Lineweaver-

Burk grafigi

4.18.2. hALDH1A3, Enzimi Uzerine Inhibitér Etkisi Gosteren Baz1 antibiyotikler

icin Ki Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calismalarin Sonuclari

25 @ Kontrol
A[1]1= 0,003 mM
2 2| eme=o02mm
> =
o 15 Mm[1]3=0,018 mM
2
—
10
5
-10 0 10 20 30 40 50 60
1/[All trans retinal]
Sekil 4.91. hALDHI1A3 enzimi aktivitesi {izerine siprofloksasin’in

Lineweaver-Burk grafigi

etkisinin
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16 ® Kontrol
141 a[1=0,035 mM
12 | &[112=0,09 mM
4 10 | m[13=0,110
£
5 8
w
> 6
—
4
2
?O
-10 , 10 20 30 40 50 60

1/TAll trans retinal]

Sekil 4.92. hALDH1A3 enzimi aktivitesi tizerine levofloksasin’in etkisinin Lineweaver-
Burk grafigi

18 @ Kontrol
16 | A[1=0,06 mM
14
*[1]2=0,1mM
12
m[1]3=0,14 mM ]

1V (EUImL)?
o

N - o o
o

10 20 30 40 50 60
1/[AIll trans retinal]

—
o

Sekil 4.93. hALDH1A3 enzimi aktivitesi tlizerine moksifloksasin HCI’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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30 @ Kontrol

25 A[1]11=0,193 mM
- *[1]2= 0,578 mM
520
= m[1]3=1,155 mM
@ 15
>
P 10

5
-20 -10 10 20 30 40 50 60
-5

1/[All trans retinal]

Sekil 4.94. hALDH1A3 enzimi aktivitesi lizerine piperasilin sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

® Kontrol
14

A[l]1=55mM
12

¢[112=11,0mM
10

W[(]3=19,25 mM

1/V (EU/mL)?

cNN A o @
o

10 20 30 40 50 60
1/[All trans retinal]

-10

Sekil 4.95. hALDHI1A3 enzimi aktivitesi lizerine sefazolin sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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18 ® Kontrol
1
6 A[1]1= 0,023 mM
14
X 12 #[1]2= 0,045 mM
% 10 m[I]3= 0,068 mM
= 8
2 6
4
2
: C)
-10 0 10 20 30 40 50 60
1/[All trans retinal]

Sekil 4.96. hALDH1A3 enzimi aktivitesi lizerine seftriakson sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

@ Kontrol
12

A[1]1= 1,936 mM

10
®[1]2=3,872mM

m[3=7744mm B

1/V (EU/mL)?

C)&N B (2} ©

10 20 30 40 50 60
1/[All trans retinal]

)
=)
'
AN
)
o

Sekil 4.97. hALDH1A3 enzimi aktivitesi lizerine sefaperazon sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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18 | eKontrol

A[1]1= 0,041 mM

14
. *[1]2= 0,164 mM
o1

= W[1]3= 0,410 MM
E 1

>}

A

>

S 6

10 20 30 40 50 60
1/[All trans retinal]

-20 -10

Sekil 4.98. hALDH1A3 enzimi aktivitesi tizerine sefuroksim sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

14 @ Kontrol

12 A[1]1=0,84 mM
) 10 | *M2=252mMm
5 W [1]3= 5,88 mM
E 8
)
s 6
2
- 4
E 2
-10 0 10 20 30 40 50 60

1/[All trans retinal]

Sekil 4.99. hALDH1A3 enzimi aktivitesi tlizerine gentamisin siilfat’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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12 @ Kontrol
10 | A[1]1= 0,366 mM
7 g | ®[1]2=1,83mM
2 [
5 ¢ | M[3=3,66mM
S
3 4
2
8
-10 0 10 20 30 40 50 60

1/[All trans retinal]

Sekil 4.100. hALDHI1A3 enzimi aktivitesi {izerine amikasin stlfat’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

60 @ Kontrol

50 | A[l]1=353mM
40 4[1]2= 10,59 mM
J 50 | WI3=17,65mM
z
NG 20
2
—
10
\%J
-10 10 20 30 40 50 60
-10

1/[All trans retinal]

Sekil 4.101. hALDHI1A3 enzimi aktivitesi lizerine klindamisin fosfat’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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18 @ Kontrol
16 A[l]1=1,29 mM
- 14 [l]2=31mM
'_ET 12
£ m[l]3= 3,69 mM
w
> 0 »
- 6
4
2
{
-10 0 10 20 30 40 50 60
1/[All trans retinal]

Sekil 4.102. hALDHIA3 enzimi aktivitesi tlzerine linkomisin HCI’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

12 , ®@Kontrol
10 A[1]1=0,038 mM
4[1]2= 0,101 mM
= 8
= W[1]3= 0,152 mM
= 6
S
3 4
2
-10 0 10 20 30 40 50 60
1/[All trans retinal]

Sekil 4.103. hALDH1A3 enzimi aktivitesi iizerine rifamisin sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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10
@ Kontrol
9
g | A[1]1=0,673mM
o 7 | &[112=1,010 mM
- 6 |
£ m[1]3= 1,346 mM
- 5
w
> 4
= 3
2
8
-10 0 10 20 30 40 50 60
1/[All trans retinal]

Sekil 4.104. hALDH1A3 enzimi aktivitesi tizerine vankomisin HCI’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

90 @ Kontrol
80 A[1]1=0,713 mM
70
HI:T 60 &[1]2=1,430 mM
£ 50 m[(]3= 1,783 mM
@/ 40
é 30
20
E; A
-10 ; 0 10 20 30 40 50 60
1/[All trans retinal]

Sekil 4.105. hALDH1A3 enzimi aktivitesi {izerine teikoplanin’in etkisinin Lineweaver-
Burk grafigi
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4.18.3. hALDH2, enzimi iizerine inhibitor etkisi gosteren bazi antibiyotikler i¢in Ki

degerlerinin belirlenmesine ait calismalarin sonuclari

@ Kontrol
#[1]1= 0,302 mM

35 #[112=0,905 mM
m[1]3= 1,508 mM

1/V (EU/mL)?
R

2 4 6 8 10 12 14
1/[p-NPA]

Sekil 4.106. hALDH2 enzimi aktivitesi lizerine siprofloksasin’in etkisinin Lineweaver-
Burk grafigi

70 | eKontrol

60 | A[1]1=0,069 mM
50 | e[I1]2=0,138 mM

40 | m[113=0,208 MM

1V (EU/mL)?

-5 0 5 10 15
10
1/[p-NPA]

Sekil 4.107. hALDH2 enzimi aktivitesi {izerine levofloksasin’in etkisinin Lineweaver-
Burk grafigi
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60
@ Kontrol

50 | A[1]1=0,037 mM
. 40 ¢[1]=0,073 mM
-
£ m[1]3=0,110 mM
5 30
w
2 20

10

—=
6
-4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14
1/[p-NPA]

Sekil 4.108. hALDH2 enzimi aktivitesi tizerine moksifloksasin HCI’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

80 ® Kontrol

0 apji=0,077 mMm
60
- #[1]2=0,309 mM
3 50
E m[1]3=0,539
) 40
w
> 30
—
20
10
-2 0 2 4 6 8 10 12 14
1/[p-NPA]

Sekil 4.109. hALDH2 enzimi aktivitesi lizerine piperasilin sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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50 | @ Kontrol
A[l]1= 6,56 mM
= 40 | o[1]2= 19,68 mM
E W [1]3= 26,24 mM
> 30
>
= 20
10
= |
-5 5 10 15
-10

1/[p-NPA]

Sekil 4.110. hALDH2 enzimi aktivitesi iizerine sefazolin sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

45 @ Kontrol
40
25 | ALN1=0,0042 mM
30 | #[1]2=0,0209 mM

z 25 | m[i]3=0,0292 mM

) 20

W

> 15

=
10

=
4 2 0 2 4 6 8 10 12 14
1/[p-NPA]

