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HINDI KARACIGERINDEN NADPH-SITOKROM P450 REDUKTAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE BAZI KIMYASAL MADDELERIN
ENZIM AKTIVITESI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI
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Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Mehmet CIFTCI

NADPH-Sitokrom P450 rediikktaz (CPR; EC 1.6.2.4) enzimi detoksifikasyon
metabolizmasinda elektron transferini katalizleyen kilit bir enzimdir. Bu tez kapsaminda
CPR enziminin hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilmasi i¢in iki farkli yontem
kullanilmistir. ik ydéntemde hindi karaciger dokusundan elde edilen mikrozamal pelet
emulgen kullanilarak ¢6ziindiiriilmiis ve 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna
yiiklenerek enzim %23,43 verimle 114,15 kat saflastirilmistir. Ikinci yontemde ise hindi
karaciger dokusundan elde edilen mikrozamal pelet emulgen kullanilarak
¢oziindiiriilmiis DES2-Seliiloz kolonuna ardindan da 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite
kolonuna ytiklenerek enzim %8 verimle 124 kat saflastirilmistir. Enzim saflig1 her iki
yontemde de SDS-PAGE ile kontrol edilmistir. Saflastirilan enzimin karakteristik ve
kinetik ozellikleri tespit edilmistir. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan
NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi lizerine Ag+, TI*, Cu*?, zn*?, Cd™,
Hg+2, Co™, Pb*2, Ni*2, Mn*?, Mg+2, Ca*?, Al ve As™ metal iyonlarinin inhibisyon
etkisi in vitro sartlarda arastirilmistir. Ag’, Hg*? ve Cu™ metal iyonlarinin enzim
aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisi gdsterdigi belirlenmistir. Inhibisyon etkisi gdsteren
metal iyonlar1 i¢in ICsp degerleri sirasiyla 1,60, 13,52 ve 227 uM K; sabitleri ve
inhibisyon tipleri ise sirastyla 0,02967+0,0067; yarismali, 10,37+2,24350; yarismali ve
251£108,6247; yarismasiz olarak tespit edilmistir. Daha sonra calisma kapsaminda
enzim aktivitesi iizerine oksitetrasiklin dihidrat, kanamisin siilfat, gentamisin siilfat,
enrofloksasin, tiylosin, kloramfenikol, sefuroksim sodyum, sefazolin sodyum, amikasin
stilfat, linkomisin HCI, seftriakson disodyum ve vankomisin HCI antibiyotiklerinin
inhibisyon etkisi in vitro sartlarda arastirilmstir.

2012, 134 sayfa

Anahtar Kelimeler: Sitokrom P450 rediiktaz, hindi karacigeri, metal inhibisyonu,
antibiyotikler
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF NADPH CYTOCHROME P450
REDUCTASE ENZYME FROM TURKEY LIVER (Meleagris gallopavo) AND
INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME CHEMICAL SUBSTANCES ON
ENZYME ACTIVITY
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NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR; EC 1.6.2.4) is the key enzyme that
catalyzes the electron transfer in detoxification metabolism. Within the scope of this
thesis, two different methods were used for purification of CPR enzyme from turkey
liver microsomes. By the first method, the enzyme was solubilized by detergent from
microsomal fraction of turkey liver and was purified 114.15 fold with a yield of 23.43%
using 2', 5'-ADP Sepharose 4B affinity column. By the second method, CPR was
solubilized by detergent from microsomal fraction of turkey liver and was purified 124-
fold with a yield of 8% using DE52-cellulose column and 2', 5'-ADP Sepharose 4B
affinity column. The purity of the enzyme was verified by SDS-PAGE in both methods.
Characteristics and kinetic properties of the purified enzyme were determined. In
addition, the effects of metal ions Ag®, TI*, Cu®*, Zn**, Cd**, Hg*, Co**, Pb**, Ni*,
Mn%*, Mg?*, Ca?*, AP** and As®* on NADPH-cytochrome P450 reductase enzyme
activities purified from turkey liver microsomes were investigated in in vitro conditions.
ICso value and K; constants were calculated for the metals which show inhibition
effects. It was determined that Ag*, Hg** and Cu** metal ions showed inhibitory effects
on the enzyme activity. ICsy values were determined as 1.60, 13.52 and 227 uM
respectively; K; constants and inhibition types were found as 0.02967+0.0067;
competitive, 10.37 + 2.24350; competitive and 251+£108, 6247 uM; noncompetitive for
the metals which showed inhibitory effects. Then, in the scope of the study inhibitory
effects of some antibiotics; oxytetracycline dihydrate, kanamycin sulfate, gentamicin
sulfate, enrofloxacin, tiylosin, chloramphenicol, cefuroxime sodium, cefazolin sodium,
amikacin sulfate, linkomisin HCI, disodium ceftriaxone and vancomycin HCI, on the
enzyme activity were investigated in in vitro conditions.

2012, 134 pages
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SIMGELER DiZIiNi

AH Aktivasyon entalpisi

AMP Adenozin monofosfat

ATP Adenozin trifosfat

BM3 B.Megaterium P450 iceren rediiktaz
BSA Bovin serum albumin

CAMP Siklik adenozin monofosfat
CEES 2-kloroetil etil stilfit

CPR NADPH-Sitokrom P450 rediiktaz
CYP Sitokrom sistemi

CYP450  Sitokrom P450 sistemi

Da Dalton

DE Dietil

DEAE Dietilaminoetil

DNA Deoksiriboniikleik asit

DTT Dikloro difenol trikloroetan

E.C. Enzim kod numarasi

Ea Aktivasyon enerjisi

EDTA Etilendiamin tetra asetik asit

ER Endoplazmik retikulum

EROD Ethoksiresorufin-O-deethilaz aktivitesi

EU Enzim iinitesi

FAD" Flavin adenin diniikleotid

FMN Flavin mononucleotide

FNR Ferrodoksin NADP" rediiktaz

HPLC Yiiksek basinglt s1vi kromatografisi

ICs0 Maksimum hiz1 yariya diisiiren inhibitér konsantrasyonu
Keat Turnover sayisi

Ki Enzim inhibitor kompleksinin ayrigma sabiti
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Kwm Enzimin substrata ilgisini gdsteren sabit

MRNA Mesajci riboniikleik asit

MSR Metiyonin sentaz rediiktaz

MT Metiltransferaz

NADH Nikotinamidadenindiniikleotid (rediikte form)
NADP* Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (okside form)
NADPH  Nikotinanid adenin diniikleotit fosfat (rediikte form)

NAT N-asetiltransferaz0

NOS Nitrik oksit sentaz

NRI Yeni rediiktaz

PAGE Poliakrilamid jel elektroforezi

PCD Polikolorine difeniller

PER Amonyum peroksidisiilfat

PROD 7-pentoksiresorufin O-dealkilasyon

Q1o Aralarinda 10 °C fark olan iki aktivite degerinden biiyiik olanin kiigiik
olanina orani

rpm Devir/dakika

SDS Sodyum dodesil siilfat

SR Siilfit rediiktazin

SULT Sulfotransferaz

T3 Tiroit Hormonu

TCA Triklor asetik asit

TEMED  N,N,N,N’-Tetrametilendiamin

UGT Uridin difosfat glukuronosiltransferaz

V max Maksimum hiz

V, Ozgiilliik sabiti
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1. GIRIS

Insanlar, ilaglar ve gidalardaki katki maddeleri veya gevre kirleticiler vasitasiyla gesitli
sekillerde giderek artan bir bigimde birgok yabanci kimyasalin (ksenobiyotiklerin)
etkisine maruz kalmaktadirlar. Ksenobiyotiklere nasil maruz kaldigimizin ve onlarla
nasil basa ¢ikmamiz gerektiginin 6grenilmesi ancak ksenobiyotiklerin hiicrelerde nasil

metabolize olduklarinin bilinmesi ile aydinliga kavusacaktir.

Ksenobiyotik maddeler viicut i¢in yabanci bilesiklerdir. Genel olarak tip bilimleri ile
iligkili olan ksenobiyotikler; polikolorine difeniller (PCDler), ilaglar, kimyasal
karsinojenler vb. bilesiklerdir (Murray et al. 2004).

Ksenobiyotikler metabolizmaya dahil oldugu andan itibaren gesitli enzimlerin etkisine
maruz kalirlar. Bu kimyasallarin enzimlerin etkisi ile viicutta kimyasal degisiklige
ugramasina biyotransformasyon denilir. Biyotransformasyon sonucu ksenobiyotikler
genellikle daha az etkili veya etkisiz bilesikler haline getirilirler. Bu nedenle
biyotransformasyon etkinlige yansimasi bakimindan bir biyoinaktivasyon olayidir.
Biyotransformasyona detoksifikasyon (zehirsizlenme) adi da verilir. Fakat bu terimin
sozciik anlaminda ifade ettigi durum her zaman meydana gelmez. Bazen ilaglar
biyotransformasyon sonucu daha etkili ve/veya daha toksik bilesiklere doniiserek

biyoaktive olurlar. Metil alkoliin formaldehite doniismesi bu olaya giizel bir 6rnektir
(Kayaalp 2002).

Ksenobiyotik maddelerin biyotransformasyonunda, igerdigi enzim g¢esitliliginin
etkinliginin fazlalig1 nedeniyle karacigerin rolii ¢cok biiyiiktiir. Akcigerler, bobrekler,
mide-barsak mukozasi, kan, diger yapilar ve barsak florasindaki bakterilerde icerdigi
cesitli enzimlerle biyotransformasyona katkida bulunur. Karacigerin metabolik
aktivitesi 100 olarak kabul edilirse diger organlarin metabolik islevi Cizelge 1.1°deki

gibi siralanabilir.



Cizelge 1.1. Ila¢c metabolize edici aktivitenin organlara gore dagilimi (Kayaalp 2002)

Organ % Aktivite

Karaciger 100
Akciger 20
Bibrek 8
Bagirsak 6
Plasenta 5
Adrenal 2
Deri 1

Beyin 0,5

Ksenobiyotik metabolize edici aktivitenin biiyiik boliimii hiicre i¢i bir organel olan
endoplazmik retikulum (ER) ve sitozolda gerceklesir. Bunun yani sira, ksenobiyotikler
mitokondri, niikleus membrani ve plazma membraninda da biyotransformasyona
ugrarlar. Dokular homojenize edildikten sonra kademeli olarak degisik hizlarda santrifiij
edilirse ER pargalanir ve membran parcalar1 mikrozom adi verilen mikrovezikiilleri
olustururlar. ER’de bulunan ksenobiyotik metabolize-edici enzimlere bu nedenle

mikrozomal enzimler ad1 verilir.

Ilaglarin ve diger ksenobiyotiklerin viicutta maruz kaldiklar1 enzimatik olaylar, kimyasal
degismenin tiiriine gore dort ana grupta toplanirlar: 1. Oksidasyon 2. Indirgenme 3.
Kopma 4. Konjiigasyon. Bunlardan ilk iiciine birinci faz reaksiyonlar1 denilir. ilk
ikisinde, molekiildeki bir kimyasal grubun genellikle daha polar bir gruba donilismesi
s6z konusudur. Uciinciisiinde, esterlesme veya eterlesme sonucu maskelenmis bir polar
grup, viicutta kopma sonucu serbest hale gelir. Konjligasyon ise esas itibariyle bir
sentez reaksiyonudur, buna ikinci faz reaksiyonu adi da verilir. Ikinci faz reaksiyonu,
genellikle birinci faz reaksiyonu sonucu molekiiliin degisen kismi {izerinde sekonder bir
reaksiyon seklinde, bazen de dogrudan (primer) olur. Bazi ilaglar sadece birinci faz

reaksiyonlaria primer olarak maruz kalip atilirlar. Ancak ilaglarin ¢ogu pes pese birinci



ve ikinci faz reaksiyonlarina maruz kalir. ikinci faz reaksiyonu, birincisi sonucu olusan

polar metaboliti daha da polar yapar (Kayaalp 2002).

Bazi ilaglar dogrudan
faz 1l reaksiyonuna
girebilir.

Ksenobiyotik Faz | Kimyasal Faz I Konjiigasyon
Tiirev Uriinleri
Oksido/Rediiksiyon: )
CYP450 sistemi UGT: Glukuronldasyon

Kopma (Hidroliz): NAT: N-asetilasyon

P ) SULT: Sulfasyon

Esteraz, MT: Metilasyon

amidaz ve proteazlar Glutatyon / amino asitlerle

konjugasyon

Sekil 1.1. Ksenobiyotik metabolizmasinin iki faz1 (Kayaalp 2002)
*CYP450, sitokrom P450; UGT, Uridin difosfat glukuronosiltransferaz; NAT, N-asetiltransferaz; SULT,
sulfotransferaz; MT, metiltransferaz

Zararli kimyasallar viicuda girdikten sonra yukarida bahsedilen biyotransformasyon
reaksiyon tiirlerinin genellikle sadece birine maruz kalmaz. Bir¢ok kimyasal reaksiyona
maruz kaldiklar1 i¢cin birka¢ tane metabolit (Biyotransformasyon sonucu
ksenobiyotiklerin doniistiigii bilesiklere o kimyasalin metaboliti ad1 verilir) olusur.
Bazen olusan bu metabolitler biyotransformasyona ugrayarak viicuttan atilir. Bazen

ksenobiyotikler degisiklige ugramadan da atilima ugrayabilir (Kayaalp 2002).

Faz I, monooksigenazlar veya sitokrom P450 tiirleri olarak da adlandirilan enzim
smifinin {liyeleri tarafindan katelizlenen hidroksilasyon reaksiyonlaridir. Faz I’de
olusmus hidroksile veya diger bilesikler Faz II’de spesifik enzimler araciligi ile
glukuronik asid, siilfat, asetat, glutatyon veya metilasyon sonucu ¢esitli polar

metabolitlere dondistiirtiliirler. Ksenobiyotik metabolizmasindaki bu iki fazin amaci,



ksenobiyotiklerin sudaki ¢oziiniirliiklerini arttirmak ve bdylece viicuttan atilimlarin
kolaylastirmaktir. Hidrofob 6zellikte olan bazi ksenobiyotikler daha polar bilesiklere
dontstiirilmeseydi, hemen hemen siiresiz olarak adipoz dokuda devamliliklarini

stirdiiriirlerdi (Murray et al. 2004).

1.1. Sitokrom P450 Monoksigenaz (CYP450) Enzim Sistemleri

Aeorobik yasayan hiicrelerin kullandigi molekiiler oksijenin yaklasik %951
solunum zinciri tarafindan suya indirgenir. Geri kalan kismu ise, ya H,O, olusturan
oksidazlar, ya da oksijen molekiiliiniin bir veya her iki atomunun hidroksil grubuna
doniistip, direkt olarak organik substrat molekiillerinin yapisina girdigi
reaksiyonlar1 katalizleyen oksigenaz enzimleri tarafindan kullanilir. Oksigenazlar
kendi i¢inde iki sinifa ayrilirlar: Oksijen molekiiliiniin her iki atomunu organik
substrat molekiiliin yapisina katan dioksigenazlar ve sadece bir atomunu katan

monoksigenazlar (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Monoksigenazlar (karisik fonksiyonlu oksigenazlar), molekiiler oksijenden gelen
bir oksijen atomunu bir substratin yapisina katar (bir hidroksil gurubu olusturur)
diger oksijen atomunu ise suya indirger. Sitokrom P450 sisteminde, bu
reaksiyonlar i¢in gereken indirgeyici giic NADPH’dan saglanir. Bir sitokrom
P450 enziminin katalizledigi reaksiyonun tiimii:

R-H+ 0, +NADPH+H" — R-OH + H,0 + NADP"

seklinde gosterilir. Burada R bir steroid, ila¢ veya baska bir kimyasal olabilir.

Sitokrom P450 monoksigenaz (CYP450) enzim sistemleri olgun eritrosit ve iskelet kasi
hiicreleri disinda tim memeli hiicre tiplerinde ve prokaryotlarda bulunan hem protein
ailesidir. Sitokrom P450 enzimleri, ila¢ biyotransformasyonu ve metabolizmasi i¢in en
onemli sistemlerden biridir. Bu sistem indiiksiyon veya inhibisyon gibi sayisiz
mekanizmalarla degisime ugrayabilir ve bireyler arasinda oldukga farkli formlar: ortaya

cikabilir. CYP450 enzimleri, 400—530 aminoasitten olusan proteinlerdir. Baz dizilimi



benzerliklerine gore P450 sistemi 40 farkli aile i¢inde siniflandirilir (Ozerol 1996; Cetin
1999). Bu giine kadar 1200’den fazla farkli sitokrom P450 genlerinin var oldugu
proteinlerin yapilarinin belirlenmesi ya da saptanmasi sonucu tespit edilmistir
(Stoilovl et al. 2001). Molekiiler kiitleleri 48 ile 56 kDa arasinda degisen ve aminoasit
dizilimi bakimindan farklilik gésteren hemoproteinlerdir (Kayaalp 2002).

CYP450 sistemi katalitik fonksiyonlar: bilinmeden o©nce spektral Ozellikleri ile
tanimlanan proteinlerden olusmustur. Bu gruptaki proteinlerin benzersiz bir absorbans
spektrumu vardir. Genellikle mikrozom olarak adlandirilan endoplazmik retikulum
vezikiillerinden hazirlanan siispansiyondan karbondioksit gazi gegirildikten sonra
sodyum ditiyonat gibi indirgeyici bir ajan eklenince spesifik bir absorbans spektrumu
elde edilir. Bu islem sirasinda indirgenmis hem proteinine CO baglanir ve 450 nm'de
pik yapan absorbans spektrumu elde edilir. Bu enzimlere P450 adi, 450 nm'de
absorbans gosterdigi i¢in verilmistir. Spesifik CYP450 formlari, 446 ile 452 nm
arasinda maksimum absorbans veren dalga boylarina sahiptir. Karacigerde bir ¢ok
CYP450 enzimleri bulunmakta ve CYP450 enzimleri baz dizilimi benzerliklerini
kontrol eden gen ailelerine veya substrat spesifikligine gore siniflandirilmaktadirlar

(Ozerol 1996).

CYP450 proteinlerinde bir tek demir protoporfirin IX prostetik grubu bulunur. Her hem
proteininde, hem bir oksijen molekiiliiniin hem de substratlarin baglanabilecegi yerler
vardir. Bilinen tiim CYP450'lerdeki hem demiri, porfirin halkasindaki 4 pirol azot
atomuna ve iki aksiyal liganda baghdir. Aksiyal ligandlarin birinde molekiiliin karboksil
ucuna yakin yerlesmis bir sistein aminoasidine ait siilfidril grubu bulunur. Hem demiri,
hekza yerlesimde diisiik spinli demir ve penta yerlesimde yiiksek spinli demir olmak
tizere iki farkli spin durumunda bulunabilir. Diisiik ve yiiksek spinli durumlar demir
atomunu c¢eviren elektronik kalkanlar olarak tanimlanir ve hemdeki demir atomunu
hekza yerlesimli durumdan penta yerlesimli duruma cevirir. CYP450 molekiilii bir
substrata baglaninca, bu elektronik kalkanda irritasyon meydana gelir ve hemdeki demir
atomu hekza yerlesimden penta yerlesime gecer. Substrata bagli, penta koordine durum

(-170 mV), substrata baglanamayan hekza koordine duruma (-270 mV) gore daha fazla



pozitif indirgenme potansiyeline sahip oldugu icin CYP450, NADPH'dan elde edilen
elektronlarla indirgenebilir. Hidroksilasyon (monooksigenasyon) reaksiyonunun
meydana gelmesi sirasinda oksijenin hem demirine baglanabilmesi i¢in hemdeki demir
ferrik (Fe™) durumundan ferro (Fe*?) durumuna indirgenmelidir. Monooksijenasyon
reaksiyonunda toplam 2 elektron (e") gerekir. Elektronlar CYP450 molekiiliine tek tek
transfer edilir. ilk &nce oksijen baglamr ve daha sonra substratin reaksiyona

katilabilmesi icin aktif oksijen tiirleri olusturarak ayrilir (Ozerol 1996).

CYP Enzimlerinin Ozellikleri

1. Birgok dokuda islev gortirler,

2. Hepatositlerde en yiiksek derisimde bulunmalar1 ile birlikte diger dokularda da
vardir,

3. Primer olarak oksidatif metabolizmay1 diizenlerler,

4. Hiicre icinde bulundugu yere gore: Mitokondride bulunan streoidojenik CYP
enzimleri ve endoplazmik retikulumda bulunan ksenobiyotik CYP enzimleri olmak

tizere iki grupta incelenirler (Nemeroff et al. 1996; Cetin 1999).

Streoidojenik CYP Enzimleri

1. Tek hiicreli organizmalarin hiicre zar1 biitlinliigiinii saglarlar,

2. Farklilasmis organizmalarin gelisiminin hormonal diizenleyicileridirler,

3. Etki ettigi maddeler konusunda 6zgiindiirler,

4. Tiketilen maddelerin biyolojik kullanim yapilarina doniistiiriilmesini saglarlar,
(steroidler, safra asitleri, kolesterol, prostaglandin sentezi) (Nemeroff et al. 1996; Cetin
1999).

Ksenobiyotik CYP Enzimleri

1. Streoidojenik CYP enzimlerinin bir tiirevidirler,

2. Transferaz enzimleriyle es zamanl olarak olusmuslardir,
3. Bitkilerin olusturdugu diyet toksinlerini yikarlar,

4. Eliminasyon i¢in ilaglar1 biyotransformasyona ugratirlar,



5. Tiiketilen maddelerin detoksifikasyonunda gorev alirlar (toksinler, karsinojenler,

ilaglar, mutajenler) (Nemeroff et al. 1996; Cetin 1999).

Spesifik CYP enzimlerini kodlayan genlerin izole edilmesiyle bu enzimlerin aminoasit
dizilimleri belirlenebilmistir. Bu bilgi kullanilarak, farkli enzimler aminoasit dizilimine
gore siiflandirilmistir. Bu siniflandirmada enzimler hem yap1 hem fonksiyonel olarak
birbirlerine yakin enzimlerdir. CYP enzimleri ilk numaradan itibaren ailelere
ayrilmistir. Bu ailedeki biitiin enzimler aminoasit dizilimi ydniinden en az %40
benzerlik gosterenler ayni aile i¢ine alinmaktadir. Alfabetik harfler ile alt grup ailelere
ayrilmaktadir. Ayni alt aile grubunda ise aminoasit dizilim homolojisi en az %55

olmaktadir. En son numara ise enzimi kodlayan genin numarasidir (Cetin 1999).

Sitokrom P450 sistemi siliper bir gen ailesine sahiptir. Sitokrom P450
monooksigenazlar ekzojen ve endojen bilesiklerinin farkl: tiplerinin ¢ok genis bir
oraninin metabolizmalarint katalizleyebilir. Ekzojenaz bilesikler; ilaglarin
bir¢ogu (amfetaminler, p-asetominofen), endiistriyel ¢oziiciiler (benzen, piridin,
toluen, aseton), kimyasal karsinojenler, polisiklik aromatik ve halojenli
hidrokarbonlar (benzopren, TCDD, poliklorinat bifeniller), insektisitler (forat,
tiokarb), pestisidler (paration), herbisidler (diklorabenil), sabun ve deodorantlarin
karistmindaki  maddeler, belirli zehirli mantarlar, antibiyotikler, kanser
tedavilerinde kullanilan kemoterapik ajanlar (klortrianisen, TACE, TAM),
mutajenler (nitrozaminler, N-metil-N’-nitro-N-nitrozguanidin), amino azo
boyalar1 ve diazo bilesikleri, aromatik aminler, heterosiklikler, nitrofuranlar,
odun terpenleri, epoksitler, karbamataz, alkil halidler, izosafrol, bitkilerin
kokiinde bulunan bir¢ok yiyecekte var olan safrol tiirevleri, antioksidanlar,
yiyecek katki maddeleri, fermante alkollii igecekler vb. endogenaz bilesenler;

steroidler, yag asitleri, D vitamini, proslandinler ve safra tuzu igermektedir.

Sitokrom P450 sistemi hiicrelerde iki degisik yerde fonksiyon gosterir. Birincisi
mitokondriyal  sitokrom  P450  monooksigenaz  sistemi,  steroidlerin

hidroksilasyonunda gorev yapar. Boylece bu bilesiklerin suda daha iyi ¢oziiniir



hale gelmesini saglar. Ornegin plesanta, yumurta hiicreleri, testisler, steroid
hormonlar1 sentezleyen dokularda, bu sistem, kolesterolden steroid hormonlar
sentezlenirken olusan ara iriinlerin hidroksillenmesinde kullanilir. Karaciger bu
sistemi safra asidi sentezinde kullanir. Bobrek ise Vitamin D’yi (vitamin 25-
hidroksikolekalsiferolii) hidroksilleyerek biyolojik aktif (1,25-hidroksillenmis)

seklini olusturmada kullanir.

Ikincisi ise mikrozomal sitokrom P450 sistemidir. Graniilsiiz endoplazmik
retikulum membranlar1 (6zellikle karacigerde) ile iliskili olan mikrozomal
sitokrom P450 sisteminin en Onemli fonksiyonu yabanci bilesiklerin
(ksenobiyotikler) detoksifikasyonudur. Bunlar arasinda ¢esitli ilaglar, petrol
trlinleri karsinojenler ve bocek ilaglar1 gibi maddeler bulunur. Sitokrom P450
monoksigenaz sistemi, yine indirgeyici gii¢ kaynagi olarak NADPH’1 kullanip,
bu toksinleri hidroksilleyebilir. Bu degismelerin iki amaci var; Birincisi ilacin
kendisini aktive veya inaktive edebilir. Ikincisi ise toksik bir bilesigi daha
¢Oziiniir hale getirerek, atilimini hizlandirir. Ama siklikla, yeni olusan hidroksil
grubu, polar bir bilesikle, konjugasyon yeri olarak gorev yapar. Ornegin,
glukoronik asit, hidroksil grubundan baglanarak, bilesigin ¢oziiniirligiini 6nemli

derecede arttiracaktir (Champe et al. 2007).



R /o NADPH-Sitokrom P450
Felll Rediiktaz

RH%//}\

Sekil 1.2. Bir ilacin sitokrom P450 sistemi tarafindan oksidasyonu
*Akif bolgedeki hem demiri “Fe” olarak gosterilmistir. Elektronlar sitokrom P450
rediiktaz tarafindan NADPHdan saglanmaktadir (Meunier et. al. 2004)

1. Substrat enzimin peptid zincirinin karsisina, hem grubu ihtiva eden aktif kismina
baglanmaktadir. Substrat baglandiginda enzimin aktif kisminin konformasyonunda
degisme meydana gelir. (Inhibitorler ve belirli substratlar hem grubunda yer alan demir
grubuna direkt olarak da baglanabilmektedir) (Sekil 1.2) (Montellano 1995; Poulos et
al. 1995; Meunier et al. 2004).

2. Aktif bolgenin elektron durumundaki degisimden dolayt NADPH’tan bir elektron

+25

transfer edilerek hem grubundaki Fe*®, Fe**ye indirgenir. Bu reaksiyonu NADPH

sitokrom P450 rediiktaz katalizlemektedir (Sekil 1.2) (Sligar 1979).
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3. Molekiiler oksijen distal aksiyal koordinasyon pozisyonuna kovalent olarak
baglanir. Oksijen molekiiliiniin baglanmasi ile birlikte sistein ligandi hem proteinlerinde
daha aktif hale gelmekte ve bu yiizden de histidinden daha iyi bir elektron dondrii
olmaktadir. Ancak bu durum bazen aradaki bagin kopmasina sebep olup siiperoksit
radikallerinin serbest kalmasiyla katalitik dongiiyii yarida kesebilmektedir. Bu olay
decoupling reaksiyonu olarak adlandirilmaktadir (Sekil 1.2) (Meunier et al. 2004).

4. Ikinci bir elektron ya CPR, ferredoksinler ya da sitokrom-b5 iizerinden NADH
tarafindan verilerek dioksijeni negatif yiikli perokso grubuna doniistiiriir. Bu kisa

Omiirli bir ara basamaktir.(Sekil 1.2) (Meunier et al. 2004).

5. Dordiincii grupta olusan perokso grubu cevredeki aminoasitlerin yan gruplari
tarafindan ¢abucak protonlanarak bir mol su ¢ikisina sebep olur, ve oldukc¢a reaktif Fe

(V)-okso tiriinleri olusur (Sekil 1.2) (Meunier et al. 2004).

6. icerdigi substrat ve enzime bagli olarak P450 enzimleri cok cesitlilikteki
reaksiyonlar: katalizler. Tahmin edilen hidroksilasyon yukardaki sekilde gosterilmistir.
Uriin aktif bdlgeden ayrildiktan sonra, bir su molekiilii tekrar hem grubundaki distal

pozisyonuna baglanir ve enzim yeniden orijinal halini alir (Sekil 1.2).

A: Monooksijenasyona perokside yol diye adlandirilan alternatif bir rota yoluyla da
gidilebilir. Bu rotada peroksitler ve hipokloritler gibi oksijen donérleri yardimiyla
demir-okso ara iriinii olusur ve katalitik dongii 3, 4, ve 5. basamaklara gidilmeden
tamamlanmis olur (peroksit diyagramda XOOH olarak gosterilmistir (Sekil 1.2)
(Meunier et al. 2004).
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1.2. NADPH-Sitokrom P450 Rediiktaz (CPR)

NADPH-sitokrom P450 rediiktaz (E.C 1.6.2.4) hem FAD hem de FMN
flovoproteinlerini iceren dort memeli enziminden biridir (Porter and Kasper 1986).
Digerleri metiyonin sentaz rediiktaz (MSR) (Leclerc et al. 1998), yeni rediiktaz (NRI)
(Paine et al. 2000) ve nitrik oksit sentaz (NOS) (McMillan et al. 1992) dir (Sekil 1.3).
Ailenin bakteriyel {iyeleri ise B.Megaterium P450 igeren rediiktaz (BM3) (Narhi et al.
1986) ve siilfit rediiktazin rediiktaz o alt birimidir (SR) (Ostrowski et al.1989) (Sekil
1.3). Bu enzimlerin hepsi yapisal olarak benzerdirler fakat kii¢iikk farkliliklar vardir.
Omegin MSR ve yeni rediiktaz NRI her ikiside CPR ile ayn1 bolgeleri igerirler ancak
membran baglama bolgeleri yoktur dolayisiyla sitozolde bulunmaktadirlar. Dahast MSR
fonksiyonu heniiz agiklanamamasima ragmen CPR’dan daha biiyiik bir ara baglanti
bolgesine sahiptir. NOS ise elektron transferi i¢in ekstra bir kalmodinin baglama

bolgesine sahiptir ve rediiktaz bolgesi hem grubu ile i¢ ice gegmistir.

