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OZET

Doktora Tezi

DiHIDROPIRIMIDIN DEHIDROGENAZ ENZIMININ AFINITE
KROMATOGRAFISi iLE KOYUN KARACIGERINDEN SAFLASTIRILMASI,
BAZI KIMYASAL MOLEKULLER ve METAL iYONLARININ ETKIiSININ
INCELENMESI

Yasemin CAMADAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dali

Danismani: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Bu c¢alismada dihidroprimidin dehidrogenaz (DPD) enzimi ilk defa koyun
karacigerinden %16,7 verimle 402,7 kat saflastirildi. Saflastirma prosediiriinde DEAE
iyon degisim ve 2',5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi kullanildi. Enzimin
safligin1 kontrol etmek ve molekiil kiitlesini belirlemek i¢in SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi yapildi ve tek bant gézlendi. Molekiil kiitlesi koyun karaciger DPD enzimi
icin 111 kDa bulundu. Enzim tizerinde yapilan kinetik caligmalar ¢ergevesinde optimum
pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik, stabil pH sirasiyla 8,0, 0,9 mM, 50°C,
7,5 olarak hesaplandi. Enzimin NADPH substrati i¢in Ky degeri 22,97 uM, Vax degeri
0,17 EU/ml ve urasil substrat: icin Ky degeri 17,46 uM, Vmax degeri 0,14 EU/ml olarak
bulundu. Ayrica essitalopram, fluoksetin, mirtazapin, haloperidal antidepresan ve
propofol, 2,6-di-tert-biitilfenol, 2,6-dimetilfenol, lidokain anestezik molekiillerin enzim
tizerine in vitro etkileri arastirildi. Buna ilaveten enzim aktivitesi {izerine Ag+, Cu+2,
Ni*2, zn*2, Co*’, Fe™® Cr?, Cd* ve Pb*? gibi metal iyonlarmm in vitro etkileri

incelendi. Biitiin etken molekiilleri ve metal iyonlari igin ICsp degerleri hesaplandi.

2014, 107 sayfa

Anahtar Kelimeler: Dihidroprimidin dehidrogenaz, saflastirma, inhibisyon



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

PURIFICATION OF DIHYDROPYRIMIDINE DEHYDROGENASE ENZYME
FROM SHEEP LIVER BY AFFINITY CHROMATOGRAPHY AND
INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SOME CHEMICAL MOLECULE
AND METAL IONS

Yasemin CAMADAN

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

Supervisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

In this study, dihydropyrimidine dehydrogenase enzyme (DPD) was in first purified
from sheep liver with a yield of 16.7% and 402.7 purification fold. DEAE ion exchange
and 2',5'-ADP Sepharose 4B affinity chromatography were used for purification
procedures. In order to check the purity of moleculer mass of DPD, SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis was performed and a single band was observed.
Molecular mass the enzyme was 111 kDa for sheep liver DPD. Within the framework of
kinetic studies on the enzymes; optimum pH, ionic strength, optimum temprature and
stable pH were performed and calculated as 8.0, 0.9 mM, 50°C, 7,5 respectively. K and
Vmax Values for the NADPH substrat for enzyme were found as 22,97 uM, 0,17 EU/mL
respectively. 17,46 uM, 0,14 EU/mL for the uracil substrat of the enzyme. Also, in vitro
effects of antidepressant molecules including of escitalopram, fluoxetine, mirtazapine,
haloperidal antidepressant molecules and anesthetic molecules including of propofol,
2,6-di-tert-butylphenol, 2,6-dimethylphenol, lidocaine on the enzyme were investiged.
In addition, in vitro effects of Ag*, Cu®*, Ni?*, Zn**, Co®*, Fe**, Cr**, Cd** ve Pb®* ions
on the enzyme activity were determined. Also, 1Csy values for each active molecule and

metal ion were calculated.

2014, 107 pages
Keywords: Dihydropyrimidine dehydrogenase, purification, inhibition
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1. GIRIS

Canli yagaminin iki temel sart1 vardir. Birincisi kendi kendini kopyalayabilmesi, digeri
ise kimyasal tepkileri segici olarak ve etkili bir sekilde katalizleyebilmesidir. Enzimler
katalitik RNA molekiillerinin bir grubu hari¢ olmak iizere protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir ve canli organizmadaki kimyasal reaksiyonlart hizlandirip, higbir yan
tirlin olmadan %100’lik tiriin verimi saglarlar (Keha ve Kiifrevioglu 2000; Lehninger
2013).

Protein yapisinda olan enzimlerin katalitik aktivitelerini gostermeleri igin protein
konformasyonunu korumalar1  gerekir. Bir¢ok enzim katalitik aktivitesini
gergeklestirmek icin kofaktor adi verilen kiiglik molekiillere ihtiyaci vardir. Katalitik
olarak aktif olan enzime holoenzim, kofaktdrii olmayan enzime ise apoenzim denir.
Kofaktorler metaller ve koenzim adi verilen kiigiik organik molekiiller olmak iizere
ikiye ayrilir. Vitamin kdkenli olan koenzimler enzimlere siki veya gevsek baglanabilir.
Koenzim enzime siki bagliysa prostatik grup adini alir. Enzime gevsek baglanan
koenzimler, tipki substratlar gibi enzime baglanir ve ayrilirlar bu yiizden onlara

kosubstrat denir (Berg et al. 2014).

Enzimler katalizledikleri tepkimenin tiiriine bagli olarak alt1 ana siifa ayrilir. (1. Sinif)
Oksirediiktazlar: Elektron aktarimini saglar (hidrit iyonlar1 veya H atomlar1). (2. Sinif)
Transferazlar: Grup aktarim tepkimelerini katalizler. (3. Sif) Hidrolazlar: Hidroliz
tepkimelerini gergeklestirirler (islevsel gruplarin suya aktarimi). (4. Smif) Liyazlar:
Gruplarin ¢ift baglara katilmasi veya gruplarin uzaklagsmasiyla ¢ift baglarin olusumunu
saglar. (5. Smif) Izomerazlar: Molekiil igi gruplarin aktarimi ile izomerik yapilarin
olusumunu gergeklestirir. (6. Sinif) Ligazlar: ATP veya benzeri bilesiklerin katkilariyla
gerceklesen kondensasyon tepkimelerinin yardimiyla C-C, C-S, C-O ve C-N baglarinin
olusumunu saglar (Lehninger 2013).



Enzimatik reaksiyonlarin hizim1 azaltan veya enzimlerin kataliz gorevlerini tamamen
engelleyen maddelere inbibitér adi verilmektedir. Bu maddeler enzimlere baglanirlar,
substrat gibi hareket etmezler ve iriin olusturmayan bu maddeler enzimin Katalitik
gorevini yerine getirmesini engellerler. Bu olaya inhibisyon denir. Enzim inhibisyonu
dogal veya deneysel olarak enzim aktivitesinin diizenlenme yollarindan biridir. Bir¢ok
ilag, spesifik enzimi inhibe ederek etki gosterir. Canlilarda koagiilasyon, fibrinoliz,
kompleman aktivasyonu, inflamasyon reaksiyonlar1 gibi birgok siire¢ enzim inhibisyonu
ile diizenlenir. Enzim inhibisyonu geri doniistimsiiz ve geri doniisiimlii olmak {iizere
ikiye ayrilir. Geri doniisiimlii inhibisyonda, inhibitér ortamdan uzaklastirildiginda
enzim aktivitesini yeniden kazanir, geri doniisiimsiiz inhibisyonda ise enzim inhibitor

tarafindan geriye doniigiimsiiz olarak inaktif hale getirilir (Giirdél ve Ademoglu 2013).

Proteinler kataliz, sinyal iletimi ve yapisal destek gibi neredeyse tiim biyolojik
stireglerde ¢cok onemli gorevlerde yer alirlar. Proteinlerin bu alanlardaki islevleri ¢ok
genis bir aralikta fazla sayida molekiil ile etkilesimlerine olanak saglayan kendine 6zgii
iic boyutlu yapisindan kaynaklanir. Biyokimyanin temel amaci amimo asit diziliminin
proteinin ii¢ boyutlu yapisim1i ve bu sayede islevini nasil 06zgiil hale getirdigini
belirlemektir. Ayrica her bir proteinin substratlarina ve diger molekiillere 6zgiil olarak
nasil baglandigini, katalizi nasil gerceklestigini, enerjiyi ve bilgiyi nasil doniistiirdiigiini
ogrenmektir. Bu amagla bir protein ile ¢aligmalar yapmak igin 6ncelikle bu proteinin
hiicre i¢inde yer alan diger bilesenlerinden ayrilmasi yani proteinin bulundugu ortamdan
saflastirilmast gerekmektedir. Ciinkii proteinler, yap1 ve islevleri ile girisim yapabilecek
maddelerin etkisinden uzak tutularak incelenebilir. Proteinler ¢coziintirliik, boyut, yiik ve
Ozgiil baglanma afinitesi gibi karakteristik ozellikler kullanarak saflastirilabilir.
Genellikle protein karigimlarindan her biri farkli bir 6zelligin kullanilmasi temeline
dayanan bir seri ayirma islevine tabi tutulur. Herhangi bir proteinin saflastirma
isleminin ilk basamagi hiicreleri pargalayarak protein igeriklerinin ham 6ziit ad1 verilen
bir ¢ozeltiye aktarmaktir. Saflastirmadaki her agsamada aktivite ol¢iiliir ve 6zgiil aktivite

belirlenir. Cok sayida saflastirma teknigi mevcuttur (Lehninger 2013; Berg et al. 2014).



Notral tuzlar diisiik konsantrasyonlarda protein molekiillerinin ¢oziiniirliiglini artirirlar.
Bu etkiye salting-in denir. MgCl, ve (NH;)2SO, gibi iki degerlikli tuzlar, NaCl ve KCl
gibi tek degerlikli tuzlardan daha etkilidir. Notral tuzlarin bu 6zelligi, onlarin iyon
siddetine baglidir. Bu iyonlar protein molekiiliinde yan gruplarin ayrismasini modifiye
eder. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda ise bu tuzlarin dogru miktarlarda eklenmesi
sonucu istenilen proteinlerin ¢oziiniirliigii azalir hatta ¢okerken digerleri ¢ozeltide kalir.
Yiiksek tuz konsantrasyonunda hidratasyon suyu protein molekiiliinden uzaklastirilir ve
¢ozinlrlik azalir. Bu olaya salting out denir. Bu islem i¢in genellikle (NH4).SO,4 tuzu
kullanilir. Bu sekilde ¢oken proteinler santrifiijleme islemiyle ¢ozelti icinde kalan diger
proteinlerinden ayrilir. Tuz ¢oktiirmesi diger saflagtirma asamalarinda elde edilen ve
aktif kisimlar igeren seyreltik protein ¢ozeltilerinin deristirilmesi i¢in uygundur (Keha

ve Kiifrevioglu 2000; Lehninger 2013; Berg et al. 2014).

Diyaliz islemi, gerekli gerekli oldugu durumlarda tuzun uzaklastirilmasi i¢in kullanilir.
Diyaliz yonteminde proteinler tuz gibi kiiciik molekiillerden yar1 gecirgen bir zar
kullanilarak ayrilabilir. Protein karigimi diyaliz torbasinin i¢ine yerlestirilir, bu torba da
kiigiik molekiillerin taginacagi bir tampon ¢ozeltiye igerisine konulur. Diyaliz torbasinin
gozenek capindan daha biiyiik boyutlara sahip molekiiller diyaliz icerisinde kalir. Daha
kiigiik molekiiller ve zarin gozeneklerinden gegebilen iyonlar derisim gradientlerini
difiizyon ile azaltarak diyaliz torbasinin disinda tampon ¢ozeltide birikirler. Bu teknik
tuz ya da diger kiiciik molekiillerin hiicre kisimlarindan uzaklastirilmasi igin yararhdir

fakat proteinleri etkin bir sekilde birbirinden ayiramaz (Berg et al. 2014).