Sekil 4.111. hALDH2 enzimi aktivitesi iizerine seftriakson sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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80 ® Kontrol
701 A[I]1= 0,045 mM
- 60
S #[112=0,135 mM
E 50
) m[]3=0225mm ®
w 40
2
= 30
20
10
=
5 0 5 10 15
-10
1/[p-NPA]

Sekil 4.112. hALDH2 enzimi aktivitesi tizerine sefaperazon sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

@ Kontrol

40 A[1]1=0,01 mM
#[112= 0,03 mM -
m[1]3= 0,05 mM

1/V (EU/mL)?
N
ol

1/[p-NPA]

Sekil 4.113. hALDH2 enzimi aktivitesi {izerine sefuroksim sodyum’un etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi
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25
® Kontrol
- ¢[1]12= 0,139 mM
= 15 _
E m[I]3=0,278 mM
=)
w
> 10
—
0
-4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14
1/[p-NPA]

Sekil 4.114. hALDH2 enzimi aktivitesi tizerine @entamisin siilfat’in etkisinin
Lineweaver-Burk grafigi

35 @ Kontrol

30 A[1]1=0,016 mM
T_T 25 | #[1]2=0,064 mM
E
5 20 | m[I]3=0,086 mM
—
> 15
—

10

0
-4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14

1/[p-NPA]

Sekil 4.115. hALDH2 enzimi aktivitesi lizerine amikasin siilfat’in etkisinin Lineweaver-
Burk grafigi
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1V (EUImL)?

@ Kontrol

& [1]2= 0,594 mM

m[(]3= 0,891 mM

A[1]1= 0,297 mM

5
1/[p-NPA]

10 15

Sekil 4.116. hALDH2 enzimi

Lineweaver-Burk grafigi

aktivitesi Uzerine

klindamisin fosfat’in etkisinin

1V (EU/mL)*

50

40

30

20

@ Kontrol

A[1]1= 0,001 mM
#[1]2=0,0035 mM
W[1]3= 0,006 mM .

-10 z

1/[p-NPA]

10 15

Sekil 4.117. hALDH2 enzimi

Lineweaver-Burk grafigi

aktivitesi lzerine

linkomisin  HCI’in etkisinin



Cizelge 4.65. Klonlanmis hALDH1A1 enzimi igin bulunan ICso degerleri, K; sabitleri ve

inhibisyon tiirleri

176

Antibiyotik ICs0 (MM) Ortalama Ki (mM)  Inhibisyon Tiirii
Ampisilin Sodyum - - -
Piperasilin Sodyum 0,81 0,67+£0,11 Yarigsmasiz
Amoksisilin 0,14 0,12+ 0,06 Yarigsmasiz
Sefazolin Sodyum 14,14 9,71+ 1,16 Yarismali
Sefuroksim Sodyum 5,37 1,92+ 1,15 Yarigsmali
Seftriakson Sodyum 0,02 0,0046=+ 0,0018 Yarigmali
Sefoperazon 6,03 3,25+ 0,71 Yarigmali
Sodyum
Amikasin Sulfat 1,74 1,36+0,44 Yarismali
Kanamisin Siilfat - - -
Gentamisin Stuilfat 0,15 0,26+ 0,13 Yarigsmali
Tobramisin - - -
Netilmisin - - -
Siprofloksasin 0,55 0,29+ 0,002 Yarigmali
Levofloksasin 0,08 0,05+ 0,009 Yarismali
Ofloksasin - - -
Moksofloksasin 0,13 0,072+ 0,013 Yarismali
Rifamisin Sodyum 0,032 0,033+ 0,004 Yarigmali
Vankomisin HCI 0,089 0,064+ 0,008 Yarigsmali
Teikoplanin 1,18 1,06+ 0,20 Yarismasiz
Linkomisin HCI 9,63 8,31+ 0,95 Yarismasiz
Klindamisin Fosfat 3,43 1,47+ 0,18 Yarismal
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Cizelge 4.66. Klonlanmis hALDH1A3 enzimi igin bulunan ICso degerleri, K; sabitleri ve
inhibisyon tiirleri

Antibiyotik ICso (MM)  Ortalama Ki (mM)  Inhibisyon Tiirii

Ampisilin Sodyum - - -

Piperasilin Sodyum 0,52 0,15+ 0,01 Yarigsmali
Amoksisilin - - -

Sefazolin Sodyum 11,95 6,63+1,62 Yarismali
Sefuroksim Sodyum 0,23 0,10+ 0,04 Yarigsmali
Seftriakson Sodyum 0,05 0,03+ 0,01 Yarigsmali
Sefoperazon Sodyum 5,21 2,68+0,69 Yarigmali
Amikasin Sulfat 1,76 0,87+0,33 Yarigsmali
Kanamisin Siilfat - - -

Gentamisin Siilfat 3,12 1,13+ 0,15 Yarismali
Tobramisin - - -

Netilmisin - - -

Siprofloksasin 0,01 0,003+ 0,001 Yarigmali
Levofloksasin 0,082 0,049+ 0,011 Yarismall
Ofloksasin - - -

Moksofloksasin 0,106 0,054+ 0,018 Yarismal
Rifamisin Sodyum 0,097 0,088+ 0,013 Yarigmali
Vankomisin HCI 0,99 0,66+ 0,21 Yarismal
Teikoplanin 1,52 0,67+ 0,18 Yarigmali
Linkomisin HCI 3,27 2,15+ 0,06 Yarigsmali

Klindamisin Fosfat 11,18 6,54+ 0,98 Yarismal
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Cizelge 4.67. Klonlanmis hALDH2 enzimi i¢in bulunan ICso degerleri, K; sabitleri ve
inhibisyon tiirleri

Antibiyotik ICso (mM)  Ortalama Ki (mM)  Inhibisyon Tiirii

Ampisilin Sodyum - - -

Piperasilin Sodyum 0,34 0,11+ 0,04 Yarigsmali
Amoksisilin - - -
Sefazolin Sodyum 20,38 14,31+3,16 Yarismali
Sefuroksim Sodyum 0,035 0,017+ 0,0038 Yarigmali
Seftriakson Sodyum 0,02 0,01+ 0,005 Yarigmali
Sefoperazon Sodyum 0,14 0,06+ 0,009 Yarigmali
Amikasin Sulfat 0,07 0,04+0,01 Yarigsmali
Kanamisin Siilfat - - -
Gentamisin Siilfat 0,15 0,08+ 0,01 Yarismali
Tobramisin - - -
Netilmisin - - -
Siprofloksasin 0,91 0,58+ 0,078 Yarigmali
Levofloksasin 0,14 0,07+ 0,01 Yarismal
Ofloksasin - - -
Moksofloksasin 0,08 0,05+ 0,009 Yarismal

Rifamisin Sodyum - - -
Vankomisin HCI - - -
Teikoplanin - - -
Linkomisin HCI 0,0038 0,0035+ 0,0002 Yarigsmasiz
Klindamisin Fosfat 0,70 0,49+ 0,10 Yarismal
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5. TARTISMA ve SONUC

Aldehitler, insan viicudunda fazla miktarda mevcut oldugunda sitotoksite ve
karsinogenezise yol agcabilir. Insan viicudu hem dis ortamindan hem de ic
metabolizmasindan sayisiz aldehit ile karsilasir (Brooks and Zakhari 2014). Aldehit
dehidrogenazlar (ALDH), viicudun aldehit stresini hafifletmek igin kullandig1 bir¢ok
enzim sisteminden biridir. insan genomunda, ALDH siiper ailesinin 19 tane fonksiyonel
liyesi mevcuttur ve bunlarin ¢ogu aldehitleri NAD(P)* bagimli oksidasyon ile kendi
karboksilik asitlerine veya CoA esterlerine katalize etmektedir. 19 ALDH izoenzimi,
degisen substrat 6zgiilliikleri ve gen ekspresyonu farkliliklart nedeniyle farkli islevleri
paylasmaktadir. Bazilari, ALDH1A1 ve ALDH2 gibi yaygin olarak ifade edilirken
digerleri belirli dokularda veya belirli gelisim dénemlerinde Oncelikli olarak eksprese
olmaktadir (Vasiliou et al. 2004).