CPR N — FMN FAD NADPH — C
NRI N FMN FAD NADPH — C
BM3 N— Sitokrom P450 bolgesi FMN FAD NADPH —C

SR N — FAD NADPH — C

a alt birimi
NOS N 4[ Oksigenaz I CaM Baglantisi | FMN FAD NADPH — C

MSR N — FAD NADPH — C

Membran baglama bolgesil | FMN/FAD ara bolgesi Ic FAD iletisim bolgesi

Sekil 1.3. Difalavin rediiktaz ailesinin bolgesel organizasyonunun sematik gosterimi
*CPR-Sitokrom P450 Rediiktaz, NRI-Yeni Rediiktaz, BM3-B.Megaterium P450 igeren rediiktaz, SR-
Siilfit Rediiktaz, NOS-Nitrik Oksit Sentaz ve MSR-Metiyonin Sentaz Rediiktaz (Widdowson 2010)
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Sekans homoloji analizlerine gore amino terminal FMN baglama domaini bakterial
FMN iceren flovodoksinlerle 6nemli derecede benzerlik gosterirken FAD ve NADPH
baglanma bolgeleri ise ferrodoksin-NADP™ rediiktaz (sitokrom b5 rediiktaz ve nitrat
rediiktaz1 igeren proteinler) olarak adlandirilan folvoproteinlerin diger bir smifi ile

benzerlik gostermektedir (Shen and Kasper 1993).

E.colide eksprese edilen ve belirli seviyedeki tripsinolisiz ile ¢dziindiiriilen sican
karaciger CPR enziminin ii¢ boyutlu yapis1 2,6 A ¢oziiniirlikte X-Ray Kristografisi
yardimi ile Wang et al. (1997) tarafindan belirlenmistir. Bu ¢alismaya gére parcalanmig
sican karaciger CPR’1n kristal yapist dort yapisal domain (N terminalden C terminale
kadar) i¢cermektedir. FMN baglama bolgesi, iletisim bdlgesi, FAD baglama bolgesi ve
NADPH baglama bolgesi Sekil 1.4 A da temsili olarak gosterilmistir. Iki C terminal
diniikloetid baglanma domaini ferrodoksin NADP" rediiktaza (FNR) benzerken FMN
baglanma bolgesi flavodoksinin yapisina benzerdir. FMN baglama bolgesi ile FNR gibi
domainlerin arasinda yer alan iletisim bolgesi etkili iletisim bolgesi i¢in gerekli olan iki
flavinin uygun bir hizalama saglayan diger domainlerin goreceli hizalanmasinda
sorumludur. Aralarindaki en yakin mesafe yaklasik olarak 4 A olan iki flavin
niikleotidinin izoalloksin halkasi yan yanadir. FMN baglanma bolgesine yakin olan kase
bi¢imindeki yiizey sitokrom P450, b5 ve hem oksigenazida igceren fizyolojik redoks
partnerleri ile sitokrom ¢ nin yerlesim yeri oldugu ihtimali ileri sliriilmiistiir. CPR’1n
yiizeyi ¢ogunlukla negatif yiiklii sitokrom c¢ nin yiizeyi pozitif yiikli oldugu i¢in
aralarindaki baglanmanin bu sekilde gerceklestigi belirtilmektedir. CPR’daki FMN ile
sitokrom ¢ deki hem arasindaki mesafe 9A’dan azdir. Sitokrom P450’ler CPR’in
elektron partnerleri olan sitokrom b5 ve sitokrom ¢ den daha biiyiik oldugu i¢cin CPR
P450 lerle etkilese bilmek igin ¢anak seklinde oldugu ifade edilmistir (Wang et al.
1997). Coziinmiis kristal proteinin sekans analizi sonucu N-terminal rezidiisiiniin Ile-57
oldugu, ancak kristalografik elektron yogunlugundan elde edilen sonuglarda Val-64
oldugu belirlenmis bunun da CPR enziminin N-terminal hidrofobik domain ucunun
degiskenligini kanitladig1 bildirilmistir. Elde edilen bu sonuglar biitiin enzimin bu

bolgesinin proteolitik pargalanmalara karst olduk¢a savunmasiz ve duyarli oldugunu
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gosterdigi belirtilmis ve enzimin biitiin olarak kristal halde elde edilememesinin ve {i¢

boyutlu yapisinin belirlenememesinin sebebi boylece agiklanmigtir (Wang et al. 1997).

FMN baglanma bdlgesi B kirmali tabakanin C terminal ucunda bulunan FMN ile 5 tane
a heliks tarafindan g¢evrilmis 5 tanede B kirmali tabakadan olustugu ifade edilmistir.
FAD baglanma domainin merkezinin antiparalel diiz B silindir yapisinda, NADPH
baglanma domainin ise bir a heliks tarafindan sarilmis paralel bes siki B tabakadan
olustugu bildirilmistir. Iki flavin domaini arasinda bulunan baglanma domaini 240 ile
270 ve 325 ile 450 arasindaki rezidiilerden olustugu ve ¢ogunlukla a heliks yapida
bulundugu belirlenmistir. Sekil 1.4. B’de goriilen heliks F ile 6 nolu iplik¢ik arasindaki
lobun kristal yapida net olarak belirlenemedigi, FMN domaini ile baglanma domaini
arasinda bir eklem noktasi olusturdugu, FMN domaini ile baglanma domaini arasindaki
rezidiilerin ¢ogunlukla hidrofilik oldugu dolayisiyla bu bolgedeki etkilesimlerin
elektrofilik oldugu bildirilmistir. Baglanma domaini ile FAD baglanma domaini aras1 ve
FAD ile NADPH baglanma domainleri arasindaki kisimlarin goreceli olarak daha
hidrofobik oldugu, bu iic domainin lineer sekanslarinin birbirine sarilmis durumda
bulundugu ve bu nedenle de domainlerin fonksiyonel olarak birbirinden ayrilamayacagi
belirtilmistir. Molekiiliin biitiin olarak seklinin 50 A derinliginde 70 A genisliginde ve
60 A yiiksekliginde oval kase yapisinda bulundugu bildirilmistir. Sekil 1.4’de N-

terminal baglanma bolgesinden yoksun enzimin ii¢ boyutlu yapis1 verilmistir.
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Sekil 1.4. (A) CPR enziminin {i¢ boyutlu yapisi ve (B) CPR proteinin kofaktor tanimada
gorevli bolgelerini gosteren topoloji diyagrami (Wang et al. 1997)

*(A) Mavi, FMN baglanma bélgesi, kirmizi baglanma domaini, yesil, FAD ve NADPH baglanma
domainleri. Kofaktorler kiire ve cubuk seklinde gosterilmis, FMN agik mavi, FAD sar1;, NADP" turuncu,
eklem (hinge) bolgesi pembe renk ile verilmistir. (B) o heliks agik silindir, B tabakalar koyu oklar,
diizensiz sargilar ise ¢izgi olarak verilmistir. I FMN, II baglanma, 11l FAD ve IV NADP" baglanma
domainleri. a heliks harf ile  tabakalar ise say1 ile isaretlenmistir. Lineer diayagramda kofaktdr baglanma
bdlgeleri belirtilmis, ¢izgili kutular ise baglanma domainini gostermektedir. Sayilar aminoasit sekansini
belirtir. Lineer yapida FAD ve baglanma bolgeleri birbirine girmistir
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CPR mikrozomal sitokrom P450 monooksigenaz sisteminin temel bilesenidir. CYP
siiper familyasindan farkli olarak CPR su ana kadar calisilan hayvan tiirlerinin
tamaminda bu flovoproteinin tek bir gen tarafindan kodlandigi belirtilmistir. CPR
geninin uzunlugu 50 kb dan daha biiyliktiir. Tiirlere bagli olarak monomer molekiil
kiitlesi 76-81 kDa arasinda degismektedir (Aring et al. 1995; Sen and Arinc 1998;
Wohlover 2008). insanda 7q11.23 (S90469) ve farede kromozom 6 da haritalanmistir
(Simmons et al. 1985; Shephard et al. 1995). Sican rediiktaz i¢in gen klonlanmistir ve
ilki kodlanmayan 16 ekzondan olustugu belirtilmistir (Porter et al. 1990).

Kodlama sekansi ekzon 2’den baslar. Membran baglama bdlgesi ekzon 2, sonra gelen
iletisim bolgesi ekzon 3 tarafindan kodlanir. FMN baglama rezidiileri ekzon 4, 5 ve 6’da
bulunmaktadir. Ekzon 6 ve 7 sitokrom c ve sitokrom P450 baglama rezidiilerini igerir.
FAD ve NADPH baglant1 bolgeleri 12-15 ekzonlar tizerinde bulunur. Ekzon 12 FAD
izoalloloksini, ekzon 13 pirifosfat baglama bolgesini ve ekzon 13, 14 ve 15 NADPH
baglama bolgesini icerir. Ekzon 8, 9, 10 ve 11’in belirlenmis fonksiyonu yoktur. Bu
bolgelerin FAD den FMN ye elektron transferi i¢in ya da iki flavinin dogru
yonlendirilmesine izin vermek amaciyla polipeptid zincirinin uygun katlanmasi i¢in
gerektigi distiniilmektedir (Porter et al. 1990; Shen and Kasper 1993). Sigcan CPR
enziminin ¢ boyutlu yapist intraflavin elektron transferinde amino asit rezidii
atomlarina ihtiyag olmadigini gostermistir (Wang et al. 1997). Bu yiizden baglama
bolgesinin iki flavin arasindaki elektron taransferini diizenlemek ve baglamak amac ile
polipeptid zincirinin uygun pozisyonda olmasini saglamak i¢in gerekli olabilecegi ifade

edilmistir (Celik 2002).

NADPH-sitokrom P450 rediiktaz elektronlarin NADPH’tan sitokrom P450’ye
aktarilmasini katalizleyen bir flavoproteindir. Iyanagi and Mason (1973) yaptiklari bir
calismada enzimin iki flavin molekiiliinii (FAD ve FMN) icerdigini tespit etmislerdir.
Sonraki calismalarda ise enzimin elektron akigsinda flavinlerin rolii aydinlatilmistir
(lyanagi et al. 1974; Vermilion and Coon 1978; Vermilion et al. 1981; Oprian et al.
1982). Her iki flavininde rediiktaza kovalent olarak bagli olmadigi belirtilmistir. Bu
nedenle flavinler rediiktazdan (2 M KBr varliginda farkli pH degerleri ile 6rnegin FMN
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icin pH 8,5, FAD i¢in ise pH 6,5) segici olarak uzaklastirilabilmektedir (Vermilion and
Coon 1978; Kurzban and Strobel 1986). FAD-bagl rediiktaz sitokrom c ve ferrisiyanid
icine alan birgok elektron alicis1 i¢in neredeyse elektron transfer yetenegini kaybederken
(Kurzban and Strobel 1986) FMN baghh enzim; sitokrom ¢, menadion ve
diklorofenolindofenol elektron alicilar1 igin elektron transfer yeteneginin g¢ogunu
kaybetmekte fakat ferrisiyanid i¢in bu yetenegini korumaktadir (Vermilion and Coon
1978). Bu sonuglar gostermektedir ki FMN direkt olarak NADPH’dan elektron
alamazken FAD elektronlar1 NADPH’dan almaktadir. NADPH-sitokrom P450
rediiktazin katalizledigi reaksiyon sonucu elektronlarin NADPH’dan sitokrom P450 ye
ve diger elektron alicilarina aktarima:
NADPH — FAD — FMN — Sitokrom P450 (ya da diger elktron alicilar)

seklindedir (Sekil 1.5).

NADPH P450 Rediiktaz

ROH + H,0
NADP?! \

Sekil 1.5. Monooksigenaz sisteminde sitokrom P450 rediiktazin rolii (Ohkawa et al.
1998)

CPR’1n elektron alicilar iki farkli yol izlemektedir. Birinci yoldaki elektron alicilar
sitokrom P450 ve fizyolojik olmayan substrati sitokrom c¢ gibi FMN baglama
bolgesinden elektronlar1 alir (Vermilion et al. 1981; Kurzban and Strobel 1986).
Ferrisiyanid gibi ikinci tip elektron alicilar1 ise FAD baglama bdlgesinden elektron alir.
Transhidrogenaz reaksiyonlarinda da NADP™ bir elektron alicis1 olarak gérev yapar.
CPR gibi cok substratli enzim reaksiyonlar1 icin iki kinetik mekanizma yapisi vardir.
Ping-Pong ve diizenli ya da rastgele Bi-Bi kinetik mekanizmalaridir. Ping-Pong
mekanizmasinda ilk substrat baglanir ve ikinci substrat baglanmadan 6nce saliverilir.

Bi-Bi kinetik mekanizmasinda ise substratlar enzime ayni anda baglanir ve fglii
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kompleks olusturur. Bu kompleks substratlar ayrilmadan 6nce reaktif ara {iriin gorevi

goriir (Cleland 1977).

NADPH sitokrom P450 rediiktaz (CPR) 6karyotik hiicrelerin birgogundaki endoplazmik
retikulum tizerinde bulunan birkag¢ enzim ig¢in elektron verici bir proteindir (Sekil 1.6).
Bu oksigenazlar bir¢ok ila¢ ve besin maddesinin metabolizmas: ile iligkili bir enzim
ailesi olan aym1 zamanda steroid hormonlarmin ve diger hiicre dis1 lipid uyarici
molekiillerin  sentezinde gorev alan sitokrom P450’leri, Hemin bilurubine
indirgenmesini katalizleyen reaksiyonun ilk adiminda gérev alan bir hem poteini olan
hem oksigenaz ve stroit biyosentezi igin belirlenen yolun ikinci enzimi olan skualen
monoksigenazi igerir. Ayrica CPR steroil sentez yolunda gorev alan 7
dehidroksikolesterol rediiktaza ve yag asidi desaturasyonunda, steroid sentezinde ve

elongaz yollarinda gorev alan sitokrom b5 de elektron verebilir.

Skualen epoksidaz olarakta bilinen skualen monoksigenaz kolesterol sentezinde gorev
alan bir enzimdir. Endoplazmik retikuluma bagli olan enzim FAD igerir ve 64 kDa
agirh@indadir. Indirgeyici elektronlar igin CPR ile etkilesim halinde olmasi gerekir

(Laden et al. 2000).

Lipid peroksidasyonu serbest radikallerin zincir reaksiyonlari tarafindan doymamis
lipidlerin oksidatif zarara ugramasidir. Hiicre membranindaki ¢oklu doymamais lipidler
bu durumdan ¢ok kolay bir sekilde etkilenir ve hiicre membran yapisit bozulur. CPR
lipid peroksidasyonunun iki durumu i¢in elektron kaynagi olarak hareket eder; birincisi
ADP-Fe*¥indirgenmesi ile radikal ADP-Fe**O, nin olusmasi ve ikincisinde ise
peroksidasyon prosesleri boyunca yeni lipid radikalleri olugsmasina yol agan lipid

hidroperoksit tiirlerini olusturur (Sevanian et al. 1990).

Hemin yikimindaki ilk basamak RE hiicrelerindeki mikrozomal hem oksigenaz sistemi
tarafindan katalizlenir. NADPH ve O varliginda enzim iki pirol halkas1 arasindaki

metenil kopriisiine hidroksil grubu ekler, buna paralel olarak da ferr6z demir iyonu
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Fe**¢ okside olur. Aym enzim sistemi ile ikinci bir oksidasyon porfirin halkasinin
kopmasina neden olur. Ferrik demir iyonu ve karbon monoksit agiga ¢ikar ve yesil bir
pigment olan biliverdin olusur. Biliverdin indirgenerek kirmizi-kavuni¢i renkli
bilirubini olusturur. Bilirubinin olugmasi sirasinda hem oksigenaz gerekli elektronlari

CPR dan aldigi belirtilmistir (Schacter et al. 1972).

Kolesterol biyosentezinde gorev alan ve c¢ift bag tasinmasindan sorumlu olan 7
dehidroksikolesterol rediiktaz indirgeyici elektronlar i¢in CPR’a ihtiya¢ duymaktadir. 7
dehidroksikolesterol rediiktaz enziminin eksikliginde nispeten sik rastlanan bir
otozomal ¢ekinik kolesterol biyosentez bozuklugu olan Smith-Lemli-Opitz sendromu
(SLOS) na yol acgar. SLOS embryonik gelisimde kolesteroliin 6nemini yansitacak
bi¢imde multisistem anomalileri ile karakterizedir (Champe et al. 2007). CPR’in
elektron alicist olarak sitokrom P450 ile iliskisi bolim 1.1°de ayrintili olarak

anlatilmistir.

NADPH-Sitokrom
P450 Rediiktaz

Sitokrom Hem Sitokrom b5 Skualen 7dehidrosikoles
P450 ler oksigenaz monoksigenaz erol rediiktaz

N ~ P 7
<"
Hem Desaturaz _ Sterol _
katabolizmasi Elongaz Biyosentezi
Yag asidi
Metabolizmasi

Ilag, ksenobiyotik metabolizmas, sterol ve safra asidi sentezi

Sekil 1.6. Okaryotik hiicrelerin birgogundaki endoplazmik retikulum iizerinde bulunan
birka¢ enzim igin elektron verici olan CPR
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NADPH ve NADH bagli oldugu yollarin birbiriyle iligkili oldugu bulunmus ve bir
yoldan digerine elektronlarin transferi Sekil 1.7°de karsilastirilmistir. Boylece sitokrom
b5’in bu iki elektron transport sistemi arasinda bir baglayici olarak hareket ettigi
belirtilmistir (Aring 1991). NADH bagli sitokrom b5 sistemi lipid metabolizmasinin
birka¢ reaksiyonunu katalizler 6rnegin stearil CoA (C-18) ve palmitoil CoA (C-19) nin
A9 desaturasyonunu, oleik, linoleik, linolenik asitin A6 desaturasyonunu, 20 karbon
atomu tireten eicostrienoik asid ve arasidonik asid ile doymamis yag asitlerinin A5
desaturasyonunu sayabiliriz. A6 desaturasyonunu esansiyal yag asidi, prostaglandinler
Cc-AMP sentezi icin gerekli olan desaturasyonlardan biridir. Ayni1 zamanda hiicre
boliinmesi sirasinda diizenleyici bir role sahip oldugu ifade edilmektedir. A6
desaturasyonunun aktivitesinin kanserli hiicrelerin bir¢ok tipinde eksik oldugu
belirtilirken hatta bu durumun kanserli hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiylimesinin
nedenleri arasinda olabilecegi  belirtilmektedir  (Dippenaar et al. 1982).
Methemoglobinin indirgenmesi hari¢ Sekil 1.7°de gosterilen reaksiyonlar sadece
amfipatik rediiktazlar ya da sitokromlarin eksiksiz olmasi durumunda gerceklestigi ifade

edilmistir (Celik 2002).

NADH NADPH
NADH-Sitokrom NADPH-Si.t.okrom
b5 rediiktaz P450 rediiktaz
i Ekzo ve endogenaz
Sitokrom b5 Sitokrom P450

bilesiklerin

(baz1 izoenzimleri) .
monooksigenasyonunda

|

etanolamin ve fosfolipid desaturasyonu
w Yag asidi uzatma enzimi
w+ N-Hidrooksilamin rediiktaz
+ Methemoglobin
w 4-Metilsterol oksidaz
w Prostaglandin sentaz rediiktaz

+ A9-, A6-, A5 Acil CoA, A7-Sterol A9-desaturaz, alkil agil-glisero-3-fosforil

Sekil 1.7. Endoplazmik retikulumdaki elektron zincirinde gergeklesen, elektron transferi
ve fizyolojik fonksiyonlari (Aring and Cakir 1999)
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CPR’1n terapatik olarak ¢ok onemli antitiimor ilaglari, antibiyotikler, aromatik nitro

bilesikleri, bocek oldiirticiiler ve diger ¢evre kirleticilerini iceren ¢esitli kimyasallarin

indirgenme reaksiyonlarin1 katalizleme fonksiyonu da vardir (Cizelge 1.2) (Aoi et

al.1981; Kappus 1986; Sinha 1989). Hatta lipid peroksidasyonunda ve genotoksisite ve

sitotoksisite ile sonuglanan reaktif oksijen tiirlerinin {iretilmesinde 6nemli rol oynadigi

bilinmektedir (Celik 2002).

Cizelge 1.2. CPR tarafindan indirgendigi bilinen bilesikler (Lu 1991)

Siniflar

Antikanser ilaclar: ve antibiyotikler

Kinonlar

Nitroimidazoller

Aromatik nitro bilesikleri

Herbisitler

Azo boyalan

Bilesikler

Adriamisin

Mitomisin ¢
Daunorubisin
Bleomisin
Porfiromisin
1,4-naftakinon
Benzo(a)piren-3,6-kinon
Menadion

Resorufin

Metroidazol
Ronidazol
Misonidazol
Nitrofurantoin
4-nitrokinolin N-oksid
Parakuat

Neoprontosil

Dimetilaminoazobenzen

NADPH bagl indirgenme reaksiyonlarinda reaktif oksijen tiirleri, karbon merkezli

serbest radikaller ve reaktif metabolitler olusturulabilir. Ornegin kinonlar rediiktaz

tarafindan bir elektron basamag ile niikleik asit ve proteinlere kovalent olarak bagl
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olan semikinon radikallerine indirgenebilir bu da genotoksisite ve sitotoksisiteyle
sonuglanabilir. Alternatif olarak semikinonlar hidroksil radikalinin yani sira hidrojen
peroksit meydana getiren siiperoksit anyon radikalini olusturmak icin bir elektronu
molekiiler oksijene transfer edebilir. Hidroksil radikali en reaktif oksijen tiiriidiir ve
inaniliyor ki hidroksil radikali DNA iplik¢iklerinin  bozulmasindan, lipid
peroksidasyonundan ve kinon redoks c¢evrimi siiresince enzimlerin inaktivasyonundan

sorumludur (Kappus 1986; Halliwell and Auroma 1991; Lu 1991).

CPR sitokrom P450 enzim sistemi icin gerekli olmasina ragmen rediiktaz gen
ekspresyonu P450 gen ekspresyonundan farkli olarak diizenlenir. Hiicrede cogu
fonksiyonu CPR ile uyumlu olmasina ragmen CPR c¢alisilan biitiin dokularda belirli
seviyelerde bulunan genis bir alanda eksprese olan bir proteindir. Cogunlukla
karacigerde bol miktarda bulunur. Yiiksek seviyede eksprese olur. Ancak CPR seviyesi
P450 siteminden diisliktiir. Cogu dokuda CPR’1n P450 ye orani 1:10 veya daha azdir
(Reed et al. 1986) ancak beyin ve koku alma epitalinde bu durum farklidir. Beyinde 3:1
(Ghersi-Egea et al. 1989) oraninda koku alma epitalinde ise 1:3 oranindadir (Reed et al.
1986).

P450 sistemi indiikleyicileri CPR ekspresyon seviyesinde dikkate deger bir etki
olusturmaz. Fenobarbital ve pregnenolon-16a karbonit gibi tipik kuvvetli P450
indiikleyicileri CPR seviyesini yalnizca 2-3 kat yiikseltir. 3 metil kolantirenin ve

etanoliin ¢ok az ya da hi¢ etkilemedigi belirtilmistir (Shen and Kasper 1993).

CPR ekspresyonu transkripsiyonel safhada hipofiz ve tiroit ortak ¢alismasi sonucu
diizenlenir. Tiroit hormonu (T3) CPR ekspresyonunun diizenlenmesi i¢in gereklidir
(Waxman et al. 1989; Ram and Waxman 1992; Li et al. 2001). Hipofiz bezinin alinmasi
(Hipofiztomiy) tiroit hormonu ekspresyonunu diisiiriir ve bu da hepatik rediiktaz
seviyesinde %50’den ¢ok daha biiyiik bir azalmaya sebep olur. Adrenokortikotropik
hormon (ACTH), s18ir adrenokortikal hiicrelerinde rediiktaz seviyesini hem mRNA ve

hem de protein seviyesinde fenobarbital olmaksizin arttirmistir (Dee et al. 1985). Follik
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uyaricit hormanda si¢an granulosa hiicrelerinde rediiktaz seviyesini arttirmistir (Durham

et al. 1985). Her iki durumda da gozlenen etkiler dibiitiril cAMP benzetilmistir.

Williams sendromu veya Williams—Beuren Sendromu, ilk kez 1961 yilinda Williams ve
Beuren adli doktorlar tarafindan teshis edilmis ve tanimlanmis bir hastaliktir. Diinyada
cok ender goriilen genetik bir hastaliktir. Ortalama 20 000’de bir goriilebilen bu
bozukluk, kiz ve erkek ¢ocuklarda esit olarak ortaya ¢ikabilir. 7 numarali kromozom

ciftinin herhangi birinde olusan hatadan dolayr meydana gelir.

Genetik bir hastalik olan Williams sendromu, 7 numarali kromozomun uzun kolunda
() yaklasik olarak 1,2 m.b kismin silinmesiyle ortaya ¢iktigi gosterilmistir. Ve bu
silinme 25 genin ekspresyonunu etkilemektedir. Bu genetik silinme CPR’in
transkripsiyonunda bir azalmaya neden olur. Ciinkii CPR genin ekspresyonunu
diizenleyen cis diizenleyici elementler silinen kisimda yer almaktadir (Merla et al.
2006). Molekiiler genetik mekanizma bakimindan mikro-delesyon grubuna dahil bir
genetik hastaliktir. Williams sendromulu bazi hastalarda CPR eksikliginin karakteristik
yapilar1 go6zlenir (Charvat 1991). Bu gruptaki bazi hastalar Sendromdaki genetik
bozukluk anne babadan gecebilecegi gibi kendiliginden ortaya ¢ikan genetik
mutasyonlardan da kaynaklanabilir. Bu nedenle bir¢ok Williams sendromlu ¢ocugun

aile gecmisinde hastalik bulunmayabilir.

CPR eksikliginin farenin noral tiipiinde, kardiak sisteminde, goz ve esneklik
ozelliklerinde anormallikler ortaya koymustur genel olarak gelismede geciktirme
meydana geldigi belirtilmistir. Fenotipteki bu c¢esitlilik CPR 1 bir¢ok fonksiyonu

yiiziindendir.

1.3. Toksik Metaller ve Zararlari

20. ylizyilin baslarindan itibaren biyosferdeki agir metaller belirgin sekilde artmaya

baslamis toprak, su ve hava ekosistemlerinde birikerek, bitkiden insana her cesit
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organizma i¢in acilen tedbir alinmasi gereken bir ¢evre sorunu haline gelmistir (Saglam

ve Cihangir 1995).

Yogunlugu 5 g/cm3’ten daha yogun olan metallere agir metal denir. 60°‘tan fazla
element agir metal olarak kabul edilse de bakir (Cu), demir (Fe), ¢inko (Zn), kursun
(Pb), civa (Hg), kobalt (Co), mangan (Mn), krom (Cr), selenyum (Se), nikel ( Ni) ve
kadmiyum (Cd) en sik rastlanan ve en ¢ok taninan agir metallerdir (Azevedo ve Lea,

2005).

Bazi clementler enzim, vitamin ve hormonlarin bilesenlerinde bulunur. Emilme,
sindirim ve metabolizmada gorev alirlar ve belirli viicut yapilarinda tamamlayici olarak
rol oynarlar. Dogada bulunan Cd, Cr, Hg ve Pb gibi agir metaller canlilar i¢in mutlak
gerekli olmayip eser miktarlar bile toksik etki gosterirken, Cu, Cr, Fe, Mn, Mo, Zn ve

Ni gibi agir metaller canlilar i¢in belli bir doza kadar gereklidir, bu elementler “iz” veya

“eser” element olarak adlandirilir (Somers 1974).

Cevre kirliligini artiran ve ekolojik dengenin bozulmasinda 6nemli rol oynayan endiistri
kuruluslarmin basinda, atik sularinda agir metal iceren kuruluslar gelmektedir. ilgili
endiistri kuruluslar, stirecleri geregi gesitli agir metalleri kullanmakta ve atiklarinda
civa, ¢inko, kobalt, bakir, demir, kursun, krom, arsenik ve giimiis gibi metal iyonlarini
ihtiva etmektedir (Saglam ve Cihangir 1995). Endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin
egzoz gazlari, maden yataklar1 ve isletmeleri, volkanik faaliyetler, tarimda giibreleme ve
ilaclama gibi pek cok etmen agir metallerin ¢evredeki miktarlarini artirmakta ve
biyolojik sistemlerde birikime neden olmaktadir (Kahvecioglu vd 2001). Toksisite,
metallerin proteinlerin siilfhidril gruplarina baglanmas1 sonucu olusur. Bitkilerin
kirleticileri biinyelerinde toplamalar1 hem bitki yasamin1 hem de besin zincirini etkiler.
(Brekken and Steinnes 2004). Diger taraftan, bakirin yiiksek miktari ndrotoksiktir,
biligsel ve davranmissal degisiklerle birliktedir. Cok yiiksek bakir derisimi karaciger
hasarma da yol agar (Turgut vd. 2000). Bazi agir metallerin belirlenen sinirlarin
tizerinde viicuda alinmasi durumunda, Cd: Itai-Itai hastaligi, organlarda kanser, kemik

kirilmas1 ve siddetli agrilara Cu: Wilson hastaligi, bobrek bozukluklar1 ve nérolojik
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bozukluklara Zn: Gastrointestinal bozukluklara Pb: Beyinde hasar, kansizlik, bobrek

hastaliklari, ve norolojik fonksiyon bozukluklarina sebep olmaktadir (Oehlenschlidger

2000; Yazkan vd. 2002).
E Toksik f
Metaller

1
i Antioksidan Savunma | —

)
Tiyol Durumunun !
1

: Sisteminin Zarar1 ) Tiikenmesi
ROS

STt TTTTT ST oo T T T s e e e s m e m e m e e m T ]

! Lipid Protein DNA !
Lipid Protein Niikleik asitlerin
Proksidasyonu Oksidasyonu yukseltgenmesi
Membran Zarari Protein Fonkvsiyon DNA Tamirinin

Bozuklugu Bozulmasi

Hiicre Oliimii Mu_taje_nllk_
Karsinojenlik

Sekil 1.8. Metal iceren oksidatif stres i¢in olast mekanizma (Ercal 2001)

1.4. Antibiyotikler

Antibakteriyel ilaglar i¢inde 6zel bir yer tutan énemli bir ila¢ grubu olan antibiyotikler

bakteriler, funguslar ve aktinomisetler gibi ¢esitli mikroorganizma tiirleri tarafindan
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biyosentez edilen ve diger mikroorganizmalarin gelismesini Onleyen ya da onlar1
6ldiiren kimyasal maddelerdir (Kayaalp 2002).