Yiiksek saflikta protein elde etmek icin bir saflastirma asamasi genellikle yeterli
degildir. Ciinkii, ham o6ziitteki diger proteinler de ayrilmak istenen proteinle
ayrilabilirler. Daha yiiksek kalitede saflik i¢in farkli molekiil 6zelliklerine dayanan ve
birbirini izleyen ayirma islemlerinin uygulanmasi gerekir. Proteinlerin ayrilmasi igin
kullanilan en gilicli  yontemlerden biri  kolon kromotografisidir. Kolon
kromotografisinde proteinler kolonda tutulur, tamponlanmis bir ¢ozelti bu kolondan

gecer ve kolonun iistiinii kaplayan protein ¢ozeltisi hareketli fazin iginden siiziiliir. Her



bir protein kendi 6zelliklerine bagl olarak hizli veya yavas bir sekilde gecer (Lehninger
2013; Berg et al. 2014).

Iyon-degisim kromotografisinde verilen bir pH’da proteinlerinin net elektrik yiikiiniin
isareti ve biiyiikliigiinden yararlanilir. Kolon matriksi kendisine baglanmis yiikli
grublar1 igeren sentetik bir polimerdir. Baglanmis anyonik gruplari igeren kolonlara
katyon degistiriciler, baglanmis katyonik gruplari iceren kolonlara da anyon
degistiriciler denir. Pozitif yiikli proteinler (katyonik proteinler) negatif yiikli
karboksimetilseliiloz (CM-seliiloz) kullanilmasiyla, negatif yiikli proteinler (anyonik
proteinler) anyon degisimi ile pozitif yiiklii dietilaminoetilselilloz (DEAE-seliiloz)
kolonlar kullanilmasiyla ayrilirlar. Ayristirma, bir pH ya da tuz gradienti olusturularak
hareketli fazin pH ve/veya tuz derisiminin kademeli olarak degistirilmesiyle gerceklesir.
Kolonon uzunlugu artik¢a farkli net yiiklere sahip iki proteinin ayrigmasi kolaylasir
fakat protein cozeltisinin kolondan akma hizi kolonun uzunluguyla ters orantilidir.
Protein igeren ¢ozelti kolondan ¢iktig1 zaman fraksiyonlar toplanir. Herbir fraksiyon
istenilen protein varligi i¢in testler yapilir ve istenilen proteini iceren tiim fraksiyonlar

birlestirilebilir (Lehninger 2013; Berg et al. 2014).

Afinite kromatografisi bir adsorbsiyon kromatografisidir. Bu kromotografi tekniginde
saflagtirilmast istenen molekiil bir destek materyaline (matriks), kovalent olarak
immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligant) spesifik ve tersinir
baglanir. Diger tekniklerle saflastirilmasi bir¢ok basamak isteyen, daha fazla zaman
gerektiren bircok biyolojik materyal, afinite kromatografisi teknigi ile tek bir basmakta
yiiksek bir verimle saflastirilabilir. Yiiksek secicilik ve birbirini etkileyen molekiillerin
tabii spesifitesinden dolayi, afinite kromatografisi; kompleks biyolojik karigimlardan
maddeleri saflastirmak i¢in, bazi maddelerin denatiire olmus sekillerinden tabi
sekillerini ayirmak icin, biiylik miktarlardaki kirleticiyi, kiiciik miktardaki biyolojik
materyallerden ayirmak i¢in kullanilabilir (Axen et al. 1967)



Afinite kromatografisinin genel prensibi:

Afinite koromatografisinin genel prensibi Sekil 1.1°de dzetlenmistir.

1 + L e L
| |
_\-TE;&;ks Ligand -
| |
2 L + N —_— L N | + Safszhklar
| |
| |
3 L N —_ L + N

Sekil 1.1. Afinite kromatografisinin genel prensibi ~

“((1y’de ligand matrikse kovalent baglanir, (2)’de saflastirilacak numune kolona adsorbe olup, safsizliklar

akar ve (3)’de numune eliie edilir)

Verimli bir ayirim yapabilmek i¢in, biyospesifik ve matrikse kovalent baglanabilecek

bir liganda ihtiya¢ vardir. Imobilize edilecek ligandin numune igin spesifik baglama

afinitesi olmalidir. Safsizliklar kolondan uzaklastiktan sonra, bagli numunenin aktif bir

sekilde se¢imli desorpsiyonu i¢in kullanilabilir bir yontem bulunmasi gerekmektedir.

Afinite kromatografisinin en sik kullanildig1 biyolojik sistemler Cizelge 1.1°de

gosterilmistir (Axen and Ernback 1971).



Cizelge 1.1. Afinite kromatografisinin en ¢ok uygulandigi biyolojik sistemler

Saflastirilacak Madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Lektin Polisakkarit. glikoprotein, hiicre, hiicre yiizey

reseptoru
Niikleik asit Komplementer baz dizisi, histon, baglayici
protein
Hormon, Vitamin Reseptor tasiyici protein
Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, lektin
1.1. Niikleotitler

Niikleotitler bircok yasamsal islevlerde gerekli olan molekiillerdir. Niikleotitler
oncelikle genomun eslenmesi ve kalitsal bilginin RNA’ya aktarilmasi gibi gereken
niikleik asitlerin Onciilleridir. Ayrica bir adenin niikleotit olan ATP genel enerji kaynagi
olarak kullanilirken, guanin ise GTP’de baz1 6zel reaksiyonlarda enerji kaynag: olarak
islev goriir. UDP-glukoz gibi niikleotit tilirevleri, glikojen yapimi gibi biyolojik
islemlerde gorev alirlar. Niikleotitler ayn1 zamanda sinyal iletim yollarinin temel
bilesenleridir. Halkasal AMP ve halkasal GMP gibi yapiya sahip niikleotitler hiicreler
arasinda ve hiicreler i¢inde sinyal tasiyan ikincil mesajcilardir. Sinal yolaklarinda
protein kinazlarca fosfat aktariminda fosforil vericisi olarak ATP goérev yapar ve bazen
sinyal molekiilii olarakta salgilanabilir. NAD, FAD, S-adenozilmetiyonin ve koenzim A
gibi kofaktorlerin yanisira UDP-glukoz ve CDP-diagilgliserol gibi aktiflestirilmis

biyosentetik ara {iriinlerin bilesenleridir.

Niikleotidler de nova (yeni) yollar1 ve kurtarma yollar1 olmak {izere iki ¢esit yolla
sentezlenirler. Niikleotitlerin de nova sentezi metabolik Onciiller riboz 5-fosfat, CO, ve
NHjs ile baslar. Kurtarma yollarinda ise niikleotit yikimindan agiga ¢ikan serbest bazlar
ve niikleositleri geri kazanir. Piirin ve pirimidin biyosentezinin de novo yollari

neredeyse biitiin canli organizmalar i¢in aynidir. Piirin halka yapis1 riboza baglh olarak



bir veya birka¢ atomun yapiya baglanmasiyla olusur. Pirimidin halkas1 ise orotat olarak
sentezlenir, riboz fosfata baglanir ve sonra niikleik asit sentezinde kullanilan ortak
pirimidin niikleotidlerine doniistiiriiliir Serbest bazlar de novo sentez yollarinin ara
tirlinleri olmasa da kurtarma sentez yolaklarinin ara iiriinleridir. Pirimidin ve piirin de
novo yollarinda baz1 6énemli Onciiller paylasilir. Fosforibozil pirofosfat (PRPP) ikisi
icinde onemlidir. Her iki yolda da bir amino asit 6nemli bir onciildiir: piirinler i¢in glisin
ve pirimidinler i¢inde aspartat. Glutamin de nova sentez yolaginda bes farkli basamakta
en onemli amino asit kaynagidir. Ayrica piirin yolaklarindaki iki basamakta aspartat

amino grubu kaynagi olarak kullanilir (Lehninger 2013; Berg et al. 2014).

Yaygin pirimidin niikleotidler sitidin ve urasil igeren sitidin-5’-monofosfat (CMP;
sitidilat) ve iiridin 5’-monofosfat (UMP; iiridilat)’tir. Pirimidinlerin de nova sentez
yolunda 6nce halka sentezlenir sonra bir riboz fosfata takilarak pirimidin niikleotit

olusur. Pirimidin halkas1 bikarbonat, aspartat ve amonyaktan olusur.

Glutamin amid

azotu C
(R-grubu) T N/ 4 ™~

T
A TN

Aspartik asit

Co,

Sekil 1.2. Pirimidin halkasinin olusum sekli

Pirimidin biyosentezinde ilk basamak iki molekiil ATP harcanmasi gerektiren ¢ok
basamakli bir reaksiyonlarla bikarbonat ve amonyaktan karbamoil fosfat olusur.
Pirimidin sentezi i¢in gerekli olan karbamoil fosfat sitoplazmada karbamoil fosfat
sentaz II (CPS 1II) araciligiyla yapilir. Karbamoil fosfat pirimidin sentezinin ilk
basamaginda N-karbamoilaspartat olusturmak igin aspartatla tepkimeye girer. Bu
tepkime aspartat transkarbamoilaz tarafindan katalizlenir. Dihidroorotaz enzimince
katalizlenen bir tepkimeyle N-karbamoilaspartattan su ayrilir ve pirimidin halkasi L-

dihidrooratat olusturmak {izere kapanir. Bu bilesik NAD " nin son elektron alicis1 oldugu



bir tepkimeyle bir pirimidin tiirevi olan oratata oksitlenir ve orotik asit meydana gelir.
Oratat1 iireten enzim dihidrooratat dehidrogenaz mitokondri ig¢inde yer almaktadir.
Pirimidin biyosentezindeki diger biitiin reaksiyonlar sitozoliktir. Okaryotlarda bu yolun
ilk ti¢ enzimi karbamoil fosfat sentetaz II, aspartat transkarbamoilaz ve dihidroorataz {i¢
islevli bir proteinin pargalaridir. Bu protein kisaca CAD olarak bilinir ve her ii¢ tepkime

icin aktif bolgelere sahip ii¢ benzer polipeptit zincirini igerir.