ALDH1/2 ailesi, ALDH1A1, ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH1B1 ve ALDH2'den
olusur. Bu bes izoenzim degisen uzunluktaki alifatik aldehitleri oksitlemektedir.
ALDH1A1, ALDH1A2 ve ALDH1AS3 retinoid metabolizmasinda gorev alan sitozolik
proteinlerdir. ALDH1A1, siklofosfamid gibi belirli anti-kanser ajanlarina karsi direng
saglamanin yani sira kanserli kok hiicrelerde islevsel bir role sahip olmakla da
iliskilendirilmistir (Condello et al. 2015). ALDH1A2 ve ALDH1A3, farelerde
embriyonik gelisim icin kritik 6dnem tasir, ¢iinkli bu iki genin genetik olarak bireysel
nakavt edilmesi canli hayvanlarin yagamamasina sebebiyet vermektedir (Dupe et al.
2003). ALDH?2, asetaldehit metabolizmasinda asetaldehitin asetik aside doniistiiriilmesi
saglayan mitokondriyal enzimdir. Ayn1 zamanda ALDH1A1l ve ALDHZ2, dopaminin
beynin farkli alanlarindaki metabolizmasi ile de iliskilidir (Marchitti et al. 2008).

ALDH izoenzimleri fizyolojik ve toksikolojik agidan kritik 6nem tasir. Aktive veya
inhibe edilen ALDH izoenzimleri, kanser de dahil olmak iizere gesitli hastaliklarda etki
gostermektedir. Ozellikle ALDH1A1, kanser, Parkinson hastalif1, obezite ve katarakt
gibi cesitli hastaliklarla baglantilidir. Dolayisiyla, ALDH'lerin farmakolojik inhibitorleri

veya aktivatorlerinin bulunmasi patolojik durumlarin tedavisi igin gereklilik arz
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etmektedir. U¢ ALDH izoenzimi, (ALDH1A1, ALDH2 ve ALDH3A1) farmakolojik
inhibisyona karsi daha ¢ok calisilmistir. Her bir ALDH izoenzimi i¢in digerlerini
etkilemeden inhibe eden antagonist gelistirilmemistir. Belirli ALDH izoenzimleri igin
mevcut antagonistlerin segicilik eksikligi klinik kullanim1 engellemektedir. Bu sebeple,
Oonemli terapotik olarak ortaya c¢ikan ALDH izoenzimleri i¢in segici inhibitorlerin
gelistirilmesine duyulan ihtiyag artmaktadir. Proteomik ve yapi-aktivite iligkileri
arastirmalarindan elde edilen bilgiler, ALDH izoenzimlerine spesifik inhibitorlerin

gelistirilmesi i¢in rasyonel bir temel saglamaktadir.

Bu calismada; insan ALDH1A1, ALDH1A3 ve ALDH2 enzim genlerinin hazir satin
alman insan beyin cDNA’sindan klonlanmasi, klonlanan genlerin ekspresyon
vektoriiniin - E.coli  hiicresine transformasyonu, E.coli’de ekspresyonu ve ekspre
edildikten sonra Nikel re¢ine kolonu kullanilarak afinite kromatografi yontemi ile belirli
oranda saflastirilmasi, saflagtirildiktan sonra antibiyotiklerin bu enzimlerin {izerine

etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Goriildiigi gibi aldehit dehidrogenaz enzim ailesi canlilar i¢in hayati 6nem tagimaktadir.
Bu nedenle bu enzimler iizerinde yapilan galigmalar, enzimin metabolizmadaki roliinii
belirlemek ve segici inhibitorlerin  gelistirilmesi agisindan olduk¢a Onemlidir.

Dolayisiyla yaptigimiz bu ¢alismanin 6nemi gayet aciktir.

Calismamizda klonlama ve ekspresyon islemi i¢cin pPET-SUMO vektorii kullanilmistir.
SUMO proteinleri, ubikuitinler gibi hedef proteine konjuge olmadan 6nce oncii bir
formda sentez edilirler. Bu iki grup arasindaki temel fark ise ubikuitinlerin bir proteine
hedeflenmesi onun degredasyonu amaciyla yapilirken SUMO hedeflemesi yapilan
protein {izerinde niikleer transport, transkripsiyonel regiilasyon ve protein kararlilig
gibi hiicresel islemler gerceklesmektedir (Boggio et al. 2004). Ozellikle E. coli gibi
diisiik seviyeli konaklarda verimli ve ¢6ziinebilir formda rekombinant protein tretimi
yapmak, karsilasilan en 6nemli sorunlarin basinda gelmektedir (Wang et al. 2010). Bu
problemi agsmak icin flizyon proteinlerinin kullanimi, promotor alterasyonu ve saperon

ko-ekspresyonu gibi yaklagimlar tercih edilmektedir. Fiizyon proteinleri hedef proteinin
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ekspresyonunu ve diizgiin katlanmasini saglamasinin yani sira ilgili proteini
degredasyondan korur, saflastirma ve tespit islemlerinde kolaylik saglar. Bu nedenle
rekombinant iiretim tekniklerinde oldukga sik bir sekilde tercih edilmeye baslanmstir.
Kitte bulunan bakteri hiicreleri T7 RNA polimeraz genine sahiptirler. Ayrica IPTG ile
indiiklenebilirler. Sentezlenen proteini degrede edebilen bazi proteazlar agisindan
eksiktir. Bu o6zellikleri géz 6niinde bulundurularak ¢alismamizda protein tretimi igin

pET ekspresyon sistemine uygun olan bu soy tercih edilmistir.

Literatiirde pET-SUMO ekspresyon sistemi kullanilarak ¢esitli enzimlerin klonlanma ve
ekspresyon islemleri mevcuttur. Ornegin, Asetilkolin esteraz enzimi bu vektor sistemi
kullanilarak klonlanmig daha sonra protein tiretimi gergeklestirildi (Ceylan and Erdogan
2017). Baska bir ¢calismada insan karbonik anhidraz Il (hCA 11) enzimi pET SUMO
ekspresyon vektorii kullanilarak E. coli'de eksprese edildi ve rekombinant enzim, nikel
(Ni*?) afinite kromatografisi kullanilarak saflastirildi. hCA II'nin hidrofobik kismindaki
Trp 209 aminoasiti, bolge yonelimli mutagenez yontemi ile dort farkli amino asit (Val,
Leu, lle ve Pro) ile yer degistirildi. Bu mutagenez islemlerinin enzim aktivitesi
tizerindeki etkilesimleri incelendi (Kilig et al. 2017). Onceki calismamizda, hPON1
enzimini, insan karaciger cDNA’s1 kullanilarak rekombinant DNA teknolojisi ile E. coli
(BL21DE3) hiicresinde firetildi. SUMO-hPON1 enzimini Ni-NTA afinite
kromatografisi kullanilarak dogal sartlarda %93,5 verim ve 226,88 EU/mg spesifik
aktivite ile 17,12 kat saflastirildi. SUMO-hPONI enziminin kiitlesi 51,52 kDa olarak
belirlendi (Demir and Beydemir 2015).

Enzimlerin IPTG ile indiiklenip ekspresyon profilleri belirlenmeye c¢aligilmistir.
Western blot yapilarak da enzimlerin IPTG varliginda ekspresyonlari teyit edilmistir.
Yaklagik 100 aa’ten olusan SUMO’nun molekiiler agirligi 11 ila 20 kDa civarlarindadir
(Marblestone et al. 2006; Herrmann et al. 2007). Western blot goriintiisii (Sekil 4.16)
incelendiginde hedef proteinlerin iizerinde fiizyon ekinin ve His kuyrugunun oldugu da
hesap edilirse His antikoru ile elde edilen yaklasik 70 kDa’luk bantlarin enzimler i¢in

dogru oldugu sonucu c¢ikarilabilmektedir. ALDH2 enzimi igin ¢okelekte de bant
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gbzlenmistir. Bu durum ekspresyon sirasinda proteinlerin ¢okelege de gectigini

gostermistir.