Antibiyotiklerde ana ilke konak¢ida hi¢ veya ¢ok az toksik etki yapan bir kimyasal
madde ile hastalik etkeni organizma iizerinde yeteri kadar toksik veya letal (6ldiiriicii)

etki olusturmaktadir.

Belirli bir antibiyotige duyarli olan mikroorganizma tiirlerinin tiimiine o ilacin
antimikrobik spektrumu adi verilir. Bir kisim antibiyotik ilaglar sadece bir bakteri
tiiriine veya birkacina kars1 etkilidirler; bunlara dar spektrumlu antibiyotikler denilir.
Diger baz1 antibiyotikler ise fazla sayida bakteri ve diger mikroorganizma tiirlerine kars1

etkilidirler; Bunlara genis spektrumlu antibiyotikler ad1 verilir (Kayaalp 2002).

Bakteri enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotik ve diger antibakteriyel ilaglarin etki
mekanizmalar1 bes grup halinde belirtilmistir (Kayaalp 2002).

1. Bakteri hiicre duvarmin sentezini inhibe etmek ve litik enzimleri aktive etmek
suretiyle

2. Sitoplazma membraninin gegirgenligini artirmak suretiyle

3. Bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe etmek suretiyle

4. Genetik materyal icinde DNA sentezinin veya DNA kontrolii altinda yapilan mRNA
sentezinin bozulmasi ile

5. Intermediyer metabolizmay1 bozmak suretiyle

Bugiin i¢in biitiin diinyada genel kapsamiyla kemoterapétik ilaclar olarak nitelendirilen
antibakteriyel ve antiparaziter ilaglardan beklenilen ¢ok yonlii etkinin saglanabilmesi
icin her ila¢ etkin maddesinin etki seklinin, etki spektrumunun, etkili yogunlugunun,
viicutta ugradig1 metabolik degisikliklerin, viicuttaki dagilim modelinin, sik karsilasilan
baslica bakteri tlirlerindeki direnglilik durumunun, formiilasyon sekillerinin ve biitiin bu
bilgiler cergevesinde ilacin saglayabilecegi biyolojik yararlilik durumunun c¢ok iyi
bilinmesi gerekir. Ayrica hayvanlarin fizyolojik durumuna, yetistirme sekline, hastalik

cesitlerine ve boyutlarina gore segilecek ilacin dozu, uygulama sikligi, sagaltim siiresi,
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ilacin farmasotik sekli ve kalint1 birakma 6zelliklerine iligkin olarak yeterli bilgiye sahip

olunmasi 6nem tagir (Booth and MeDonaid 1991; Sanli ve Kaya 1993).

Yukarida belirtilenlerin tersine, rastgele ve bilingsizce kullanilan antibakteriyel ilaglar
herhangi bir yarar saglayamayacaklari gibi, insan ve hayvan populasyonlarinin ekolojik
ortaminda ¢ogul direngli bakteri suslarinin yayginlasmasina, kanatlilardan elde edilen
besinlerin yaygin bigimde kirlenmesine, allerjiler ve organik bozukluklarla sonu¢lanan
akut ve kronik toksik etkiler gibi ciddi olumsuz tepkimelerin dogmasina ve sonucta

onemli ekonomik kayiplara yol agarlar (Kaya ve Sahal 1989; Bilgili 1990).

Son yillarda ortaya konulan bilimsel verilere gore, geride biraktigimiz 35-40 yillik
siiregte hayvan yetistiriciliginde daha ¢ok ila¢g kullanilmasi sonucu, biitiin diinyada
hayvansal besin tiretimi %70-80 oranlarinda artirilabilmistir (Booth and MeDonaid
1991). Gelismis {ilkelerde ve Tirkiye'de bdylesine Onemli bir {iretim asamasinin
gerceklestirilebilmesi i¢in besin iiretiminde kullanilan kanatlilarin hemen hemen
timiiniin 6miir boyu antibiyotik, antikoksidial ilaglar, antioksidan maddeler, vitaminler,
mineraller ve anabolik maddeler katilmig yemlerle beslendigi varsayilmaktadir. Artik

yem katkisiz kanatli besiciligi diigiiniilemez hale gelmistir (Bilgili 1994).

Bizim bu ¢alismadaki amacimiz, ¢esitli hayvan dokularindan saflastirilan ve karakterize
edilen NADPH sitokrom P450 rediiktaz enzimini hindi karaciger mikrozomlarindan
saflagtirmak ve ayrica enzimin karakterizasyonunu gerceklesrirerek tiirlere 6zgii
farkliliklarint incelemektir. Ayni zamanda ilag metabolize edici enzim sisteminin
vazgecilmez bir pargasi olan NADPH sitokrom P450 rediiktaz enziminin aktivitesi

lizerine bazi metal iyonlariin ve antibiyotiklerin etkilerini aragtirmaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

E.colide eksprese edilen ve belirli seviyede tripsinoliz ile ¢oziindiiriilen si¢an karaciger
CPR enziminin ii¢ boyutlu yapisi 2,6 A ¢oziiniirlikte X-Ray kristografisi yardim ile
Wang et al. (1997) tarafindan belirlenmistir. Bu ¢alismaya gore pargalanmis sigan
karaciger CPR’1n kristal yapist FMN baglama bdlgesi, iletisim bolgesi, FAD baglama
bolgesi ve NADPH baglama bolgesi olmak iizere dort yapisal domain (N terminalden C

terminale kadar) igermektedir.

CPR’in komple amino asit sekan analizi sican karacigeri (Porter and Kasper 1985),
insan karacigeri (Haniu et al. 1989; Yamano et al. 1989) domuz karacigeri (Haniu et al.
1986; Vogel and Lumper 1986), tavsan karacigeri (Katagiri et al. 1986) ve alabalik
karacigeri (Urenjak et al. 1987) i¢in belirlenmistir. Sigan karaciger CPR, alabalik
CPR’la %79 luk bir homoloji gosterirken diger memeli dokular1 ile %90 lik bir
homoloji gostermektedir. Bunun yani sira maya ve bakteri rediiktazlar ile %33 ten az bir

homoloji gosterdigi belirtilmistir (Shen and Kasper 1993).

Afrika kurbagasinin karacigerinden cDNA izole edilmis ve CPR’in diger tiirlerdeki
homolojisine bakilmigtir. Buna gore afrika kurbagasi CPR’in amino asit sekans
homlojisi insanla %80, siganla %78 ve tavsanla %81 oraninda oldugu belirtilmistir.
Calismanin devami olarak CPR’1n ekspresyonu afrika kurbagasinin ¢esitli dokularinda
ve gelisim sathalarinda Western Blotting yontemi ile arastirilmistir. Buna gore en
yiiksek CPR seviyesi bobrekte yer alirken bunu karaciger, akciger ve kalbin takip ettigi
buna karsin CPR seviyesinin en diisiik oldugu yerin beyin oldugu belirtilmistir. CPR’ 1
ekspresyonu afrika kurbagasmmin gelisim safhalarinda incelendiginde embriyo
sathasinda farelerde CPR eksikliginin sebep oldugu anormal bdlgenin benzerine

rastlandig1 belirtilmistir (Mori et al. 2006).

CPR’1n nasil bir aktivite aralifina sahip oldugunu anlamak i¢in laboratuvar ortaminda

gercekte olmayan bir yapi tasarlanmistir. Molekiiler yer degistirme i¢in arastirma
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modeli olarak sican ve maya yapilarinin yayinlari kullanilmigtir. Bunun i¢in maya FMN
domaini (44-211 amino asit) ve insan FAD domaini (232-677 amino asit)
birlestirilmistir. Tasarlanan yapi {iretilmis, saflagtirilmis ve karakterize edilmistir. Elde
edilen kristallerin monoklinik bosluk gruplar1 C2’ye ait oldugu ve her bir asimetrik
tinitenin 1 molekiille devam ettigi belirtilmistir. Sonug¢ olarak dnceden ¢dziilen yapilar
icin elde edilen elektron yogunlugu haritalarindan farkli bir konformasyonda kristalize

edilen hayali enzim ortaya ¢ikmistir (Aigran et al. 2009).

Insan P450 1A2:sican NADPH P450 rediiktaz flizyon proteini vasitasiyla
saflastirilmistir. Insan P450 1A2 nin sekans kodonunun 5’ ucunda sigan CPR sekans
kodonu, 3" ucunda da bir oligoniikleotid sekans kodlayan hidrofilik dipeptid Ser-Thr
igeren bir cDNA tasarlanmistir. Rekombinant DNA E.coli de eksprese edilerek CPR’1n
saflagtirma prosediirii ile saflastirilmistir. Saflastirilan protein insan P450 1A2’nin
karakteristik 6zelliklerine sahip olmasimnin yani sira tavsan CPR ile karsilastirildiginda
sitokrom c indirgeme aktivitesine de sahip oldugu tespit edilmistir. Fiizyon protein
7etoksisorofin O-dietil ve Fenasetin O-dietili, NADPH ve fosfolipid varliginda dikkate
deger bir seviyede katalizledigi belirtilmistir (Parikh and Guengerich 1997).

Memeli NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi (ayn1 zamanda NADPH bagh
sitokrom c rediiktaz olarakta adlandirilir) ilk olarak Horecker tarafindan 1950 yilinda
domuz karacigerlerinin tripsin ve aseton tozu ile isleme tabi tutulmasi sonucunda
yiiksek saflikta izole edilmistir (Horecker 1950). Yapilan ilk calismalarda enzimin
karaciger mitokondrilerinde lokalize oldugu diistintiliirken (Phillips and Longdon 1962)
daha sonra lipaz ve tripsin tarafindan membrana bagl rediiktazin ¢oziindiiriilmesiyle
karaciger mikrozomlarinda bulundugu belirtilmistir. Bu c¢alismalar bu enzimin
endoplazmik retikulum mikrozomlarinda bulundugunu gdstermesine ilave olarak
nonfizyolojik elektron alicilarim1i da (sitokrom ¢, ferrisiyanid, menadion ve
diklorofenolindofenol) indirgeyebildigini gostermistir (Williams and Kamin 1962;
Phillips and Langdon 1962).
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Bir mitokondrial protein olan sitokrom ¢ CPR’in dogal redoks partneri olmamasina
ragmen NADPH bagh sitokrom c rediiktaz ismi kullanilmaya devam edilmistir.
NADPH-sitokrom P450 rediiktaz tarafindan katalizlenen sitokrom c¢’nin indirgenme

reaksiyonu asagidaki sekilde gosterilmistir.

NADPH, H' + Rediiktaz (FAD) < NADP" + Rediiktaz (FADH,)
Rediiktaz (FADH,)+ 2 sitokrom ¢ (Fe+3) % 2 sitokrom ¢ (Fe+2)+ Rediiktaz (FAD)

NADPH, H" +2 sitokrom ¢ (Fe") = 2 sitokrom ¢ (Fe'?)+NADP"

NADPH baglh rediiktaz baslangicta karaciger mikrozomlarinin hidrolitik enzimler ile
muamele edilmesi sonucu saflastirilmistir. Daha sonraki yillarda integral membran
proteinlerinin saflagtirilmasinda biiyiik bir adim atilarak deterjan ile proteinlerin
¢oziindiiriilmesi saglanmistir. Sonug olarak hem deterjan hem de hidrolitik enzimlerin
etkisi ile saflagtirilan CPR’1n amfipatik bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir. Hidrolitik
enzimler ile dogal rediiktaz muamele edildigi zaman ¢oziinebilir biiylik bir hidrofilik
peptid zinciri (M.K=71 kDa) ile kii¢lik bir hidrofobik kisimdan (M.K=6 kDa) olustugu
tespit edilmistir. Hidrofilik peptid zinciri hem FAD hem de FMN icermesinin yan1 sira
tabii enzimin spektral karakteristik kisimlarimni igermektedir. Hidrofobik ozellikte olan
kiiglik peptid kismi ise rediiktazin sitokrom P450/b5 veya biyolojik membranla 6zel
etkilesime girme yeridir (Celik 2002).
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Sitoplazma

Sekil 2.1. CPR’1n hidrofobik domaininin biyolojik membrana baglanmasi i¢in miimkiin

olan iki ihtimal (Black and Coon 1982)
*A) Membranin karsi kenarina geger B) mebranin ayni tarafindadir (NH,- ve COOH- terminal kisimlar)

Lipaz ya da proteaz ile ¢oziindiiriilen rediiktazin monomer molekiil kiitleleri birbirlerine
benzer olarak bulunurken deterjanla ¢oziindiiriilen rediiktazin monomer molekiil kiitlesi
hidrolitik yolla olarak ¢oziindiiriilen rediiktazin kiitlesinden 5-10 kDa daha agir oldugu
belirtilmektedir. Bilindigi gibi CPR proteolitik yarilmalara karsit son derece
dayaniksizdir ve kolaylikla hiicredeki proteaz varligi nedeniyle mikrozomlarin
coziindiiriilmesi swrasinda ya da saflastirma islemleri sirasinda  kolaylikla
yarilabilmektedir. Koyun karaciger rediiktazin proteolitik yarilmalara karsi koyun
akciger rediiktazdan daha dayaniksiz oldugu belirtilmistir (Iscan and Aring 1988).
Proteolitiklerin degisik miktarlarda varligi sonucu inaktif rediiktazin kiiciik molekiil
kiitlelerine yarildig1 tavsan karacigeri (French and Coon 1979), domuz karacigeri
(Yasukochi et al. 1980), kobay faresi karacigeri (Kobayashi and Rikans 1984) ve
sigrayan kefal baligi (liza salians) karacigerinden (Sen and Aring 1998) saflastirilan

CPR i¢in rapor edilmistir.

Deterjanla ¢oziindiiriilen rediiktazin saflastirma islemlerinde afinite kromatografisinin
kullanilmaya baslamasi ile 6nemli bir adim daha atilmistir. CPR’1n saflastirilmasi igin
kullanilan afinite kolonunda ligand olarak 2', 5'-ADP (Yasukochi and Masters 1976) ve
NADP" (Dignam and Strobel 1977) kullanilmistir. Afinite kromatografisi yonteminin
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yaygin olarak kullanilmasi ile CPR enzimi ¢esitli memeli dokularindan ve memeli
olmayan tiirlerden saflastirilmistir. Saflagtirilan sitokrom P450 rediiktazin fonksiyonel
ve yapisal ozellikleri detaylar ile tespit edilmis ve bazi kinetik yapisal ve fonksiyonel

farkliliklar1 belirlenmistir.

Ormegin tavsan karacigeri (Iyanagi and Mason 1973; French and Coon 1979), sican
karacigeri (Vermilion and Coon 1974; Dignam and Strobel 1977), domuz karacigeri
(Yasukochi and Masters 1976), tavsan akcigeri (Serabjit-Singh et al. 1979), ev sinegi
(Mayer and Durrant 1979), insan karacigeri (kismi saflastirma) (Kamataki et al. 1979),
sinarit balig1 karacigeri (Klotz et al. 1983), kobay faresi karacigeri (Kobayashi and
Rikans 1984), koyun karacigeri ve akcigeri (Iscan and Arinc 1986; 1988), sigir
karacigeri (Arinc and Celik 2002), gokkusagi alabaligi karacigeri (Williams et al.1983)
ve sicrayan kefal balig1 karacigeri (Sen and Arinc 1998) mikrozomlarindan saflagtirilan
sitokrom P450 rediiktazin fonksiyonel ve yapisal 6zellikleri detaylar1 ile tespit edilmis

ve bazi kinetik yapisal ve fonksiyonel farkliliklar: belirlenmistir.

CPR enzimi hemstir karacigerinden iki farkli yontem kullanilarak saflastirmustir. ilkinde
deterjan ekstraksiyonu ve afinite kromatografisi kullanilarak hizli ve basit bir yontemle
saflagtirilmistir. Bu calismada mikrozomlar %0,07 protamin siilfatla kombine edilen
Chaps (3-[(cholamidopropyl) dimethylammonio] propanesulfonic acid) ile muamele
edilmis ardindan santrifiij yapilarak mikrozomal pelet elde edilmistir. Daha sonra elde
edilen mikrozomal peletten CPR enzimi sodyum kolat ve Lubrol PX deterjanlarinin bir
kombini kullanilarak ekstrakte edilmistir. Bu uygulamanin sonucunda CPR enziminin
spesifik aktivitesinin 5 kat kadar artig1 belirtilmistir. Daha sonra elde edilen ekstrakt
direkt olarak 2', 5'-ADP agaroz afinite kromatografisine uygulanmistir. Saflagtirilan
CPR enzimi sitokrom c elektron akseptdrii olarak kullanildigi zaman 26,400 EU/mg
protein spesifik aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir. CPR enzimi %58 verimle 59,5 kat
saflagtirtlmistir.  Enzimin saflik kontroli SDS-PAGE de yapildiginda 76 kDa
civarlarinda tek bant elde edildigi belirtilmistir. Ayni grup ikinci metotta ise
mikrozomlar1 Triton N101 uygulamasina tabi tutmus ardindan uydun prosediir ve

santrifiij yontemleri kullanilarak elde edilen CPR ekstrakti direkt olarak DEAE-
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Sephadeks A-25 kolonuna tatbik edilmistir. 80-400 mM KCI gradientinin ardindan elde
edilen eliiat 2’, 5'-ADP agaroz afinite kromatografisine yliklenmis bu islem sonucunda
enzim %63 verimle 58,7 kat saflastirllmistir. Enzimin spesifik aktivitesinin 26,700

EU/mg olarak tespit edildigi belirtilmistir (Ardies et al. 1987)

CPR enziminin sigrayan kefal (ilanya) balig1 karaciger mikrozomlarina emiilgen 913 ve
kolat deterjanlarinin uygulamasi ile ¢oziindiiriildiigli ve daha sonra elde edilen 6rnegin
sirasiyla DEAE-seliiloz 1, DEAE-seliiloz 2, 2', 5'-ADP-Sepharoz 4B ve Hidroksilapatit
kromatografik yontemlerine tabi tutularak %17,5 verimle 438 kat saflagtirildig
belirtilmistir. Saflastirilan rediiktaz spektral, elektoforetik ve biokatalitik o6zellikleri
acisindan karakterize edilmistir. Multikromatografik yontemlerin kullanilmasiyla
saflagtiritlan CPR sodyum dodesil siilfat varliginda denatiire edici sartlar altinda poliakril
amid jel elktoforezine tabi tutuldugu ve bir major band bir de minor band elde edildigi
belirtilmistir. Bu minor bandin (70 kDa) proteaz enzimleri vasitasi ile CPR’1n yarilmasi
sonucu olustugu varsayillmigtir. Eger drnekler elktroforeze az miktarda yiiklenirse bu
minor bandin ortaya ¢ikmadigi belirtilmistir. CPR’1n monomer molekiil kiitlesinin 77

kDa olarak hesaplandig: belirtilmistir (Sen and Aring 1998).

CPR enzimi afrika kurbagasindan DE-52, 2', 5'-ADP-Sepharoz 4B ve DEAE-SPW
(HPLC) kromatografik teknikleri kullanmilarak saflastirildigr belirtilmistir. Saflastirilan
CPR’1in elektron transfer aktivitesi substrat olarak sitokrom c kullanildiginda 23,8

unit/min/mg olarak belirlendigi ifade edilmistir (Mori et al. 2006).

CPR sigir karaciger mikrozomlarindan elektroforetik homojeniti yontemi ile
saflagtirtlmistir. Saflastirma prosediirii mikrozomlarin deterjanla ¢6ziindiiriiliilmesinin
ardindan pes pese iki tane DEAE seliilloz anyon degisim kolonuna uygulanmasini ve
anyon degisimden alinan fraksiyonlarin son olarak 2', 5" ADP sepharoz 4B afinite
kolonuna uygulanmasini igermektedir. Daha sonra enzimin konsantre hale getirilmesi,
2" AMP ve emulgen 913’iin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in afinite sonucu elde edilen

enzim ¢Ozeltisi hidroksilapatit kolon kromatografisine tatbik edilmistir. Enzim bu
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prosediir vasitasi ile 239 kat %13,5 verimle saflastirilmistir. Enzimin monomer molekiil

kiitlesi 76 +3 (N=5) kDa olarak belirlenmistir (Celik 2002).

CPR deterjanla ¢oziindiiriilen sigan ve domuz karaciger mikrozomlarindan 2’, 5" ADP
sepharoz 4B afinite kromatografisi ortak olmak tizere sirasiyla li¢ ve dort kromatografik
adimla saflastirilmigtir. Mikrozomlar bir poliethilennonfenil eter ile kolat ya da deoksi
kolat1 kombine ederek ve DEAE seliiloz iyon degisim ardindan 2’, 5" ADP sepharoz 4B
afinite kolonuna uygulanmigtir. Mikrozomlardan saflagtirilan enzim %30’dan daha
biiytik bir verimle elde edilmistir. Enzimin monomer molekiil kiitlesi 78 kDa olarak
belirlenmistir. Turnover sayisi domuz karaciger enzimi igin 1360 min™ iken sigan
karacigeri i¢in 1490 min™ olarak belirlenmistir. Ayrica bu preparatlarda Benzafetamin
N dimetilasyon aktivitesi kismen saflastirilmis CYP P450 ve diklorofosfotidilkolin
varliginda Olgiilmiistiir. Her iki enzimin afiniteden saflastirilmasi sirasinda 0-5 mM
2'AMP gradienti uygulanmustir. iki enzim de farkli konsantrasyonlarda eliie edilmistir.
Ayrica NADH’inda enzim eliisyonu sirasinda etkisiz oldugu ayrica 5 AMP sican
karaciger CPR enzimde kismen etkili olurken domuz karaciger CPR da etkili olmadig:
belirtilmis bunun sonucunda enzimlerin afiniteye biospesifik olarak tutundugunu iddia

etmislerdir (Yasukochi and Master 1976).

CPR koyun akciger mikrozomlarindan deterjanla ¢oziindiiriildiikten sonra DEAE
seliiloz, ultrafiltrasyon PM-30 filter, 2', 5" ADP sepharoz 4B, sephadeks G-25, propak Q
ve hidroksilapatit olmak iizere sekiz adimda %50 verimle 285 kat saflagtirilmustir.
Enzimin monomer molekiil kiitlesi 78 kDa oldugu, FAD ve FMN nin her ikisinden de 1
mol icerdigi belirtilmistir. Ayrica (160 uM 6tesinde) enzimin {irlin inhibisyonuna maruz
kaldigi, bu durumda da CPR igin diisiiniilen kinetik mekanizmanin ping-pong oldugu
ifade edilmistir. Saflastirilan rediiktaz akciger CYP P450 ve lipid varliginda
benzo(a)pirenin aktivitesinde bio katalitik bir sekilde aktif oldugu belirtilmistir. Elde
edilen CPR da 30 giinliik bir bekleme siiresinin ardindan bir preteolitik bir yarilma s6z
konusu olmadig belirtiliyor (Iscan and Arinc 1986). Tavsan akciger mikrozomalrindan
saflagtirilan CPR’m monomer molekiil kiitlesi Guengerich (1977) ve Serabjit-Singh et
al. (1979) tarafindan belirlenmis sirasiyla 79 kDa ve 72 kDa olarak rapor edilmistir.
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Guengerich (1977) ikinci bir polipeptid varligindan s6z etmezken Serabjit-Singh et al.
(1979) deterjanla c¢oziindiiriilen ve taze saflagtirilan akciger CPR preparatlarinda
biokatalitik acidan inaktif olan CPR’1n degisik miktarlarda 68 kDa da bir bant verdigi
belirtilmistir.

Fenobarbitalle muamele edilen sicanlarin karacigerlerinden CPR enzimi iki farkli
yontemle saflagtirilmigtir. Birinci yontemde uygun tampon ¢ozelti ve islemlere tabi
tutularak elde edilen ¢Oziindiiriilmiis mikrozomal c¢ozelti direkt olarak 2', 5" ADP
Agaroz afinite kolonuna tatbik edilmis ve 5 mM 2’ AMP ile eliie edilmistir. Islem
sonunda enzim %91 verimle 188 kat saflastirilmustir. Ikinci yontemde ise elde edilen
mikrozamal ¢6zelti ilk olarak n-oktilamino sepharose 4B ye ardindan 2', 5" ADP Agaroz
kolonuna tatbik edilmistir. Bu yontem sonucunda ise enzim %80 verimle 182 kat
saflastirilmistir. Her iki yontem sonucunda elde edilen enzim 6rnekleri SDS-PAGE ye
yiiklenmis 76 kDa tek bant elde edilmistir. Bunun {izerine Shephard et al. (1983) birinci
yontemin daha hizli ve ¢abuk bir yontem oldugunu belirterek ¢alismanin tek kademede

gerceklesmesinin 6nemini vurgulamaktadir.

CPR enzimi tirtil siiriisii midgut membranindan bromelainle ¢oziindiiriiliip ve sukroz
profosfat ile yikanan mikrozomal fraksiyonun sephadeks G-100 kolonuna ardindan da
pespese iki iyon degisim (DEAE seliiloz) kolonuna yiiklenmesi ile 405 kat
saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin molekiil kiitlesi 7013 kDa olarak tespit edilmistir

(Crankshaw et al. 1979).

Ipliksi mantar (Rhizopus nigricans) pargalarindaki rediiktaz saflastirilmasi igin ilk 6nce
mikrozomal membran Triton X 100 ile mumele edilerek ¢oziindiriilmiistiir. Ardindan
2', 5'ADP sefaroz afinite kolonu ve yiliksek performansli anyon degisim kolonu tatbik
edilmistir. 360 kat saflastirilan enzimin spesifik aktivitesi 37 pmol sitokrom ¢
ind/dk/mg protein olarak belirtilmistir. Saflagtirilan enzim SDS-PAGE 79 kDa da tek
bant verdigi belirtilirken enzimin her molu basina FAD ve FMN’den birer mol igerdigi

tespit edilmistir. Progesteron ile steroid hydroksilassyon sisteminin indiiksiyonu
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arastirdiklarinda mikrozomal NADPH-sitokrom ¢ (P450) rediiktaz aktivitesinin 10 kat
arttig1 belirtilmistir (Makovec and Breskvar 1998).

CPR enzimi hibrit Petunya ¢igeklerinden 3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-
propen siilfonat deterjan1 ve 2', 5’ADP sepharoz afinite kolonu ve takibinde anyon
degisim kolonu kullanilarak yiiksek bir saflagtirma orani ve 1iyi bir verimle
saflastirilmistir. Saflastirilan enzim SDS PAGE de 75 ve 81 kDa da iki farkli protein
bandi elde edilmistir. Western Blot analizi i¢in iki farkli antikor kullanilmis ve 84 kDa
tek bir bant elde edilmistir. Enzimin amino asit sekans analizi bitkilerle hayvanlardaki
CPR NADPH baglama bolgesinde 6nemli derecede benzerlik oldugunu gostermistir.
Ferrisitokrom c’nin indirgenmesi i¢in optimum pH 7,4 bulunmustur. NADPH ve
sitokrom ¢ i¢in Ky degeri sirasiyla 9,2 ve 2,8 uM olarak tespit edilmistir (Menting et al.
1994).

Insan notrofil membranina bagl olan NADPH sitokrom c rediiktaz ve Sitokrom b558,
iyon degisim safaroz, N aminoaktil agaroz, 2, 5’ADP sepharoz ve heparin sapharoz
kolonlarinin  kombinasyonundan ayr1 ayr1 eliie edilerek yiiksek bir oranda
saflastirilmistir. Enzimin molekiil kiitlesi 68 kDa olarak tespit edilmistir (Nisimoto et al.

1994).

Farkl1 kaynaklardan izole edilen CPR enziminin kinetik mekanizmasi olarak ping-pong
mekanizmas: birgok bilim adami tarafindan diisiiniilmiistir. Ornegin domuz
karacigerinden (Master et al. 1965), domuz bobreginden (Fan and master 1974), tavuk
bobreginden (Kulkoski et al. 1979) ve ev sineginden (Mayer and Durant 1979)

saflastirilan CPR icin bahsi gecen mekanizma Onerilmistir.

Ev sinegi (Wilson and Hodgson 1971; Mayer and Prough 1977) ve Spodoptera eridania
(Crankshaw et al. 1979) bocek CPR enzimi i¢in Ping-Pong mekanizmasi Onerilmis

ancak Murataliev ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada ev sinegi CPR enziminin
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rastgele Bi-Bi kinetik mekanizmasina gore isledigine dair ¢ok giiglii kanitlar
bulunmustur (Murataliev et al. 1999).

Tirt1l siirtistiniin midgut membranindan saflagtirilan CPR enziminin FMN ve FAD vyi
neredeyse esit oranlarda igerdigi ifade edilmistir. Yapilan kinetik analizler neticesinde
sitokrom ¢ nin indirgenmesinin Bi Bi Ping Pong mekanizmasi ile gerceklestigi ifade
edilmistir. NADPH ve sitokrom ¢ nin Ky degerleri sirasiyla 32 ve 46 uM olarak tespit
edilmistir. 2’AMP ve NADP" nin K; degerlerinin sirastyla 201 uM ve 15 pM bulundugu
ifade edilmistir. Bulunan bu degerlerin memeli rediiktaz i¢in bulunan degerlerden daha
yiiksek oldugu ifade edilmistir Ayrica enzimin aktivasyon enerjisinin 31,65 kj/mol
bulundugu sigan karacigerinde ise bu degerin 60,16 kj/mol olarak bulunmustur.
Neredeyse iki kat1 oraninda bir fark olusu enzimin aktif bolgesin de tiirlere gore farkl

oldugu diisiincesini desteklemistir (Crankshaw et al. 1979).

Rock et al. (2001) yapmis oldugu bir ¢alismada CPR enziminin saflastirilmasinda
siklikla kullamilan 2', 5 ADP Agaroz afinite kolonundan enzimin saflastirilmasi
sirasinda tercih edilen 2" AMP yerine farkli bilesenleri denemistir. Bu ¢alismaya sebep
olarak 2’ AMP nin pahali bir materyal oldugunu ileri siirmiistiir. Bu amagla NADP”
denenmis ancak yine ayni nedenle kullanmayi istememistir. Yine bu dogrultuda 2" AMP
ile 3 AMP nin bir karigimi olan 2', 3" AMP yi kullanmis ve bu karistmin 2" AMP ile
ayn1 derecede saflastirdigini ileri stirmiistiir. Ayn1 zamanda 2', 3" AMP nin, 2" AMP den
20 kat daha uygun fiyatta oldugunu ve 2', 5" ADP Agaroz afinite kolonunun da yasam

stiresini uzattigini iddia etmistir.