Oratat olustuktan sonra 5’-fosforibozal 1-pirofasfat (PRPP) seklindeki ribozla birlesir.
PRPP, pentoz fosfat yolunda olusan riboz-5-fosfata ATP'den bir pirofosfat grubu takilan
5-fosforil-1-pirofosfat sentetazca olusturulur. Oratat, PRPP ile tepkimeye girip bir
pirofosfatin hidrolizi ile bir pirimidin niikleotiti olan oradilati olusturur. Bu tepkimeyi
pirimidin fosforiboziltransferaz enzimi katalizler (burada reaksiyonu geri doniistimsiiz
kilar). Oradilat dekarboksilazla RNA’nin baslica pirimidin niikleotit onciilii olan
tiridilata (UMP) dontstiiriilir. Bu tepkimeyi orodilat dekarboksilaz yiiriitiir. UMP’nin
fosforillenmesiyle UTP’ye doniisiir. UTP olustuktan sonra sitidilat sentaz enzimiyle
karbonil grubundan amin grubuyla degismesiyle sitidin trifosfat (CTP) olusur.
(Lippincott 2007; Lehninger 2013; Berg et al. 2014).
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Sekil 1.3. Pirimidin de nova sentez yolu sekli (Giirdol ve Ademoglu 2012)

DNA’nin  yapitast olan  deoksiriboniikleotitler — kendilerine  karsihik  gelen
riboniikleotidlerden p-ribozun 2’-karbon atomunun 2’-deoksi tiirevi olusturmak iizere
dogrudan indirgenmesiyle elde edilir. Ornegin adenozin difosfat (ADP),
2’deoksiadenozin difosfata (dADP) ve GDP, dGTP’ye indirgenir. Bu reaksiyon
riboniikleotit rediiktaz tarafindan katalizlenir. E.coli’de ve dkaryotlarin ¢ogunda enzim
R1 ve R2 olarak belirlenmis iki alt birime sahip bir dimerdir. Her R1 alt birimi iki tip
diizenleyici bolgeye sahiptir. Bir tipi tiim enzim aktifligini etkiler ve enzimi aktiflestiren
ATPlye veya enzimi inaktiflestiren dATP’ye baglanir. Ikinci tipi kendisine baglanan
etkileyici molekiile (ATP, dATP, dTTP veya dGTP) yanit olarak substrat 6zgiilliigiinii
degistirir. ATP veya dATP baglandiginda UDP ve CDP’nin indirgenmesi tercih edilir.
dTTP veya dGTP’ye baglandiginda sirasiyla GDP veya ADP’nin indirgenmesi uyarir.
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Pirimidin sentez yolaginda sentezlenen urasil bir DNA bileseni degildir. DNA’da
urasilin metilenmis benzeri olan timin bulunur. Bakterilerde dUMP’ye giden yol dUTP
olusumuyla, dCTP’nin deaminasyonuyla veya dUDP’nin fosforillenmesiyle baglar.
Deoksiuridilatin (dlUMP) timidilat sentaz tarafindan metillenerek timidilata (dTMP)
doniistiiriiliir. Bir niikleotidin metillenmesi onarim i¢in hasarli DNA’y1 isaretleyerek
DNA’da saklanan bilginin korunmasina yardim eder. Hidroksimetil (-CH;OH)
oksidasyon diizeyindeki tek karbon birimi N°,N**-metilen tetrahidrofolat’tan dUMP’ye
aktarilir ve sonra bir metil grubuna indirgenir. Indirgenme tetrahidrofolatin (THF)

dihidrofolata (DHF) yiikseltgenmesiyle gergeklesir.

Dihidrofolat, dihidrofolatat rediiktaz tarafindan tetrahidrofolata indirgenir. Bu yeniden
tiretim bircok siire¢ i¢in temeldir. Timidilat sentazin inhibitorleri arasinda basarili anti-
timor ajan olarak yararlanilan 5-floraurasil gibi timin analoglart yer almaktadir. 5-
fluoraurasil metabolik olarak 5-FAUMP’ye doniistiiriiliir ki bu bilesik inaktive timidilat
sentaza kalici olarak baglanir; bu nedenle, bu ilag intihar inhibitorii olarak adlandirilir.
DHF, metotreksat gibi ilaglarin varliginda inhibe edilen bir enzim olan dihidrofloat
rediiktaz tarafindan THF’e indirgenir. Bu folat analoglari, THF kaynagini azaltarak
sadece piirin sentezini durdurmakla kalmaz, dUMP’nin dTMP’ye metilasyonuna engel
olarak DNA’nin bu esansiyel bileseninin hiicresel konsantrasyonunu azaltirlar. Dolayis1
ile DNA sentezi durdurulur ve hiicre biiylimesi yavaslatilir. Niikleotid prekiirsorlerini
azaltarak DNA replikasyonunu yavaslastiric1 etkilerinden dolayi, yukarida tanimlanan

ilaglar ve benzerleri kanser hiicrelerinin biliylime hizin1 azaltmak i¢in kullanilirlar

(Lippincott 2007; Lehninger 2013).

Antikarsinojenik ilaglar 6zellikle fetus, kemik iligi, deri, gastrointestinal yollar, sa¢
folikiilleri gibi hizla biiyiiyen hiicreleride etkiler. Bu ylizden bu ilaglar1 kullanilan
kisilerde anemi, pullu-kepekli deri, sa¢ dokiilmesi goriiliir (Giirdol ve Ademoglu 2013).

Pirimidinlerin pek ¢ok tiirleri lire ve amonyaga yikilir. Pirimidinler ayn1 zamanda (-
alanin ve koenzim A nin sentezinde onciil molekiil olarak kullanilir. Sitozin, urasilin ve

timinin ana yikim yolu asagidaki sekilde (Sekil 1.4) gosterildigi gibidir. Sitozin sekilde
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de goriildigli gibi amino grubunu kaybederek urasile doniisiir. Daha sonra sirasiyla
dihidrourasil ve B-iireidopropionik asit meydana gelir, son safhada B-alanin, NH; ve
CO, ortaya c¢ikmaktadir. Timin, asagidaki reaksiyonlarda da gosterildigi gibi -
aminoizobiitirata kadar yikilir. Bu bilesik de bir amino asit gibi metabolize olur. Once
transaminasyonla amino grubu uzaklastirilarak metilmalonat semialdehid meydana
gelir. Metilmalonat semialdehid ¢esitli reaksiyonlarla dnce metil malonil CoA’ya ve
oradan da siiksinil CoA’ya ¢evrilir. Diger pirimidin bazlarindan da B-alanin tizerinden
asetil CoA olusur. Serbest haldeki pirimidin bazlarinin yikiminda piirinlere goére en
onemli fark halka yapisinin parcalanmasidir. Piirin halkasinin aksine, pirimidin halkalar
enerji, yani, ATP meydana getirebilecek tarzda metabolize olmaktadir (Keha ve
Kiifrevioglu 2000; Goziikara 2011)
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Sekil 1.4. Pirimidin katabolizmas1 (Giirdol ve Ademoglu 2012)
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1.2. Dihidropirimidin Dehidrogenaz

Dihidropirimidin dehidrogenaz (5,6-dihidroursil: NADP" 5-oksidorediiktaz E.C.1.3.1.2,
DPD), pirimidin katabolizmasinin ilk ve hiz siirlayici enzimidir. Ayni1 zamanda en
yaygin antikanser ilaglarindan biri olan 5-Floraurasil’in %85’den daha fazlas1 bu enzim
tarafindan katabolize edilir (Podschunt et al. 1992, Lu et al. 1993, Dobritzsch et al.
2001). Bu sitozolik enzim c¢esitli memeli dokularinda bulunur, ana aktivitesini karaciger

hiicrelerinde gosterir (Ho et al. 1986).

Dihidroprimidin  dehidrogenaz enzimi (DPD) wurasil, timin ve 5-floraurasil
pirimidinlerinin ~ sirasiyla  f-alanin, p-aminoizobutrat ve o-flora-p-alanin’e
parcalanmasini saglayan 3 basamakli metabolik yolun ilk enzimidir. DPD enzimi bu
pirimidinleri bir NADPH bagl reaksiyonla karsilik gelen dihidropirimidinlere 5,6-
dihidrourasil, B-tireydopropionat ve 5,6-dihidrofloraurasile indirger (Schnackerz et al.

2004). Reaksiyon mekanizmasi Sekil 1.5°de gosterilmektedir.

Dihidroprimidin halkasi dihidroprimidin aminohidrolaz tarafindan N3 ve C4 atomlari
arasindan hidrolizlenerek N-karbamil-p-alanin veya N-karbamil-p-aminoizobutiirat
olusur. Son olarak N-karbamil-B-alanin, beta-alanin sentaz tarafindan amonyum,
karbondioksit ve ndrotransmitter olarak kabul edilen -alanine hidroliz olur (Schnackerz
et al. 2004). Memelilerin metabolik yolunda bir norotransmitter olan karnazin ve
anserin noropeptidlerinin yapitasi olan -alaninin baglica sentez yoludur (Gonzalez and

Salguero 1995; Lohkamp et al. 2010).
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Sekil 1.5. Urasil, timin ve 5-F-Urasil metabolizmasinin katabolik yolu
(Reaksiyon :1 dihidroprimidine dehidrogenaz (DPD), reaksiyon 2: dihidroprimidaz (DHP, E.C. 3.5.2.2)
ve reaksiyon 3: B-alanin sentaz (B-AS ; B-ureidopropionaz, E.C. 3.5.1.6) (Schnackerz et al. 2004)

Insan DPD enziminin sigir ve domuz dibi diger memeli DPD enzimleri arasindaki
yiiksek sekans benzerliginden (>%90) dolay1 benzer reaksiyon mekanizmasina ve iig
boyutlu yapiya sahip oldugu diisiiniiliir. X-ray yapis1 en iyi karakterize edilmis memeli
enzimi rekombinat domuz DPD’dir. Enzim 2x111 kDa agirliginda homodimerdir. Her
altbirim 1025 aminoasitten olusur, bir tane FAD, bir tane FMN ve dort tane [4Fe-4S]
grubu tasir. Klasik olmayan iki bolgeli ping-pong kinetik mekanizmasi gore enzim
sirasiyla elektron-verici kosubstrat NADPH ve elektron-kabul edici pirimidinler igin
ayr1 baglanma bolgeleri igerir. Dogal enzimin son modeli elektron yogunluk haritasinda
goriilmeyen C-terminalinde son 8-10 rezidiisii disinda her alt zinciri igeren tam zincirin
4 FAD, 4FMN ve 16 [4Fe-4S] grubunu igerir (Sekil 1.7). (Dobritzsch et al. 2002;
Schnackerz et al. 2004).
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Sekil 1.6. DPD dimerinin genel goriiniisii (Schnackerz et al. 2004)

DPD monemerinde bulunan 1025 amino asit residiileri farkli biiyiiklik ve katlanma
bi¢iminde olan 5 domaini olusturur (Sekil 1.6). ilk domain 110x90x60 A° ebatlarinda
uzamis bir ¢ekirdek sekli olusturan 28-847 rezidiilerinden meydana gelirken 5. domain
(2-26 ve 845-1020 rezidiileri) genisletilmis ilmik bolgeleri ile bu bolgeden ayrilir
(Schnackerz et al. 2004).
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Domain IV
Domain V FMN/pirimidin baglayan
C-uc. FeS grubu /

Domain |
N-uc. FeS arubu

Domain Il FAD baglayan

NADPH baglayan

Sekil 1.7. DPD’nin alt birimi
Kofaktorler top-cubuk modelinde, demir ve kiikiirt gruplari mor ve yesil seklinde gosterilmistir
(Schnackerz et al. 2004).

Domain I (rezidiiler 27-173) 2 tane [4 Fe-4S] grubunu igerir ve sadece bir a-heliks
yapisina sahiptir. Sistein tiyoller DPD’deki ilk FeS grubunu koordine eder. Ikinci
(nFeS;) grubu simdiye kadar diger FeS proteinlerinde goriilmeyen bir koordinasyon
gosterir. 3 demir 3 sistein tiyolle etkilesime girerken Q156’nin yan zinciri 4. demirle

koordinasyon yapar.

FAD baglici1 bolge iceren domain II ve NADPH bagliyict domain III’tin %20°s1 benzer
amino asit sekansina sahiptirler. Domain II’nin B-4 zinciri ve a-4 heliksinin arasina
gomiilii olan domain III, ilave olarak 3 zincirli anti-paralel p tabakasi i¢erir. FAD’1n
adenozin kismi domain II’in i¢ine derince gomiilmiistiir. Kofaktér molekiiliin bu

bolgesiyle direkt olarak etkilesir.
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Sekil 1.8. Domain II ve III ii¢ boyutlu sekilleri.
FAD bagli domain II (rezidiiler173-286, 442-524) kirmizi, NADPH bagli domain III (rezidiiler287-441)
gri ile gosterilmistir (Schnackerz et al. 2004).