Ekspresyon sonrasi hiicre lizatindan aktivite 6l¢limii sirasinda 6zellikle ALDH2 enzimi
icin pek fazla dehidrogenaz aktivitesi goriilmemistir. Western blot goriintiisli sonucunda
proteinin bir kisminin ¢okelekte goriilmesi inkliizyon cisimciklerinin olustugu ihtimalini
distindiirmiistir. Rekombinant protein  E.coli’de bazen dogru bir sekilde
katlanmayabilir ve ¢ogunlukla bir¢ok hayvan proteininde var olan disiilfit baglarini
sentezleyememektedir. Proteinin ii¢ boyutlu yapisi diizgiin olusmazsa o zaman sistemde
inkliizyon cisimcikleri adi verilen ¢0zlinmez agregatlar olusmaktadir. Bu nedenle
proteinin biyolojik aktivitesinde sikintilarla karsilasilmaktadir. Proteinin inkliizyon
cisimciklerinden geri kazanimi sorun olusturmamaktadir, ancak deney tiipii i¢inde
proteini dogru katlandirmak zor bir siirectir. Cokelekteki proteinin geri kazanimi igin
yiksek lisans tezimde belirtti§im yontemler kullanilarak refolding islemi
gerceklestirildi (Demir 2014). Refolding islemi sonucunda dehidrogenaz aktivitesi
tizerinde %40’lik bir artts meydana geldi fakat deneyin tekrarlanma iglemlerinde
sikintilarla karsilagildi. Deney devamlilik arz etmedi. Bu sebeple lizatin santrifiijii
sonrast slipernatanta gecen kismiyla calisildi, dehidrogenaz aktivitesi goriilmemesi

sebebiyle bu enzim i¢in literatiirde belirtilen esteraz aktivitesi 6l¢iim yontemi kullanildi.

Saflagtirma islemi i¢in Ni-NTA afinite kolon kromatografisi kullanildi. Vektoriimiiziin
yapisinda bulunan 6xHistidin kuyruklar1 dortlii koordinasyon bdlgesi olusturan
nitriloasetik asite (NTA) immobilize Ni?* metal iyonlarma etkili bir sekilde bagland1 ve
bu sayede istenilen protein kolon materyaline tutundu. Numune kolona tatbik edildikten
sonra ortamda bulunan safsizliklarin uzaklastirilmasi igin, kolon farkli oranlarda

imidazol i¢ceren tamponlarla gradientli olarak yikandi.

Kolon yapisinda bulunan metal iyonlarina baglanan enzim imidazol ilavesiyle kolondan
eliie edildi. Imidazol, histidin ile etiketlenmis protein igin yarigmali inhibitdér 6zelligi
sergilemesinden dolay1 eliisyonda kullanildi. ALDH2 enziminin aktivitesini belirlemek

i¢in uygulanan esteraz yonteminde p-nitrofenil asetat (p-NPA) substrati kullanilmistir.
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Bu madde imidazol tarafindan hidroliz edilmektedir yani ortama enzim konulmadiginda
da hidroliz sonucunda aktivite goriilmektedir. Boylece ALDH2 aktivitesinde anormal
diizeyde artisa sebep olmaktadir. Bunu bertaraf etmek i¢in enzim ¢6zeltisi diyaliz edilip
ortamdaki imidazol uzaklastirildi. Diger bir yontem olarak da enzim ¢6zeltisi kolondan
imidazol ile eliie edilmeyip, gradientli olarak pH degerleri diisiiriildii, bdylece
histidinlerin protonlanmasi saglanilarak nikel re¢inesi i¢in afinitesi azaltildi. Bu sekilde

enzim kolondan elie edildi.

Saflastirilan fiizyon proteinlerin safligin1 kontrol etmek ve kiitlesini belirlemek amaciyla
SDS-PAGE vyapildi. Sekil 4.11-4.13°de gosterilen jellerde, tek bandinin goriilmesi
flizyon proteinlerin saf oldugunu gostermektedir. SDS-PAGE’de flizyon protein ile
birlikte kiitlesi bilinen standart protein numuneleri ayn1 zamanda yiiriitiildii ve Sekil
4.14-4.16°da verildigi gibi Ri-log Mk standart grafigi ¢izildi. hALDH1A1, hALDH1A3
ve hALDH2 enzimlerinin aktif formunun molekiil kiitlesinin belirlenmesi amaciyla da
Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi yapildi. Kolondan standart proteinler birer
birer gegirildikten sonra Ka-log Mk standart grafigi ¢izildi ve Sekil 4.21°de verildi.
Daha sonra saflastirilan izoenzimler kolondan gegirilerek Kay degerleri belirlendi ve
standart grafikten hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin aktif formlarinin
molekiil kiitlesi belirlendi. Calismamizda SUMO-hALDH1Al1, hALDH1A3 ve
hALDH?2 enzimlerinin alt birim molekiil kiitleleri sirasiyla 68,45, 69,31 ve 67,85 kDa,
olarak belirlendi. Aktif formlarinin molekiil kiitleleri ise sirasiyla 277,97, 281,83 ve
275,42 kDa olarak belirlendi. Bu sonuglardan goriildiigii gibi flizyon proteinin kiitlesi
cikartildiginda hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin doért alt birime
sahip oldugu ve tabii molekiil kiitleleri ile litaratiirde verilen mol kiitleleri uygunluk

gostermektedir.

ALDH izoenzimlerinin klonlanmasi1 ve saflastirilmasi ile ilgili ¢aligmalar literatiirde
mevcuttur. Ornegin, Xiao et al. (2009) ALDH1A1, insan lensi cDNA kiitiiphanesinden
PCR yontemi kullanilarak klonlanmig ve E. coli ‘de eksprese etmistir. Saflagtirilmig
rekombinant insan lensi ALDH1AL, pH 8,0'de optimum katalitik aktivite sergilemis ve
ozellikle 4-hidroksinonenal (HNE; Kv = 4,8 mM) ve malonaldehit (Km MDA = 3.5
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mM) gibi toksik lipid aldehitlerin oksidasyonunu katalize ettigi bulunmustur. Ayrica
yapilan ¢aligsmada sitral, disiilfiram ve siyanamidinin insan lensi ALDH1A1'i sirasiyla
55, 101 ve 22610 mM ICso degerlerinde inhibe ettigi belirlenmistir.

Hammen et al. (2002) dogal veya mutant ALDH1 ve ALDH2 cDNA'lar1 pT7-7 ifade
vektoriine klonlanlamig E. coli BL21 (DE3) pLysS susunda eksprese etmislerdir.
Rekombinant sekilde eksprese edilen enzimler, protamin siilfat (1,25 mg/mL) ile
muamele edilip ilk once DEAE-seliiloz iyon degisim kolonuna daha sonra 4-
hidroksiasetofenon esasli afinite kolonuna tatbik edilmistir. Enzimlerin safligi,
Coomassie Blue boyama prosediirii kullanilarak SDS-PAGE ile>% 95 olarak
belirlenmistir. Manzer et al. (2003) 2073 bp uzunlugundaki ALDHI1A1’i tavsan
cDNA'sin1 kullanarak klonlaylp dizilemislerdir. Rekombinant tavsan ALDHIAI
proteini, bakuloviriis sistemi kullanilarak eksprese edilmis ve afinite kromatografisi ile
saflastirilmistir. Tavsan ALDHI1A1'in katalitik olarak aktif oldugunu ve lipid
peroksidasyonunun baslica {irlinlerinden olan hekzanal (Km = 35 uM), 4-
hidroksinonenal (Km = 2,1 uM) ve malondialdehidi (Km = 14,0 uM) verimli bir sekilde
okside ettigini bulmuslardir. Benzer kinetik sabitler, benzer deneysel kosullar
kullanilarak sentezlenen ve saflagtirilan insan rekombinant ALDH1AL proteini ile de

gozlemlenmistir.

Gergeklestirilen diger bir ¢alismada, rekombinant insan ALDH1A1, Pfu polimeraz ile
amplifiye edilmis ALDHIA1 ORF'nin alt klonlanmasiyla hazirlanan bir pET20b tiirevi
vektorden iiretilmistir. Insan ALDHI1A1 proteini E. coli C41 (DE3) hiicrelerinde
eksprese edildi. Enzim %50 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirme iglemi, Q sepharoz
iyon degisim kolonu ve fenil-Sefaroz hidrofobik etkilesim kromatografi kullanilarak
saflastirilmistir (Bchini et al. 2013). Bu galismaya gore bizim kullandigimiz yontem
daha kolay ve pratiktir.