Bu giine kadar hindi karacigerinden ksantin dehidrogenaz (Cleere and Coughlan 1974),
fruktoz 1,6-bisfosfataz (Han et al. 1974), aspartat aminotransferaz (Barra et al. 1979),
fruktoz 1,6-bisfosfataz (Cherif et al. 2006), glutatyon rediiktaz (Taser 2010) ve
glutatyon s transferaz (Akkemik et al. 2012) enzimleri saflastirilip gesitli uygulamalar

ile karakterize edilmistir.
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CPR’1in immunoreaktif bantlar kiigiik kanguru ve sican i¢in 79 kDa belirlenirken insan
protein i¢in 76 kDa olarak belirlenmistir. Ancak koala CPR’in immunoreaktif bandi
yaklasik 82 kDa olarak belirlenmistir (Kong et al. 2009). Cogu memeli CPR enzim
molekiil kiitlesi 72-79 kDa arasinda iken bazi bitki CPR enzimlerinin molekiil kiitlesi
SDS-PAGE’de daha biiyiik bulunmustur. Ornegin tatli patates 81 kDa (Fujita and Asahi
1985), nane 82 kDa (Ponnamperuma and Crteauna 1996), petunya 84 kDa (Menting et
al. 1994) ve yer elmasinda 80, 82 ve 84 kDa (Benveniste et al. 1991) olarak tespit

edilmistir.

Cizelge 2. 1. Farkli kaynakli CPR enzimleri i¢in Ky ve K degerleri

Enzim kaynag Km (uM) Ki (uM) Kaynaklar
NADPH Sitc 2'AMP NADP*
Domuz karacigeri 3,8 54 - 2 Williams and Kamin
1962
Domuz karacigeri 3,4 2,6 54 4,8 Phillips and Langdon
1962
Ev sinegi 235 16,6 640 14 Mayer and Prough
1977
Tirtil siiriisii midgut 32,5 46,6 201 15 Crankshaw et al.
1979
Koyun akciger 11,1+0,70 20,0+2,15 Iscan and Arinc 1986

Cesitli kaynaklardan saflastirilan CPR enziminin sitokrom ¢ ve NADPH substratlari i¢in
Kwu degerleri hesaplanmigtir. Ornegin domuz karaciger CPR'in sirastyla 28 uM ve 14
uM (Master 1980) ve kobay faresi karacigeri i¢in 15,7 uM ve 10,7 uM dir (Kobayashi
and Rikan 1984).

Sicrayan kefal balig1 karaciger dokusundan saflastirilan CPR enzim aktivitesi iizerine
pH, iyonik siddet ve substrat konsantaryonun etkilerinin incelendigi ifade edilmistir.
Buna gore sitokrom c i¢in Ky degeri 7,69 uM, optimum pH’nin 7,4-7,6 arasinda
optimum 1yonik siddetin ise 600 mM olarak tespit edildigi belirtilmistir. Ayrica enzimin
biyokatalitik aktivitesi saflastirilan CPR’in EROD aktivitesi yeniden yapilandirilarak
¢alisilmistir (Sen and Arinc 1998).
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Sigir karaciger rediiktazin tam absorbsiyon spektrumu araliginda flovo proteinlerin
karakteristik piki olan 478 nm de bir omuz, 455 ve 378 nm de ise iki pik gozlenmistir.
Enzim aktivitesi lizerine iyonik siddetin, pH nin ve sitokrom ¢ nin konsantrasyon etKisi
incelenmistir. Enzimin optimum pH degerinin pH 7,4-7,8 arasinda oldugu pH 7,8
tizerinde enzimin aktivite kaybettigi ayrica enzim aktivitesinin maksimum oldugu
iyonik siddet degerinin 0,3 M K-fosfat olarak bulundugu belirtilmistir. Dahasi tampon
konsantrasyonu artikga enzim aktivitesinde kiiglik oranlarda bir azalma oldugu
belirtilmistir. Sitokrom c i¢in Ky degeri 47,7 uM Vpax degeri ise 20,1 umol/min/mg
protein olarak bulunmustur. Ayrica 37 ve 25°C sicakliklarda %20 gliserol varliginda ve
yoklugunda CPR aktivitesinin stabilitesine bakilmistir. Gliserol varliginda her iki
sicaklikta enzimin aktivitesini korudugu belirtilmistir. 25°C de 100 saatlik bir zaman
diliminde enzimin ilk bir saatte %75 yedinci saatte ise %83’liik bir aktivite kaybi
yasanirken ayni sicaklikta gliserollii ortamda enzimin gliserolsiiz ortama nazaran daha
az aktivite kaybettigi belirtilmistir. Yani yiiz saatin sonunda %75 lik bir aktivite kayb1
gerceklesmigstir. 37°C ise yedi saatlik bir inkiibasyon siiresi i¢inde enzim gliserolsiizde
%85 lik aktvite kaybina ugrarken gliserolliide %77°1lik bir aktivite kaybina ugradigi
belirtilmistir (Celik 2002).

Yapilan bir ¢calismada tek bir P450 izoenzimi yeniden yapilandirilan sistemde kombine
edildiginde bagka izoenzimlerin islevlerini etkileyebildigi gosterilmektedir. Bu amacla
calismada P450 2B4 (LM2), P450 1A2 (LM4) ile karsilastirildiginda benzafetamin ve 7
pentoksiseforanin P450 2B4 (LM2) icin substrat olarak secilebilecegi belirtilmistir.
Fakat bu substratlarin her iki P450 izoenzimi ve rediiktazi i¢eren yeniden yapilandirilan
sisteminde farkli karakteristik ozellik sergiledigi belirtilmistir. Benzfetamin
demetilasyon hem P450 1A2 hem de 2B4 igeren yeniden yapilandirilan sistem
aktivitesinde kiiciik bir artig gosterirken, 7-pentoksiresorufin O-dealkilasyon (PROD)
her iki izoenzimi igeren yeniden yapilandirilan sistemi Onemli Olciide inhibe ettigi
belirtilmistir. Bu sonuglar yeniden yapilandirilan sistemdeki P450 izoenzimleri
arasindaki fonksiyonel etkilesimlerin substrat varligina bagl oldugunu gostermektedir.
(PROD) un inhibisyonu (subsaturating) rediiktaz inhibitor etkisi daha belirgin olmak

lizere, ayn1 zamanda rediiktazin seviyesine baglidir. Son olarak yeniden olusum
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sisteminde protein-protein etkilesimleri P450 konsantrasyonundan ziyade rediiktazin
konsantrasyonuna bagli oldugu ifade edilmistir. Bu goriis P450 1A2’nin rediiktaz
molekiilleri i¢in P450 2B4 ile yanstiginda reaksiyonun inhibe olmasi1 ile

desteklenmektedir (Cawley et al. 1995).

Tirt1l siiriisiiniin midgut membranindan saflagtirilan CPR enzim aktivitesi {izerine p-
hidroksimerkiiribezoatin ve mersalinin inhibisyon etkisi incelendiginde enzimi
mikromolar konsantrasyonda inhibe ettigi ifade edilmistir. Ortama koruyucu olarak
NADPH ve merkaptoetanol ilave edildiginde bahsi gecen inhibitorler igcin CPR ¢ok
kiiciik bir koruma saglayabilmistir. {la¢ metabolizmasinin inhibitorleri olarak bilinen 4,5
dikloro-1,2 metilendioksibenzen ve 1 fenilimidazol saflagtiritlan CPR {izerinde herhangi
bir inhibisyon etkisi gostermemistir. 1 mM kinon alizan CPR aktivitesinde %53’liik bir
oranda inhibisyona sebep olurken baska bir kinon olan menadion 1 mM

konsantrasyonda CPR aktive etmistir (Crankshaw et al. 1979).

Bozcaarmutlu et al. (2011) sigir karacigerinden saflastirillan CPR enzim aktivitesi
iizerine Pb*?, Cd*? ve Ni*®nin in vitro sartlarda inhibisyon etkisini arastirmis {i¢ metal
iyonununda enzim aktivitesi lizerinde inhibisyona sebep oldugunu belirterek ICsg
degerlerinin sirasiyla 0,027, 0,059 ve 2,9 mM oldugunu ifade etmislerdir. K; sabitini ve
inhibisyon tipini belirlemek i¢in Lineweaver-Burk ve Dixon egrileri cizilmistir.
Calisilan metal iyonlarinin K; sabitleri ise sirastyla 0,03, 0,04 ve 2 mM bulunurken

liciiniinde yarigmasiz inhibisyon sergiledigi belirtilmistir.

Sicrayan kefal baliginin karacigerinden saflastirilan CPR enziminin aktivitesi iizerine
Hg+2, Cd* Ni*?, Cr* ve Zn*? metal iyonlarmin inhibisyon etkisi arastirilmistir. Zn*?
hari¢ diger metal iyonlarinin tamaminin inhibisyona sebep oldugu belirtilmistir. 50 uM
metal iyonu konsantrasyonunda Hg*? CPR aktivitesinde %100’liik bir inhibisyon
gosterirken ayni konsantrasyonda Cd*™?, Ni*? ve Cr*® metal iyonlar ise %66, %65

ve%37’lik bir inhibisyona sebep olmustur. Zn*?

metal iyonu ise herhangi bir
inhibisyona sebep olmamustir. ICsq degerleri HgCl,, CrCls, CdCl;, ve NiCl; igin sirasiyla

0,07 uM, 24 uM, 33 uM ve 143 uM olarak belirlenmistir. Lineweaver-Burk ve Dixon
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grafigi ile dort metalinde yarismasiz inhibisyon sergiledigi belirtilmistir. K; degerleri
Dixon grafiginden sirasiyla 0,048 uM, 18 uM, 73 uM ve 329 uM olarak belirlenmistir
(Bozcaarmutlu and Aring 2007).

Sigrayan kefal balig1 karacigerinden saflastirilan CPR enzim aktivitesi iizerine AlCl3 ve
TICl3 inhibisyon etkisi in vitro sartlarda arastirilmis her iki metalinde enzim
aktivitesinde giiclii bir inhibisyona sebep oldugu belirtilmistir. ICso degerleri sirasiyla 34
uM ve 3 uM oldugu belirtilmistir. Lineweaver-Burk ve Dixon grafigi ile her iki metalin
yarigmasiz inhibisyon sergiledigi ve K; sabitlerinin ise sirastyla 8,3 ve 5,6 uM oldugu
belirtilmistir. | mM EDTA varliginda CPR enzim aktivitesi iizerinde Al*® ve TI"*iin
inhibisyon etkisi kismen kurtarildigi belirtilmistir. Ilaveten kalay ve magnezyumun

saflagtirlan CPR’mn aktivitesinde herhangi bir inhibisyon etkisi gostermedigi

belirtilmistir (Bozcaarmutlu 2007).

Kim et al. (2002) yapmus oldugu ¢alismada Cu*?, Zn*?, Mg*?, Mn*?, Ca*? ve Co* metal
iyonlarinin sigan karaciger NADPH sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi {lizerine
inhibisyon etkisini arastirilmistir. Bu c¢alisma neticesinde sadece Cu*®nin enzim
aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi ICso degerinin de 5,8 uM oldugu
belirtilmistir. Aym1 zamanda ortamda EDTA oldugunda Cu*¥nin sebep oldugu

inhibisyonda %25 oraninda enzim aktivitesi iizerinde bir azalma gdzlenmistir.

Sican karaciger mikrozomlarindan saflastirilan CPR enzim aktivitesi iizerine bir, iki ve
tic degerlikli katyonlarin etkileri arastirilmistir. Cogu iki degerlikli katyonlar (agir
metaller haric) CPR’yi uyarirken bir ve li¢ degerlikli katyonlar az bir etki ya da
inhibisyon etkisi gdstermistir (Fouts and Pohl 1971).

Arastirmacilar, ge¢mis yillarda agir metal iyonlarmin farkli enzimler iizerine
istenmeyen etkilerini siklikla rapor etmislerdir. Ornegin Ekinci et al. (2007) kursun,
bakir, kobalt agir metallerinin sitozolik insan karbonik anhidraz I ve Il enzim aktivitesi

{izerine inhibitdér etkilerinden bahsetmislerdir. Insan eritrositlerinden saflastirilan
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glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi tizerine Hg+2, Cd*™?, Pb*2, Ccu*?, Fe™ ve AI"™ metal
iyonlariin inhibisyon etkileri rapor edilmistir (Coban et al. 2007). Ayn1 ¢alisma grubu
gokkusagi alabalik karacigerinden saflastirilan glutatyon rediiktaz enzimine ayni metal

iyonlarinin inhibisyon etkilerini incelemis ve benzer sonuglar bulduklarini rapor

etmislerdir (Tekman et al. 2008).

Yapilan bir ¢alismada bir flovoprotein inhibitorii olan difenileneiodonyum siilfat (DPI)
vaskiiler CPR inhibisyonu vasitasiyla aortan izole edilen gliseril trinitrat (GTN) in
metabolik aktivasyonunu doniisiimsiiz olarak inhibe ettigi belirtilmistir (McGuire et al.
1998).

Tannik asidin insan ve sican karaciger mikrozomal CPR enzim aktivitesi {izerine
inhibisyon etkisi arastirilmis s6z konusu enzim i¢in inhibisyona sebep oldugu
belirlenerek 1Cso degerleri sirasiyla 17,4 uM ve 11,8 uM olarak tespit edilmistir (Yao et
al. 2008).

Silfiir musturad iceren vesikantlarin solunmasinin iist solunum yollarinda ciddi zarara
neden olabilecegi belirtilerek yapilan bir calismada bir siilfir musturad analogu olan 2-
kloroetil etil siilfit (CEES), tip II akciger epitel hiicrelerindeki ve B-naftiloflavin ve salin
uygulanmis sicanlarin karaciger mikrozomlarinda dogal CPR’in yani sira insan
rekombinant CPR i¢in potansiyel bir inhibitér oldugu belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada
CEES’in CPR igin segici bir inhibitor oldugu gosterilmistir (Gray et al. 2010).

Sanazol ile metronidazolun ksantin/ksantin oksidaz ve CPR iizerinde sitokrom c nin
indirgenme etkisi arastirilmis her iki enzimde de sanazol ilavesinde sitokrom c"iin
indirgenmesinde 6nemli derecede artis gosterdigi ancak metronidazoliin géstermedigi
belirtilmistir. Bunun sonucunda da her iki enziminde sanazoliin biyoaktivasyonunda ve
timoridikal aktivitesinde gorev alan enzimler olabilecegi belirtilmistir (Schepetkin et al.
2001).
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NADPH’tan sitokrom P450 tiirlerine ve diger birka¢ mikrozomal enzime elektron
transfer eden CPR ayn1 zamanda bir¢ok kimyasal ve ilacin bir elektronla indirgenmesini
de katalizlemektedir. CPR tarafindan 5-siyano-2,3-ditiol tetrazolum kloride (CTC)’in
indirgenmesi CPR aktivitesinin incelenmesi icin bir metot olarak 6nerilmistir. CPR
tarafindan NADPH’tan salinan elektronlar CTC’nin reaksiyon ortamina transfer edilmis
ve CTC indirgenme aktivitesi spektrometrik ve spektrofotometrik olarak
degerlendirilmistir. Michaelis—Menten ile CTC’nin reaksiyon kinetigi incelenmistir.
Buna gore Ky=50 uM, kc=2,520 dk ! olarak belirlenmistir. Bu metot CPR’1n enzimatik

aktivitesi i¢in devamli kullanilacak bir 6l¢lim olarak sunulmustur (Kim et al. 2009).

Redoks-aktif kemoterapatik ajan iireten yiiksek toksik radikal anyonlar ile reaktif
oksijen tiirleri bir elektronla indirgenir. Bu prosesi katalizleyen ana enzim CPR dir.
Ciinkii birgok tiimorlii hiicrede yliksek miktarda ekspresse olan bu enzim bu hiicrelerde
kemoterapatik ajanlarin redoks dongiisiinde segici antitimér aktivitesi verebilir. Bu
amagla yapilan ¢aligmada nitrofuranin redoks dongiisii ile CPR arasindaki baglantinin
yant sira nitrofuranin hiicre tamaminda sitotoksitesi’nin olup olamadigina bakilmaistir.
Calismanin sonucunda CPR ile nitrofuranin redoks dongiisii arasinda giiclii bir baglanti
bulunurken umulmadik bir sekilde reaktif oksijen tiirlerinin liretiminde ve gbézlemlenen
sitotoksitede nitrofuran redoks dongiisii arasinda bir baglanti bulunmamistir (Wang et al
2008).
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3. METARYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

200,000)

2', 5" ADP-sepharose 4B Pharmacia
2'-adenosin monofosfat (2'-AMP) Sigma
6-amino kaproik asid (g-ACA) Sigma
Akrilamid Sigma
Amonyum persiilfat Sigma
Brom timol mavisi Sigma
Biitil hidrositoluen (BHT) Sigma
Coomessie Brillant Blue G-250 Sigma
Coomessie Brillant Blue R-250 Sigma
DE52 Whatman
Emulgen (polyoksietilen nonylfenileter) Sigma
Etanol Sigma
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Fluka
Fenilmetilensiilfonill florid (PMSF) Sigma
Folin Reaktifi Sigma
Phenol Reagent

Gliserol Sigma Chemical Comp.’den
Glisin ICN Biomedicals. inc.
Glutalaldehit Sigma
Molekiil kiitlesi Standartlari Sigma

Jel filtrasyon i¢in

Molekiil kiitlesi standartlart (M.W. 30,000- | Sigma

Protein Marker VV

peqGOLD/peglab

Protein Marker BioRad 0375
N,,N’- metilen bisakrilamid Sigma
N,N,N,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED) Sigma
Potasyum fosfat Riedel de Haen
Sephadex G-100 Sigma
Sitokrom ¢ Sigma
Sodyum azotiir E.Merc AG
Sodyum dodesil siilfat (SDS) E.Merc AG
Sodyum hidroksit Riedel de Haen
Sodyum kolat hidrat (kolat) Sigma
Trihidroksimetilaminometan (Tris) Sigma
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Triklor asetik asit (TCA) Riedel de Haen
-merkapto etanol Fluka
B-nicotinamide adenine  dinucleotide 2'- | Sigma
phosphate reduced tetrasodium salt hydrate
(NADPH)

B-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate | Sigma
sodium salt (NADP™)

Calismamizda kullanilan diger kimyasallar Sigma Chemical Comp.’den ya da E.Merc

AG’den, temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Sogutmali satrifiij  : Hermle Z 323 K(Germany)
Ultrasatrifiij : Beackman Coulter (Optima LE-SOK Ultracentrifuge)
Spektrofotometre  : Shimatzu

Spektrofotometre  : Beckman coultur

pH metre : Sehott pH-Meter CG840
Elektroforez tanki  : BIO RAD (dikey)
Peristaltik pompa  : Ismatec

Karistirict (Shaker) : GFL 3025

Karstiric1 (Vorteks) : Fisons whirlimixer

Hassas terazi : Gec avery

Afinite kolonu : Kapal1 sistem olusturucu ve sogutmali (1x10), sigma (ABD)
Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayici : Midii Dual 14

Magnetik karigtirict : Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI

Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF

Su banyosu . Niive

Kar makinesi : Scotsman AF-20
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Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC 135
Buzdolaplari : Siemens

Derindondurucu

(-20°C’ye kadar) : Sanyo Madical Freezer

(-85°C’ye kadar) : Sanyo Ultra Low

3.1.3. Kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlanmasi

Aktivite Ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. 300 mM K-fosfat (pH 7,7) /0,1 mM EDTA: 4,1 g KH,PO,4 + 0,003 g EDTA tartilarak
90 ml saf suda ¢ozildi, pH 7,7’¢ ayarlandi ve toplam hacim saf su ile 100 ml’ye
tamamlandi.

2. 0,036 mM Sitokrom c ¢ozeltisi: 0,00445 g Sitokrom c alinarak bir miktar saf suda
¢oziildii, toplam hacim saf suyla 10 ml’ye tamamlandu.

4. 1 mM NADPH cozeltisi: 0,0042 g NADPH alinarak bir miktar saf suda ¢oziildii. Saf
suyla 5 ml’ye tamamlanda.

5. %0,05 (w/v) sigir serum albumin ¢ozeltisi: 0,005 g sigir serum albumin alinarak bir

miktar saf suda ¢oziildii son hacim saf su ile 10 ml tamamlandi.

Hindi karaciger mikrozomlarimin hazirlanmasinda kullamilan ¢ozeltiler

1. 1 mM EDTA igeren %1,5’lik KCl ¢ozeltisi: 1,15 g KC1+0,0292 g EDTA tartilip bir
miktar saf suda ¢oziiliip saf su ile son hacim 100 ml tamamlandi.

2. 1 mM EDTA, 0,25 mM PMSF, 0,25 mM e-ACA iceren %]1,5’lik KCI ¢ozeltisi:
0,0292 ¢ EDTA+1,15 g KCI 0,00435 g PMSF+0,0032 g e-ACA tartilip bir miktar saf
suda ¢oziiliip saf su ile son hacim 100 ml tamamlandi.

3. %25 gliserol, 2 mM EDTA, 20uM BHT, 0,1 mM DTT, 0,25 mM PMSF, 0,25 mM e-
ACA, %0,5 Emiilgen 913, %0,5 Na-kolat igeren 200 mM K-fosfat tamponu pH 7,5
Mikrozom eritilmesinde kullanilan ¢ozelti: 2,72 g KH,PO4+25 ml Gliserol+0,058 g
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EDTA+0,00044 g BHT+0,0015 g DTT+0,0043 g PMSF+0,0032 g e-ACA+500ul
Emiilgen 913+0,5 g Na-kolat tarilip bi miktar saf suda c¢oziiliip pH 7,5 ayarlandiktan

sonra son hacim saf su ile 100 ml tamamlanda.

DE-52 anyon degisim kromatografisinde kullanilan ¢o6zeltiler

1. Jelin hazirlanmasinda kullanilan ¢ozelti 0,2 M Tris/HCI pH 7,5 tamponu (24,2 g Tris
alinir 800 ml saf suda ¢oziiliir pH-metre kullanilarak 1 M HCl ile pH 7,5 ayarlanir son
hacim saf suyla 1 L’ye tamamlanir.

2. DES52 kolonunun dengelenmesinde kullanilan ¢ozelti: (%20 gliserol, 0,1 mM EDTA,
0,1 mM DTT, 0,25 mM PMSF, 0,25 mM &-ACA, %0,1 Emulgen 913 iceren 20 mM K-
fosfat pH 7,7) Tampon A 400 ml Gliserol+0,058 g EDTA+0,031 DTT+0,087 ¢
PMSF+0,065 &-ACA+2 ml Emulgen 913+5,44 g KH,PO, tartilip 1800 ml saf suda
¢oziildii pH 7,7 ayarland1 ve son hacim saf su ile 2 L tamamlandi.

3. DE52 kolonunun eliisyonunda kullanilan ¢6zelti: Tampon A nin igine 50-300 mM

KCl ilave edilmesi ile elde edilen ¢ozelti.

Afinite kolonunda kullanilan cozeltiler:

1. Afinite kolonunun dengelenmesinde kullanilan ¢ozelti: (%20 gliserol, 0,1 mM
EDTA, 0,1 mM DTT, 0,25 mM PMSF, 0,25 mM &-ACA, %0,1 Emulgen 913 iceren 50
mM K-fosfat pH 7,7) 40 ml Gliserol+0,0058 g EDTA+0,0031 DTT+0,0087 g
PMSF+0,0065 e-ACA+200 pl Emulgen 913+1,36 g KHyPO, tartilip 180 ml saf suda
¢oziildii pH 7,7 ayarland1 ve son hacim saf su ile 200 ml tamamlandi.

2. Afinite kolonunun yikanmasinda kullanilan ¢ozelti: (%20 gliserol, 0,1 mM EDTA,
0,1 mM DTT, 0,25 mM PMSF, 0,25 mM &-ACA, %0,1 Emulgen 913 i¢eren 200 mM
K-fosfat pH 7,7) 40 ml Gliserol+0,0058 g EDTA+0,0031 g DTT+0,0087 ¢
PMSF+0,0065 g e-ACA+200 ul Emulgen 913+5,44 g KH2PO, tartilip 180 ml saf suda

¢oziildii pH 7,7 ayarland1 ve son hacim saf su ile 200 ml tamamlandi.
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3. NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin 2', 5 ADP-Sepharose 4B afinite
kromatografisi ile saflastirilmasi i¢in kullanilan tampon ¢ozelti: (%20 gliserol, 0,1 mM
EDTA, 0,1 mM DTT, 0,25 mM PMSF, 0,25 mM &-ACA, %0,1 Emulgen 913 iceren 50
mM K-fosfat (I 7,7) (Tampon A)/0,5-2,5 mM 2'-AMP ihtiva eden ¢ozelti) (Cizelge 3.1).
5 ml Gliserol+0,72 mg EDTA+0,39 DTT+1,08 mg PMSF+0,81 e-ACA+25 ul Emulgen
913+0,17 g KH,PO4+ tartilip 20 ml saf suda ¢oziildii pH 7,7 ayarlandi ve son hacim saf

su ile 25 ml tamamlandi.

Cizelge 3.1. NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin 2’, 5 ADP-Sepharose 4B
afinite kolonundan eliisyonunda kullanilan gradient cizelgesi

Tiip Sayis1 1 2 3 4 5
2'-AMP
(MM) 0,5 1 1,5 2 2,5
Tampon A 4 3 5 1 0
(ml)
2,5mM 2'-
AMP(mI) 1 2 3 4 5

4. 0,1 M Na-asetat/0,5 M NaCl pH 4,5 (afinite kolonunun rejenerasyonu igin
kullanilan tampon): 4,1 g Na-asetat ve 14,61 g NaCl alinip 400 ml saf suda ¢oziildii, pH
4,5’e ayarland1 ve toplam hacim suyla 500 ml’ye tamamlanda.

5. 0,1 M Tris-HCI /0,5 M NaCl pH 8,5 (afinite kolonunun rejenerasyonu igin
kullanilan tampon): 6,05 g Tris ve 14,61 g NaCl alinip 400 ml saf suda ¢oziildii, pH’a

8,5’e ayarlandi ve toplam hacim saf suyla 500 ml’ye tamamland.

Lowry yontemiyle protein tayini icin kullanilan ¢ozeltiler:

1. 0,8 N NaOH c¢ozeltisi: 32 g (0,8 mol) NaOH alinarak bir litre destile suda ¢6ziildii.
2. Lowry reaktifi A: 0,2 g sodyum tartarat ve 10 g sodyum karbonat 55 ml 1 N NaOH
icinde ¢oziilerek daha sonra toplam hacim destile suyla 100 ml tamamlandi.

3. Lowry reaktifi B: 2 g sodyum tartarat ve 1 g CuSO4.5H,O 100 ml 0,1 N NaOH

i¢inde ¢oziildii.
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4. Lowry reaktifi C: Ticari folin reaktifinin destile suyla 1/2 (V/V) oraninda

katilmasiyla taze olarak hazirlandi.

Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler:

1. 1 M Tris-HCI pH 8: 12,11 g Tris tartilarak 80 ml saf suda ¢6ziildi, pH ayari
yapildiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamland.

2. 1 M Tris-HCI pH 6,8: 12,11 g Tris tartilarak 80 ml saf suda ¢oziildi, pH ayari
yapildiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢6zeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve
34,6 g saf su karistirilarak ¢oziildii.

4. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak saf su ile 10
ml’ye tamamlandi.

5. %10’luk SDS: 1 g SDS 9 g saf suda ¢oziilerek elde edildi.

6. Yirttme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin tartilarak 450 ml saf suda ¢oziildii.
%10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH 8,3’e ayarland1 ve toplam hacim saf su ile 500
ml’ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI pH 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 saf suyla 10 ml’ye
tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponundan 50 pl olacak
sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

12. %0,1’lik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatér 0,01 M 16 ml NaOH

igerisinde ¢oziindii ve toplam hacim saf suyla 100 ml’ye tamamlanda.

Giimiis Boyamada Kullanilan Cozelti:

1. Tespit ¢ozeltisi: (60 ml saf su, 30 ml %96°1ik etanol, 10 ml asetik asit)

2. Rediiksiyon ¢ozeltisi: (4,8 g Sodyum asetat, 45 ml Etanol ve 80 ml saf su
karistirildi, pH 6’ya asetik asitle ayarlandiktan sonra 150 mg sodyum tiyosiilfat, 3 ml
glutalaldehit eklenip saf su ile 150 ml"ye tamamlandu).
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3. Boyama ¢ozeltisi: (150 mg glimiis nitrat, 150 ml saf su, 30 pl formaldehit)

4. Yikama ¢ozeltisi 1: (3,75 g sodyum karbonat, 270 ml saf su ve 120 ul formaldehit)
5. Yikama ¢ozeltisi 2: (1 ml gliserin ve %5’1 asetik asit olan 250 ml saf su)

Jel filtrasyon kromatografisinde kullanilan ¢ozeltiler

1. 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI pH 7,5 (kolonun paketlenmesi, dengelenmesi ve
satndartlarin ¢oziilmesi i¢in kullanilan tampon): 6,055 g Tris, 7,45 g KCI alinarak 950
ml saf suda ¢ozildii. pH 7,5’e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 1 L’ye

tamamlandi.

Cahismamizda kullanilan metal ¢ozeltiler

1. 0,1 M AgNOsc¢ozeltisi: 0,169 gr AgNOgs tartilip 10 ml saf suda ¢oziildii.

2. 0,1 M Zn(NOs3), 6H,0 ¢ozeltisi: 0,297 gr Zn(NOgz), 6H,0 tartilip hacmi saf su ile 10
ml tamamlandi.

3. 0,1 M Co(NO3), 6H,0 ¢ozeltisi: 0,291 gr Zn(NO3), 6H,0 tartilip hacmi saf su ile 10
ml tamamlandi.

4. 0,1 M Cd(NO3); 4H,0 ¢ozeltisi: 0,308 gr Co(NO3), 4H,0 tartilip hacmi saf su ile 10
ml tamamlandi.