V129

R235 R235

Sekil 1.9. FAD bagl bolge

Biitiin amino asitler H-bagi veya van der Waals etkilesimleri araciligiyla kofaktdr baglanmaya (koyu gri
atomlar) karisirlar. Domain I den kaynakli amino asit rezidiilerinin karbon atomlari sar1 ile , domain II ve
IIT kaynakl1 olanlar sirasi ile somon rengi ve mavi ile gosterilmistir. Kirmiz1 kiireler FAD baglanmaya
katilan diizenli su molekiillerini gosterir. Hidrojen bagi etkilesimleri noktali ¢izgiler olarak gdosterilir
(Schnackerz et al. 2004).
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DPD’nin domain IV bir TIM barrel igerir. TIM barrelin temeli iist u¢ basinda 4-zincirli
anti-paralel p-tabakasi olan kisa bir sarmaldan once gelen 2 antiparalel B-zincirinden
olusur. FMN, C-terminalinin sonunda barrel dizisini olusturan zincirlere baghdir.
Domain V, 1-26 ve 848-1025 rezidiileri ve sistein tiyoller tarafindan koordine edilen
(cFeS; ve cFeSy), 2[4Fe-S] grublarini igerir (Schnackerz et al. 2004).

Biitiin domainlerdeki rezidiiler ara yiizlin olusumuna katilirlar. Domain III ve IV smirh
ve yalnizca hidrofobik olmasina ragmen, domain I kars1 alt biriminin bes domainleriyle

iligkili oldugu i¢in dimerin olusumunda merkezi bir rol oynar.

Pirimidin substratlart ve inhibitorleri, DPD’nin ligandsiz aktif bolgesinde bulunan bazi
su molekiillerinin yerini alarak FMN izolaksin halka diizlemine neredeyse paralel
baglanir. Biitiin DPD kompleks yapilarinda 609, 668, 736 asparaginlerinin yan zincirleri
ve T737 substrat veya inhibitdr baglanma bolgesi icerir. Bu baglanma ortaklar1 ligand
baglanmasi tlizerinde 6nemli bir konformasyon veya pozisyon degisiklikleri yapmadan
pirimidin halka azotlar1 ve karbomil gruplar ile hidrojen baglar1 yolu ile etkilesir.
Sadece pirimidin baglayic1 cepte meydana gelen degisiklikler, aktif bolge diigiimii
rezidiilerinin yan1 sira komsu amino asitlere (L669 ve A683) uygulanir. Ligantsiz enzim
kompleksleri ve biitiin kompleksler pH=4,7 elde edilir ve bu diiglimii ¢oziicii etkisiyle

pirimidin bagl bolgeden ayrilir (Schnackerz et al. 2004).

Urasilin yarigmali bir inhibitorii olan 2,6-dihidrosipirimidin (2,6-DHP) varliginda, ilk
hiz sablonlar1 bir ping-pong mekanizmasi oldugunu diisiindiiren paralel g¢izgiler
takimindan olusmustur (Podschun et al. 1990). Uriin inhibisyonu, ATP-riboz ve 2,6
DHP tarafindan son inhibisyon 2 boliimlii ping-pong mekanizmasinin bir gostergesidir.

Kinetik mekanizmasi asagidaki sekilde gosterilmistir.
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1. Bélge (FAD)
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FeS Urasil DHU
yolu

Ered  (Ereq:Urasil

Eo:DHU) Eok

Sekil 1.10. DPD nin kinetik mekanizmasinin semasi

Mekanizmada NADPH 1. bolgeye baglanir ve elektronlarini FeS grubu yolu ile 2. bolgedeki FMN’ye
transfer eden FAD’1 indirger, FMN de urasili 5,6-dihidrourasila (DHU) indirger (Dobritzsch et al.
2002).

Domuz karaciger DPD’sinin urasil/timin parcalanma reaksiyon mekanizmasi kinetik
parametrelerin  pH bagimli  oldugunu distndirir. NADPH, FAD-izoalloksazin
halkasma bakan nikotinamidin pro-S tarafi ile ile 1. bolgeye (site 1) baglanir. Hidriir,
NADPH’in C-4’den (dordiincii C’tan) FAD’1in N-5’e tranfer olur, NADPH ve FADH
ayrilir. [4Fe-4S] gruplariyla 2. bolgede (site 2) elektron transferi NADP serbest
birakilana kadar gerceklesmez. iki elektron transferi FeS kanali yoluyla meydana gelir
ve bir proton NADPH tarafindan verilir 2. Bolgede indirgenmis FMN olusur.
Elektronlar proteinin sonunda bulunan 2.bolgedeki FMN nin N1’e transfer olur ve
indirgenmis flavin K754 yoluyla N5’te protonasyonla stabilize olur. Ug asparagin
rezidiisine N609, N668 ve N736 hidrojen bagiyla bagh urasil, hidrid transferini
saglamak icin FMN’nin N5 nin yukarisina C6’y1 yoneltmek icin 2. bolgeye baglanir ve
sistein 671 (Cys-671) tiyol grubuna, C5’e proton eklemek i¢in uygun pozisyonundadir
(Dobritzsch et al. 2002; Schnackerz et al. 2004).

Homodimerik enzimde ayr1 bolgelerin (domainlerin) 3 boyutlu diizenlenmesi
elektronlarin sirasiyla FAD’tan nFeS2 sonrada nFeS1 tranfer edilmesiyle iki elektron

transfer zincirlerinin olusumuna neden olur. nFes1 ve FMN arasindaki bosluk dimerdeki
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diger altbirimin 5. bolgesinin (domain 5) C- ucundaki gruplar tarafindan kapatilir. Bu
bolgedeki karsilikli yer degistirme dimeri domuz karaciger DPD’sinin katalitik birimi

yapar (Dobritzsch et al. 2002).

1.3. 5-Floraurasil

5-Floraurasil (5-FU) koleraktal, gégiis, bas/boyun kanserlerinin tedavisinde kullanilan
ve kemoterapik ajan olarak 3. en yaygin ilagtir. Bu anti-neoplastik bilesik timidilat
sentazi engelleyerek DNA sentezini bloke eder. Bununla birlikte DPD enzimi 5-FU
katabolizmasinin ilk ve hiz belirleyici enzimidir ve alinan dozun %80’ninden daha
fazlas1 DPD tarafindan hizli ayristirilir ( Lu et al 1993, Johnsyon et al 1999, Schnackerz
et al. 2004). Bu metabolik yol boyunca 5-FU’nun pargalanmasi sinir sistemi {izerinde
birgok yan etkisi olan florlanmis iiriinlere neden olur. Katabolik pirimidin metabolik
yolunun inhibisyonu 5-FU ve ilgili bilesiklerin etkisini artirarak klinik potansiyellerini
artirir. Bu ylizden DPD kanser tedavisinin gelisimi i¢in 6nemli bir hedef olarak ortaya
cikmigtir. 5-FU ilacinin alinmasini takiben olimii de iceren yiiksek toksititeden
etkilenen tam veya kismi DPD yetersizligine sahip kanser hastalariyla ilgili

farmakogenetik bozukluklar tanimlanmigtir (Schnackerz et al. 2004).

Bu hastalarin bir kisminin bir kisminin DPD’yi kodlayan gen olan DPYD’nin mutant
alleli i¢in genotipik olarak hetorozigot oldugu son zamanlarda gdsterilmistir. Tam DPD
yetersizligine sahip pediatrik hastalarin  DPYD geninin analizi hastalik yapici
mutasyonlarin tanimlanmasina katkida bulunmustur. Cocuklardaki DPD eksikligi
cogunlukla norolojik bozukluk takip eder. Bu hastalarda fibroplast ve monontiklear kan
hiicrelerinde hi¢bir DPD aktivitesi gézlenmezken idrar, kan ve beyin omurilik sivisinda
¢ok miktarda timin ve urasil birikimi gozlenmistir. (Schnackerz et al. 2004). Ayrica tam
DPD eksikligi goriilen hastalarda asemptomatik nobetler, zeka ve biiyiime geriligi ve
dismorfik oOzellikler goriilmiistiir. Bu hastalarin  karaciger dokularinda hi¢ DPD
aktivitesi bulunamazken idrar, kan ve beyin-omirilik sivilarinda asir1 miktarlarda

dihidrourasil ve dihidrotimin birikimi belirlenmistir (Kuilenburg et al. 2007).
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5-FU kendi bagma inaktiftir ve antitiimor etkisi gostermek igin fosforlanmalidir. 5-
FU’nun fosforlanmasi i¢in 3 farkli metabolik yol vardir. Timidin fosforilaz (TP), oratat
fosforibosil transferaz (OPRT), uridin fosforilaz (UP) bu metabolik yollarin {i¢ anahtar
enzimidir. 5-FU, DPD tarafindan detokslanir. TP, OPRT ve UP tarafindan aktive edilir.
TS, DPD, TP ve OPRT genlerinin timor i¢i ekspresyon diizeyleri bazi kanserlerin 5-
FU’a dayanan kemoterapiye klinik tepkileri tahmin edilebilir. 5-FU, timidin kinazla 5-
flora-2-deoksiuridin-5-monofosfata doniistiirilen TP tarafindan 5-flora deoksiuridin
(FAUMP) fosforillenir. FAUMP, timidilat sentaz ve 5-10 metilen tetrahidrofolat (MTHF)
ile t¢glii bir kompleks olusturarak TS’ nin inhibisyonu ve DNA sentezlenme siirecinin
bloke edilmesiyle sonuglanan bir antikanser aktivitesi gosterir. 5-FU ayrica OPRT
tarafindan 5-florauridin-monofosfata (FUMP) ve UP tarafindan FUMP dontistiiriilen 5-
florauridine (FUR) fosforillenir. FUMP daha sonra floridin difosfota fosforillenir. Bu ya
FAUMP dontisen ya da normal RNA isleyisini ve fonksiyonu bozan (F-RNA) i¢inde
yogun olarak bulunan aktif floridin trifosfat metobolitine fosforlanir (Tateishi et al.

2008).

5-FU katabolik yolunun ilk basamaginda kullanilan DPD enzimi, 5-FU’in flora-5,6-
dihidrourasile (DHFU) doniisiimiinii katalizle. DHFU de ilk once flora-B-
tireydopropionata (FUPA) sonrada o-flora-f-alanine (FBAL) pargalanir (Ezzeldin and
Diasio 2004; Kuilenburg 2004; Lee et al. 2004).
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5-FU'nun metabolik yolu

5-FU'nun anabolik yolu

5-FU'nun katabolik yolu

FdUrd
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UR dR-1-P
P
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FUTP
RNA
polimeraz
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FdUMP

PMPK
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PDPK

FAUTP

DNA
polimeraz

DPD
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FUPA

FBAL
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DNA'ya inkorporasyon

5-FU'nun aktivasyonu

Sekil 1.11. 5-FU’nun metabolik regiilasyonu (Lee et al. 2004).

1.5. DPD’nin Bilinen inhibitorleri

DPD enzimini gesitli urasil tiirevleri ve bazi ilaglar inhibe eder. Enzimi 5-siyanourasil
(Dorsett et al. 1969), 5-iyodaurasil (Porter et al. 1991), 5-enilurasil (Porter et al. 1991),
5-bromovinilurasil (Porter et al. 1991), 5-(Fenilselenenil)urasil (Gaudgaon et al. 1993),
5-(Feniltio)urasil (Gaudgaon et al. 1993), alfa-interferon (Milano et al.1994), folinik
asit (Fischel et al. 1997), sorivudine (Diasio 1998), 5-klora-2,4-dihidroksipirimidin
(Takechi et al.2002), , gimerical (Sakata et al. 2011) ve 2’,3’-Di-O-asetil-deoksi-5-

vinilsitidin (Hattori et al. 2003) inhibe ettigi goriilmiistiir. Inhibitdrlerin 6zellikleri

Cizelge 1.2°de gosterildi.
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Cizelge 1.2. DPD’nin bilinen inhibitdrleri
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gibi bir elektronegatif siibstitiient tasiyan urasil analoglari
DPD’ye urasilden daha fazla ilgi duyarlar
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\l? gliclendirmek ve bulunma degiskenligi kontrol etmek icin
N NH yararlidir.
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2°,3’-Di-O-

DPD inhibitoriidiir.5-FU’in 6n ilac1 olan kapesitabin ile

asetil-deoksi-5- N7 X oral yoldan tatbik edildiginde tiimor dokularinda 5-FU’in
vinilsitidin %\ | miktarini 6nemli bi¢imde artirir.
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urasil ©/ S \fLNH
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Alfa-interferon | Protein Inhibitor

1.6. DPD Uzerine Cahsilacak Molekiiller

Bu tez kapsaminda DPD enzimi {izerine depresyon etkisi gdsteren molekiiller,

antidepresan yapilar, anestezik etkili molekiiller ile daha once hig etkisi aragtirillmamis

agir metal iyonlari iizerine ¢alisma planlandi.