Alam et al. (2016) yaptiklar g¢alismada insan tiikiiriik aldehit dehidrojenaz (HSALDH)
enzimi ilk kez insan tiikriigiinden saflastirmis ve farkli aromatik substratlar kullanilarak

kinetik olarak karakterize etmislerdir. Ayrica, agiz boslugundaki siklikla karsilasilan
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bazi yaygin maddelerin (etanol, hidrojen peroksit ve sodyum dodesil siilfat gibi) enzim

tizerindeki etkisini arastirilmiglardir.

Bilindigi gibi enzimleri saflastirmak zor bir siirectir. Enzimler protein yapisindaki
makro molekiiller olmalart nedeniyle sartlarin degismesine karsi hassastirlar. Bu
nedenle bir ¢ozeltideki enzim varligl, enzimin etki gosterdigi substrat molekiilii veya
reaksiyon sonucu meydana gelen iiriin ya da enzimatik reaksiyona onciiliik eden diger
parametreler tiizerinden belirlenmektedir. Enzimlerin aktivitesi {izerine etki eden
faktorler arasinda, enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, sicaklik, pH,
allosterik etkiler, iyonik siddet, inhibitdr veya aktivatorlerin varligi sayilabilir. Bunlar
g0z Oniine alinarak E.coli (BL21DE3) hiicresinde ekspresyon islemi gergeklestirilen
hALDH1Al1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin Kkarekterizasyon islemi
gerceklestirildi ve enzimlerin optimum iyonik siddet, optimum pH, optimum sicaklik

parametreleri belirlendi.

hALDH1A1 ve hALDH1AS3 enzimlerinin optimum pH’s1, pH 5,0-8,0 araliginda 50 mM
potasyum fosfat 7,5-9,0 araliginda 50 mM Tris-HCI tamponu ve 9,0-10,5 araliginda 50
mM Glisin-NaOH tampon ¢ozeltileri kullanilarak enzimlerin gosterdigi aktiviteler
spektrofotometrik olarak belirlendi. Yapilan calismalar sonucu hALDHI1A1 ve
hALDHI1A3 enzimleri i¢in en uygun optimum pH’nin 50 mM Glisin- NaOH pH=9,0
tamponu oldugu tespit edildi (Cizelge 4.8-4.13; Sekil 4.23 ve 4.24). hALDH2 enziminin
optimum pH’s1, pH 5,0-8,0 aralifinda 50 mM potasyum fosfat, 7,5-8,0 araliginda 50
mM  Tris-HCI tampon ¢ozeltileri kullanilarak enzimin gdsterdigi aktiviteler
spektrofotometrik olarak belirlendi. p-nitro fenil asetat (p-NPA) substrati pH= 8,0’den
sonra bazik ortamda kendiliginden parcalandigindan dolay: ¢alismada bu pH’nin {istiine
cikilmamistir. Yapilan ¢aligmalar sonucu hALDH2 enzimi igin en uygun optimum
pH’nin 50 mM potasyum fosfat pH=8,0 tamponu oldugu tespit edildi. (Cizelge 4.14 ve
4.15; Sekil 4.25).

hALDH1A1l ve hALDHIA3 enzimlerinin maksimum aktivite gosterdigi optimum
iyonik siddeti belirlemek amaciyla Glisin-NaOH tamponunun optimal pH’daki 10-1000
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mM’lik konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandi.  Aktivite Ol¢iimii  yapilarak
hALDH1Al enzimi i¢in en uygun optimum iyonik siddetin 300 mM; hALDH1A3
enzimi iginse 200 mM Glisin-NaOH pH=9,0 tamponu oldugu tespit edildi (Cizelge
4.16, 4.17; Sekil 4.26 ve 4.27). hALDH2 enzimi i¢in en uygun optimum iyonik siddetin
600 mM NaH2PO4 pH=8,0 tamponu oldugu tespit edildi. (Cizelge 4.18; Sekil 4.28).

Her enzim, aktivitesinin optimum oldugu bir maksimum sicaklik degerine sahiptir. Bu
sicakligin istlinde enzimin ii¢ boyutlu yapisinda bozulmalar meydana gelerek
aktivitesindeki diisiis artar. Calismamizda hALDHI1A1, hALDH1A3 ve hALDH2
enzimlerinin optimum sicakligi, su banyosu kullanilip 0°C ile 70°C arasinda, 10’ar °C
arayla artirilarak enzimlerin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak oSl¢iiliip
belirlendi. hALDH1A1 ve hALDH1A3 enzimlerinin optimum sicaklik degeri 30°C
olarak bulunurken; hALDH2 enziminin optimum sicaklik degeri 40°C olarak bulundu

(Cizelge 4.19-4.21; Sekil 4.29-4.31).

Literatiirde bu enzimlerin Ky ve Keat degerlerinin belirlendigi ¢alismalar mevcuttur. Bu
sebeple karekterizasyon calismast gerceklestirilirken bu degerler iizerine c¢alisma
yapilmamistir. hALDHIA1 enzimi i¢in all trans retinal substrat olarak kullanildiginda
Kwm degeri 8,1x107° M, keat degeri 0,07 s olarak belirlenmistir (Bchini et al. 2013).
hALDHI1A3 igin all trans retinalin substrat olarak kullanilmasiyla Ku degeri 9,3x107°
M olarak bulunurken; asetaldehit substrat olarak kullanilmasiyla bu deger 2,4x107° M
olarak bulunmustur. All trans retinal igin kcar degeri 1,6 s™* olarak belirlenmistir (Moretti
et al. 2016). Bu sonuglar yorumlandiginda hALDH1A3’in all trans retinale olan
ilgisinin daha fazla oldugu goriilmektedir. hALDH2 enzimde; 1 mM NAD™ varhiginda
pNPA’nin ortalama Km degeri 9,5%107° M, Kcat degeri 1,57 s olarak bulunmustur
(Mukerjee and Pietruszko 1992).

Hiicresel metabolizma, canlinin hareketlerine izin veren gerekli reaksiyon serilerini
icerir. Hiicredeki bu reaksiyon serilerine metabolik yollar denir. Metabolik yolaklarin
organizmadaki metabolik agmn gergek islevsel birimleri oldugu iyi bilinmektedir
(Schilling et al. 2000). Bu acidan, herhangi bir yolda goriilen bir bozukluk, tim
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metabolizmada artan bir kartopu etkisi yaratir. Hemen hemen tiim metabolik
reaksiyonlar, reaksiyonun hizli ve etkili olmasini saglamak i¢in ¢esitli enzimler
tarafindan katalize edilir. Enzimlerin eksikligi, inhibisyonu veya aktivasyonu, enzimin
gerceklestirdigi metabolik yolu ve buna bagli olarak da tiim metabolik sistemi etkiler.
Bu nedenle, enzim-ilag etkilesimi galismalart her zaman gbz Oniinde bulundurulur.
llaglarm, kimyasallarin veya bunlarin metabolitlerinin mekanizmalari, metabolizma
icindeki enzim faaliyetlerini etkilemek suretiyle yiriitiliir. Ciinkii enzimler

ksenobiyotiklerden dogrudan veya dolayli olarak etkilenmektedir.

Son yillarda yapilan galismalar, ALDH inhibitorlerinin belirlenmesinin normal ve
hastalik stireglerindeki rolleri anlamak agisindan muazzam bir degere sahip oldugunu
gostermektedir. Bu da daha giigliit ALDH inhibitérlerinin sentezlenmesi g¢aligmalarini
tesvik etmistir Bu nedenle bugiin bir¢ok arastirmaci giiglii ve spesifik ALDH

inhibitorleri gelistirmek i¢in ¢caligmaktadir.