5. 0,1 M CuSOQ, 5H,0 ¢ozeltisi: 0,249 gr CuSO4 5H,0 tartilip hacmi saf su ile 10 ml
tamamlandi.

6. 2 mM Hg(NO3), H,O ¢ozeltisi: 0,0068 gr Hg(NO3), H,O tartilip hacmi saf su ile 10
ml tamamlandi.

7. 0,1 M NiCl; 6H,0 ¢ozeltisi: 0,237 gr NiCl, 6H,0 tartilip hacmi saf su ile 10 ml
tamamlandi..

8. 0,1 M MgS0O,4 7H,0 ¢ozeltisi: 0,246 gr MgSO,4 7H,0 tartilip hacmi saf su ile 10 ml
tamamlandi..

9. 0,1 M Mn(NO3); 4H,0 ¢ozeltisi: 0,251 gr Mn(NO3), 4H,0 tartilip hacmi saf su ile 10

ml tamamlandu.
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10. 0,1 M CaCl; ¢ozeltisi: 0,110 gr CaCl, tartilip hacmi saf su ile 10 ml tamamlandi.

11. 40 mM As;0s ¢ozeltisi 0,092 gr As,Os tartilip hacmi saf su ile 10 ml tamamland.
12. 0,1 M Pb(NOg3), ¢0zeltisi:0,331 gr Pb(NOs), tartilip hacmi saf su ile 10 ml
tamamlandi.

13. 0,1 M Al,(SO4)3 18xH,0 ¢ozeltisi: 0,666 gr Aly(SO4)3 18xH,0 tartilip hacmi saf su
ile 10 ml tamamlanda.

14. 0,1 M TI,SO, ¢ozeltisi: 0,5048 gr T1,SO4 tartilip hacmi saf su ile 10 ml tamamlanda.

Calismada kullanilan antibiyotiklerin hazirlanmasi

1. 0, 403 M Oksitetrasiklin dihidrat ¢ozeltisi: 200 mg oksitetrasiklin dihidrat tartilip
hacim saf su ile I ml’ye tamamlandi.

2. 0,429 M Kanamisin siilfat ¢ozeltisi: 250 mg kanamisin siilfat tartilip hacim saf su 1
ml’ye tamamlandi.

3. 0,069 M Gentamisin siilfat ¢ozeltisi: 80 mg gentamisin siilfat tartilip hacim saf su 2
ml’ye tamamlandi.

4. 0,278 M Enrofloksasin ¢ozeltisi: 100 mg enrofloksasin tartilip hacim saf su 2 ml
ml’ye tamamlandi.

5. 0,218 M Tiylosin ¢ozeltisi: 200 mg Tiylosin tartilip hacim saf su 1 ml’ye
tamamlandi.

6. 0,151 M Seftriakson Disodyum 3,5 H,0: 1 g Seftriakson Disodyum 3,5 H,0 tartilip
hacim saf su 10 mI’ye tamamlandi.

7. 3,365 mM Vankomisin HCI: 1 g Vankomisin HCI tartilip hacim saf su 20 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra 10 kat seyreltildi.

8. 0,560 M Sefuroksim Sodyum: 250 mg Sefuroksim Sodyum tartilip hacim saf su 1
ml’ye tamamlandi.

9. 0,519 M Sefozolin Sodyum: 1 g Sefozolin Sodyum tartilip hacim saf su 4 ml’ye
tamamlandi.

10. 0,0516 M Kloramfenikol: 1 g Kloramfenikol tartilip hacim saf su 6 ml’ye

tamamlandi.
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11. 0,0677 M Linkomisin HCI: 600 mg Linkomisin HCI tartilip hacim saf su 2 ml’ye
tamamlandi.
12. 0,319 M Amikasin Siilfat: 500 mg Amikasin Silfat tartilip hacim saf su 2 ml’ye

tamamlandi.

3.2 Yontemler

3.2.1. NADPH-sitokrom P450 rediiktazin aktivite ol¢iimii

NADPH-sitokrom P450 rediiktazin aktivitesi Masters et al. (1967) uyguladigi
prosediire gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Aktivite tayinin esast 550 nm’de
indirgenmis sitokrom ¢’ nin oraninin belirlenmesine dayanir.

NADPH+2 Ferrisitokrom C—P>R NADP "+ 2 Ferrositokrom
Reaksiyon NADPH c¢ozeltisinin ilavesiyle baslar ve 2 dk i¢inde tamamlanir. Mekanizma

1 cm 151k yolu spektrofotometre’de 550 nm’de absorbans artis1 ile takip edilir.

Cizelge 3.2. NADPH-sitokrom P450 rediiktazin aktivitesinin belirlenmesindeki kiivet
icerigi

Cozeltiler Kor (ul) Numune (ul)
Sitokrom ¢ ¢ozeltisi
(300 mM potasyum fosfat, 0,1 mM 920 920

EDTA, 0,036 mM sitokrom c)

Enz ¢ozeltisi - 80
90,05 S1g1r Serum Albumin 80 -
1 mM NADPH 100 100

(AAgs50/ min Num — AAsgo/ min Kor)(1.1) (df)
(21)(0.08)

1,1= Toplam hacim (ml), df= Seyreltme faktorii, 0,08= kullanilan enzim miktar1 (ml)

EU/ml =

21= sitokrom c nin okside ve rediikte formlar1 arasindaki ekstriksiyon katsayis1 farki
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3.2.2. Protein tayini

3.2.2.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan, trozin ve
fenilalanin amino asitlerinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir (Segel
1968). Kromatografi islemlerinden sonra esit hacimlerde alinan biitiin fraksiyonlarda
kalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvartz kiivetlere alinarak, absorbanslari

spektrofotometrede kore kars: okundu.

3.2.2.b. Lowry yontemiyle kantitatif protein tayini

Hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin saflastirilmasi sirasinda
kullanilan her iki yontemin her basamaginda elde edilen ¢6zeltilerdeki protein miktari
bu yontemle belirlendi. Bu yontem Folin reaktifinin aromatik amino asitlerle
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemin hassasiyeti 1-200 pg’dir (Nelson and
Cox 2005).

Protein tayini islemlerinde su yol izlendi: Once standart bir egri hazirlandi. Bu amagla 8
ayr1 tiipe standart serum albumin ¢ozeltisinden (0,5 mg/ml); 0, 20, 50, 100, 200, 300,
400 ve 500 pl otomatik pipetlerle konuldu ve daha sonra toplam hacimler destile suyla
600 pl 'ye tamamlandi. Her bir tiipe %24°lik TCA’dan 200 pl ilave edilerek karistirildi
ve 5 dakika kadar 1500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijlemeden sonra proteinler tiip
tabanina ¢oktiigiinden tistteki s1vi dokiilerek tiipler bas asagi cevrilerek 1-2 dakika kadar
stizge¢ kagidi lizerinde tutuldu. Her tiipe 450 pul "reaktif karisimi1" eklenerek karistirildi
ve daha sonra 2x300 pl Lowry reaktifi C, iki kisim halinde 1-2 dakika zaman araligiyla
ilave edilerek iyice karistirildi. 30 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildikten
sonra, 750 nm’de 1. tiip sifir absorbansa ayarlanarak biitiin tiipler sirasiyla okundu.

Absorbans degerleri, ug proteine karsilik grafige gecirilerek standart grafik elde edildi.
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Bu islemlere paralel olarak, uygun miktarlarda numune 2 ayr1 tiipe alinarak ayni sekilde

calisild1 ve sonuglar standart grafikten degerlendirildi (Robyt and White 1987).

Deney sirasinda kullanilan reaktif karisimi sdyle hazirlandi: 25 kisim 0,8 N NaOH, 18
kistm Lowry reaktifi A, 2 kisism Lowry reaktifi B ihtiya¢ duyuldugu kadar karistirildi,

bu islem deneyden hemen 6nce yapildi.

3.2.3. Hindi karaciger mikrozomal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin

saflastirilmasi

NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi deterjan ile c¢oziilebilir hale getirilmis
karaciger mikrozomlarindan iki farkli yontemle saflagtirildi. Birinici yontemde elde
edilen deterjanla ¢oziindiiriilmiis mikrozomal pelet direkt olarak 2’, 5'-ADP Sepharose
4B afinite kolonuna tatbik edilerek tek kromatografik metodla saflastirildi. Ikinci
yontemde ise elde edilen deterjanla ¢oziindiiriilmiis mikrozomal pelet DE52 anyon
degisim kolonuna, ardindan da 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna tatbik edildi.

Boylece iki farkli yontemle enzim saflagtirtlmis oldu.

3.2.3.a. Hindi karacigeri mikrozomlarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilacak hindi karacigeri Banvit (Bandirma Vitaminli Yem San.
A.S.)’ten temin edildi. Alinan karacigerler daha sonra kullaniimak iizere -80°C’de derin
dondurucuda donduruldu. Mikrozomlar yaklasik 1 adet hindi karacigerinden (yaklasik
20 g) hazirlandi. Karaciger oénce | mM EDTA iceren %1,5’lik soguk KCI ¢ozeltisi ile
yikand1. Bundan sonraki biitiin calismalar 0-4°C arasinda gerceklestirildi. Bir siizgec
kagidi tizerinde bekletilerek siiziilmesi ve kurumasi saglandi. Bir nester yardimiyla
karacigerler yaklagik 100 mg agirligindaki kiigiik pargalara ayrildi. Yeteri miktarda
kiigiiltiilmiis karaciger pargalar1 buz ile sogutularak 1 mM EDTA, 0,25 mM PMSF, 0,25
mM e-ACA igeren %1,5’lik KCl ¢ozeltisi igersinde homojenizator vasitasiyla 2.400

rpm’de islem birkac kez tekrarlanarak homojenize edildi. Bu islemde kullanilan ¢6zelti
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hacmi karaciger miktarinin 2,5 kati kadar olmalidir. Elde edilen homojenat 10500
rpm’de 40 dk santrifiij edilerek hiicre parcalari, ¢ekirdek ve hiicre mitokondrisi ayrilmis
oldu. Endoplazmik retikulum ve diger ¢oOzilinebilen hiicre fraksiyonlarmi igeren
siipernatant Buchner hunisi vasitasiyla ¢ift kat filtre kagidi kullanilarak ve gevsek
¢oOzeltinin siipernatanta bulasmasindan kaginarak siiziildi. Mikrozomlar 110000 rpm’de
ultrasantriflij kullanilarak 60 dk santrifiij edilerek siipernatant ¢ozeltisinden ¢oktiiriildii.
Stipernatant dikkatli bir sekilde bosaltildi. Olusan mikrozomal pelet 1 mM EDTA igeren
%10’1luk Gliserol ¢ozeltisi icinde ¢ozildii.

3.2.3.b. Hindi karaciger mikrozomlarinin parcalanmasi

Karaciger mikrozomal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi, karaciger
mikrozomlarinin Emiilgan 913 ve sodyum kolat ile muamele edilmesi ile ¢ozilinebilir
hale getirildi. Sitokrom P450’nin yiiksek oranda c¢oziinebilmesi i¢in, 5 mg/ml
mikrozomal protein, %25 gliserol, 2 mM EDTA, 20 uM BHT, 0,1 mM DTT, 0,25 mM
PMSF, 0,25 mM &-ACA, %0,5 Emiilgen 913, %0,5 Na-kolat iceren 20 mM K-fosfat
tamponu pH 7,5 kullanilda.

[k olarak mikrozom ¢ozeltisi Na-kolat ve Emiilgen 913 ilave edilmeden yukarida
belirtilen ¢ozeltiler ile muamele edildi ve kuvvetlice ¢alkalandi. Emulgen 913 ve Na-
kolat sirasiyla ve manyetik karistirici iizerinde karistirilarak damla damla 10 dk
icersinde ilave edildikten sonra buz banyosu icersinde 40 dk daha karistirilmaya devam
edildi. Daha sonra deterjanla parcalanmig mikrozomlar: iceren siispansiyon 110 000

rpm’de 40 dk santrifiij edildi. Berrak sar1 siipernatant alind1 ve pelet atild1.

3.2.3.c. DE52 anyon degisim kolonunun hazirlanmasi ve kolonun paketlenmesi

DES52 anyon degisim kromatografisinde kullanilan kolon dolgu metaryeli hazir olarak

satin alindig1 i¢in sisirme islemine tabi tutulmadi. Islak iyon degisim jeli 15-30 ml/g
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oraninda ve 200 mM Tris-HCI tamponu ile karistirilarak 2-3 dk bekletildi. Daha sonra
karistmin pH’s1 asit veya baz ile 7,5’ye ayarlandi. Jelin bir siire dibe ¢okmesi beklendi.
Daha sonra siipernatant dekante edildi. Dibe ¢oken jel tekrar tampon ile 15-30 ml/g
oraninda siispanse edildi. Uygun hacmi Ol¢iilebilen bir cam silindire tatbik edilen
karisimin dibe ¢Okmesi beklendi. Bekleme siiresi t=n.h formiiliinden hesaplandi.
Burada; t= zaman (dk), h= Jelin kolon igersindeki yiiksekligi (cm), n=1,3 ile 2,4

arasinda degisen bir faktor.

Dibe ¢oken jelin hacmi hesaplandi ve bu hacim kolon tatbikinden sonra elde edilen
yatak hacminin %20 fazlasidir. Siipernatant derhal dekante edildi. Kolon 1s1 ve giines
15181 olmayan bir yere dikey olarak yerlestirildi. Karigtirilmig jel ¢ozeltisi kolona
dokiildii yer¢ekimine karsi jelin yatak hacmi sabit kalana kadar bu sekilde dengeleme
tamponu ile paketlendi. Daha sonra saatte 45 ml akacak sekilde peristaltik pompa ile
kolon akis hizini sabitlendi. Tampon A (%20 gliserol, 2 mM EDTA, 0,1 mM DTT, 0,25
mM PMSF, 0,25 mM &-ACA, %0,25 Emulgen 913, %0,2 Na-Kolat igeren 20 mM K-

fosfat, pH 7,5) ile kolonun dengelenmesi saglandi.

Not: Dengeleme tamponu ile Jelin hazirlandigr tampon ayni olmamali fakat benzer

olmali.

3.2.3.d. 2, 5-ADP Sepharose 4B afinite jelinin hazirlanmasi ve Kkolona

paketlenmesi

10 mI’lik yatak hacmi igin 2 g kuru 2', 5'-ADP Sepharose 4B jeli tartilarak, 400 ml
destile su ile kati maddelerin uzaklastirilmasi i¢in birka¢ defa yikandi. Yikama
esnasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trompu kullanilarak vakum ile
alind1 ve daha sonra dengeleme tamponu (%20 gliserol, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT,
0,25 mM PMSF, 0,25 mM ¢-ACA, %0,1 Emulgen 913 iceren 50 mM K-fosfat pH 7,7)
(Tampon B) ilave edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik kapali
sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa

yardimiyla tampon B ile yikanarak kolon dengelendi. Kolonun dengelenmis oldugu
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eliiat ile tampon ¢ozeltide 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin esitlenmesinden

anlasildi. Boylece afinite kolonu hazirlanmis oldu.

Saflastirmada Kullanilan Birinci Yontem

3.2.3.e. NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin 2, 5-ADP Sepharose 4B

afinite kolonunu ile saflastirilmasi

Hindi karaciger mikrozomlarinin elde edilmesinin ardindan deterjanla muamele edilerek
¢ozlindiiriilen mikrozomal ¢ozelti tampon B ile dengelenmis olan 2, 5'-ADP Sepharose
4B afinite kolonuna uygulandi. Daha sonra kolan 0,2 M K-fosfat i¢eren tampon B ile
yikand1. Ornek tatbiki ve yikama islemleri siiresince NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
fraksiyonunun igerisinde bulunan sitokrom b5’in neredeyse tamami kolondan eliie
edildi. Yikama islemine 418 nm’deki absorbans degeri “0” oluncaya kadar devam
edildi. Daha sonra 0,5-2,5 mM 2'-AMP ihtiva eden tampon B ¢ozeltisi ile eliisyon
islemi gergeklestirildi ve NADPH-Sitokrom P450 rediiktaz elde edildi.

Saflastirmada Kullanilan ikinci Yontem

3.2.3.f. NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin DE52 anyon degisim ve 2', 5'-

ADP Sepharose 4B afinite kolonunu kullanilarak saflastirilmasi

DE52 kolonu (3.0x50 cm) tampon A ile dengelendikten sonra Hindi karaciger
mikrozomlarinin elde edilmesinin ardindan deterjanla muamele edilerek ¢oziindiiriilen
mikrozomal ¢ozelti kolona uygulandi. Akis hizt 45 ml/h olacak sekilde ayarlandi.
Kolon, 5 kolon hacmine esit hacimde tampon A ile 45 ml/h akis hizinda yikandi.
Yikama boyunca hemoglobin, sitokrom P4502B homologu ve NADPH-sitokrom b5

rediiktaz kolondan eliie edildi.
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Kolondan NADPH-sitokrom b5 rediiktaz gelisi bittikten sonra 50 mM-300 mM KClI
iceren Tampon A enzim gradientli eliisyon yapildi. 150 mM KCI i¢eren Tampon A ile
NADPH-sitokrom P450 rediiktaz keskin bir sekilde eliie edildi. Bu NADPH-sitokrom
P450 rediiktaz fraksiyonu az miktarda sitokrom P4501A1’1 de igerir. KCI
konsantrasyonu 0,3 M’a ¢ikarildiginda kalan sitokrom b5 ile denatiire edilmis sitokrom
P450 eliie edildi. Ancak bundan daha yiiksek KCI konsantrasyonlarinda belirlenebilir

sitokrom eliie edilemez.

DES52 anyon degisim kolonunundan alinan numune tampon B ile dengelenmis olan 2’,
5-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna tatbik edildi. Yontem 1 deki calisma bu

asamadan sonra aynen tektar edildi.

3.2.4. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile

enzim safligimin kontrolii

Enzim saflastirildiktan sonra %3-10 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli (1970) metoduna gore yapilarak enzimin saflik

derecesi kontrol edildi.

Ayirma jeli sdyle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HCI pH 8,8, 4,4 ml %30 akrilamid-%0,8
bisakrilamid, 0,2 ml %10’luk SDS, 0,130 ml %5’lik TEMED, 0,2 ml %10’’luk PER ve
3,13 ml saf su karistirildi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,41 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8, 0,4 ml %30 Akrilamid-%0,8
bisakrilamid, 0,030 ml %10’luk SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED, 0,05 ml %10’luk PER

ve 2,45 ml saf su karistirilacak. PER ¢06zeltisi taze hazirlandi.

Bunun i¢in elektroforez plakalar1 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki
kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka st iiste getirilerek kiskaglarla

tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, icerisinde sizdirmayi dnleyen siinger ihtiva eden jel
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hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirlandi ve enjektérle plakalarm arasina
ist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Belli bir siire jelin donmas1 beklendi,
ayirma jelinin polimerizasyonun gergeklestiginden emin olunduktan sonra yigma jeli
hazirlandi. Numune kuyucuklarinin olusmasi icin tarak dikkatlice yerlestirildi. Yigma
jeli polimerize olduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikartilarak numnune kuyular1 belirlendi.
Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla yikandi ve jel plakalarla birlikte elektroforez
tankina yerlestirildi. Elektroforez tankina yiirlitme tamponu dolduruldu. Enzim
ornekleri yaklasik 10 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl olacak
sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. Ug dakika kaynar su banyosunda inkiibe
edildi. Elektroforez tanki kapatilarak (+) anot, (-) katot elektrotlar yerlestirildi. Once 80
voltta 20 dakika yiiriitiildii ve 6rnek ayirma jeline kadar gelip yigildi. Sonra akim 120
volt’a c¢ikartilarak numunelerin jelin alt simirma gelmesine kadar yiiriitildii.
Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimiyla

anlasildi.

Elektroforez bittikten sonra cam plaklardan ¢ikartilan jeller 30 dakika karistiricida tespit
cozeltisiyle tespit edildi. Daha sonra 30 dakikada Rediiksiyon ¢ozeltisiyle karistiricida
bekletildi. Bu siire sonunda jeller 3’er defa 5 dk’da bir saf su ile 1yice yikandi. Daha
sonra 20 dakika giimiis nitrat ¢ozeltisiyle karistiricinin {istiinde boyandi. Bu boya kisa
bir siire once hazirlanip karanlikta bekletildi. Banyo c¢ozeltisiyle kisa ve cabukca
yikandiktan sonra siyahlagan s1vi dokiildii. Bantlar goriiliince jel karistiricinin iistiinde 1

ml gliserin ve 250 ml %5 lik asetik asitten olusan ¢ozeltiyle iyice yikandi (Temel 2006).
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3.2.5. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirllan NADPH-sitokrom P450

rediiktaz enzimi icin karakterizasyon caliymalar

3.2.5.a. Sephadeks G-100 jel filtrasyon kromatografisi kolonunun hazirlanmasi ve
hindi karaciger mikrozamal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin molekiil

kiitlesinin tayini

Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil kiitlelerinin tayini i¢in dnceden 40 ml yatak
hacmi elde etmek i¢in 3 g Sephadeks G-100, 500 ml saf su i¢ine alindi. Bir gece oda
sicakliginda ve karanlikta bekletilerek polimer materyal (Sephadeks G-100) sisirildi.
Sisirilmis materyalin i¢indeki hava, su trompu kullanilarak vakumla uzaklagtirildu.
Sisirilmis ve havasi uzaklastirilmis polimer materyali pH 7,5 100 mM KCI igeren 50
mM Tris-HCI tamponuyla dolu kolona, i¢inde hava kabarcigi kalmayacak sekilde
paketlenerek ayni tamponla dengeleme islemi yapildi. Kolonun dengelendigini tespit
etmek icin, istten ilave edilen tamponla alttan alinan tamponun pH ve 280 nm’de
absorbans degerleri araliklarla 6l¢iildii ve bu deger ayni oluncaya kadar dengeleme
islemine devam edildi. Kolonun akis hizt 3 ml/h olarak ayarlandi. Hindi karaciger
mikrozamal NADPH-sitokrom P450 rediikktaz enziminin molekiil kiitlesi tayininde
kullanilacak olan standart grafigi elde edebilmek i¢in kolondan 6nce standart proteinler
gecirildi. Standart olarak, blue dekstran; 2 000 kDa, maya alkol dehidrogenaz; 150 kDa,
albumin (s1g1r serum); 66 kDa sig1r eritrosit karbonik anhidraz; 29 kDa, sitokrom ¢ 12,4

kDa ayri1 ayr1 kolona uygulandi (Keha and Kiifrevioglu 2009).

Eliisyon hacmi i¢in dengelenen kolonun, jel iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine
indirildi. Kolona her bir protein ¢ozeltisinden 2 ml tatbik edildi. Kolona uygulanan
protein ¢ozeltisi jel tarafindan tamamen emildikten sonra {izerine birka¢ ml eliisyon
tamponu pH’s1 7,5 100 mM KCI igeren 50 mM Tris-HCI ilave edilerek tekrar jele
emdirildi. Daha sonra kolonun iistii eliisyon tamponuyla doldurularak, eliiatlar 1’er ml
olacak sekilde tiiplere toplandi. Eliisyon tamponu kor olarak kullanildi ve toplanan
eliiatlarin 280 nm’de absorbanslari dlgiilerek kaydedildi. Eliisyon islemine 280 nm’deki

absorbans degerleri 0 oluncaya kadar devam edildi. Enzim eliie edilirken tiiplerde 550
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nm’de aktivite Ol¢limleri yapildi. 280 nm’de kalitatif 6l¢lim i¢in alinan absorbans
degerleri tlip sayisina karsi grafige gecirildi. Daha sonra enzimin molekiil kiitlesini
belirlemek i¢in her bir protein i¢in ayr1 ayri Ky degerleri ve Log MK degerleri
hesaplandi. Log MK-K,, grafigi bilgisayarda ¢izildi. Son olarak Hindi karaciger
mikrozamal NADPH-Sitokrom P450 Rediiktaz enziminin K, degeri belirlenerek grafik
vasitasiyla enzimin dogal halinin molekiil kiitlesi hesaplanilmaya calisildi. Asagidaki

formiil kullanilarak K, degeri hesaplandi ve Log MK-K,, grafigi ¢izildi.
_ Ve 'Vo
av Vt-VO

V= void hacim, V.= eliisyon, V= kolon yatak hacmi

3.2.5.b. Hindi karaciger mikrozamal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi icin
optimum pH, optimum iyonik siddet ve optimum sicakligin bulunmasina yonelik

calismalar

Hindi karaciger mikrozamal NADPH-Sitokrom P450 rediiktaz enziminin optimum
pH'sin1 belirlemek amaciyla pH's1 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, 7,6, 7,7, 7,8 ve 8,0 olan 0,3 M
K-fosfat tamponlar1 hazirlandi. Uygun substrat ¢ozeltisi ile her bir tamponda ayr1 ayri
enzim aktivitesi belirlendi. Enzimin optimum iyonik siddetinin belirlenmesi amaciyla
optimum pH’da 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 1000 mM K-Fosfat tamponlari
kullanildi. Her bir tampon konsantrasyonunda ayri ayri enzim aktivitesi bakild.
NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla
1sitmal1 sogutmali su banyosu kullanildi. Aktivite 6l¢iimii i¢cin gerekli olan tampon ve
substratlar1 ihtiva eden karisim kiivet igersinde ilgili sicakliga ayarli su banyosunda

bekletildi. 0°C ile 70°C arasinda 10’ar °C araliklarla aktivite 6l¢timii yapildi.

3.2.5.c. Hindi karaciger mikrozamal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin

stabil pH’simin belirlenmesine yonelik ¢alismalar

Enzimin stabil oldugu pH'y1 tesbit etmek i¢in pH'lar1 6,6, 7,0, 7,4, 7,6 ve 7,8 olan fosfat
tamponlar1 ayrica pH’s1 8,2 olan Tris/HCI tamponu kullanildi. Belirtilen pH'lardaki
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tampon ¢ozeltilerinin 1 ml’si 1 ml enzim ¢ozeltisi ile karistirilarak +4°C’de muhafaza
edildi. 5 giin boyunca 24 saat arayla yapilan aktivite 6l¢iimiinde enzimin stabil oldugu

pH belirlendi.

3.2.5.d. Hindi karaciger mikrozamal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin

aktivasyon enerjisinin (E;) ve Q1o degerlerinin hesaplanmasi ile ilgili calismalar

Hindi karaciger mikrozamal NADPH-Sitokrom P450 rediikktaz enziminin optimum
sicakligr belirlendikten sonra, E; ve Q1o degerlerinin belirlenmesi amaciyla optimum
sicaklik calismasinda elde edilen aktivite degerlerinin logaritmalar1 (log k) alindi.
Sicaklik degerleri Kelvine gevrilerek grafikte 1/T x 1000K™ olarak ifade edildi (Danisan
et al. 2004). Daha sonra bu grafikten faydalanilarak Arhenius egrisi elde edildi ve bu

egrinin egimi kullanilarak asagidaki formiilden aktivasyon enerjisi (E,) hesaplandi.
‘E,
2303 xR
(Wilson 1971; Segel et al. 1975; Onganer et al. 1998). Daha sonra bir enzim igin,

Egim=

10°C’lik sicaklik degisiminin meydana getirdigi aktivite farklili§i olan Qjo degeri,
aralarinda 10°C fark olan iki aktivite degerinden yiiksek olanin diisiik olan aktivite

degerine boliinmesi ile hesaplandi (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

3.2.5.e. NADPH ve sitokrom c substratlar ig:in Km, Vinax, Kcat ve ozgiilliik sabitinin

(Vo) bulunmasina yonelik ¢calismalar

Hindi karaciger mikrozamal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin sitokrom c ve
NADPH substratlart icin Ky ve Vmax degerlerini belirlemek icin sabit sitokrom c
konsantrasyonunda NADPH’1n 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite 6l¢iimleri yapildi.
Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak
NADPH i¢in Ky Ve Vpa degerleri belirlendi. Aymi sekilde NADPH’in sabit
konsantrasyonunda sitokrom c’nin 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite olglimleri

yapilarak Lineweaver-Burkgrafigi olusturuldu ve sitokrom c i¢in Ky ve Vi degerleri
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hesaplandi. Aktivite olglimleri optimal sartlarda gerceklestirildi (Lineweaver and Burk
1934).

Daha sonra, Ky ve Vinax degerleri hesaplanmasi igin gergeklestirilen deneyde kullanilan
enzim c¢oOzeltisinde kantitatif protein tayini yapilarak toplam enzim (Et) miktar

bulundu. Enzimin turnover sayisini gosteren kca degeri

Vmax
Er

kcat =

formiiliinden faydalanilarak hesaplandi.

Cesitli enzimlerin katalitik etkilerinin veya farkli substratlarin ayni enzimle iiriine

donilisimiiniin karsilastirilmasinin bir yolu da tepkimeler i¢in 6zgiilliik sabitinin (V)

kcat

bulunmasidir. Ozgiilliik sabiti Vo:K_ formiilii kullanilarak hesaplandi (Nelson and Cox
M

2005).

3.2.6. Hindi karacigerinden saflastirilan NADPH-Sitokrom P450 rediiktaz enzimi

icin inhibisyon calismalari

Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim
aktivitesi iizerine Ag*, TI*, Cu*?, Zn*?, Cd*?, Hg*?, Co*?, Pb*?, Ni*?, Mn*?, Mg*?, Ca'?,
Al*® ve As*® metal iyonlarmm ve oksitetrasiklin dihidrat, kanamisin siilfat, gentamisin
stilfat, enrofloksasin, tiylosin, kloramfenikol, sefuroksim sodyum, sefazolin sodyum,
amikasin siilfat, linkomisin HCI, seftriakson disodyum ve vankomisin HCI
antibiyotiklerinin inhibisyon etkisi in vitro sartlarda sekilde arastirildi (Cizelge 4.9-31-
Sekil 4.19-41). Oncelikle metal iyonlarmin en az 5 farkli konsantrasyonunda enzim
aktivitesi kontrol edildi. Caligsmalar hem fosfat tamponunda hemde HEPES tamponunda
gerceklestirildi. Inhibisyon gdsteren metal iyonlar1 icin %Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek
ICs0 degerleri hesaplandi.
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Ayrica inhibisyon etkisi gosteren metallerin inhibisyon tipi ve K; sabiti ii¢ farkli
inhibitor ve bes farkli substrat konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek

belirlendi (Lineweaver and Burk 1934).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullamilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Lowry ydntemiyle
belirlendi. Standart grafik bolim 3.2.2.b’de anlatildign gibi hazirlandi. iki farklh
yontemle saflagtirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktazin saflastirilmasinda kullanilan
her iki yontemin her asamasindaki kantitatif protein tayini bu standart grafikten
faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans

degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

2 y = 0,0068x
_ R>=0,9811
=16
c
B 12 -
2
g 0,8
o]
S
o 04
<
0 .
0 50 100 150 200 250
ug protein

Sekil 4.1. Lowry yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart grafik

4.2. Hindi Karaciger Mikrozomal NADPH-Sitokrom P450 Rediiktaz Enziminin

Saflastirilmasi

Saflastirmada kullamlan birinci yontemin sonuglari: Hazirlanan homojenat

(deterjanla ¢oziindiiriilmiis mikrozamal ¢ozelti) 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite



65

kolonuna yiiklendi. Tampon A nin i¢ine 0,5-2,5 mM 2'-AMP ilave edilerek gradientli
elisyon yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.2.”de gosterildi.