1.6.1. Antidepresan molekiiller

Depresyon, derin {iziintiilii bir duygu durum i¢inde diisiince, konusma ve hareketlerde

yavaglama, durgunluk, degersizlik, kiictikliik, isteksizlik, karamsarlik duygu ve

diisiinceleri ile fizyolojik islevlerde yavaslama gibi belirtileri igeren bir durumdur.

Depresyon, kanser hastalarinda en yaygin ruh sagligi sorunu olarak belirtilir. Tedavinin

uzun slirmesi durumunda belirsizlik daha yogun yasanir, belirsizlik timitsizlige yol agar

ve hasta bireyde siklikla depresyon goriiliir. Kemoterapinin yan etkilerinden ya da

hastaligin kontrol edilemeyen semptomlarindan dolay1 kanser hastalarinda depresyon

goriilme sikligmin yiiksek oldugu saptanmustir (Beser ve Oz 2003).
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Antidepresanlarin hepsini kanser tedavisinde kullanmak miimkiindiir. Antidepresan
secimi hedef belirtiler, hastanin tibbi durumu ve ilag yan etkilerine gore yapilir.
Trisiklik antidepresanlar kardiyak sorunu olmayan hastalarda, diisiik bir dozda (10-25
mg) baglanip, yararlanim elde edilene dek 1-2 giinde bir 25 mg arttirilir. Amitriptilin,
kanser hastalarinda agri sagaltiminda sik kullanilir. Depresyonda gerekenden daha
diisiik dozda agr1 giderici etki gosterirler. Ikinci nesil antidepresanlarmn trisikliklere
benzer yan etkileri vardir ve daha az kardiyotoksik kabul edilirler. Segici serotonin
gerialim inhibitorleri (SSRI) (fluoksetin, fluvoksamin, sertralin, paroksetin, sitalopram)
toksisite acisindan daha giivenli kullanimlart ve yan etkilerinin daha az olusu ile son
yillarda kanserli hastalarda yogun olarak kullanilmistir. Benzodiazepinler anksiyolitik
ve antidepresan olarak kullanilabilir. Karaciger toksisitesi diisilk olan oksazepam,
lorazepam, alprazolam tercih edilmelidir. Alprazolamin anksiyete giderici oldugu kadar,
etkin bir antidepresan oldugu da belirtilmektedir ve 6zellikle depresyon ve anksiyete

belirtilerinin birlikte oldugu hastalarda yararli olabilir (Atesci et al. 2001).

Depresyon tedavisinde kullanilan tiim antidepresan ilaglar dogrudan veya dolayli olarak
noradrenalin ve/veya serotoninin beyindeki etkilerini artirirlar. Selektif seratonin geri
alim inhibitorleri (SSRI) 6zellikle seratonin geri alimini inhibe eden ve noradrenalin
tastyicisina gore seratonin tasiyicisina 300 ile 3000 kat segici olan bir antidepresan ilag
grubudur. SSRI’larin dopamin tasiyicisini bloke edeci etkileri ¢ok azdir. SSRI’lar
istenmeyen etkilerinin diisiik olmas1 ve yliksek dozlarinda gorece giivenli olmasindan

dolay1 diger antidepresanlar ilaglara gore daha fazla tercih edilirler.

Bu tez kapsaminda ilk defa koyun karacigerin saflastirilmis dihidropirimidin
dehidrogenaz enziminin aktivitesi tiizerine essitalopram, fluoksetin, mirtazapin,
haloperidal antidepresan molekiillerin etkileri incelendi. Bu depresyon ilaglarinin DPD
enzimi izerine kinetik Ozellikleri ile ilgili detayli bir ¢alismaya literatiirde

rastlanmamaistir.
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1.6.1.a. Essitalopram ve fluoksetin

SSRI inhibitorlerinden olan essitalopram ve fluoksetin obsesif kompulsif bozukluk,
panik bozukluklar, jenerize anksiyete, premenstrual sendromda ve blumia nevroza gibi
psikiyatrik bozukluklarda kullanilir. Metabolize edilmelerinde sitokrom P450
enzimlerini, glukuronid ile siilfat konjugasyonlar1 kullanilir. Fluoksetin yarilanma

Oomriiniin digerlerine gére daha uzundur (50 saat) (Howland and Mycek 2009).

H;C

Essitalopram

Sekil 1.12. Essitalopram molekiiliiniin yapisal formiili

L

O

©)\nNH

CH;

Fluoksetin

Sekil 1.13. Fluoksetin molekiiliiniin yapisal formiili

1.6.1.b. Mirtazapin

Mirtazapin atipik bir antidepresan tiiriidiir. Ugiincii kusak bir antidepresandir. Atipik
antidepresanlarda ¢ogunlukla antikolinerjik ve diger yan etkiler daha az goriiniir. Ayrica
daha az ilag etkilesim olasiliklarina sahiptir. Mirtazapin seratonin yapisal anologudur,

cesitli postsinaptik seratonin reseptor tiplerinde (5-HT2a, 5-HTac, 5-HT3 resaptorlerini


http://www.ilactr.com/tip-terimleri/obsesif-kompulsif-bozukluk-nedir.html
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iceren) kuvvetli antagonistik etkileri vardir. Ayn1 zamanda kuvvetli bir histamin Hj-
reseptOr antigonistidir ve rolatif olarak sedasyon yapar. Mirtazapin belirgin sedatiftir ve

uyku bozuklugu olan hastalalarda kullanilabilir (Stizer 2002; Brunton et al. 2008).

Mirtazapin

Sekil 1.14. Mirtazapin molekiiliiniin yapisal formiili

1.6.1.c. Haloperidal

Haloperidal bir noéroleptik ilagtir. Noroleptik ilaclarin etkileri dopamin ve/veya
serotonin reseptorlerinin blokaji ile saglanir. Ayn1 zamanda sakinlestirci etkiye sahiptir

ve spontan fiziksel hareketleri azaltirlar (Howland and Mycek 2009).

CI

HO

N Q
CH2CH2CH20@ F

Haloperidal

Sekil 1.15. Haloperidal molekiiliiniin yapisal formiilii
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1.6.2. Anastezik molekiiller

Anestezi sozciik anlamiyla duyumsama yoklugu demektir. Anestezik maddeler genel ve

lokal anestezik olmak iizere ikiye ayrilir.

1.6.2.a. Genel anestezik ilaclar

Genel anestezi, duyumsama fonksiyonunun veya farkindaligin biitiin duyu sekillerini
icine almak {izere tlim olarak ortadan kalkmasini ifade ve biling kayb ile birliktedir. Bu
drumda tiim dis uyarilara yanit verme ve onlar1 algilama siireci gegici olarak durmustur.
Genel anestezi olarak kullanilan ilaglar (genel anestezikler) bu davranigsal durumu geri
doniiglii olarak meydana getirirler. Genel anestezi yapmak icin insanda kullanilan
ilaglarin ¢ogu, ugucu sivi veya gaz halinde bulunan maddelerdir ve bunlar inhalasyon
yoluyla uygulandiklarindan bunlara inhalasyon anestezikler adi verilir. Geri kalan
anestezikler ise kat1 maddelerdir ve bunlarada kati genel anestezikler denir. Bu kati
genel anestezikler ise intravendz yoldan verildiklerinden ayni zamanda intravendz

anestezikler olarakta adlandirilirlar.

Intravendz anestezikler kimyasal yapilarina gore alti gruba ayrilirlar; (i) Cok kisa etki
stireli barbitiiratlar, (i1) Ketamin, (ii1) Kisa etiki gii¢lii opioidler, (iv) Benzodiazepinler,
(v) Propofol, (vi) Etomidat’lardir. Intravendz anestezinin pekcok avantaji
bulunmaktadir. Verilmesi kolaydir. Indikasyon kolaydir. Parlama tehlikesi yoktur.
Uyanirken bulanti, kusma yoktur. Ayrica solunum sistemi lizerinde tahris edici etkisi
yoktur. Intraveniiz anestezide doz fazlalig1 oldugu durumlarda solunum felci meydana
gelebilir. Bu maddeler damar igerisine enjekte edildignden kisa siirede organizmanin
yag dokusu tarafindan tutulurlar. Fazla lipofilik olduklarindan beyin dokusuna ¢abuk
girerler ve orda toplanirlar (Brunton et al. 2008; Kayaalp 2012).

Bu calismada genel anestezik ilaglarda kullanilan propofol ve tiirevi olan iki molekiil

kullanildi.
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1. Propofol

Propofol’un orijinal ismi 2,6-diizopropil fenol’dur. Fiziksel niteligi bakiminda bir sivi
yagdir ve %1°lik emiilsiyon seklinde kullanilir. Karacigerde metabolize edilmek
siiretiyle elimine edilir. Eliminasyon yarilanma omrii 5-10 saat arasindadir. Yavas
intravendz injeksiyonla (2,5 mg/kg dozunda) verilerek anestezi indiiksiyonu igin
kullanilir. Bu amagla genellikle fentanil (6 pg/kg) veya benzeri bir opioid ilagla birlikte
enjekte edilir. Etkisi cabuk 40-50 saniye i¢inde baslar. Anesteziden ayrilma ¢abuk olur.
Kalp debisini azaltmasi ve vazodilator etkisi nedeniyle kalp basincini fazla diisiiriir.

Kalp artis hizinda refleks artma olur (Brunton et al. 2008).

OH CH, OH CH, OH
(H;C),HC CH(CH;), | | HC CH; H;C CH;
H,C CH,
Propofol 2,6-ditert-biitilfenol 2,6-dimetilfenol

Sekil 1.16. Propofol ve tiirevlerinin yapisal fomiilii

1.6.2.b. Lokal anestezik molekiiller

Lokal anestezikler sinir hiicrelerinde Na" kanallarmin 6zellesmis reseptor kisimlarina
geri doniisiimlii olarak baglanirlar ve bu agikliktan iyon hareketini engellerler. Sinir
dokusuna lokal olarak uygun konsantrasyonlarda uygulandiklarinda, lokal anestetik
sinir sisteminin herhangi bir yerinde ve her tiir sinir lifinde, sinir iletiminden sorumlu
olan aksiyon potanselini geri doniisiimlii olarak inhibe eder. Boylece sinir gdvdesiyle
karsilasan lokal anestezik sinirin inverve ettigi bolgede hem duyusal hem de motor
paraliziye neden olur. Lokal anestezikler hidrofilik, hidrofobik kisim ve ara zincir
olmak {izere ii¢ kistmdan olusur. Hidrofilik ve hidrofobik kisimlar aralarindaki ester ve
amid baglartyla ayrilirlar. Hidrofilik kisim genellikle tersiyer amin, bazende sekonder
amindir. Hidrofobik kisim ise aromatiktir. Ara zincir ise genellikle iki veya ii¢ karbonlu

bir alkol ya da karboksilli asid grubudur (Brunton et al. 2008; Kayaalp 2012).
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1. Lidokain

Lidokain lokal bir anesteziktir. Lidokainin ksilidin amid tiirevidir. %2’lik
konsantrasyonu ile uzun siire anestezi saglanir. Kendisinin vazodilator etkisi yok
denecek kadar azdir. Lokal anestezikler i¢inde en sabit olamidir. Lokal olarak
mukozalara uygulandiginda yiizeysel anestezi olusturur. Amidler igerisinde en kisa etki
stirelidir. Hem topikal hemde enjeksiyon anestezide (infiltrasyon, blok, spinal, epidural,
kaudal anestezi) kullanilir. Intravendz yoldan verildiginde kalpteki aritmileri diizeltir.