ALDH inhibitorlerine olan ilginin ¢esitli sebepleri vardir. Bu sebeplerden ilki, ALDH-
NAD" kompleksine baglanan substrat benzeri inhibitorler enzimin aktif bolgesi ile bu
bolgeye baglanan substrat molekiilii arasindaki etkilesimi tanimlamayr amaglayan
yapisal ¢alismalarda faydali olabilir. ikincisi, gii¢lii ve spesifik ALDH inhibitorleri bu

enzimin fizyolojik roliiniin belirlenmesinde faydali olabilir.

ALDH regiilasyonu hiicrede ¢oklu fonksiyonlar yapma potansiyeline sahiptir. Artmis
ALDH aktivitesi, anti-tiimor ilaca direncin bir mekanizmasi oldugu gosterilmistir Bu
nedenle, ALDH'nin in vivo inhibisyonu igin, enzimatik aktivasyon gerektirmeyen,
ALDH'a spesifik, yarigsmali inhibisyon gosteren inhibitorler tercih edilir (Koppaka et al.
2012). Son yillarda aldehit dehidrogenaz enzimlerinin inhibisyonu {izerine g¢alismalar
yapilmaktadir. Ornegin; Buchman et al. (2015) 53 tane bilesigin aldehit dehidrogenaz
izoenzimleri lizerine etkisini arastirmislardir. Bu 53 bilesikten 12’sinin ayni zamanda
propionaldehidin ALDH2 tarafindan oksidasyonunu modiile ettigi bulunmustur. 12
bilesigin ALDH2'ye yonelik seciciligini belirlemek i¢in bilesiklerin 10 uM da tekli
konsantrasyon odl¢iimleri ALDHI1A1, ALDHIA2, ALDHIA3, ALDH2, ALDH1B1,
ALDH3A1, ALDH4A1 ve ALDH5AL iizerine ¢alisma yapilarak gerceklestirildi. On iki
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bilesigin dordi, aromatik bir lakton yapist igermektedir ve ALDH1/2 izoenzimlerinin
giiclii inhibitorleri oldugu belirlenmistir. Ancak bu maddeler ALDH3AL, ALDH4A1 ve
ALDHS5A1 tizerinde herhangi bir inhibisyon etkisi gostermemistir. Buchman and
Hurley (2017) yaptiklar1 diger ¢alismada dort adet psoralen ve kumarin tiirevinin
ALDH2'ye kars1 inhibisyonunu karakterize etmis ve bunlarin ALDH1/2 izoenzimine
kars1 seciciligini belirlemek i¢gin ALDH2 inhibitorii olan daidzine gore kiyaslamasini
gergeklestirmislerdir. Daha giiclii bir inhibisyon profili olusturmak icin otuz ii¢ yapisal
analogu incelemislerdir. Bilesik 36 (ALDH2’nin secici inhibitoéri Ki = 2,4 uM) ve
bilesik 32’yi (ALDHI1A1l ve ALDHIA2’ye karsi 10 kat daha secici) igeren bes

ALDH1/2 izoenzimlerinden birine kars1 se¢ici olan yedi bilesik gelistirmislerdir.

Kimble-Hill et al. (2014) yaptiklar1 ¢alismada indol-2,3-dionlarin, ALDH1A1, ALDH2
ve ALDH3A1’e kars1 farkli inhibisyon sergilediklerini bulmuslardir. Kinetik ve X 1511
kristalografisi verileri, bu inhibitorlerin aldehit baglanmasina karst yarigsmali oldugunu
ve aktif bolgenin sistein kalintilariyla dogrudan etkilesimler olusturdugunu ileri
stirmektedir. Elde edilen veriler, bu bilesiklerin dogrudan ALDH3A1'deki katalitik
niikleofil Cys243 ile etkilesime girdigi ancak ALDH2'de etkilesime girmedigi

gostermektedir.

Kawagishi et al. (2002) ii¢ yeni bilesik iceren bes yag asiti tiirevini, mantar Clitocybe
klavipe'den izole etmislerdir. Bu bilesiklerin yapilart spektral analizlerle aydinlatilmig
daha sonra aldehit dehidrogenaz {izerine in vitro olarak inhibisyon etkilerini
incelemisglerdir. 1, 2 ve 5 numarali bilesikler, aldehit dehidrogenaza kars1 digerlerine
kiyasla gii¢lii inhibisyon etkisi gostermistir. ICso degerleri sirasiyla, 0,28, 0,43 ve 0,17
mM olarak bulunmustur. 3 ve 4 numarali bilesikler ise ¢ok zayif inhibisyon gostermis
ve inhibisyon oranlari %50'den az bulunmustur.Diger bir ¢alismada, farmakolojik
olarak onemli fenolik bilesik olan, ferulik asidin ALDH ile simiilatif pH kosullarinda
etkilesimi, spektroskopik yaklasim kullanilarak incelendi. Ferulik asit, ALDH-ferulik
asit kompleksinden olusan floresans yogunlugunda bir azalmaya meydana gelmis, bu da
ALDH aktivitesi lizerine karigik tipte inhibisyonuna neden olmustur (ICso = 30.65 puM).
(Kolawole et al. 2017).



189

ALDH inhibitorlerinin 6nemi ve yapilan literatiir aragtirmalart sonucunda ALDH
izoenzimleri tizerine yapilan ¢alismalarda, enzimlerin tibbi ilaglarla etkilesimi iizerine
pek c¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda tibbi uygulama da yaygin olarak
kullanilan antibiyotiklerin in vitro sartlarda inhibisyon etkileri incelenmistir. Calismada
secilen antibiyotiklerin ALDH izoenzimleri (ALDH1Al, ALDH1A3 ve ALDH2)

tizerine etkilerinin arastirildig: higbir literatiir bilgisine rastlanmamustir.

Literatiirde antibiyotiklerle degisik kaynaklardan saflagtirilmis farkli enzimlerin
etkilesimi ile ilgili calismalar giinden giine artmaktadir. Ornegin; insan serumundan
saflagtirllan PON1 enzimi iizerine antibiyotiklerin etkisi incelenmistir. Ki degerlerine
gore kiiciikten biliylige dogru antibiyotiklarin siralanisi; teikoplanin>rifamisin>
tobramisin>seftriakson sodyum>sefuroksim sodyum >seftazidim pentahidrat >ornidazol
>amikasin siilfat seklinde bulunmustur (Ekinci and Beydemir 2009). Seftriakson
sodyum, imipenem ve ornidazol gibi bazi antibiyotiklerin insan karbonik anhidraz
izoenzimleri 1 ve II'nin enzimatik aktivitesi lizerindeki in vitro inhibitor etkileri
incelenmis ve antibiyotiklerin bu izoenzimleri ¢ok diisiik oranlarda inhibe ettigi tespit
edilmistir (Ekinci et al. 2007). Insan eritrositinden saflastirilan glutatyon rediiktaz
enzimi Uzerine imipenem, rifamisin, siilfanyilasetamit, seftazidim, kloramfenikol,
seftriakson, vankomisin, sefuroksim ve ornidazol antibiyotiklerinin etkisi incelenmis ve

diisiik dozlarda enzimi inhibe ettigi bulunmustur (Sentiirk et al. 2008).

Antibiyotiklerin enzimler iizerine etkisini inceleyen diger bir ¢calismada, sephalosporin
smifinda bulunan sefoperazon, sefazolin, sefuroksim, seftazidim ve seftriakson
antibiyotiklerinin koyun bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz (AR) ve sorbitol
dehidrogenaz (SDH) enzimleri {lizerine inhibisyon etkileri incelenmistir. AR enzimi
caligilan ilaglar tarafindan inhibe edilirken, SDH enzimi yalnizca sefuroksim tarafindan
inhibe edilmistir (Sengiil and Beydemir 2017). Yapilan bir baska calismada koyun
karacigerinden saflastirilan alkol dehidrogenaz enzimi {iizerine kanamisin siilfat,
amikasin sulfat, gentamisin, linkomisin, ve klindamisin antibiyotiklerinin etkisi
incelenmistir. Bu antibiyotiklerin ICso degerleri sirasiyla, 43,31, 36,47, 20,38, 18,73 ve
1,31 mM olarak bulunmustur (Demir et al. 2017).
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Calismada insan ALDH1A1, ALDHIA3 ve ALDH2 enzimleri iizerine inhibisyon etkisi
gosteren antibiyotikler igin K; sabitlerinin ve inhibisyon tiplerinin belirlenmesi
isleminde Lineweaver-Burk grafikleri kullanildi (Lineweaver and Burk 1934).
Sonuglarin hassas bulunabilmesi i¢in her inhibitorlii ¢alisma i¢in 3 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri elde edilmistir. Grafik ¢iziminde Microsoft-

Excel programindan faydalanilmstir.