0,01 -
0,008 1
E
= 0,006 -
=
£ 0004 -
5
X
< 0,002

0 . . .
0 S 10 15
Tiip Sayist

Sekil 4.2. Hindi karaciger mikrozomal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin 2',
5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ile eliisyonunu gosteren grafik (Yontem 1)

Saflastirmada kullamlan ikinci yontemin sonuclari: Hazirlanan homojenat
(deterjanla c¢oziindiiriilmiis mikrozamal c¢ozelti) DES2-anyon degisim kolonuna
yiiklendi. 50 mM-300 mM arasinda KCl igeren Tampon A ile gradientli eliisyon yapildi.
150 mM arasinda KCl iceren Tampon A ile NADPH-sitokrom P450 rediiktaz keskin bir
sekilde eliie edildi. DE52 sonrast elde ettigimiz fraksiyonlar 2', 5'-ADP Sepharose 4B
afinite kolonuna yiiklendi. Tampon A nin igine 0,5-2,5 mM 2'-AMP ilave edilerek
gradientli eliisyon yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.3.’ve 4.4°de gosterildi.
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Sekil 4.3. Hindi karaciger mikrozomal NADPH-Sitokrom P450 rediiktaz enziminin
DES52-Seliiloz anyon degisim kromatografisi ile eliisyonunu gosteren grafik
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Sekil 4.4. Hindi karaciger mikrozomal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin 2’
5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ile eliisyonunu gosteren grafik (Yontem 2)
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Cizelge.4.1. Hindi karaciger mikrozomal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin

saflastirma sonuglari

Toplam Toplam Toplam Spesifik o
Numune Tiirii Hacim Protein Akti_yite Ak}ivite Veﬁm Sf(t;:::;:;a
(mt) (mg) (EV) (EU/mg)

1.Yontem
Co6ziinmiis Mikrozom 20 177,4 0,64 0,0036 100 1
2, 5"-ADP Sepharose 48 5 0,365 0,15 0410 2343 114,15
Afinite kromatografisi

2.Yontem
Coziinmiis Mikrozom 20 79,2 1,12 0,014 100 1
DES2 ~ Anyon  degisim 4 1,26 0,28 0,222 25 15,86
kromatografisi
2, 5™-ADP Sepharose 4B 5 0,049 0,085 173 8 124

Afinite kromatografisi

4.2.1. Hindi karaciger mikrozomal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin

SDS-PAGE ile saflik kontrolii

Hindi karaciger mikrozomal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin 2’, 5'-ADP

Sepharose 4B afinite sonucu elde edilen eliiatlardaki enzimin safligin1 kontrol etmek

icin SDS-PAGE yontemi kullanildi. Bu amagla boliim 3.2.4.’te izah edilen elektroforez

sistemi kurularak enzim numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve yiiriitiildi. Elde

edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.5-4.6-4.7’de gosterildi.

Sekil 4.5. DE52 Anyon degisim sonrasi elde edilen NADPH-sitokrom P450 rediiktazin

SDS-PAGE fotografi

*(1. Kuyu: Standart proteinler (130 kDa, 100 kDa, 70 kDa, 55 kDa, 35 kDa, 25 kDa), 2.3.4.5.6.
Kuyu: DE52-Seliiloz anyon degisim kromatografisi sonucu elde edilen farkli fraksiyonlar)
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200kDa

116 kDa
97 kDa

66 kDa

Sekil 4.6. a) 1. Yontem sonunda (2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuyla) b) 2.

Yontem sonunda

*(b) DE52+2’, 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuyla) (250 kDa; 150 kDa; 100 kDa; 75 kDa; 50 kDag;
37 kDa; 25 kDa; 20 kDa; 15 kDa; 10 kDa BioRad 61-0375) 2, 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuyla
saflagtirilan hindi karaciger mikrozomal NADPH-Sitokrom P450 rediiktaz enziminin SDS-PAGE ile
saflik kontrolii

Sekil 4.7. 2. Yontem sonunda 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuyla saflastirilan hindi
karaciger mikrozomal NADPH-Sitokrom P450 rediiktaz enziminin SDS-PAGE ile saflik
kontrolii

*(1.2.3.4. Kuyu: 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuyla saflastirilan hindi karaciger mikrozomal
NADPH-Sitokrom P450 rediiktaz enzimi), 5. Kuyu: Standart proteinler (150 kDa, 100 kDa, 75 kDa, 50
kDa, 37 kDa, 20 kDa)
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4.3. Hindi Karaciger Mikrozomlarindan Saflastirlan NADPH-Sitokrom P450

Rediiktaz Enziminin Karakterizasyon Cahsmalari ile Tlgili Sonuclar

4.3.1. Hindi karaciger mikrozomal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin

SDS-PAGE ile mol kiitlesinin belirlenmesine yonelik sonuclari

Elde edilen saf enzim SDS-PAGE’te yiiriitiildiikten sonra fotografi ¢ekildi (Sekil 4.6
(a)-Sekil 4.7) Standart proteinlerin ve enzimin jelde yiiriidiikleri mesafeler 6l¢iilerek Ry
degerleri hesaplandi. log MK-R¢ degerleri ile grafikler ¢izildi (Sekil 4.9 (a)-(b)).
Grafiklerden faydalanarak hindi karaciger mikrozomal NADPH-sitokrom P450
rediiktaz enziminin monomer mol kiitlesi her iki grafige gore yaklasik 81,3 kDa olarak
hesaplandi. Ayn1 zamanda protoelitik yarilmalar sonucu oldugunu diisiindiigiimiiz Sekil

4.7 de yaklasik 69,2 kDa’da bir bant daha gozlendi.

| _ (@)
21 e y = -0,9852x + 2,1589
R2=0,9758
o 18
S
216 -
.|
1,4 -
[ ]
1,2 T T T T
0,15 0,35 0,55 0,75 0,95
R¢
. y =-0,9213x + 2,1844 (b)
R2=0,9836
1,9 -
v
=
g
116 1
1,3 : : ‘
0,15 0,35 0,55 0,75
Ry

Sekil 4.8. SDS-PAGE sonucu ¢izilen Log MK-R¢ grafigi
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4.3.2. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil kiitlesi tayinine yonelik sonuclar

Jel filtrasyon kolonundan o6nce blue dekstran sonra standart proteinler daha sonra ise
afinite kolonundan eliie edilen enzim c¢ozeltisi Boliim 3.2.5.a’da anlatildig1 sekilde
yiiklendi. Eliie edilen numunelerde 280 nm’de absorbans oOlgiimii yapilarak Sekil
4.9.’daki grafik ¢izildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda Sekil 4.10.’da log MK-K,,
grafigi cizildi. Eliie edilen enzimin 550 nm’de aktivite degerlerine karsilik tiip sayisi
grafigi Sekil 4.11.”deki gibi ¢izildi. Bu grafikten faydalanarak K,, degeri 0,176 bulundu.
Bu deger denklemde yerine konuldugunda enzimin molekiil kiitlesi yaklasik olarak 100
kDa olarak bulundu.
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Sekil 4.9. Jel filtrasyon kolonundan alinan standart proteinlerin tiip sayisina karsilik 280
nm’deki absorbans degerleri
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Sekil 4.10. Jel filtrasyon sonucu ¢izilen Log MK-K,, grafigi
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Sekil 4.11. Jel filtrasyon kolonundan alinan enzimin aktivite-tiip sayis1 grafigi

4.3.3. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450

rediiktaz enzimi icin optimum pH bulunmasina yonelik sonuglar

Hindi karaciger mikrozomlarindan saflagtirllan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi
i¢in optimum pH bélim 3.2.5.b’de anlatildigr sekilde; pH*s1 6,6, 6,8, 7,0, 7,2, 7,4, 7,6,
7,7, 7,8 ve 8,0 olan 0,3 M K-fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilarak spektrofotometrik
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olarak belirlendi (Sekil 4.12 ve Cizelge 4.2). Hindi karaciger mikrozomlarindan
saflagtirrllan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi i¢in optimum pH 7,6 olarak

belirlendi.

Cizelge 4.2. 300 mM K-fosfat tamponu kullanilarak hindi karaciger mikrozomlarindan
saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin optimum pH’s1 icin yapilan aktivite
Ol¢lim sonuglari

pH 6,6 6,8 7,0 7,2 7,4 7,6 7,7 7,8 8,0

Aktivite 0,0042 0,0059 0,0063 0,0061 0,074 0,092 0,0089 00052 0,0065
(EU/ml)
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Sekil 4.12. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enzimi igin yapilan optimum pH ¢alismasmin sonucuna yénelik ¢izilen Aktivite (EU/ml)-pH
grafigi

4.3.4. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirlan NADPH-sitokrom P450

rediiktaz enziminin optimum iyonik siddetinin belirlenmesine yonelik sonuglar

Hindi karaciger mikrozomlarindan saflagtirllan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim
aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla onceki c¢alismalarla
uygunlugu  belirlenen  K-fosfat  tamponunun  optimum  pH’daki  degisik

konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri Bolim 3.2.5.b’de anlatildig1 gibi hazirlandi. Farkli K-
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fosfat konsantrasyonlarinda aktivite Ol¢iimleri yapilarak K-fosfat konsantrasyonu ile
aktivite degerlerinden olusan grafik c¢izildi. Yapilan ¢alismalar sonucu hindi karaciger
mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim igin en uygun
iyonik siddetin 400 mM (kiivet i¢i 335 mM ) K-fosfat (pH 7,6) tamponu olarak tespit
edildi (Sekil 4.13 ve Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enziminin optimum iyonik siddet i¢in K-fosfat (pH 7,6) tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan
aktivite 6l¢iim sonuglari

[K-fosftat] 84 167 251 335 418 502 585 669 836
(mM)

Aktivite 0,007 0,006 0,0100 0,0104 0,0083 0,007 0,0067 0,0074 0,0074
(EU/mI)
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Sekil 4.13. Degisik konsantrasyonlardaki K-fosfat (pH 7,6) tampon ¢6zeltileri kullanilarak hindi
karaciger mikrozomlarindan saflagtirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi igin yapilan
iyonik siddet-aktivite grafigi

4.3.5. Hindi karaciger mikrozamal NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin

stabil pH’sinin belirlenmesine yonelik sonuglar

Enzimin stabil oldugu pH’y1 tesbit etmek igin pH’lar1 6,6, 7,0, 7,4, 7,6 ve 7,8 olan fosfat
tamponlari ayrica pH’s1 8,2 olan Tris/HCI tamponu kullanildi. Konu 3.2.5.c. belirtildigi
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sekilde karigimlar hazirlandi. Cizelge 4.4 ve Sekil 4.14°de gosterildi. Enzimin stabil
oldugu pH 7,0 olarak belirlendi.

Cizelge 4.4. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enziminin stabil pH ile ilgili sonuglar

y Aktivite (EU/ml)
Y

0 giin 1 giin 2 giin 3 giin 4 giin
6,6 0,012 0,0065 0,0050 0,0046 0,0056
7,0 0,012 0,0107 0,0105 0,0081 0,0067
7,4 0,012 0,0063 0,0065 0,0067 0,0065
7,6 0,012 0,0124 0,0091 0,0052 0,0035
7,8 0,010 0,0110 0,0043 0,0054 0,0048
8,2 0,012 0,0054 0,0069 0,0033 0,0044

0,016

0,012

0,008 -

Aktivite (EU/ml)

0,004

Zaman (Giin)

| ~—pH6,6 5-pH7,0 *pH7,4 ——pH7,6 % pH7,8 —pH 82|

Sekil 4.14. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirllan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enzimi i¢in farkli pH lardaki K-fosfat ve Tris tamponu ile belirlenen stabil pH grafigi

4.3.6. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirlan NADPH-sitokrom P450

rediiktaz enzimi icin optimum sicaklik belirlenmesine yonelik sonuclar

Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirllan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz

enziminin optimum sicakligini belirlemek {izere optimum pH ve uygun iyonik siddete
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sahip 400 mM K-fosfat (pH 7,6 ) tampon ¢ozeltisi kullanildi. 0°C ile 70°C arasinda her
10°C’de bir olmak iizere bolim 3.2.5.b’de anlatildig1 sekilde aktivite dl¢iimleri yapildi.
Elde edilen sonuglar Sekil 4.15’de ve Cizelge 4.5°de gosterildi. Bu ¢alismalar sonucu
optimum sicaklik 50°C olarak tespit edildi.

Cizelge 4.5. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz enziminin optimum sicaklig1 i¢in sicaklik aktivite 6lglim sonuglari ¢izelgesi

Sicaklik 0 10 20 30 40 50 60 70
(C)

Aktivite 0,012 0,0157 0,0161 0,0224 0,0272 0,0327 0,0292 0,008
(EU/ml)

- 0,03 -
E
=
= 0,02 -
2
Z
Z 001 1
<
0 - . ;
0 20 40 60
Sicakhik (°C)

Sekil 4.15. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz enziminin optimum sicakligi i¢in sicaklik aktivite dl¢iim sonuglar grafigi

4.3.7. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirlan NADPH-sitokrom P450

rediiktaz enzimi icin aktivasyon enerjisi (E,) ve Q1o degerlerinin belirlenmesi

Optimum sicaklikta elde edilen veriler kullanilarak E, ve Qio degerleri hesaplandi.
Bunun i¢in; optimum sicakliktaki aktivite degerlerinin logaritmalar1 alinarak log k-

1/Tx1000K™ grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden faydalamlarak Arheniiis egrisi elde
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edildi ve hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz enzimi i¢in E; ve Q1o degerleri hesaplandi (Sekil 4.16) (Cizelge 4.6).

14 -

1,7
= &\@\Q
o
°

2 -
3 3,5 4
1/Tx1000 K1
-2,3
2,8 3 3,2 3,4 3,6 3,8
1/Tx1000 K-1

Sekil 4.16. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz enzim aktivitesinin sicakliga bagli olarak degisim grafigi

Cizelge 4.6. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz enzimi i¢in optimum sicaklik, E; ve Qi tayini sonuglari

NADPH-Sitokrom P450 Rediiktaz

Optimum sicakhk ("C) 50
Aktivasyon enerjisi (E,) (kal/mol) 3,505
Q1o 1,56

4.3.8. NADPH ve sitokrom c substratlar i¢in Ky, Vinax, keat ve ozgiilliik sabiti (Vo)

degerlerinin belirlenmesine yonelik sonuglar

Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirllan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enziminin NADPH ve sitokrom c substratlari igin Ky ve Vmax degerlerini belirlemek
i¢in bolim 3.2.5.e¢’de anlatildig1 gibi sabit sitokrom ¢ konsantrasyonunda NADPH’in 5
farklt konsantrasyonlariyla aktivite Ol¢iimleri yapildi. Elde edilen degerlerle 1/V-
1/[NADPH] Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak NADPH igin
Kwm Ve Vmax degerleri belirlendi. Aymi sekilde NADPH’in sabit konsantrasyonunda
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sitokrom c’nin 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite oOlglimleri yapilarak 1/V-
1/[sitokrom c]- Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve sitokrom c i¢in Ky Ve Vpax
degerleri hesaplandi. Bu ¢alismalar sonucunda NADPH i¢in Ky degeri 3,44 uM ve Vax
degeri 0,014 EU/ml olarak; sitokrom c i¢in ise, Ky degeri 7,44 pM ve Vpax degeri
0,021EU/ml olarak tespit edildi. Daha sonra bulunan Ky ve Vs degerleri kullanilarak
enzimin sitokrom c substrati i¢in turnover sayisint gosteren ke degeri hesaplandi ve
buradan enzimin 06zgiilliilk sabiti degeri Vy tespit edildi. Bu degerler Cizelge 4.9.’de
verildi. Aktivite Ol¢timleri optimal sartlarda gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.7-4.8 ve Sekil 4.17-4.18°da goriilmektedir.

Cizelge 4.7. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enziminin sitokrom ¢ ve NADPH substratlari i¢in Ky Ve Vax degerlerinin bulunmasina yonelik
Aktivite-sitokrom ¢ derigim ¢izelgesi

[Sitokrom ¢] mM Aktivite (EU/ml)  [NADPH] mM  Aktivite (EU/ml)
0,0040 0,00763 0,0090 0,0028
0,0072 0,00982 0,0027 0,0057
0,0105 0,01020 0,0045 0,0089
0,0137 0,01370 0,0180 0,0107
0,0170 0,01500 0,0272 0,0120
0,0203 0,01540
0,0235 0,01680
0,0268 0,01700

0,0301 0,01810
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160 1 y = 0,3566x + 47,924
R2=0,9333 4
120 -
S 80
200 1100 0 100 200 300

1/[Sitokrom ¢] mM

Sekil 4.17. Sitokrom ¢ substrati i¢in Ky Ve Vmax bulunmasina yonelik 1/V-1/[Sitokrom
c] cizilen Lineweaver-Burk grafigi

400 -
y =0,2512x + 73,091

R>=0,9919

300 -

VAV

200 -

100 -

r O T T
-350 150 650
1[NADPH] mM

Sekil 4.18. NADPH substrati igin Ky Ve Vpax bulunmasina yonelik 1/V-1/[NADPH]
cizilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.8. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflagtirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enziminin sitokrom ¢ ve NADPH substratlar1 i¢in Ky, Vimax, Keat V€ Vo ¢alismalar1 sonuglari

Substrat Kv (M) Viay (EU/ml) Keat (57) Vo (uM s
Sitokrom ¢ 7,44 0,021 2258,06 303,5
NADPH 3,44 0,014 1854,83 539,2
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4.4 Hindi Karaciger Mikrozomlarindan Saflastirlan NADPH-Sitokrom P450
Rediiktaz Enzim Aktivitesi Uzerine Baz Metal Iyonlarimin ve Baz

Antibiyotiklerinin Etkilerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonuclar:

Bazi bilesikler tarafindan enzimlerin hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin

azaltilmasi ve yok edilmesine de inhibisyon denir. Buna neden olan bilesiklere ise

inhibitor adi verilir. (Nelson and Cox 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Yarsmali inhibisyonda yap1 itibariyle inhibitér substrata benzemekte ve enzimin aktif
bolgesine baglanarak substratin enzime baglanmasini Onlermektedir. Fakat enzime
doniistimlii  baglanan inhibitoriin substrat konsantrasyonu artirildigi durumlarda
inhibitorlerin inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Bagka bir sdylemle enzimin Vax
degeri degismezken Ky degerinde artis gozlenir (Segel et al. 1975; Telefoncu 1986;
Keha ve Kiifrevioglu 2009). Yarismasiz inhibisyonda ise inhibitor ile substrat arasinda
enzimin aktif bolgesine baglanma hususunda bir yaris so6z konusu degildir. Ciinki
inhibitér enzimin farkli bir bélgesine baglanmaktadir. Enzimin Vpax degeri azalirken
Kwm degeri sabit kalir. Substrat ve inhibitor enzimin farkli bolgelerine baglana bilmesi ile
enzimin EI ve ESI olarak iki farkli inaktif kompleksi meydana gelir (Telefoncu 1986;
Keha ve Kiifrevioglu 2009). Grafik denkleminde yarismali inhibisyon igin Km'=
Kwm.(1+[1)/K;)  ifadesinden, yarismasiz ve yart yarismali inhibisyon igin
VmaX'ZVmaX/(1+[I]/Ki) formiiliinden yararlanilarak K; degerleri belirlendi. Sonuglar
Cizelge 4.33 verilmistir.

Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirillan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim
aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin ve bazi antibiyotiklerin inhibisyon etkisi in
vitro sartlarda 3.2.6’da anlatildig1 sekilde arastirilmistir (Cizelge 4.9-31-Sekil 4.19-41).
Ag*, Hg'® ve Cu* metal iyonlarimin enzim aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.19-21). Inhibisyon etkisi gosteren metal iyonlari igin
ICso degerleri sirastyla 1,60, 13,52 ve 227 uM K; sabitleri ve inhibisyon tipleri ise
sirastyla  0,02967+0,0067; yarismali, 10,37+2,24350; yarismali ve 251+108,6247;
yarigmasiz olarak tespit edilmistir (Sekil 4.42,43,44-Cizelge 4. 33)



80

Cizelge 4.9. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi iizerine Ag"’nin etkisi

K-fosfat tamponu Hepes Tamponu
% Aktivite [Ag'|uM % Aktivite [Ag'|uM
100 0 100 0
95,83 4,5 80,76 0,227
78,33 6,81 69,73 0,454
63,33 91 61,53 1,14
25 13,6 19,23 3,4
17,5 18,2 16,66 14,54
120 - (a)
100 o y= 1006-0,085x
£ 80 1
=
X 60 -
<
S 40 -
20 -
O T T T 1
0 5 10 15 20
[AgTuM
100 y =100e04% (p)
R2=0,9658
80 1 @
o
= 60 7
kY,
§ 40 -
20 A
O T T T T 1
0 1 2 3 4 5
[Ag'TuM

Sekil 4.19. Ag*’nin hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi ((a)K-Fosfat (b) Hepes Tamponunda)
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Cizelge 4.10. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450

rediiktaz aktivitesi {izerine Hg"* nin etkisi

K-fosfat tamponu

Hepes tamponunda

% Aktivite [Hg*] uM % Aktivite [Hg*™] uM
100 0 100 0
89,34 1,8 75,45 2,72
75,41 5,4 65,86 10,9
53,68 8,2 32,72 16,36
41,14 16,4 29,34 27,27
30,33 27,3 16,7 32,72
100 y: 1006-0,048X (a)
R2=0,9293
80 -
3
= 60 -
2
S 40 1
20
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
[Hg*?] uM
100 (b)
y= 1006'0’051X
80 R2=0,9551
3
> 60 1
3
40 -
S
20 -
O T T T
0 10 20 30
[Hg*] uM

Sekil 4.20. Hg"?nin hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi

tizerine etkisi ((a) K-Fosfat (b) Hepes Tamponunda)
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Cizelge 4.11. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi {izerine Cu**’nin etkisi

K-fosfat tamponu Hepes tamponu
% Aktivite [Cu™] uM % Aktivite [Cu™] uM
100 0 100 0
65,7 180 97,43 191
57,44 200 83,33 204,5
38,84 230 64,1 227
22,31 250 19,23 236
13,22 272 11,15 250
120 - (a)
£ 80 -
=
kY,
<
S 40 -
O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
[Cu*’]pM
(b)
160 A
3120 -
=
< 80 -
g [ ]
40
(]
0 T T 1
100 150 200 250
[Cu*?]pM

Sekil 4.21. Cu*®nin hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi ((a) K-Fosfat (b) Hepes Tamponunda)
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Cizelge 4.12. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi {izerine Zn*#nin etkisi

K-fosfat tamponu Hepes Tamponu
% Aktivite [Zn**] pM % Aktivite [Zn**] mM
100 0 100 0
172,26 90 111,84 91
195,6 181 111,84 182
138,68 272 90,54 272
87,59 363 90,54 363
118,9 454 102 454
81,02 540 - -
101,45 630 - -
200 1 (a)
160 -
3
'S 120 1
kv
;g 80 -
40
0 T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
[Zn*?] uM
120 ~
(b)
110 -
o
=
X 100
<
S
90 -
80 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
[Zn*?] pM

Sekil 4.22. Zn*?nin hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi ((a)K-Fosfat (b) Hepes Tamponunda)
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Cizelge 4.13. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi {izerine Cd**’nin etkisi

K-Fosfat Tamponunda Hepes Tamponunda
% Aktivite [Cd™] uM % Aktivite [Cd**] uM
100 0 100 0
98,68 91 98,92 45
90,1 182 103,22 91
92,78 273 109,6 182
88,52 637 98,92 363
110 - (a)

3100

2

<

<

S 90 T

80 T T T
0 200 400 600
[Cd*?| M
108 -

3

2 104 -

X

s

> 100

96 T T T 1
0 100 200 300 400
[Cd*?|uM

Sekil 4.23. Cd**nin hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi ((a) K-Fosfat (b) Hepes Tamponunda)
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Cizelge 4.14. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi {izerine Co**’nin etkisi

K-Fosfat Tamponunda Hepes Tamponunda
% Aktivite [Co™] pM % Aktivite [Co™] pM
100 0 100 0
84,7 91 92,03 450
85,9 454 81,41 1000
115,3 910 101,7 1800
100 2730 103,53 3630
125 5460 - -
(a)
120
3
2 100
4
s
S
80 -
60 T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000
[Co*?| uM
110 - (b)
100
3
=
£ 90 A
<
RN
80 1
70 T T T 1
0 1000 2000 3000 4000
[Co*] uM

Sekil 4.24. Co**nin hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi ((a)K-Fosfat (b) Hepes Tamponunda)



86

Cizelge 4.15. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi {izerine Mn*%’nin etkisi

K-Fosfat Tamponunda Hepes Tamponunda
% Aktivite [Mn*] uM % Aktivite [Mn**] uM
100 0 100 0
96,83 450 82,11 45
96,83 1000 115 90
100 2730 89,76 181
90,84 4500 89,76 363
102 1
(a)
100
2 9
=
L 9%
<
S 94
92
90 T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000
[Mn*2] uM
120 1 (b)
110 H
3
'S 100
3
90 H °
S
80 1
70 T T T 1
0 100 200 300 400
[Mn*2] uM

Sekil 4.25. Mn*?’nin hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi ((a)K-fosfat (b) Hepes Tamponu)



87

Cizelge 4.16. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi {izerine Ni**’nin etkisi

K-Fosfat Tamponunda Hepes Tamponunda
% Aktivite [Ni*’] pM % Aktivite [Ni*’] pM
100 0 100 0
111,11 90 110,84 450
60,13 182 110,84 900
78,43 272 94,57 1820
111,11 364 122,89 3640
120 - (a)
100
2
2
L 80
<
S
60 1
40 T T T 1
0 100 200 300 400
[Ni*2] uM
(b)
120 A
2
2
< 100
S
80 T T T 1
0 1000 2000 3000 4000
[Ni*2] uM

Sekil 4.26. Ni**’nin hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi ((a)K-fosfat (b) Hepes Tamponunda)



88

Cizelge 4.17. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi {izerine a) Ca*? ve b) Mg nin etkisi

Hepes Tamponunda K-Fosfat Tamponunda
% Aktivite [Ca™’] pM % Aktivite [Mg**] pM
100 0 100 0
92,35 450 106 9,1
94,5 900 97,88 27,3
107,7 1820 107,7 94

92,35 3640 -
110 -
(a)
105 -
2
= 100
Y4
$
(} 95 -
90 T T T 1
0 1000 2000 3000 4000
[Ca*?| uM
110 + (b)
105 -
3
2
g
o\0100
95 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
[Mg*?] uM

Sekil 4.27. (a) Ca* ve (b) Mg* hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim
aktivitesi lizerine etkisi ((a) Hepes (b) K-Fosfat Tamponunda)
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Cizelge 4.18. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450

rediiktaz aktivitesi {izerine a) TI" ve b) Pb*#’nin etkisi
Hepes Tamponunda Hepes Tamponunda
% Aktivite [TI'] pM % Aktivite [Pb*’] uM
100 0 100 0
79 45,45 106 45,45
79 90,90 100 91
82 181,82 128 182
86 363,64 407 364
89 454,54 315 545,45
93 545,45
121 4545,45
93 5454,54
93 9090,9
97 18181,82
(a)
110 -
=
4
<
S 90 -
70 - : : : ‘
0 5000 10000 15000 20000
[TF] uM
400 (b)
300 -
2 200 |
a4
s
S 100 ¢
O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
[Pb*2] pM

Sekil 4.28. a)TI*ve b) Pb*#nin hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim
aktivitesi iizerine etkisi (Hepes Tamponunda)
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Cizelge 4.19. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi iizerine As*™ ve b) Al**’nin etkisi (Hepes Tamponunda)

% Aktivite [As™] pM % Aktivite [AI°] uM
100 0 100 0
124.,6 900 143,2 227,3
100 1820 109,1 454,54
100 3640 94,1 909,1
133,8 7270 79,54 1818,2
113,8 14540 59,31 27273
107,69 21810 - -

(a)
120 -
i
280 -
X
<
S
240 -
0 T T T T
0 5000 10000 15000 20000
[As™]uM
160 - (b)
120 -
2
>
2 80 -
<
S
40 -
0 . . . . .
0 1000 2000 3000 4000 5000
[A]uM

Sekil 4.29. a) As™ ve b) AlI"*iin hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enzim aktivitesi lizerine etkisi (Hepes Tamponunda)
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k Oksitetrasiklin /

Cizelge 4.20. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi tizerine Oksitetrasiklin’nin etkisi

% Aktivite [Oksitetrasiklin] uM
100 0
169 183
158 366
263 733
261 1098
300 -
4
200 -
3
2
$
100
X
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
[Oksitetrasiklin] pM

Sekil 4.30. Oksitetrasiklin’nin hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim
aktivitesi iizerine etkisi (Hepes Tamponunda)
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Cizelge 4.21. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi tizerine Kanamisin Siilfat’in etkisi

% Aktivite [Kanamisin Siilfat] pM
100 0
81,39 195
85,6 780
88 1560
118,44 2925
91,36 3900
109,97 7800
110 -
e
2
g
90 -
=\
70 T T T 1
0 2000 4000 6000 8000
[Kanamisin Silfat] pM

Sekil 4.31. Kanamisin Siilfat’in hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim
aktivitesi iizerine etkisi (Hepes Tamponunda)



93

HO_~_NH, N.
00"
NH
HO = “oH 2 0
H,C © HO—$—OH
0

-NH
H,C

\ Gentamisin Siilfat /

Cizelge 4.22. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi tizerine Gentamisin Siilfat’in etkisi