(Brunton et al. 2008).

CH; o

N N
S e
O T~CH,
CH,4

Likokain

Sekil 1.17. Lidokainin yapisal formiilii

1.6.3. Agir metaller

Yogunlugu 6 g/mL den biiyiik olan metallere agir metaller denir. Ancak bunlarin i¢inde
az da olsa metal olmayan Ornegin arsenik gibi elementler de agir metaller arasinda yer
alir. Agir metallerin baslicalar1 Cu, Pb, Hg, Cd, Fe, Mn, Cr, Ni, Zn’dir. Periyodik
sistemde yer alan elementlerin bircogu canli organizmada 6nemli fonksiyonlara sahip
biyoelementlerdir. Bu biyoelementlere Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu, Co, I vb. bircok
element Ornek olarak verilebilir. Biyoelementler viicutta iyonlar, suda ¢dziinmeyen
anorganik bilesikler ve biyomolekiillerle kompleks olusturmus halde bulunurlar. Bir
elementin biyoelement olarak ifade edilebilmesi ic¢in canlilik fonksiyonlariin
sirdiriilmesine katkisi, eksikliginde 1ise bir bozuklugunun ortaya c¢ikmasi
gerekmektedir. Bu durumda olan biyoelementler esansiyel biyoelement olarak
adlandirilir. Esansiyel biyoelementler genelde 100 mg {istiinde bulunur. Biyokimyasal

reaksiyonlarda enzimlerin prostetik grubunda bulunan veya enzim aktivitesini
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diizenleyen biyoelementler ise organizmda ¢ok az miktarda oldugunda bunlara eser

elementler denir (Burtis and Ashwood 2005; Giindiiz 2008).

Demir, bakir ve ¢inko iyonlari hiicre biiyiimesini ve demir tasima dongiisii etkilerler. Bu
iyonlarin ribontikleotid rediiktaz iizerinde etkilerine bakilmistir. Cinko iyonu enzimi
inhibe ederken, demir ve bakirin enzim flizerine uyarict etkisi oldugu goriilmiistiir.
Karbotiyamitlerin ve tiyosemikarbazonlarin metal komplekslerinin riboniikleotid
rediiktazi inhibe ettigi ve antikanser aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Antikanser
maddelerin hedef enzimi olan protein kinaz C(PKC) Ca*? gibi ikinci mesajcilar ve
fosfolipit hidroliz iiriinleri tarafindan aktive edilir. Bu ailenin dokuz farkli tiyesi gesitli
sinyal iletimi, hiicre biliylimesi/farklilasmasi ve hormon salinimi hiicresel aktivitelere
sahiptir. Timor olusumunu engellemek PKC’nin inhibisyonu onemlidir. Yapilan
calismalar PKC’nin  antrasiklin-Cu(Il) tarafindan inhibe edildigini gosterir.
Serin/fosfotazlar Zn*?, Hg+2, Cu*?, Yb*? ve Sc™ bir dizi d-blok gecis metali iyonlari
tarafindan inhibe olur. Merkezi sinir sisteminin bazi hastaliklarinda metal iyonlarinin
birikimi gézlendi ve bunlarin hastalik patogenezinde nasil bir rol oynadigi arastirildi.
Beyin korteksinde bulundugu bilinen birgok lizozamal ve sitoplazmik proeinazlarin
metal iyonlar tarafindan inhibe edilip edilmedigine bakilmistir. Cu*?, Ccd*?, Pb*, Hg+2
ve Zn*?nin milimolar konsantrasyonlarinin biitiin lizozamal proeinazlar1 inhibe ettigi
bulundu. Ayn1 zamanda sitoplazmik proeinazlarda ¢esitli derecelerde metal iyonlarina
bagl olarak inhibe oldugu goriilmiistiir. Prolin endoniikleaz ve 16sil aminopeptidazin
%>50’den fazlasi sirastyla Zn*? ve Cu*?nin tarafindan inhibe oldugu, Aayrica alanil ve
tripeptidilaminopeptidaz ve prolin endopeptidaz c¢esitli derecelerde Co*? ve Mn*?

tarafindan inhibe oldugu belirlenmistir (Louie and Meade 1999).

Bakir; bir¢ok besinde bulunmasina ragmen en ¢ok karaciger, kabuklu deniz iiriinleri,
baklagiller, ceviz, findik gibi kuru yemisler, daha az miktarda da yumrulu bitkiler ve
yesil sebzeler ve siitte bulunur. Giinliik bakir miktar1 ¢ocuklarda 0,5-0,7 mg/giin
olmasina ragmen yas ilerledikce bu oran artar ve yetiskinlerde 2-3 mg kadar ¢ikar. Bakir
eser agir metallerdendir. Biyolojik sistemlerde hem Cu*! hem Cu*? degerlikli olarak

bulunur. Bu yiizden bakirlh metalloproteinler organizmada oksido-rediiksiyon
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reaksiyonlarina katilirlar. Bakir bileseni oldugu sitokrom oksidaz, SOD, dopamin f3-
hidroksilaz, lizil oksidaz, tirozinaz gibi enzimler vasitasiyla cesitli metabolik olaylarda
yer alir. Ornegin tirozinaz enzimi araciliyla melanin sentezine katildigi igin bakir
eksikligi durumunda sa¢ ve derinin dogal rengi olusmaz. Bakir sinir sistemi
fonksiyonlari, kollajen ve elastinde ¢apraz bag olusumu i¢in gereklidir. Ayrica demir
metabolizmasinda énemli bir roldedir. Bakir eksikligi demir emilimini bozar ve siddetli
bakir eksikligine anemi eslik eder. Erigkin insan viicudu 80-150 mg bakir igerir.
Toprakta yoksunlugu tahil bitkilerini biiyilk oranda etkiler. Ancak fazlasi da c¢ok
zararhdir. Ciinkii boyle yerlerde otlayan kiimes ve agil hayvanlar1 bu fazlaliktan biiyiik
oranda etkilenir. Koyun ve inek, 6teki hayvanlardan daha fazla zarar goriir. Bakir siilfat
siis havuzlarinda ve igme suyu rezervuarlarin da mantar iiremesine mani olmak i¢in

kullanilir (Burtis and Ashwood 2005; Giindiiz 2008).

Cinko, insanlar ve hayvanlar i¢in bliyime ve saglikli olmak igin gerekli olan ve
demirden sonra en bol bulunan ikinci biyoelementtir. Biyolojik sistemlerde sadece 2+
degerlik aldigindan dolayr diger gecis metallerinin katildig1 oksido-rediiksiyon
reaksiyonlarina katilmaz. Genellikle et, siit ve siit liriinleri gibi proteinlerden zengin
besinlerde bol bulunur. Giinliik ¢inko gereksinimi 15 mg kadardir. Insan viicudunda
prostat bezi, semen, karaciger, sinidirim kanali, sa¢, deri, retina, bobrek, kas ve
kemiklerde olmak tizere 1,4-2,3 g kadar ¢inko bulunur. Cinko farkl: tiirlerde yaklasik
300 enzimin gerekli bir bilesenidir. Cinko atomlar1 metalloprotein molekiiliiniin bagl
kismina siki bir sekilde baghdir ve siklikla aktif merkezle iliskilidirler. Ayn1 zamanda
bircok metalloenzimin yapisal kararliligina ve konformasyonuna katkida da bulunur.
Cinko protein sentezinde Onemli rol oynar ve gen ekspresyonunda onemli isleve
sahiptir. Ayrica bag dokusu biyosentezi i¢in temel role sahip oldugundan yara
tyilesmesi i¢in gereklidir. Ayrica immiin sisteminin biitlinliigli ve fonksiyonlar1 i¢in

icinde gereklidir (Burtis and Ashwood 2005; Giindiiz 2008).

Nikel; hayvansal besinler ve yag icerigi diisiik besinlerde az, cikolata, kabuklu kuru
yemisler, fasulye ve tahillarda bol miktarda nikel bulunur. Insanlarda giinliik

gereksinimi 150 pg’dan azdir. Hayvanlarda nikel eksikligi folat ve Bi, vitamini
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metabolizmasinda degisikliklere, demir kullaniminda bozulmaya yol agar. Insanlar igin
nikel tuzlar1 daha diger eser elementlerden daha az toksittir ve nikel toksitasyonu bir
endiistriyel gaz olan nikel karbonile maruz kalma sonucu olusur. Nikel karbonil karbon
monoksitten 100 kat daha toksittir ve kansorejen 6zelliktedir. Endiistride ise genellikle
paslanmaz celiklerin ve bakirla birlikte kupronikel alasimlarin elde edilmesinde
kullanilir. Ayn1 zamanda nikel, s1v1 bitkisel yaglardan kat1 yemeklik yaglarin iiretiminde
oldugu gibi doymamis organik bilesiklere hidrojen katmada katalizér olarak

kullanilmaktadir (Atkins and Jones 1999; Giird6l ve Ademoglu 2013).

Demir; yerkiirede en ¢ok, yer kabugunda en bol bulunan ikinci elementtir. Demir
cevherleri esas olarak ¢elik tiretiminde kullanilir. Et, karaciger, sakatat, yumurta sarist,
deniz {irlinleri gibi hayvansal gidalarda organik yapida iyonlagabilen demir halinse
bulunurken 1spanak, fasulye, taneli bitkiler, hurma, ceviz ve pekmez gibi baz1 bitkiserl
besinlerde anorganik demir tuzlari halinde bulunur. Demir organizmada oksijen
tasinmasi, oksido-rediiksiyon reaksiyonlar1 gibi hayati 6neme sahip bir¢ok fonksiyon
icin gerekli olan bir elementtir. Viicutta bulunan demir miktar1 4-5 g’dir. Viicutta
bulunan demirin biiyiik bir kism1 hemoglobin ve miyoglobinin yapisinda hem grubuna
bagl olarak; kalan kismi ise demirin tasinmasi ve depolanmasiyla gorevli proteinler ve
diger demir igeren bilesiklerde bulunur. Hemoglobinin yapisinda yer alan demir
dokulara oksijen tasinmasinda, miyoglobinin yapisinda yer alan demir ise kaslara
tasinan oksijenin depolanmasinda gorev alir. Sitokrom c oksidaz, sitokrom p450,
katalaz ve peroksidazlar gibi hem proteinler ve demir-siilfiir bilesikleri organizmadaki
redoks reaksiyonlarinda kullanilir. Siiksinat dehidrojenaz, NADPH dehidrojenaz, yag
acil KoA dehidrojenaz gibi flavinli enzimlerde hem yapisinda olmayan demir bulunur

(Atkins and Jones 1999; Giirdol ve Ademoglu 2013).