Kisabiti kiigiik olan inhibitdriin enzime ilgisi biiylik oldugundan dolay1 enzimin katalitik
aktivitesi iizerine inhibisyon etkisinin bilyiik olacagi bilinmektedir. hALDH1AL enzimi
icin Cizelge 4.64’de verilen Kidegerlerine gore kiiciikten biiyiige dogru antibiyotiklerin
siralanist; seftriakson sodyum> rifamisin sodyum > levofloksasin > vankomisin HCI >
moksifloksasin > amoksisilin > gentamisin siilfat > siprofloksasin >piperasilin sodyum
> teikoplanin> amikasin siilfat > klindamisin fosfat > sefuroksim sodyum > sefoperazon
sodyum >linkomisin HCI > sefazolin sodyum seklindedir. Bu sonuglara gére en yiiksek
inhibisyon etkisine sahip olan antibiyotik seftriakson sodyum’dur. Ki degerlerine goére
yapilan siralama ICs degerleri ile ilgili yapilan siralama ile aynidir. Ug sabit inhibitdr
konsantrasyonunda hesaplanan Ki sabitlerinin ortalamasi tabloda verilmistir. Cizilen
Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla Ki sabitleri hesaplanarak inhibitorlerin
inhibisyon tipleri belirlenmistir. Piperasilin sodyum, amoksisilin, teikoplanin ve
linkomisin HCI yarigmasiz inhibisyon gosterirken seftriakson sodyum, rifamisin
sodyum, levofloksasin, vankomisin HCI, moksifloksasin, gentamisin siilfat
siprofloksasin, amikasin siilfat, klindamisin fosfat, sefuroksim sodyum, sefoperazon
sodyum ve sefazolin sodyum yarigmali inhibisyon goéstermistir. Bu sonuglara gore
yarismali inhibisyon etkisi gosteren antibiyotikler aktif bolgeye baglanmak konusunda
substratla yarigirken, yarismasiz inhibisyon gosteren antibiyotikler enzimin aktif bolgesi
disinda bir bolgeye baglanarak inhibisyon etkisi gosterirler. Bu enzim iizerine ampisilin
sodyum, kanamisin siilfat, tobramisin, netilmisin ve ofloksasin inhibisyon etkisi

gostermemistir.

Insan ALDH1A3 enzimi igin Cizelge 4.65’de verilen Ki degerlerine gore kiigiikten

biiyiige dogru antibiyotiklerin siralanisi;  siprofloksasin> seftriakson sodyum>
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levofloksasin> moksofloksasin ~ HCI>  rifamisin  sodyum>sefuroksim  sodyum>
piperasilin sodyum>vankomisin HCI> teikoplanin>amikasin siilfat>gentamisin siilfat>
linkomisin ~ HCl>sefoperazon  sodyum> klindamisin ~ fosfat>sefazolin ~ sodyum
seklindedir. Bu sonuglara gore en yiiksek inhibisyon etkisine sahip olan antibiyotik
siprofloksasin’dir. Ki degerlerine gore yapilan siralama ICso degerleri ile ilgili yapilan
siralama ile aynidir. Inhibisyon etkisi saglayan biitiin antibiyotikler bu enzimi yarigmali
olarak inhibe etmistir. Bu enzim {izerine ampisilin sodyum, amoksisilin, kanamisin

siilfat, tobramisin, netilmisin ve ofloksasin inhibisyon etkisi gostermemistir.

Insan ALDH2 enzimi i¢in Cizelge 4.66°da verilen Kidegerlerine gore kiigiikten biiyiige
dogru antibiyotiklerin siralanisi; sefuroksim sodyum=>linkomisin HCI> seftriakson
sodyum> amikasin siilfat> moksifloksasin HCI>sefoperazon sodyum>levofloksasin>
gentamisin siilfat> piperasilin sodyum> klindamisin fosfat>siprofloksasin> sefazolin
sodyum seklindedir. Bu sonuglara gore en yiiksek inhibisyon etkisine sahip olan
antibiyotik sefuroksim sodyum’dur. Kidegerlerine gore yapilan siralama ICso degerleri
ile ilgili yapilan siralama ile aynidir. Bu enzim iginse, linkomisin HCI harig¢ inhibisyon
gosteren diger antibiyotikler yarigmali inhibisyon sergilemistir. Linkomisin HCI enzimi
yarismasiz olarak inhibe etmistir. Bu enzim lizerine ampisilin sodyum, amoksisilin,
kanamisin siilfat, tobramisin, netilmisin, rifamisin sodyum, teikoplanin, vankomisin

HCI ve ofloksasin inhibisyon etkisi gdstermemistir

Literatiirde aldehit dehidrogenazlar iizerine inhibisyon etkisi bulunan maddelerin
inhibisyon tipini belirleyen ¢alismalarda bulunmaktadir. Rekombinant insan ADH1A,
ADH1B1, ADH1B2, ADH1B3, ADH1C1, ADH1C2, ADH2, ADH4 ile ALDH1A1 ve
ALDH2 {izerine; aspirin ve baslica metaboliti salisilatin etkisi incelenmistir. Aspirin ve
salisilatn ~ ALDH1A1’1 yarismali olarak ALDH2’yi de sirasityla yar1 yarismali ve
yarigmasiz olarak inhibe ettigi bulunmustur (Lee et al. 2005). Yapilan diger bir
calismada simetidinin rekombinant insan ADH1A, ADH1B1, ADH1B2, ADH1B3,
ADH1C1, ADH1C2, ADH2, ADH4, ve ALDH1Al, ALDH2 ile ALDH3Al enzim
aktiviteleri lizerine etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda ALDHIA1 enzimi ig¢in

yarigmasiz inhibisyon gozlenirken, ALDH2 ile ALDH3A1 enzimleri {izerine yarismali
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inhibisyon gozlenmistir. Calisilan aldehit dehidrogenaz enzim ailesi i¢inde en iyi

inhibisyon ALDH1A1 tizerine goriilmistiir (Ki= 1,1+0,1 mM) (Lai et al. 2013).

ALDH enzimlerinin aktivitesinin azalmasi bazi durumlarda hayati tehlike doguran
sonuglara neden olabilir. Bu nedenle bu enzimlerin hangi maddeler tarafindan inhibe
edildiginin arastirilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bunun i¢in de ¢ok daha kapsamli inhibisyon
caligmalarinin yapilmas1 gerekmektedir. Bu bilgiler géz Oniine alinirsa bu tez
kapsaminda yapilan ¢alismalarin 6nemi anlasilmaktadir. Bu tez kapsaminda elde edilen

biitiin sonuglar Cizelge 5.1, Cizelge 5.2 ve Cizelge 5.3’de dzetlenmistir,

Sonug olarak bu tez kapsaminda;

1. insan beyin ¢cDNA’s1 ticari olarak satin alindi ve hALDH1Al1, hALDH1A3 ve
hALDH2 enzimlerine ait gen bolgesi, gene Ozgli primerlerin kullanildigi PCR
reaksiyonu ile ¢ogaltildi.

2. PCR iirtinii A-T klonlama yontemi ile pET-SUMO klonlama vektoriine klonlandi.

3. hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin gen bolgesini tasiyan klonlama
vektorii, E.coli (OneShot) hiicresine transforme edildi ve petri iizerinde beyaz
(rekombinant) koloniler gozlemlendi.

4. hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin gen bolgesini tasiyan plazmit
E.coli (BL21DE3) hiicresine transforme edildi ve burada IPTG ile indiiklenerek
ekspresyonu saglandi.

5. Vektorii tastyan hiicreler indiikleyici bir ajanin oldugu besiyerinde uygun kosullarda
bliyiitiildiikten sonra pargalanip hiicre icerigi agiga ¢ikarildi.