% Aktivite [Gentamisin Siilfat] pM
100 0
90,55 57,27
78,94 130,6
76,62 261,35
78,94 522,7
88,23 1045,4
76,32 1568,1
67,33 2090,4
100
g 80
=
<
<
S 60 -
40 T T T T
0 500 1000 1500 2000
[Gentamisin Siilfat] pM

Sekil 4.32. Gentamisin Siilfat’in hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enzim aktivitesi lizerine etkisi (Hepes Tamponunda)
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k Enrofloksasin /

Cizelge 4.23. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi tizerine Enrofloksasin’in etkisi

% Aktivite [Enrofloksasin] pM
100 0
116,5 63,18
116,5 126,36
107,65 252,72
135,67 505,45
119,44 1011
140 -
£ 120 -
=
kv,
<
S 100
80 - - - - -
0 200 400 600 800 1000
[Enrofloksasin] uM

Sekil 4.33. Enrofloksasin’in hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim
aktivitesi iizerine etkisi (Hepes Tamponunda)
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Tiylosin

Cizelge 4.24. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450

rediiktaz aktivitesi tizerine Tiylosin’in etkisi

% Aktivite [Tiylosin] pM
100 0
116,5 99,09
116,5 198,18
107,65 396,36
135,67 594,54
119,44 792,72
140 -
3120 -
>
<
<
S 100
80 T T T 1
0 200 400 600 800
[Tiylosin] uM

Sekil 4.34. Tiylosin’in hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim

aktivitesi iizerine etkisi (Hepes Tamponunda)
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Cizelge 4.25. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi lizerine Kloramfenikol’iin etkisi

% Aktivite [Kloramfenikol] mM
100 0
100 2,34
84,21 4,68
110,5 9,378
118,4 14,06
128,9 18,756
120 -
£ 100
2
< 80 -
S
60 -
40 T T T 1
0 5 10 15 20
[Kloramfenikol] mM

Sekil 4.35. Kloramfenikol’iin hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim
aktivitesi lizerine etkisi
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Cizelge 4.26. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi lizerine Sefuroksim Sodyum’un etkisi

% Aktivite [Sefuroksim Sodyum] mM
100 0
233,7 25,46
465 50,92
587,9 101,83
549,4 152,74
562,6 203,66
700 -

% Aktivite

0 T T T T
0 50 100 150 200

[Sefuroksim Sodyum] mM

Sekil 4.36. Sefuroksim Sodyum’un hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.27. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi tizerine Sefazolin Sodyum’un etkisi

% Aktivite [Sefazolin Sodyum] mM
100 0
154 23,6
227,33 47,2
316,54 94,4
359,7 141,6
374,1 519,2
400 -
300 -
2
2
X 200 -
<
RN
100
0 ; ; ; .
0 50 100 150 200
[Sefazolin Sodyum] mM

Sekil 4.37. Sefazolin Sodyum’un hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.28. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450

rediiktaz aktivitesi tizerine Amikasin Siilfat’in etkisi

% Aktivite [Amikasin Siilfat] mM
100 0
84,1 14,5
84,1 29
107,3 58
87,80 116

120 -

80 -
60 -
40 -
20 -

% Aktivite

100 \_/\

0
0

4 6 8
[Amikasin Siilfat] mM

10

12

Sekil 4.38. Amikasin Siilfat’in hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim

aktivitesi tizerine etkisi
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Cizelge 4.29. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi tizerine Linkomisin HCI’in etkisi

% Aktivite [Linkomisin HCI] mM
100 0
153,65 3,077
100 6,155
100 12,312
98,41 30,77
160 -
£ 120 -
2 -~ .
< 80 -
S
40 -
0 T T T 1
0 10 20 30 40
[Linkomisin HCI] mM

Sekil 4.39. Linkomisin HCI’in hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim
aktivitesi lizerine etkisi
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Cizelge 4.30. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi lizerine Seftriakson Disodyum’un etKisi

[Seftriakson Disodyum]

%0 Aktivite mM
100 0
2625 6,86
2875 13,72
394.4 27,44
4875 41,16
541,6 54,88
600 -
500 -

% Aktivite

BN W A

o o © o

S & & S
‘ 1 1 1

10 20 30 40 50 60
[Seftriakson Disodyum] mM

o
o

Sekil 4.40. Seftriakson Disodyum’un hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.31. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450
rediiktaz aktivitesi lizerine Vankomisin HCI’in etkisi

% Aktivite [Vankomisin HCI] mM
100 0
122,89 0,153
73,61 0,306
60,36 0,612
73,61 0,917
57,83 1,220
140 -~
120 -
8 100 -
Z 80 -
4
<£ 60 -
> 40 -
20 -
0 . . .
0 0,5 1 15
[Vankomisin HCI] mM

Sekil 4.41. Vankomisin HCI’in hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim
aktivitesi lizerine etkisi
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+ Kontrol
2000 - ®[0,023] uM

A [0,114] uM
1500 -

® [0,227] uM

-0,4 -0,2 0 0,2 04 0,6 0,8 1
1/[Sitokrom c] uM

Sekil 4.42. Hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi icin 3 sabit [Ag’]
icin 5 farkli substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

+ Kontrol
®[5450] uM 1200 -
A[16,36] uM
®[27,30] uM 800 -
2
—
400 -
g
f O T 1
-0,5 0 0,5 1
1/[Sitokrom c] pM

Sekil 4.43. Hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi i¢in 3 sabit [Hg+2]
icin 5 farkl substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi



104

+ Kontrol
"[181,82]uM 6000 -
4 [204,54] uM
* [236,40] uM

3

4000 -

200

-0,5 0 0,5 1
1/[Sitokrom c] pM

Sekil 4.44. Hindi karaciger NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi i¢in 3 sabit [Cu+2]
icin 5 farkli substrat konsantrasyonlarinda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.32. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosteren metallerin ICsq degerleri (K-Fosfat Tamponu)

Metaller Ag* Hg*™ Cu'*

ICso 8,11 uM 14,24 uM 211 pM

Cizelge 4.33. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
gnzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosteren metallerin ICsy degerleri, K; sabitleri ve
Inhibisyon Tipleri (Hepes Tamponu)

Inhibitor I1Cs0 (M) Ki (uM) Iatlc\)/[;t Inh_ll!;lpsiy on
0,024

Ag+ 1,60 0,037 0,029+0,0067 Yarigsmali
0,028
8,059

Hg* 13,52 12,54 10,37+2,2435 Yarigsmali
10,50
345,9

Cu*? 227 274.4 251+108,6247  Yarismasiz

132,5
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5. TARISMA ve SONUC

NADPH-sitokrom P450 rediiktaz (E.C 1.6.2.4, (CPR)) hem FAD hem de FMN
flovoproteinlerini i¢eren dort memeli enziminden biridir (Porter and Kasper 1986). CPR
Okaryotik hiicrelerin birgogundaki endoplazmik retikulum {iizerinde bulunan birkag
enzim i¢in elektron verici bir proteindir. Enzim NADPH’tan sitokrom P450 tiirlerine
elektrom transferinden sorumludur. Monooksigenaz sisteminin vazgecilmez bir pargasi
olan CPR terapotik olarak ¢ok 6nemli antitiimor ilaglari, antibiyotikler, aromatik nitro
bilesikleri, bocek oldiiriiciiler ve diger ¢evre kirleticilerini iceren gesitli kimyasallarin
indirgenme reaksiyonlarini katalizleme fonksiyonu da vardir (Aoi et al.1981; Kappus
1986; Sinha 1989).

Yukarida belirtilen nedenlerin dogrultusunda CPR biyokimyasal ¢alismalarda 6zellikle
tercih edilen bir enzimi olmustur. Bugiine kadar gesitli dokulardan enzimin amino asit
sekans analizi yapilmis, enzimin yapisi aydinlatilmaya calisilmis ayrica enzim

saflastirilarak karakterize edilmeye ¢aligilmistir.

Wang et al. (1997) gore pargalanmis si¢an karaciger CPR’mn kristal yapist FMN
baglama bdlgesi, iletisim bolgesi, FAD baglama bolgesi ve NADPH baglama bolgesi
olmak iizere dort yapisal domain (N terminalden C terminale kadar) icermektedir.
CPR’1n komple amino asit sekans analizi sigan karacigeri (Porter and Kasper 1985),
insan karacigeri (Haniu et al. 1989; Yamano et al. 1989) domuz karacigeri (Haniu et al.
1986; Vogel and Lumper 1986), tavsan karacigeri (Katagiri et al. 1986) ve alabalik
karacigeri (Urenjak et al. 1987) igin belirlenmistir. Sican karaciger CPR, alabalik CPR
ile %79 luk bir homoloji gosterirken diger memeli dokular ile %90’lik bir homoloji
gostermektedir bunun yani sira maya ve bakteri rediiktazlar ile %33 ten az bir homolji
gosterdigi belirtilmistir (Shen and Kasper 1993). Afrika kurbagasit CPR’in amino asit
sekans homolojisi insanla %80, siganla %78 ve tavsanla %81 oraninda oldugu
belirtilmistir (Mori et al. 2006). Goriildigi gibi maya ve bakteri rediiktazlar harig diger

tiirlerle CPR enziminin an az %80°lik bir homoloji gostermektedir. Bunun neticesinde



106

de hindi karaciger CPR’1n karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesi yeni arastirmacilara

caligsmalarini yonlendirmeleri agisindan biiyiik bir avantaj saglayacaktir.

Memeli NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi (aym1 zamanda NADPH bagh
sitokrom ¢ rediiktaz olarakda adlandirilir) ilk olarak Horecker tarafindan 1950 yilinda
domuz karacigerlerinin tripsin ve aseton tozu ile isleme tabi tutulmasi sonucunda
yiiksek saflikta izole edilmistir (Horecker 1950). Yapilan ilk calismalarda enzimin
karaciger mitokondrilerinde lokalize oldugu diistiniiliirken (Phillips and Logdon 1962)
daha sonra lipaz ve tripsin tarafindan membrana bagl rediiktazin ¢oziindiiriilmesiyle
karaciger mikrozomlarinda bulundugu belirtilmistir. Hidrofobik o6zellikleri yiiziinden
membrana bagli proteinlerin saflastirilmasi sitozolik proteinlerin aksine ¢ok daha
zordur. Bu nedenle ilk saflastirma yoOntemleri, calismalar sirasinda deterjanin
kullanilmasiyla gelismistir. Amfipatik yapisi nedeniyle hem deterjan hem de hidrolitik
enzimlerin etkisi ile saflastirilan CPR, iyonik ve noniyonik deterjanlarin beraber
kullanilmast ile birlikte multi (5 ve iistii) kromatografik yontemlerle saflagtirilmaya

calisilmistir (Iyanagi and Mason 1973).

Deterjanla ¢oziindiiriilen rediiktazin saflagtirma prosediiriin de afinite kromatografisinin
kullanilmaya baglamasi ile bir dnemli adim daha atilmistir. CPR’1n saflastirilmasi igin
kullanilan afinite kolonunda ligand olarak 2', 5'-ADP (Yasukochi and Masters 1976) ve
NADP" (Dignam and Strobel 1977) kullamlmistir. Afinite kromatografisi yonteminin
yaygin olarak kullanilmasi ile CPR enzimi ¢esitli memeli dokularindan ve memeli

olamayan tiirlerden saflastiriimistir.

Ornegin tavsan karacigeri (Iyanagi and Mason 1973; French and Coon 1979), sican
karacigeri (Vermilion and Coon 1974; Dignam and Strobel 1977), domuz karacigeri
(Yasukochi and Masters 1976), tavsan akcigeri (Serabjit-Singh et al. 1979), ev sinegi
(Mayer and Durrant 1979), insan karacigeri (kismi saflagtirma) (Kamataki et al. 1979),
sinarit balig1 karacigeri (Klotz et al. 1983), kobay faresi karacigeri (Kobayashi and
Rikans 1984), koyun karacigeri ve akcigeri (Iscan and Arinc 1986; 1988), sigir
karacigeri (Arinc and Celik 2002), gokkusag: alabaligi karacigeri (Williams et al. 1983)
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ve sigrayan kefal balig1 karacigeri (Sen and Arinc 1998) mikrozomlarindan saflagtirilan
sitokrom P450 rediiktazin fonksiyonel ve yapisal 6zellikleri detaylar1 ile tespit edilmis
ve bazi kinetik yapisal ve fonksiyonel farkliliklar1 belirlenmistir. Yapilan litaratiir
caligmalarida CPR enziminin hindi karacigerinden saflastirilmasi ile ilgili herhangi bir

veriye rastlanilmamistir.

Bu calismada hindi karaciger CPR enziminin farkli kromatografik metotlar denenerek
saflastirilmasi, saflagtirilan enzim aktivitesi {izerine bazi antibiyotik ve metal iyonlarinin

in vitro etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu tez kapsaminda CPR enziminin hindi karaciger mikrozomlarindan saflastiriimasi
i¢in iki farkli yéntem kullanildi. ilk yontemde hindi karaciger dokusundan elde edilen
mikrozamal pelet emulgen kullanilarak ¢6ziindiiriiliip 2’, 5'-ADP Sepharose 4B afinite
kolonuna yiiklendi. Enzim kolondan 2" AMP’nin (0,5-2,5 mM) gradienti uygulanarak
tek kademede eliie edildi (Sekil 4.2) Bu yontem neticesinde enzim %23,43 verimle
114,15 kat saflastirildi. ikinci yontemde ise hazirlanan homojenat (deterjanla
¢oziindiiriilmiis mikrozamal ¢6zelti) DE52-anyon degisim kolonuna yiiklendi. Kolona
50 mM-300 mM aras1 KCl i¢eren Tampon A gradienti uygulandi. 150 mM KClI igeren
Tampon A ile NADPH-sitokrom P450 rediiktaz keskin bir sekilde eliie edildi (Sekil
4.3). DE52-seliiloz sonrast elde ettigimiz fraksiyonlar 2’, 5'-ADP Sepharose 4B afinite
kolonuna yiiklendi. Tampon A’nin igine 0,5-2,5 mM 2’-AMP ilave edilerek gradientli
eliisyon yapildi (Sekil 4.4) Boylece enzim ii¢ asamada %8 verimle 124 kat saflastirild:

(Cizelge 4.1).

Yapmis oldugumuz g¢alisma sirasinda CPR’in saflastirma prosediirleri asamalarinda
protein miktarmi belirlemek i¢in siklikla tercih edilen Lowry yontemi kullanildi.
Yontemin esasi fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢ozeltisinin (Folin-Ciocalteau reaktifi)
alkali kosullarda proteinlerdeki fenolik amino asitlerle verdigi reaksiyona
dayanmaktadir. Bu yontemde alkali kosullarda iki farkli reaksiyon gerceklesmektedir.
Birinci reaksiyonda peptit baglar1 ile Cu*? arasinda biiire reaksiyonu sonucu indirgenmis

bakir olusur. Ikinci reaksiyonda ise Folin-Ciocalteu ayiraci, tirozin ve triptofan amino
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asitleri ile tepkimeye girerek indirgenir ve mavi renkli heteropolimolibden kompleksi
meydana getirir. Olusan kompleks 600-800 nm araliginda absorbsiyon piki verir. Bu
yontemin hassasiyeti 30-150 pg/ml civarindadir. Lowry yontemi, hassasiyetinin iyi
olmast ve kolaylig1 agisindan protein biyokimyasi islemlerinde ¢ok fazla kullanilir.
Lowry yontemine bir¢cok bozucu faktor mevcuttur ancak bu etkilerin 6nlenebilmesi igin,

yontemin her bir faktor etkisi i¢in farkli modifikasyonlar1 bulunmaktadir (Sekil 4.1).

CPR enzimi hemstir karacigerinden iki farkli yontem kullanarak saflastirmistir. ilkinde
deterjan ekstraksiyonu ve 2, 5'-ADP agaroz afinite kromatografisi kullanilarak hizli ve
basit bir yontemle saflastirilmistir. Saflastirilan CPR enzimi sitokrom ¢ elektron
akseptdrii olarak kullanildign zaman 26,400 EU/mg protein spesifik aktiviteye sahip
oldugu belirtilmistir. Bu yontem ile CPR enzimi %58 verimle 59,5 kat saflagtirilmustir.
Enzimin saflik kontrolii SDS-PAGE de yapildiginda 76 kDa civarlarinda tek bant elde
edildigi belirtilmistir. Ayn1 grup ikinci metotta ise mikrozomlart Triton N101
uygulamasina tabi tutmus ardindan uygun prosediir ve santrifiij yontemleri kullanilarak
elde edilen CPR ekstraktin1 direkt olarak DEAE-Sephadeks A-25 kolonuna tatbik
etmislerdir. 80-400 mM KCI gradientinin ardindan elde edilen eliiat 2’, 5'-~ADP agaroz
afinite kromatografisine yiiklenmis bu islem sonucunda enzim %63 verimle 58,7 kat
saflastirilmistir. Enzimin spesifik aktivitesinin 26,700 EU/mg olarak tespit edildigi
belirtilmistir (Ardies et al. 1987). Her iki ¢alismada CPR enziminin saflastirilmasinda
benzer yontemler tercih edilmistir. Ancak mikrozomlarin ¢oziindiiriilmesi asamasinda
farkli deterjanlardan yararlanilmistir. Hemstir karaciger CPR kullanilan her iki
yontemde de yiiksek bir verimle elde edilirken saflagtirma katsayist hindi karaciger

CPR’la kiyaslandiginda oldukga diisiiktiir.

CPR enziminin sigrayan kefal (ilanya) balig: karaciger mikrozomlarina emiilgen 913 ve
kolat deterjanlarinin uygulamasi ile ¢oziindiiriildiigii ve daha sonra elde edilen 6rnegin
sirastyla DEAE-seliiloz 1, DEAE-seliiloz 2, 2', 5'-ADP-Sepharoz 4B ve Hidroksilapatit
kromatografik yontemlerine tabi tutularak %17,5 verimle 438 kat saflastirildig:
belirtilmistir (Sen and Aring 1998). Yapilan ¢aligmada multikromatografik yontemler

kullanilarak CPR enzimi saflagtirilmistir. Hindi karaciger dokusundan CPR enziminin
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saflastirilmasi sirasinda ise elde edilen mikrozamal pelet deterjan ile ¢6ziindiiriilerek 2',
5’-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna yiiklendi. Bu yontem neticesinde enzim %23,43
verimle 114,15 kat saflastirildi. Tek kromatografik yontemin kullanilmasi arastirmaciya
hem zaman hem de ihtiyaci olan pratikligi kazandiracaktir. Pes pese ¢esitli
kromatografik yontemlerin kullanilmas: saflastirma siirecini uzatacaktir bunun

neticesinde de stabil olamayan yapisiyla CPR aktivitesini kaybedecektir.

CPR enzimi afrika kurbagasindan DE-52, 2', 5'-ADP-Sepharoz 4B ve DEAE-SPW
(HPLC) kromatografik teknikleri kullanilarak saflastirildigi belirtilmistir. Saflastirilan
CPR’1in elektron transfer aktivitesi substrat olarak sitokrom c¢ kullanildiginda 23,8
U/min/mg olarak belirlendigi ifade edilmistir (Mori et al. 2006). CPR enziminin afrika
kurbagasindan saflagtirilmasi sirasinda iyon degisim kolonunu ve 2’, 5’-ADP-Sepharoz
4B afinite kolonuna ek olarak HPLC kullanilmistir. Bu da spesifik aktivitenin hindi
karaciger CPR’a gore daha yiiksek ¢ikmasina neden olmustur.

CPR sigir karaciger mikrozomlarindan elektroforetik homojeniti yontemi ile
saflagtirlmistir. Saflastirma prosediirii mikrozomlarin deterjanla ¢oziindiiriiliilmesinin
ardindan pes pese iki tane DEAE seliiloz anyon degisim kolonuna uygulanmasini ve
anyon degisimden alinan fraksiyonlarin son olarak 2', 5'-ADP sepharoz 4B afinite
kolonuna uygulanmasini igermektedir. Daha sonra enzimin konsantre hale getirilmesi,
2' AMP ve Emulgen 913’iin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in afinite sonucu elde edilen
enzim ¢ozeltisi hidroksiapatite kolon kromatografisine tatbik edilmistir. Enzim bu
prosediir vasitast ile 239 kat %13,5 verimle saflastirilmistir (Celik 2002). Her iki
calismadaki sonugclar karsilastirildiginda CPR enzimi hindi karaciger mikrozomlarindan
tek kromatografik yontem kullanilarak saflastirildiginda daha iyi bir verim ve benzer bir

saflagtirma katsayist ile elde edilmistir.

CPR deterjanla ¢oziindiiriilen sican ve domuz karaciger mikrozomlarindan 2', 5'-ADP
sepharoz 4B afinite kromatografisi ortak olmak iizere sirasiyla ii¢ ve dort kromatografik
adimla saflastirilmistir. Mikrozomlardan saflastirilan enzim %30 verimden daha biiyiik

bir sonug ile elde edilmistir. Her iki enzimin afiniteden saflastirilmasi sirasinda 0-5 mM
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2" AMP gradienti uygulanmustir. iki enzimde farkli konsantrasyonlarda eliie edilmistir.
Ayrica NADH’1n da enzim ellisyonu sirasinda etkisiz oldugu ayrica 5 AMP sican
karaciger CPR enzimde kismen etkili olurken domuz karaciger CPR da etkili olmadigi
belirtilmis bunun sonucunda enzimlerin afiniteye biospesifik olarak tutundugunu iddia
edilmistir (Yasukochi and Master 1976). Benzer sekilde CPR enziminin hindi karaciger
mikrozomlarindan saflastirilmasi sirasinda kullanilan her iki yontemde de CPR
enziminin afinite kolonundan saflastirilmasi sirasinda 2’AMP (0,5-2,5 mM) gradienti
uygulandi. Litaratiirde belirtilen konsantrasyondan farkli bir aralikta gelmesi

biospesifiklik fikrini desteklemektedir.

CPR koyun akciger mikrozomlarindan deterjanla ¢oziindiiriildiikten sonra DEAE
seliiloz, ultrafiltrasyon PM-30 filter, 2’, 5'-ADP sepharoz 4B, Sephadex G-25, Propak Q
ve hidroksilapatit olmak tizere sekiz adimda %50 verimle 285 kat saflagtirilmustir.
(Iscan and Aring 1986). Toplam alt1 kromatografik adimi iceren saflastirma prosediirii
oldukca fazla zaman almaktadir. Oysa hindi karaciger mikrozomlarindan CPR
enziminin saflastirilmasi sirasinda kullanilan her iki prosediir de kromatografik

adimlarin azlig1 nedeniyle daha kisa siirmiistiir.

Fenobarbitalle muamele edilen sicanlarin karacigerlerinden CPR enzimi iki farkh
yontemle saflagtirilmistir. Birinci yontemde uygun tampon ¢ozelti ve islemlere tabi
tutularak elde edilen ¢oziindiiriilmiis mikrozomal ¢6zelti direkt olarak 2', 5-ADP
Agaroz afinite kolonuna tatbik edilmis ve 5 mM 2’ AMP ile eliie edilmistir. Islem
sonunda enzim %91 verimle 188 kat saflastirilmistir. Ikinci yontemde ise elde edilen
mikrozamal ¢ozelti ilk olarak n-oktylamino sepharose 4B’ye ardindan 2', 5'-ADP
Agaroz kolonuna tatbik edilmistir. Bu yontem sonucunda ise enzim %80 verimle 182
kat saflagtirnlmigtir. Her iki yontem sonucunda elde edilen enzim &rnekleri SDS-
PAGE’ye yiiklenmis 76 kDa da tek bant elde edilmistir. Bunun iizerine Shephard et al.
(1983) birinci yontemin daha hizli ve ¢abuk bir yontem oldugunu belirterek ¢aligmanin
tek kademede gerceklesmesinin 6nemini vurgulamistir. Bahsi gecen calisilmada CPR’1n
indiiklenmesi i¢in siganlarin fenobarbitalle muamele edilmesi dikkat edilmesi gereken

bir noktadir. Bu nedenle arastirmacinin tercih ettigi her iki yontemde de CPR oldukg¢a
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yiiksek bir verimle elde edilmistir. Oysa yapmis oldugumuz calismada fenobarbitalle
muamele edilmemis hindilerin karacigerlerinden saflastirilan CPR enzimi nispeten daha

diisiik bir verimle elde edilirken hemen hemen ayni saflastirma katsayisina sahiptir.

Hindi karaciger dokusundan iki farkli yontemle saflastirilan CPR sodyum dodesil siilfat
varliginda denatiire edici sartlar altinda poliakril amid jel elktoforezine tabi
tutuldugunda ve bir major band bir de minor band elde edildi (Sekil 4.7) Bu minor
bandin (69 kDa) proteaz enzimleri vasitasi ile CPR’in yarilmasi sonucu olustugu
varsayllmaktadir. Eger Orneklerin protein miktar1 az olursa elktroforezde bu minor
bandin ortaya ¢ikmadigi gézlemlendi (Sekil 4.6) CPR’in monomer molekiil kiitlesi 81,3
kDa olarak hesaplandi (Sekil 4.8).

Bu flavoprotein bu giine kadar ¢aligilan tiim memeli dokularindan tek bir gen tarafindan
kodlanmigtir. Hayvan tiirleri arasinda monomer molekiil kiitlesi 74-80 kDa olarak ifade
edilmistir (Aring 1995). Sigrayan kefal (ilanya) baligi karaciger mikrozomlarindan
saflagtirllan CPR’in monomer molekiil kiitlesi SDS-PAGE’de 77 kDa olarak tespit
edildigi belirtilmistir. (Sen and Aring 1998). Benzer sekilde gokkusagi ablalik karaciger
CPR ve sican karaciger CPR’n monomer molekiil kiitlesi 77 kDa oldugu, koyun akciger
ve karaciger CPR ve domuz karaciger CPR’1in 78 kDa, sinarit karaciger mikrozomal
CPR 82,6 kDa, sigir karaciger ve hemstir karaciger CPR 76 kDa, tirtil siiriisii midgut
membraninidan 70,04 kDa, ipliksi mantar (Rhizopus nigricans) pargalarindaki rediiktaz
79 kDa, insan notrofil membranina 68 kDa oldugu belirtilmistir (Yasukochi and
Masters 1976; Crankshaw et al. 1979; Williams et al. 1983; Klotz et al. 1983,
Kobayashi and Rikans 1984; M. Y. Iscan and E. Arinc 1986, 1988; Ardies et al. 1987,
Nisimoto et al. 1994; Sen and Aring 1998; Makovec and Breskvar 1998; Celik 2002).
Caligsmalar incelendiginde hindi karaciger CPR enziminin tespit edilen molekiil

kiitlesinin literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.

CPR’1n immunoreaktif bantlar1 kiigiik kanguru ve sigcan i¢in 79 kDa belirlenirken insan
icin 76 kDa olarak belirlenmistir. Ancak koala CPR’1in immunoreaktif bandi yaklasik 82
kDa olarak belirlenmistir (Kong et al. 2009). Cogu memeli CPR enzim molekiil kiitlesi
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72-79 kDa arasinda iken bazi bitki CPR enzimlerinin molekiil kiitlesi SDS-PAGE’de
daha biiyiik bulunmustur. Ornegin tatl patates 81 kDa (Fujita and Asahi 1985), nane 82
kDa (Ponnam peruma and Crteauna 1996), petunya 84 kDa (Menting et al. 1994) ve yer
almasinda 80, 82 ve 84 kDa (Benveniste et al. 1991) olarak tespit edilmistir.

Koala CPR eksprese edilen proteinin niikleotid sekansindan yola ¢ikilarak amino asit
sekans1 sonucu hesaplanan molekiil kiitlesinin 77 kDa oldugu ifade edilirken SDS-
PAGE’de 82 kDa olarak tespit edilmistir. Bu durum mas fasulyesi CPR icinde
gecerlidir. Shet et al. (1993) aradaki bu 4 kDa farki glikozidasyon ile agiklamaktadir.
Oysa memeli tiirlerinin herhangi biri i¢in herhangi bir CPR’da glikozidasyon rapor
edilmemistir. Farz edilen glikozidasyon durumunun koala CPR icin yeterli olmadig:
belirtiliyor. Mutajenik caligmalarla yer belirleme durumunun koala CPR i¢in daha olas1
bir durum oldugu belirtiliyor. S$6yle ki amino asit yapisindaki tek bir degisim SDS-
PAGE jel elektroforezinde sigan CPR proteinin elektrostatik  davranisini
degistirmektedir (Shen et al. 1989). Aspartik asit ile 140. tirozin amino asiti yer
degistirdiginde 78 kDa olarak hesaplanan molekiil kiitlesinin yerine 84-85 kDa
proteinin varligi gézlemlenmistir. Hindi karaciger CPR’1n sekans uzunlugu 670 amino
asit olarak bulunurken enzimin molekiil kiitlesinin yaklasik 76 kDa olarak
hesaplanmistir (Dalloul et al. 2010). Oysa yapmis oldugumuz c¢alismada hindi karaciger
CPR SDS-PAGE’de 81,3 kDa olarak belirlenmistir. Bu durumunda mutajenik

caligmalarla yer belirlemeden kaynakli bir durum oldugunu diistinmekteyiz.

Bilindigi gibi CPR proteolitik yarilmalara karsi son derece dayaniksizdir ve kolaylikla
hiicredeki proteaz varligi nedeniyle mikrozomlarin ¢dziindiiriilmesi sirasinda ya da
saflagtirma  prosediirii swrasinda kolaylikla yarilabilmektedir. Koyun karaciger
rediiktazin proteolitik yarilmalara karst koyun akciger rediiktazdan daha dayaniksiz
oldugu belirtilmistir (Iscan and Aring 1998). Bu yarilan protein sitokrom c rediiktaz
aktivitesine sahiptir fakat yeniden olusma sisteminde biyokatalitik aktiviteden
yoksundur. Saflagtirma prosediirleri boyunca kullanilan tiim tamponlarda proteaz
inhibitorleri kullanilmasima ragmen CPR’1n elde edilen son 6rneginde bir yarilma sz

konusu oldugu ve bir minor birde major bant elde edildigi rapor edilmistir (Sen and
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Aring 1998). Proteolitiklerin degisik miktarlarda varlig1 sonucu inaktif rediiktazin kiiciik
molekil kiitlelerine yarildigi tavsan karacigeri (French and Coon 1979), domuz
karacigeri (Yasukochi et al. 1980), kobay faresi karacigeri (Kobayashi and Rikans
1984) ve sigrayan kefal baligi karacigerinden (Sen and Aring 1998) saflastirillan CPR

icin rapor edilmistir.