Kobalt; insanlar i¢in esansiyel olan Bj, vitamininin (kobalamin) yapisinda bulunur.
Insan viicudunda kobalaminin bol bulundugu kemikler, karaciger, bobrek ve kan
hiicreleri olmak iizere yaklasik 1 mg kadar kobalt bulunur. Insanlar besinlerle alnan
kobalt1 kullanarak bundan Bi, vitaminini sentezleyemez. Gevis getiren hayvanlar

tarafindan besinlerle alinan kobalt bu hayvanlarin mikroflorasi tarafindan Bi, vitamini
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sentezinde kullanilir. Bu hayvanlardan kaynaklanan besinlerin tiiketilmesiyle kobalt

dogrudan kobalamin seklinde alinir (Giirdol ve Ademoglu 2013).

Krom; en bol kepekli un, pekmez ve bira mayasinda bulunur. Insan viicudunda 6 mg
kadar bulunur. Yas ilerledik¢e ihtiya¢ duyulan krom miktar1 azalir. Cok sayida
oksidasyon basamagi olmasina ragmen sadece Cr™> ve Cr'® degerlikte biyolojik
sistemlerde bulunur. Krom glukoz ve lipit metabolizmasinin kontroliinde yer alir.
Diisiik molekiil agirlikli krom bilesiginin insiilin etkisini artirir. Insiilin direnci krom
eksikliginin sonucu olusabilir ve insiilin krom olmaksizin glukoz diizenleyicisi olarak

etkisiz oldugu belirlenmistir (Burtis and Ashwood 2005; Giirdol ve Ademoglu 2013).

Kadminyum; ¢inko ve kursun filizlerinin eritildigi maden ¢ikarma sirasinda elde edilen
yan iriindiir. Eklektro plaklamada, yeniden sarj edilebilen nikel bazli bataryalarin
tiretiminde ve organik bazli boyalarda renk verici madde olarak kullanilir. Ayrica tiitiin
tirtinlerinde de kadminyum bulunur. Memeli hayvanlarin bobreklerinde birikmesi
sonucu bobrek hastaliklart meydana gelir. Uzun siire kadminyum aerosolleri teneffiis
edilmesi sonucu akut karaciger bozukluklar1 olusur. Toprakta ve sedimentlerde &teki iki
yiiklii metallere gore daha gevsek tutuldugundan ¢ok hareketlidir. Bu nedenle topraktan
bitkilere, bitkilerden de katlanarak insanlara gecer (Burtis and Ashwood 2005; Giindiiz
2008).

Giimiig; dogal halde nadiren bulunur genellikle kursun ve bakir aritiminin bir yan tiriinii
olarak elde edilir. Giimiis(I) hemen hemen her zaman bileseklerinde +1 yiikseltgenme
basamaklidir. Glimiisiin biiyiik bir kismi fotograf endiistrisinde geri kazanilir. Giimiis
klinik olarak siilfadiazin ile tedavi edilen yanik hastalarinda ve giimiis igeren nazal
dekonjestanlar ile tedavi edilen hastalarda kullanilir. Bu durumlarda hastalarda cildin
subepitelyal tabakasi ve mukdéz membranlar dahil pek ¢ok organda glimiis depozitleri
argiriya adi verilen (cildin grilesmesi) hastaligi goriiliir. Argiriya biiyiime geriligi,
hematopoez, kalp biiylimesi, karaciger dejenerasyonu ve renal tiiplerin harabiyeti ile
karakterize edilir. Serum normal glimiis diizeyi 2 ng/mL’den azdir (Burtis and Ashwood
2005; Giindiiz 2008).
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Kursun; maden filizlerinden elde edilir. Kursunun kararli yapist (kimyasal inertlik) ve
kolay sekil almasi, yap1 endiistride kullanilmasini saglar. Kursunun en énemli 6zelligi
yiiksek yogunlugundan dolayr radyasyon kalkani olarak kullanilmasidir. Kursun
cevremizde ¢ok sik bulunan hem akut hemde hemde kronik toksit bir agir metaldir.
Agi1z yoluyla, inhalasyon veya deriden temas ile alimiyla toksitiye neden olur. Kursun
hem sentezi i¢in gerekli porfobilinojen (PBG) sentazi Fe*? iiretmek i¢in gerekli bir hem
sentezleyici enzim olarak rediiktazi engeller. Rediiktazin inhibisyonu eritrositlerde
protoporfirin birikimine yol agar. Bdylece hem yetersizligine bagli anemi olusur.
Kursun proteinlerdeki sistein siilfidril gruplari ile kovalent baglar olusturan bir
elektrofildir ve tiim doku proteinleri kendine baglanmis olan metali igerirler Kursun
fazlalig1 bobreklere zarar verebilir. Ayn1 zamanda kuvvetli bir ndrotoksittir. Bu nedenle
akut kursun zehirlenmelerinde beyin kanamalar1 dahil cesitli hastaliklar goriilebilir.
Akut olmayan kursun konsantrasyonlari insanda Ogrenme giigliikkleri meydana
getirebilir (Burtis and Ashwood 2005; Giindiiz 2008).
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2. KAYNAK OZETLERI

Pirimidinler niikleik asitlerin anahtar monemerleridir ve katabolik metabolizmalarinin
secimli inhibisyonu, antitlimdr, antimikrobiyal ve antiparasitik ajanlarin dizayninda
onemli bir yere sahiptir. Urasilin 5,6-dihidrourasil’a c¢evrilmesi dihidropirimidin
dehidrogenaz tarafindan katalizlenir, bu da 5,6-dihidrourasil ve karbamoil-p-alaninin
yoluyla B-alanine doniisen urasilin {i¢ basamakli katabolik yolunun ilk reaksiyonunudur.
Memeli dokularinda B-alaninin sadece bu metabolik yolla sentez edilir. Merkezi sinir
sisteminde major inhibitér ndrotransmitter olan 4-aminobiitirik asit (GABA) ile yapisal
olarak iliskilidir. Ilave olarak B-alanininin nérotransmitter bir tasima mekanizmasi
ozelligine sahip baz1 6zel beyin hiicreleri tarafindan alinir. B-alaninin karnozin, anserin
ve N*-(-alanin) lizin gibi kasta ve beyinde transmiter aktivitesi olan dipeptidleri igerir.
Urasilin parg¢alanma metabolizmasinda yer alan {i¢ enzimim beyin sitozolinde yer aldig:

acikca gosterilmistir (Podschun et al. 1989).

DPD enzimi fare (Shiotani and Weber 1981), domuz (Podschun et al. 1989), inek
(Porter et al. 1991) ve insan (Lu et al. 1992) karacigerinden saflastirilmistir. insan,
sinamolgus maymunu, makak maymunu, kopek, rat ve fare karaciger DPD enziminin
aktiviteleri lizerindeki ¢alismada DPD enzim aktivitesinin tiirler arasinda farkli oldugu

gbzlenmistir.

Biiylikten kiicligli dogru siralama yapildiginda sirasiyla fare, rat, insan, kdopek,
sinamolgus maymun, makak maymunu oldugu gozlenmistir. Bu bilgiler yeni
floroprimimidin antikanser ajanlarinin ve DPD inhibitérlerinin preklinik gelisimi igin
insan DPD’sinin in vivo modelleri se¢iminde dikkatli olunmasi gerektigini Onerir
(Sludden et al. 1998). 50 yasinda gliomadan dlen erkek hastadan otopsiyle brons,
bobrekiistii, onikiparmak bagirsagi, karaciger, akciger, dalak, bobrek, pankreas, prostat,
tiroid bezi, kas, testis, beyincik, beyin zar1, boz madde ve akmadde dokular1 alinmistir.
Bu dokular arasinda en yiiksek aktivite sirasiyla dalak, karaciger sonra esit miktarda
onikiparmak bagirsagi ve testis, bobrekiistii bezi, pankreas, akciger ve prostatta

bulunmustur. Diger dokularda ise oldukc¢a diisiik aktivite bulunmustur (Kuilenburg et
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al. 2006). Ayrica periferal mononiikleer kan hiicrelerinde de yiiksek enzim aktivitesi
gostermistir (Kubota 2003). DPD enzimi Alcaligenes eutrophus bakterisinde elde
edilmistir (Schmitt et al. 1996). Domuz DPD’nin c¢cDNA’s1 Escherichia coli’ye
klonlanmis ve ekspress edilmesi sonucunda yiiksek verimde rekombinat enzim elde

edilmistir (Rosenbaum et al.1997).

Urasil ve timin pirimidinleri DNA ve RNA sentezinin Onemli bilesikleridir.
Dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD; E.C. 1.3.1.2) tarafindan 5,6 dihidro iiriinlerine
indirgenen birkag enzimatik reaksiyonun substratlaridir. Bir ¢ok insan dokusunda DPD
aktivitesi bulunmasina ragmen en yiiksek aktivitesi karaciger ve mononiikleer
hiicrelerde gosterir. Urasil ve timinin sirasiyla B-alanin ve B-aminoizobutirik asite
indirgenmesi i¢in hiz sinirlandirici enzimdir. DPD’de bozukluklar sinirsel gelisim i¢in
onemli sonuglart olabilir. Ciinkii bu metabolik yol norotransmiter (sinir ileticisi) olarak
kabul edilen B-alaninin tek endojen kaynagidir. Mononiikler hiicre DPD aktivitesi klinik
fenotip analizi i¢in kullanilir. DPD eksikligi sinirsel sendrom, thymine uraciluria ile
ilgilidir ve konviilsif (kasilan) rahatsizliklar ve zeka geriligi ile tanimlanir. Idrar, plazma
ve beyin omurilik sivisindaki urasil ve timin yiiksek konsantrasyonu ve ¢ok diisiik veya
tespit edilemeyen fibroplast DPD aktivitesi konviilsif rahatizliklar1 ve zeka geriligi olan
bebeklerde bulunmustur. Pedigre (soyagaci) analizi DPD eksikliginin kalitsal otozomal
resesif oldugunu gosterdi. DPD ayni zamanda pirimidin analogu olan 5-florourasilin (5-
FU) parcalanmasini saglayan ve antikanser etkisini diizenleyen anahtar bir enzimdir. 5-
FU kolorektal kanserlerde tek basina kullanilirken, gogilis, bas/boyun ve diger
kanserlerin tedavisinde kullanilir. Diisiik DPD aktivite nedeniyle 5-FU parg¢alanmasinin
bozunmasi, ilacin geleneksel dozlarda alimindan sonra siddetli, yagsami tehdit eden veya
Olimciil diyareye, notropeniye ve/veya norotoksitiye neden olur. DPD enzimini
kodlayan DPYD geninde bazi1 mutasyonlar thymine uraciluria olan ¢ocuklarda ve SFU
ilgili toksititesi olan yetiskinlerde belirlenmistir. Bu mutasyonlar 14. exonun
atlanmasiyla, 534, 543 ve 732 numarali kodonlarda nokta mutasyonuyla ve 1897 nolu
bazda sitozinin silinmesiyle sonuglanan bir splice donor de G’nin A’ya transisyon igerir

buda kodon 637°de, proteinin erken sonlanmasina neden olur (Ridge et al. 1998).
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Pirimidinler niikleik asitlerin anahtar monomerleridir ve katabolik metabolizmalarinin
secimli inhibisyonu antitiimor, antimikrobiyal ve ajanlar1 dizayninda Onemli bir
stratejiye sahiptir. Urasilin 5,6 dihidrourasil ve N-karbamoil yoluyla p-alanine
doniisimiinii  saglayan metaboliik ti¢ basamak dizisnin ilk reaksiyonunu
dihidropirimidin dehidrogenaz (EC 1.3.1.2) tarafindan katalizlenir. Memeli dokularinda
B-alanin biyosentezine onciiliik eden tek metabolik yoldur ve yapisal olarak merkezi
sinir sisteminde Onemli inhibitér nérotransmitter olan 4-aminobiitirik asit (GABA) ile
ilgilidir. Son zamanlarda B-alaninin kendisinin sinaptik transmisyona dahil oldugu
onerilmistir.  lave olarak B-alanin 6zellesmis beyin hiicreleri (yildiz seklindeki
neuroglia hiicresi, astrosit) tarafindan ndrotransmiter tagima mekanizmasi 6zelligi ile
alinir. B-alanin karnozin, anserin ve N-(B-alanin) lisin gibi kasta ve beyinde transmitter
aktiviteye sahip dipeptidleri igerir. Urasilin bozunma metabolizmasinin {i¢ enzimi ayni
zamanda beyin sitozoliinde bulundugu acik¢a gosterilmistir. DPD’nin dogal substratlari
timin ve urasildir, urasil timine gore reaksiyonu %129 daha fazla indirger. Ayni
zamanda 5 pozisyonunda yer alan substrat analoglarinin DPD enzimi tarafindan
pargalanir. Ornegin urasil tiirevleri olan 5-aminourasil ve 5 floraurasil, timine goére
sirastyla %146 ve %156 daha fazla reaksiyon hizi gosterir. Buda gosteriyor ki
pirimidinin substratinin 5 nolu karbonundaki elektron ¢ekici elektron ¢ekici substituent
(H, NH,, F) enzimatik indirgenme i¢in 6nemlidir. DPD sitozin veya oratati substrat
olarak kullanmaz. Dehidrogenaz reaksiyon i¢in 4. karbonda serbest okso veya hidroksil
gruplart 6nemlidir. Eger bu grup bir amino grubu (sitozin) ile yer degistirirse,
pirimidinin C-5 ve C-6 ¢ift bag1 arasinda indirgenme meydana gelmez (Podschun et al.
1989).