6. Hiicre lizati yogunlastirildiktan sonra E.coli (BL21DE3) hiicresinde ekspresyonu
gerceklestirilen SUMO-hALDH1AL, flizyon proteini nikel-nitrilotriasetik asit (Ni-
NTA) afinite kromatografisi ile %88,6 verimle, 24,1 EU/mg spesifik aktivite ile
64,1 kat saflagtirildi. SUMO-hALDH1AS3, fiizyon proteini %79,04 verimle, 11,31
EU/mg spesifik aktivite ile 22,22 kat saflastirildi. SUMO-hALDH2, fiizyon proteini
%60,72 verimle, 5,87 EU/mg spesifik aktivite ile 36,46 kat saflastirildi.
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SDS-PAGE ile flizyon proteinlerin safligi kontrol edildi ve molekiil kiitleleleri
SUMO-hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH?2 i¢in sirastyla 68,45, 69,31 ve 67,85
kDa olarak hesaplandi. Aktif formlarimin molekiil kiitleleri ise sirasiyla 277,97,
281,83 ve 275,42 kDa olarak belirlendi.

SUMO-hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH?2 ekspresyonlari Western blot analizi
ile dogrulandi.

hALDH1Al, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimlerinin aktivitesi {izerine bazi
antibiyotiklerin inhibisyon etkileri incelendi. Bu amagcla; ampisilin sodyum,
piperasilin sodyum, amoksisilin, sefazolin sodyum, sefuroksim sodyum, seftriakson
sodyum, sefoperazon sodyum, amikasin stilfat, kanamisin siilfat, gentamisin siilfat,
tobramisin, netilmisin, siprofloksasin, levofloksasin, ofloksasin, moksofloksasin,
rifamisin sodyum, vankomisin HCI, teikoplanin, linkomisin HCI, klindamisin fosfat,
bilesikleri kullanildi.

hALDH1A1, hALDH1A3 ve hALDH2 enzimleri {izerine inhibisyon etkisi gosteren
ilaglar igin ICso ve Ki degerleri hesaplanarak, inhibisyon tipleri belirlendi.

Elde edilen biitiin sonuclar Cizelge 5.1, Cizelge 5.2 ve Cizelge 5.3’de asagidaki gibi

Ozetlenmistir.
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Cizelge 5.1. hALDH1Al enziminin saflastirilmasi ve inhibisyonu ile ilgili toplu
sonuclar

hALDH1A1 Enziminin Saflastirilmas: Ile Ilgili Toplu Sonuclar

Spesifik aktivite (EU/mg protein) 24,10

Saflastirma katsayisi 64,10

Verim (%) 88,60

Molekiil Kiitlesi Tayini (kDa)
SDS-PAGE metodu ile (kDa) 68,45
Jel filtrasyon metodu ile (kDa) 277,97
Kinetik Calismalar
Antibiyotikler ICs0 (MM) Ki (mM) Inhibisyon Tipi

Ampisilin Sodyum - - -
Piperasilin Sodyum 0,81 0,67+0,11 Yarigmasiz
Amoksisilin 0,14 0,12+ 0,06 Yarigsmasiz
Sefazolin Sodyum 14,14 9,71+ 1,16 Yarigmal
Sefuroksim Sodyum 5,37 1,92+ 1,15 Yarigmali
Seftriakson Sodyum 0,02 0,0046+ 0,0018 Yarigmalt
Sefoperazon Sodyum 6,03 3,25+ 0,71 Yarigmali
Amikasin Siilfat 1,74 1,36+0,44 Yarigsmali
Kanamisin Siilfat - - -
Gentamisin Siilfat 0,15 0,26+ 0,13 Yarigsmali
Tobramisin - - -
Netilmisin - - -
Siprofloksasin 0,55 0,29+ 0,002 Yarigmal
Levofloksasin 0,08 0,05+ 0,009 Yarismal
Ofloksasin - - -
Moksofloksasin 0,13 0,072+ 0,013 Yarismal
Rifamisin Sodyum 0,032 0,033+ 0,004 Yarismal
Vankomisin HCI 0,089 0,064+ 0,008 Yarigsmali
Teikoplanin 1,18 1,06+ 0,20 Yarigmasiz
Linkomisin HCI 9,63 8,31+ 0,95 Yarigsmasiz

Klindamisin Fosfat 3,43 1,47+ 0,18 Yarigsmali
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Cizelge 5.2. hALDHIA3 enziminin saflastirilmast ve inhibisyonu ile ilgili toplu
sonuclar

hALDH1A3 Enziminin Saflastirilmas: Ile Ilgili Toplu Sonuclar

Spesifik aktivite (EU/mg protein) 11,31
Saflastirma katsayisi 22,22

Verim (%) 79,04

Molekiil Kiitlesi Tayini (kDa)
SDS-PAGE metodu ile (kDa) 69,31
Jel filtrasyon metodu ile (kDa) 281,83
Kinetik Calismalar
Antibiyotikler ICs0 (MM) Ki (mM) Inhibisyon Tipi

Ampisilin Sodyum - - -
Piperasilin Sodyum 0,52 0,15+ 0,01 Yarigmali
Amoksisilin - - -
Sefazolin Sodyum 11,95 6,63+1,62 Yarigmali
Sefuroksim Sodyum 0,23 0,10+ 0,04 Yarigsmali
Seftriakson Sodyum 0,05 0,03+ 0,01 Yarigsmali
Sefoperazon Sodyum 5,21 2,68+0,69 Yarigsmali
Amikasin Siilfat 1,76 0,87+0,33 Yarigmali
Kanamisin Siilfat - - -
Gentamisin Siilfat 3,12 1,13+ 0,15 Yarigmali
Tobramisin - - -
Netilmisin - - -
Siprofloksasin 0,01 0,003+ 0,001 Yarismali
Levofloksasin 0,082 0,049+ 0,011 Yarismal
Ofloksasin - - -
Moksofloksasin 0,106 0,054+ 0,018 Yarismal
Rifamisin Sodyum 0,097 0,088+ 0,013 Yarismal
Vankomisin HCI 0,99 0,66+ 0,21 Yarigsmali
Teikoplanin 1,52 0,67+ 0,18 Yarismali
Linkomisin HCI 3,27 2,15+ 0,06 Yarigsmali

Klindamisin Fosfat 11,18 6,54+ 0,98 Yarigsmali
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Cizelge 5.3. hALDH2 enziminin saflastirilmasi ve inhibisyonu ile ilgili toplu sonuglar

hALDH2 Enziminin Saflastirilmasi ile Tlgili Toplu Sonuclar

Spesifik aktivite (EU/mg protein) 5,87
Saflagtirma katsayisi 36,46
Verim (%) 60,72
Molekiil Kiitlesi Tayini (kDa)
SDS-PAGE metodu ile (kDa) 67,85
Jel filtrasyon metodu ile (kDa) 275,42
Kinetik Cahsmalar
Antibiyotikler ICso (MM) Ki (mM) Inhibisyon Tipi
Ampisilin Sodyum - - -
Piperasilin Sodyum 0,34 0,11+0,04 Yarigmali
Amoksisilin - -
Sefazolin Sodyum 20,38 14,31+3,16 Yarigmali
Sefuroksim Sodyum 0,0035 0,0017+0,00038 Yarismal
Seftriakson Sodyum 0,02 0,01+0,005 Yarigmal
Sefoperazon Sodyum 0,14 0,060,009 Yarigmal
Amikasin Siilfat 0,07 0,04+0,01 Yarismali
Kanamisin Stlfat - =
Gentamisin Siilfat 0,15 0,08+0,01 Yarismali
Tobramisin - -
Netilmisin = - -
Siprofloksasin 0,91 0,58+0,08 Yarismali
Levofloksasin 0,14 0,07+0,01 Yarigsmali
Ofloksasin - - -
Moksofloksasin 0,08 0,05+0,009 Yarismali

Rifamisin Sodyum - -
Vankomisin HCI - -
Teikoplanin - -
Linkomisin HCI 0,0038 0,0035+0,0002 Yarigsmasiz
Klindamisin Fosfat 0,70 0,49+0,10 Yarismali
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