Tavsan akciger mikrozomalarindan saflagtirllan CPR’1in monomer molekiil kiitlesinin
Guengerich (1977) ve Serabjit-Singh et al. (1979) tarafindan belirlenmis sirasiyla 79
kDa ve 72 kDa olarak rapor edilmistir. Guengerich (1977) ikinci bir polipeptid
varligindan s6z etmezken Serabjit-Singh et al. (1979) deterjanla ¢oziindiiriilen ve taze
saflastirilan akciger CPR preparatlarinda biokatalitik agidan inaktif olan CPR’1n degisik
miktarlarda 68 kDa da bir bant igerdigini belirtmistir (Iscan and Aring 1986). Ayni
sekilde Sen and Aring (1998)’da SDS-PAGE’de sigrayan kefal baligi karacigerinden
saflagtirllan CPR’da bir major band bir de minor band olustugunu ifade etmislerdir. Bu
minor bandin (70 kDa) proteaz enzimleri vasitast ile CPR’mn yarilmasi sonucu
olustugunu soyleyerek eger ornekler elektroforeze az miktarda yiiklenirse bu minor
bandin ortaya ¢ikmadigi belirtilmistir. CPR’1in monomer molekiil kiitlesinin 77 kDa
olarak tespit edilmistir. Hindi karaciger CPR’in da saflastirma prosediirii boyunca
ortamda proteaz inhibitdrii olmasina ragmen kullanilan ikinci yontemde bir minor birde

major band elde edildi.

Caligmamizda jel filtrasyon yontemi kullanilarak hindi karaciger CPR enziminin tabi
halinin molekiil kiitlesi hesaplanilmaya calisildi. Ancak enzimin saflastiriimasi
caligmalar1 sirasinda deterjan kullanildigl i¢in bir protein deterjan miseli s6z konusu
olmus ve enzim oldugundan daha biiyiik bir kiitlede agregat olusturarak geldigi tespit
edildi (Sekil 4.9-4.10-4.11).

Jel filtrasyon diger membran proteinleri gibi sitokrom P450 proteinlerinin iginde
deterjan varliginda ya da yoklugunda cok etkili bir yontem olmadig1 belirtilmistir. ilave
olarak deterjan varliginda, protein-deterjan boyut kompleksinin deterjan miselleri

tarafindan baskilandigi ifade edilmistir (Guengerich and Martin 1998).
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Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirillan CPR’1n aktivitesinin en yiliksek oldugu
pH degeri K-fosfat tamponunda 7,6 olarak belirlendi (Cizelge 4.2/Sekil 4.12). Benzer
sekilde petunya CPR ferrisitokrom c¢’nin indirgenmesi i¢in optimum pH 7.4
bulunmustur (Menting et al. 1994). Sigrayan kefal (ilanya) balig1 karaciger dokusundan
saflagtirilan CPR enzimi i¢in ise optimum pH’nin 7,4-7,6 arasinda oldugu belirtilmistir
(Sen and Aring 1998). Sigir karaciger CPR enzimin optimum pH degeri ise pH 7,4-7,8
arasinda oldugu pH 7,8 iizerinde enzimin aktivite kaybettigi belirtilmistir (Celik 2002).

Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan CPR’1n aktivitesinin en yiiksek oldugu
iyonik siddet degeri K-fosfat tamponunda 400 mM (335 mM kiivet i¢i) olarak tespit
edildi (Cizelge 4.3/Sekil 4.13). Sigrayan kefal (ilanya) balig1 karaciger dokusundan
saflagtirllan CPR’1n optimum iyonik siddet degeri ise 600 mM olarak tespit edildigi
belirtilmistir (Sen and Aring 1998). Celik (2002) sigir karaciger CPR enzim
aktivitesinin maksimum oldugu iyonik siddet degerinin 300 mM K-fosfat olarak
bulundugu belirtilmistir. Tespit edilen optimum iyonik siddet degeri sican karaciger
CPR ile benzerken sigrayan kefal baligi karaciger CPR optimum iyonik siddetinden
farkhidir. Yiiksek tuz konsantrasyonunda sinarit baligi karaciger mikrozomlarindan
saflastirllan CPR’in yapisindaki FMN’nin bir miktarin1 kaybetmis olabilecegi rapor
edilerek, yiiksek tuz konsantrasyonunda enzimin aktivitesinin azalmasi bu sekilde izah
edilmistir (Klotz et al. 1983). Benzer bir durumun hindi karaciger CPR iginde s6z

konusu oldugunu diisiinmekteyiz.

Hindi karaciger mikrozomal CPR’in stabil oldugu pH’y1 belirlemek i¢in K-fosfat
tamponunda bes giin boyunca pH 6,6-7,0-7,4-7,6-7,8-8,2 araliginda 4°C enzim aktivitesi
bakildi. Besinci giliniin sonunda pH 7,0°de enzim %55,8’lik aktivitesini koruyabilmistir.
Bu nedenle enzimin stabil oldugu pH 7,0 olarak belirlendi (Cizelge 4.4-Sekil 4.14).
Benzer bir calisma sigir karaciger mikrozomlarindan saflastirllan CPR iginde
yapilmistir. Bu calisma da ise 37 ve 25°C sicakliklarda %20 gliserol varliginda ve
yoklugunda CPR aktivitesinin stabilitesine bakilmistir. Gliserol varliginda her iki
sicaklikta enzimin aktivitesini korudugu belirtilmistir. 25°C de 100 saatlik bir zaman

diliminde enzimin ilk bir saatte %75 yedinci saatte ise %83’likk bir aktivite kaybi
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yasanirken ayni sicaklikta gliserolliide enzimin gliserolsiize nazaran daha az aktivite
kaybettigi Dbelirtilmistir. Yani yiiz saatin sonunda %75°lik bir aktivite kaybi
gerceklesmistir. 37°C ise yedi saatlik bir inkiibasyon siiresi i¢inde enzim gliserolsiizde
%85’lik aktivite kaybina ugrarken gliserolliide %77°1lik bir aktivite kaybina ugradigi
belirtilmistir (Celik 2002). Hemen hemen ayni zaman diliminde 4°C’de yapmis
oldugumuz ¢aligmada enzimin 25 ve 37°C’dekine nazaran aktivitesini korumasina ilave

olarak en iyi sonucun pH 7,0’de oldugunu gérmekteyiz.

Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enziminin optimum sicakligini belirlemek iizere belirlenen optimum sartlarda 0°C ile
70°C arasinda her 10°C’de bir olmak {izere aktivite Olgiimleri yapildi. Elde edilen
sonuglar Sekil 4.15’de ve Cizelge 4.5’de gosterildi. Enzim aktivitesinin en yiiksek
oldugu sicaklik 50°C olarak tespit edildi. Optimum sicaklikta elde edilen veriler
kullanilarak E, ve Qjo degerleri hesaplandi. Bunun i¢in; optimum sicakliktaki aktivite
degerlerinin logaritmalari alinarak log k-1/Tx1000K™ grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden
faydalanilarak Arheniiis egrisi elde edildi ve hindi karaciger mikrozomlarindan
saflagtirllan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzimi i¢in E, (3,505 kal/mol) ve Qi
(1,56) degerleri hesaplandi (Sekil 4.16) (Cizelge 4.6). Ayrica Tirtil siiriisiiniin midgut
membranindan saflastirilan  CPR enzimin aktivasyon enerjisinin 31,65 Kkj/mol
bulundugu sican karacigerinde ise bu deger 60,16 kj/mol olarak bulunmustur.
Neredeyse iki kat1 oraninda bir fark olusu enzimin aktif bolgesin de tiirlere gore farkli

oldugu diisiincesini desteklemistir (Crankshaw et al. 1979).

Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enziminin NADPH i¢in Ky degeri 3,44 pM ve Vpmax degeri 0,014 EU/ml olarak;
sitokrom c igin ise, Ky degeri 7,44 pM ve Ve degeri 0,021EU/ml olarak tespit edildi.
Daha sonra bulunan Ky ve Vmax degerleri kullanilarak enzimin sitokrom ¢ substrati igin
turnover sayisint gosteren kear degeri hesaplandi ve buradan enzimin 6zgiilliik sabiti Vg
tespit edildi. Bu degerler Cizelge 4.9.’de verildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.7-4.8 ve
Sekil 4.17-4.18’da goriilmektedir. Cesitli kaynaklardan saflastirillan CPR enziminin
sitokrom ¢ ve NADPH substratlar1 i¢cin Ky degerleri hesaplanmistir (Cizelge 5.1). Bu
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degerler karsilagtirildiginda domuz karacigeri, tirtil siiriisii midgut ve koyun akcigeri
CPR’in NADPH’a olan ilgisinin sitokrom ¢ den daha fazla oldugunu goriiyoruz
Crankshaw et al. 1979; Master 1980; Iscan and Aring 1986). Hindi karaciger CPR

i¢inde benzer bir sonug elde edildi.

Cizelge 5. 1. Farkli kaynakli CPR enzimleri i¢in Ky

. g Km@EM) Kaynaklar
Enzim kaynagi NADPH Sitc
Domuz karacigeri 3,8 5,4 Williams and Kamin 1962
Domuz karacigeri 3,4 2,6 Phillips and Langdon 1962
Domuz karacigeri 14 28 Master 1980
Kobay./ufarem 15,7 10,7 Kobayashi and Rikan 1984
karaciger
serayan kefal bahig: - 7,69 Senand Aring 1998
karaciger
Sigir karaciger - 47,7 Celik 2002
Ev sinegi 23,5 16,6 Mayer and Prough 1977
Tirtil siiriisii midgut 32,5 46,6 Crankshaw et al. 1979
Koyun akciger 11,1 20,0 Iscan and Aring 1986

Sigrayan kefal baligi karaciger mikrozomlarindan saflagtirllan CPR’in sitokrom c¢
substrati i¢cin Ky degerinin 7,69 uM oldugu belirtilmistir bu deger litaratiirde belirtilen
degerlerden oldukca diistiktiir. Ancak hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan
CPR sitokrom ¢ substrati i¢in belirlenen Ky degeri (7,44 uM) ile uyumludur. Koyun
akciger ve karaciger, domuz karaciger ve sinarit balig1 karacigerlerinden saflastirilan
CPR’1n sitokrom ¢ substrat1 i¢in Ky degeri 20-28 uM arasinda oldugu belirtilmistir
(Klotz et al. 1983; Kobayashi and Rikans 1984; Iscan and Arinc 1986; Sen and Aring
1998). Hindi karaciger mikrozomlarindan saflagtirlan CPR’in NADPH substrati igin
belirlenen Ky degerinin domuz karaciger CPR’mn NADPH substrati igin belirlenen
degerle uyumlu oldugu tespit edildi. Aynm1 zamanda NADPH ve sitokrom c’nin Ky
degerleri karsilastirildiginda CPR’1in NADPH’a olan ilgisinin sitokrom ¢ den daha fazla
oldugu belirlendi.
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Hindi karaciger mikrozomlarindan saflagtirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim
aktivitesi iizerine Ag®, TI*, Cu™, zn*?, Cd*?, Hg*? Co*? Pb*, Ni*%, Mn*?, Mg*, Ca*,
Al™ ve As™ metal iyonlarinin inhibisyon etkisi in vitro sartlarda hem K-fosfat hemde
hepes tamponlarinda arstirildi ancak tampon ortamlarin farkliligmin 6nemli bir
degisiklige yol agmadigi goriildii. (Cizelge 4.9-19-Sekil 4.19-29). Ag*, Hg™? ve Cu*?
metal iyonlarinin enzim aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisi gosterdigi belirlendi (Sekil
4.19-21). Inhibisyon etkisi gdsteren metal iyonlar1 igin ICso degerleri sirasiyla 1,60,
13,52 ve 227 uM K; sabitleri ve inhibisyon tipleri ise sirasiyla 0,02967+0,0067,;
yarismali, 10,3742,24350; yarismali ve 251£108,6247; yarismasiz olarak tespit edildi
(Sekil 4.42,43,44-Cizelge 4. 33). K-fosfat tamponunda da yine ayni metaller enzim
aktivitesini yariya diisiirecek bir etkiye sebep olurken ICs (sirasiyla 8,11, 14,24 ve 211
uM) degerlerinin hepes tamponunda belirlenen degerlele benzer oldugu goriildii (Sekil

4.19-21-Cizelge 4.9-4.11-4.32).

Bozcaarmutlu et al. (2011) sigir karacigerinden saflastirllan CPR enzim aktivitesi
{izerine Pb*?, Cd*? ve Ni*?nin in vitro sartlarda inhibisyon etkisini arastirmis ti¢ metal
iyonununda enzim aktivitesi lizerinde inhibisyona sebep oldugunu belirterek ICsg
degerlerinin sirasiyla 0,027, 0,059 ve 2,9 mM oldugunu ifade etmislerdir. K; sabitini ve
inhibisyon tipini belirlemek igin Lineweaver-Burk ve Dixon egrileri ¢izilmistir.
Calisilan metal iyonlarinin K; sabitleri ise sirasiyla 0,03, 0,04 ve 2 mM bulunurken
liciiniinde  yarigmasiz  inhibisyon sergiledigi  belirtilmistir. Hindi  karaciger
mikrozomlarindan saflagtirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi
lizerine Pb+2, Cd*? ve Ni*? yani sira Ag+, TI%, Cu+2, Zn+2, Hg+2, Co+2, Mn+2, Mg+2, Ca+2,
Al ve As™ metal iyonlarmin da inhibisyon etkisi in vitro sartlarda arastirildi. Ancak
bahsi gegen caligmayla ortak olan metallerin hindi karaciger CPR’1n aktivitesi lizerinde
bir inhibisyon gostermedigi tespit edildi. Bu da enzimin {i¢ boyutlu yapisinda tiirlere
ozgil farkliliklar ve etkilesmeler olabilecegi diisiincesini aklimiza getirmektedir. Dahasi
calisilan on dort metal i¢inden sadece Ag”, Hg+2 ve Cu*? metal iyonlar1 yiiksek bir
inhibisyon etkisi gosterdi. Inhibisyon etkisi gdsteren metal iyonlar: icin ICsy degerleri
sirastyla 1,60, 13,52 ve 227 uM K; sabitleri ve inhibisyon tipleri ise sirasiyla
0,02967+0,0067; yarigsmali, 10,374+2,24350; yarismali ve 251+108,6247; yarismasiz
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olarak tespit edildi (Sekil 4.42,43,44-Cizelge 4. 33). AlI**de %39’luk bir inhibisyon
gozlemlenirken inhibitér (JAI*®]) konsantrasyonu arttik¢a inhibisyon etkisinin ortadan

kalktig1 gorildii (Cizelge 4.19-Sekil 4.29 b).

Sigrayan kefal baliginin karacigerinden saflastirilan CPR enziminin aktivitesi {izerine
Hg+2, Cd+2, Ni+2, Cr*® ve Zn*? metal iyonlarinin inhibisyon etkileri arastirilmistir. Zn*?
hari¢ diger metal iyonlarinin tamaminin inhibisyona sebep oldugu belirtilmistir. 50 uM
metal iyonu konsantrasyonunda Hg** CPR aktivitesinde %100°liik bir inhibisyon
gosterirken ayni1 konsantrasyonda Cd* Ni*? ve Cr'® metal iyonlar1 ise %66, %65 ve
%37’lik bir inhibisyona sebep olmustur. ICsy degerleri Hg™, Cr™®, Cd*? ve Ni*? i¢in
sirasiyla 0,07 uM, 24 uM, 33 uM ve 143 uM olarak belirlenmistir. Lineweaver-Burk ve
Dixon grafigi ile dort metalinde yarigmasiz inhibisyon sergiledigi belirtilmistir. K;
sabitleri Dixon grafiginden sirasiyla 0,048 uM, 18 uM, 73 uM ve 329 uM olarak
belirlenmistir (Bozcaarmutlu and Aring 2007). Hindi karaciger mikrozomlarindan
saflastirilan  NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi tiizerine yukarida
belirtilen ¢alisma ile ortak olan metallerden sadece Hg*? yiiksek bir inhibisyon sergiledi.
ICso degeri 13,52 uM olan Hg** nin Lineweaver-Burk grafigi ile K; sabiti ve inhibisyon
tipi 10,3742,24350 uM; yarismali olarak belirlendi. Caligsmalar kiyaslandiginda sigrayan
kefal baligina gore hindi karaciger CPR yaklasik olarak 280 kat daha yiiksek bir Hg+2

konsantrasyonda inhibe olmugtur.

Sigrayan kefal balig1 karacigerinden saflagtirilan CPR enzim aktivitesi iizerine Al ve
TI™ inhibisyon etkisi in vitro sartlarda arastirilmis her iki metalinde enzim aktivitesinde
giiclli bir inhibisyona sebep oldugu belirtilmistir. ICsq degerleri sirasiyla 34 uM ve 3
uM oldugu belirtilmistir. Lineweaver-Burk ve Dixon grafigi ile her iki metalin
yarismasiz inhibisyon sergiledigi ve K; sabitlerinin ise sirasiyla 8,3 ve 5,6 uM oldugu
belirtilmistir. | mM EDTA varliginda CPR enzim aktivitesi iizerinde Al ve TI"*iin
inhibisyon etkisi kismen kurtarildig: belirtilmistir. {laveten kalay ve magnezyumun
saflagtirrlan CPR’mn aktivitesinde herhangi bir inhibisyon etkisi gdstermedigi
belirtilmistir (Bozcaarmutlu 2007). Bizim yapmis oldugumuz bu ¢alismada da TI", Al

+2,

ve Mg*'®nin inhibisyon etkisi hindi karaciger CPR icin arastirildi. Al %40 bir
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inhibisyon gosterirken T1* ve Mg*? inhibisyon etkisi gostermedi. Mg*? her iki cahismada
ortak olarak inhibisyon etkisi gdstermemistir. Diger ¢caligmada TI™ kullamlirken bizim
calismamizda TI" kullanildi boylece bir degerlikli ii¢ degerlikli talyum iyonu
karsilagtirilmis oldu. Sonug olarak ti¢ degerlikli talyum iyonunun inhibisyon etkisi

gosterdigi ama bir degerlikli talyumun inhibisyon etkisi gostermedigi belirlenmis oldu.

Kim et al. (2002) yapmis oldugu ¢alismada Cu*?, Zn*?, Mg*?, Mn*2, Ca*? ve Co*? metal
iyonlariin sican karaciger NADPH sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi lizerine
inhibisyon etkisini arastirilmistir. Bu c¢alisma neticesinde sadece Cu*®nin enzim
aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi ICso degerinin de 5,8 uM oldugu
belirtilmistir. Aym zamanda ortamda EDTA oldugunda Cu™®nin sebep oldugu
inhibisyonda %25 oraninda enzim aktivitesi iizerinde bir azalma gdzlenmistir. Cu*?,
Zn+2, Mg+2, Mn+2, Ca*? ve Co*?’nin hindi karaciger CPR i¢in inhibisyon etkisi arastirildi
ve Kim et al. (2002)’nin belirledigi sonugla benzer sonuglar elde edildi. Ancak Cu*?
hindi karaciger CPR da belirlenen ICsp degeri 227 uM iken si¢an karaciger CPR i¢in bu
deger 5,8 uM’dir. Neredeyse 40 kat gibi bir oran s6z konusudur. Bu da hindi karaciger
CPR’1n yap1 olarak daha dayanilkli bir enzim oldugunu gostermektedir.

Sican karaciger mikrozomlarindan saflastirilan CPR enzim aktivitesi iizerine bir, iki ve
t¢ degerlikli katyonlarin etkileri arastirnlmistir. Cogu iki degerlikli katyonlarin (agir
metaller hari¢) CPR’1 uyardig1 bir ve ii¢ degerlikli katyonlarin CPR aktivitesi lizerinde
az bir etki ya da inhibisyon etkisi gostermis oldugu belirtilmistir (Fouts and Pohl 1971).
Yapmis oldugumuz ¢alisma yaklasik kirk bir yil Oncesinin ¢alismasin1 dogrular
niteliktedir. Ciinkii Ag" hindi karaciger CPR iizerinde en yiiksek inhibisyona sebep
olmustur. Bu giline kadar CPR enzim aktivitesi iizerinde giimiisiin inhibisyon etkisi
aragtirtlmamistir. Hindi karaciger CPR’1n diger tiirlere gore daha dayanikli oldugu goz
Oniine alindiginda CPR’1in giimiis ile inhibisyonu olduk¢a 6nemlidir. Ayni1 zamanda
Hg+2 ve Cu*? diginda ¢alisilan diger iki degerlikli katyonlar enzimi ya aktive etmistir ya

da etkilememistir. Al*® ise enzim aktivitesinde %40’lik bir inhibisyon gostermistir.
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Ag’, Hg*?, Cu* ve AI"™ disindaki Zn*? (hepes), TI*, Cd*%, Mn*? ve Ca™?, Mg™ metal
iyonlar1 enzim aktivitesi tizerinde beli bir etki gostermezken, Co*?, Pb*?, Ni*? (hepes) ve
As™ hindi karaciger CPR iizerinde aktivasyon etkisi gostermislerdir. CPR enziminin
aktivasyonuda son derece tehlikelidir Ciinkii NADPH bagh indirgenme
reaksiyonlarinda reaktif oksijen tiirleri, karbon merkezli serbest radikaller ve reaktif
metabolitler olusturulabilir. Ornegin kinonlar rediiktaz tarafindan bir elektron basamagi
ile niikleik asid ve aktive proteinlere kovalent olarak bagli olan semikinon radikallerine
indirgenebilir ve bu da genotoksisite ve sitotoksisiteyle sonuglanabilir. Alternatif olarak
semikinonlar hidroksil radikalinin yani sira hidrojen peroksit meydana getiren
stiperoksit anyon radikalini olusturmak i¢in bir elektronu molekiiler oksijene transfer
edebilir. Hidroksil radikali en reaktif oksijen tiiriidiir ve inanilir ki hidroksil radikali
DNA iplikg¢iklerinin bozulmasindan, lipid peroksidasyonundan, ve kinon redoks ¢evrimi
stiresince enzimlerin inaktivasyonundan sorumludur (Halliwell and Auroma 1991; Lu
1991; Kappus 1986).

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi ve TIHUD 2. Bagkani Prof. Dr.
Serhat Unal’m verdigi bilgiye gore Tiirkiye’de kullanilan her 100 ilagtan 20 si
antibiyotiktir ve gelismis {iilkelerde 5’inci sirada yer alirken Tiirkiye antibiyotik
kullannominda 1’inci  siradadir (Anonim 2012). Bu nedenle hindi Kkaraciger
mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enzim aktivitesi
tizerine oksitetrasiklin dihidrat, kanamisin siilfat, gentamisin siilfat, enrofloksasin,
tiylosin, kloramfenikol, sefuroksim sodyum, sefazolin sodyum, amikasin siilfat,
linkomisin HCI, seftriakson disodyum ve vankomisin HCI antibiyotiklerinin inhibisyon
etkisi in vitro sartlarda 3.2.6’da anlatildig1 sekilde arastirildi (Cizelge 4.20-31-Sekil
4.30-41). Oksitetrasiklin dihidrat, enrofloksasin, tiylosin, kloramfenikol, sefuroksim
sodyum, sefazolin sodyum ve seftriakson disodyum hindi karaciger CPR’1 aktive
ederken amikasin siilfat, linkomisin HCI ve kanamisin siilfat etki etmedigi vankomisin
HCI %42’lik bir inhibisyon, gentamisin siilfat ise %33’liik bir inhibisyon sergiledigi

belirlendi.
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Bu giine kadar cesitli kimyasallarin farkli tlirlerdeki CPR aktivitesi iizerine cesitli
etkileri arastirilmigtir. CPR iizerine inhibisyon etkilerinin arastirilmasinin yani sira
enzimin kimyasali direkt olarak indirgeyip indirgemedignde bakilarak aktivite yontemi
olusturmaya calismislardir ancak enzimin antibiyotikleri indirgedigi bilinmesine ragmen

in vitro sartlarda s6z konusu enzim igin etkileri incelenmemistir.

Tannik asidin insan ve sican karaciger mikrozomal CPR enzim aktivitesi iizerine
inhibisyon etkisi arastirilmis s6z konusu enzim ig¢in inhibisyona sebep oldugu
belirlenerek 1Cso degerleri sirasiyla 17,4 uM ve 11,8 uM olarak tespit edilmistir (Yao et
al. 2008). Calismis oldugumuz antibiyotiklerin hicbiri enzim aktivitesini yariya
diisiirecek etkiye sahip degildir ancak vankomisin HCI ve gentamisin siilfat yaklasik

%40°11k bir inhibisyon sergilemistir.

Siilfiir musturad igeren vesikantlarin solunmasinin iist solunum yollarinda ciddi zarara
neden olabilecegi belirtilerek yapilan bir ¢alismada bir siilfiir musturad analogu olan 2-
kloroetil etil stilfit (CEES), tip II akciger epitel hiicrelerindeki ve B-naftiloflavin ve salin
uygulanmis siganlarin karaciger mikrozomlarinda dogal CPR’in yani sira insan
rekombinant CPR i¢in potansiyel bir inhibitor oldugu belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada
CEES’in CPR i¢in segici bir inhibitor oldugu gésterilmistir (Gray et al. 2010).

Sanazol ile metronidazolun ksantin/ksantin oksidaz ve CPR iizerinde sitokrom ¢ nin
3

indirgenme etkisi arastirilmis her iki enzimde de sanazol ilavesinde sitokrom c¢*’iin
indirgenmesinde 6nemli derecede artis gosterdigi ancak metronidazoliin gostermedigi
belirtilmistir. Bunun sonucunda da her iki enziminde sanazoliin biyoaktivasyonunda ve
tiimoridikal aktivitesinde gorev alan enzimler olabilecegi belirtilmistir (Schepetkin et al.
2001). Benzer sekilde amikasin siilfat, linkomisin HCI ve kanamisin siilfat hindi
karaciger CPR aktivitesi lizerinde etki gostermezken oksitetrasiklin dihidrat,
enrofloksasin, tiylosin, kloramfenikol, sefuroksim sodyum, sefazolin sodyum ve
seftriakson disodyum hindi karaciger CPR’mn sitokrom c indirgenme aktivitesinde
onemli derecede artis gostermektedir. Bunun sonucunda da CPR’m sdzkonusu

antibiyotiklerin biyoaktivasyonunda rol alabilecegini diisiinmekteyiz.
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NADPH’tan sitokrom P450 tiirlerine ve diger birka¢ mikrozomal enzime elektron
transfer eden CPR ayn1 zamanda bir¢ok kimyasal ve ilacin bir elektronla indirgenmesini
de katalizlemektedir. CPR tarafindan 5-siyano-2,3-ditiol tetrazolum Kloride (CTC)’in
indirgenmesi CPR aktivitesinin incelenmesi icin bir metot olarak 6nerilmistir. CPR
tarafindan NADPH’tan salinan elektronlar CTC’nin reaksiyon ortamina transfer edilmis
ve CTC indirgenme aktivitesi spektrometrik ve spektrofotometrik olarak
degerlendirilmistir. Michaelis—Menten ile CTC’nin reaksiyon kinetigi incelenmistir.
Buna gore Ky=50 uM, kc=2,520 dk ! olarak belirlenmistir. Bu metot CPR’1n enzimatik

aktivitesi i¢in devamli kullanilacak bir 6l¢lim olarak sunulmustur (Kim et al. 2009).

Sonug olarak;

1. NADPH-sitokrom P450 rediiktaz enziminin saflastirilmasinda iki farkli yontem
kullanildi. ik yontemde hindi karaciger mikrozomlarindan elde edilen NADPH
sitokrom P450 rediiktaz 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisine uygulanarak
tek basamakta %23,43 verimle 114,15 kat saflastirildi. Ikinci yontemde hindi karaciger
mikrozomlarindan elde edilen NADPH sitokrom P450 rediiktaz DES52 anyon degisim
kromatografisine ve 2’, 5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi teknikleri
kullanilarak %8 verimle 124 kat saflastirild1 (Cizelge 4.1).

2. Hindi karaciger mikrozomal NADPH-sitokrom c rediiktaz enziminin saflik kontrolii
SDS-PAGE ile yapildi. Enzimin monomer molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 81 kDa
olarak belirlendi.

3. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enzimi i¢in optimum pH 7,6 optimum iyonik siddeti kiivet i¢i 334 mM olarak belirlendi.
4. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirllan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enzimi i¢in optimum sicaklik 50 °C, E, 3,505 kal/mol ve Q1 1,56 olarak belirlendi.

5. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflastirilan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enziminin sitokrom c igin Ky 7,44 uM, Vimax 0,021 EU/ml, kcge 2258,06 stve Vo 303,5
uM™s™ ve NADPH igin Ky 3,44 uM, Vinax 0,014 EU/m, ko 1854,83 ve Vo 539,2 pM

s olarak belirlendi.
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6. Hindi karaciger mikrozomlarindan saflagtirllan NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
enzim aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin (Ag+, TI%, Hg+2, Cu+2, Mg+2, Mn+2,
Ni*?,Ca*?, Zn*?, Pb*™?, Co*?, Cd*™, Al"*ve As™) ve bazi antibiyotiklerin (oksitetrasiklin
dihidrat, kanamisin siilfat, gentamisin siilfat, enrofloksasin, tiylosin, kloramfenikol,
sefuroksim sodyum, sefazolin sodyum, amikasin siilfat, linkomisin HCI, seftriakson
disodyum ve vankomisin HCI) inhibisyon etkileri in vitro sartlarda arastirildi (Sekil
3.20-46). Ag’, Hg*? ve Cu* metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerinde inhibisyon
etkisi gdsterdigi belirlendi (Sekil 4.20-25). Inhibisyon etkisi gdsteren metal iyonlari igin
ICso degerleri sirasiyla 1,60, 13,52 ve 227 uM K; sabitleri ve inhibisyon tipleri ise
sirastyla  0,02967+0,0067; yarismali, 10,37+2,24350; yarismali ve 251+108,6247;
yarigmasiz olarak tespit edildi (Sekil 4.47,48,49-Cizelge 4.38). Oksitetrasiklin dihidrat,
enrofloksasin, tiylosin, kloramfenikol, sefuroksim sodyum, sefazolin sodyum ve
seftriakson disodyum hindi karaciger CPR’1 aktive ederken amikasin siilfat, linkomisin
HCI ve kanamisin siilfat etki etmedi. Vankomisin HCI %42’lik bir inhibisyon,

gentamisin siilfat ise %33’1lik bir inhibisyon sergiledi.
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