Dihidrotimin dehidrogenaz (4,6-dihidrotimin oksireduktaz, EC 1.3.1.2) timinin
dihidrotimine hidrolilizini katalizler. Timin ve urasilin yikim yollarindaki enzimin
biyolojik 6nemi 5 pozisyonunda enzimin yerine ge¢en pirimidin analoglarinin katabolik
yolundaki aktivitesinin inhibisyonu ile goriilmiistiir. Enzim aktivitesi incelenen biitiin
fare hepatomlarinda (karaciger tiimorii) tiimor biiyiime oranlarindaki artisa paralel
olarak azaldig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda azalan aktivite fare kolon kanserinde de

bildirildi. Bu sonuclar bu enzim aktivitesinin hiicre poliferasyonu ile baglantisi
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oldugunu disiindiirmiistiir. Enzim rat karacigerinden saflastirilmasi yapilmis ve enzimin
bir flavoprotein oldugu bulunmustur. Saflastirma boyunca diger NADPH -oksitleyici
enzimlerin ortadan kaldirilmasi dnemlidir. 5 mM 2-merkaptoetanol ilave edilmesi %80
den 90 kadar enzimin aktivitesini korudugu bulunmustur. Bu sonuglar 2-merkaptoetanol
gibi tiyollerin enzimlerin stabilazyonu ic¢in onemli oldugunu diistindimiigtiir. 2-
merkaptoetanolla stabilizasyon siilfidril gruplarin varliginin enzim igin 6nemli oldugunu
ve ya enzimin konformasyonunu siirdirmek (korumak) icin gerekli oldugunu

gostermiistir (Shiotani and Webers 1980).

5-florourasil (FU) ve onun 6ncti ilaci kapesitabin, kanserlerin tedavisinde kullanilan en
yaygin ilaglar arasindadir. Bu ajanlar ya tek ajan ya da karigim halinde bas-boyun,
serviks (rahim boynu), go6glis ve sindirim sistemi (gastrointestinal) kanserlerinin
tedavisinde uygulanirlar. Floropirimidinler ile tedavi miyelosiipresyon (kemik iliginin
calismasinin engellenmesi), kardiyak toksisite, mukozit, el-ayak sendromu (HFS)
(kemoterapinin tetikledigi akral eritem) ve ishal dahil olmak iizere ¢ok sayida olumsuz
yan etkileri rapor edilmistir. Son zamanlarda kapesitabin oral uygulamasinin
kolayhigindan dolayr tercih edilmistir. Ilave olarak kapesitabin 5FU ile
karsilastirildiginda kapesitabinin agiz iltihabi, kellik, ndtropeni (nétrofil 16kositlerinin
kanda azalmasi, radyosyon sonucu gelisen nétropeni), ishal, bulant1 vakalarinda daha az
fakat HFS’1i vakalardaki daha fazla olarak hastalarin daha iyi tolere ettigi bildirilmistir.
Urasilin DPD tarafindan pargalanmasiyla, yalnizca iki inhibitdr norotransmitter olan
gilisin ve y-aminoisobiitirik asitin (GABA) bir yapisal homologu olan endojen f-
alaninin sentezlenir. Tam DPD eksikligi olan pediatrik hastalarin idrar, kan ve beyin
omurilik stvilarinda timin ve urasilin yiiksek seviyeleri bulundugu ve bununda cesitli
seviyelerde norolojik anormalliklere neden olabilecegi rapor edilmistir. DPD, 5FU gibi
florlanmis pirimidinlerin katabolik yikiminda anahtar bir rol oynar. Kanser hastalarinda
alman 5-FU ilacinin >80’den fazlasi florlanmis B-alanine katabolize oldugu rapor
edilmistir. Kalan 5-FU anabolik metabolik yolla birlesmesi dncelikle - TMP nin de novo
sentezi i¢in gerekli bir enzim olan timidilat sentazin (TS) inhibisyonuna ve anti-timor
ve sito-toksik etkilere neden olur. 5FU, SFAUMP’ye doniisiir ve TS ile stabil bir

kompleks olusturur. Bu komplekste daha fazla enzimatik aktiviteyi sinirlandirir, DNA
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ve RNA sentezini ve stabilitezini azaltir. Son 20 yildir SFU tedavisine yanit olarak DPD
aktivite eksikligi ve agir toksitite arasinda nedensel baglant1 yogun olarak c¢aligilmistir.
DPD’i kodlayan gen DPYD insan kromozon bélgesinde 1p22 de yer alir ve yaklasik
950 kb’1 kapsayan 23 ekzon bolgesinden olusur.

DPYD’de varyasyonlarin ¢ogunun enzimatik aktivite iizerinde islevsel sonuglar
olmamasma ragmen 30 iizerinde tek niikleotid poliformizmi (SNPs) ve delesyon
mutasyonlar1 tanimlanmstir. insanlarm %40-50’den daha fazlasinda tam ya da kismi
DPD eksikligine neden oldugu bulunan IVS14 +1 G > A olan varyanta 6zel bir ilgi
gosteriri. Son caligmalarda epigenetik faktorlerin enzim aktivitesini etkileyebilecegini
onerilmistir. DPYD promotorunun anormal metilasyonunun kismi DPD eksikligi
fenotimine neden oldugu bulundu. 5-FU’nun yaygin kullanimindan dolayr DPD
eksikligi ve 5-FU’dan dolay1 agir toksitite onemli bir konudur. 1200 {izerinde hastanin
meta-analizi 5-FU ile tedavi edilen hastalarin %30’dan fazlasinin ilaca bagl toksitite
deneyimi oldugunu ortaya koymustur. Kismi DPD eksikligini gosteren DPD enzimatik
aktivite diistikliigiiniin sikligini ilave ¢aligmalar farkli etnik alt popiilasyonlar arasinda
onemli degiskenlik gostermesine ragmen genel popiilasyonda ilk baslarda %3-5
arasinda oldugu arasinda oldugu tahmin edilmistir. DPD aktivite belirlemek i¢in pek
cok tarama metodu gelistirildi. En yaygin test, yeni testlerin kalitesini karsilastirmak
icin bir kriter (karsilastirma testi) kullanir. 5FU ile radyoaktif isaretli hastalarin periferal
kan momoniikleer hiicrelerinin (PBMCs) ex vivo inkiibasyonunun ve yiiksek-basingl
stvt kromotografisi (HPLC) ile katabolit olusum oraninin sonucunu Ol¢iilmesini igerir.
DPD’nin karacigerde aktivitesi yiiksek olmasina ragmen PBMCs’nin DPD aktiviteleri
arasinda giiclii bir uyum oldugu belirlenmistir ve PBMCs’lerin kullanim1 daha kolay
oldugu icin daha sik kullanilmistir. DPD mRNA’sinin real-time kantitatif PCR’nin DPD
aktivitesini 6lgmek igin alternatif bir yontem olarak distinilmiistiir. Kantitatif PCR
radyoaktif isaretlenmis dencyden daha az karmasik ve nispeten yiiksek verimli
oldugundan daha avantajlidir. Az sayida hasta {lizerinde yapilan son bir raporda DPD
enzim aktivitesini hesaplamak i¢in SFU’1n katabolik yolda son metaboliti olan flora-f3-
alanin (FBAL) plazma seviyesinin HPLC ile Oolgiilmesi oOnerilmistir. FBAL’in

indirgenme seviyesi Onemli Ol¢lide radyoaktif test ile oOlgiilen indirgenmis DPD
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aktivitesi ile ilgilidir. Buna ragmen, bu analiz florapirimidin en az test uygulama

dozajin1 gerektirir (Yen and McLeod 2007).

5-floraurasil (5-FU), ilk olarak Heidelberger tarafindan 1957 yilinda sentez edilmistir,
45 yildan daha fazla siiredir c¢esitli solid kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir.
Japonya da, tegafur, doxifluridine (5-DFUR) gibi 5-FU tiirevleri ve 1:4 oraninda
karistirilmis tegafur ve urasilden olusan bilesik (UFT) 1970 yilindan beri gelistirilmis
oral yolla kanserin tedavisinde kullanilmistir. 1990 ‘l1 yilllarda Birlesik Devletlerde ve
Avrupada, UFT/leucovorin (LV), capecitabine, eniluracil/5-FU, 1M tegatur-0,4 M
gimeracil-1M ostacil potassium (S-1) gelistirildi ve oral kanser tedavisinde florlanmig
pirimidinler ile kullanim1 dikkat ¢ekmeye baslanmistir. Bu ilaglar arasinda, UFT/LV,
eniluracil/5-FU, ve S-1 dihidropirimidin dehidrogenazi inhibe eden floroprimidinler
olarak (DIFs) olarak smiflandirilir. Genel anlamiyla, bu ilaglar DPD (EC 1.3.1.2)’yi
inhibe etmek amaciyla gelistirilmis florlanmis pirimidinlerdir. Dihidropirimidin
dehidrogenaz enzimi karaciger ve mononiikleer hiicrelerde yiiksek aktivite gosterir.
Aboagye ve arkadaslan tarafindan 5-FU’nin %96 nin karacigerde parcalandigi rapor
edildi. Alinan 5-FU’nun kanda eliminasyon yar1 0mrii yaklasik 20 dakikadir. 5-FU
ozellikle karacigerde pargalanmasina ragmen DPD aktivitesi Olgmek i¢in 6rnek
toplamak kolay degildir. Periferal mononiikleer hiicreler (PMNCs) karacigerdeki DDP
aktivitesi ile zayif bir pozitif liner korelasyon gosterdigi icin belirte¢ olarak
kullanilmigtir. PMINCs deki DPD aktivitesi (PMNC-DPD) 5-FU atilimu ters orantilidir.
PMNC-DPD aktivitesi intravendz infiizyon sirasinda kan 5-FU konsantrasyonlarinin
varyasyonlar1 dahil olmak tizere sirkadiyen varyasyonlar gosterdigi bilinmektedir. 5-
FU’in pargalanma tiriinii olan a-flora-p-alanin (F-BAL) ve metabolitlerinin toksititeye
neden oldugu deneysel olarak gosterilmistir. Ciinkii DIF (inhibitoér floroprimidinler)
preperatlar ve inhibitér olmayan DIF preperatlar arasindaki gelistirilmis toksisite
ornekleri acgikca farklidir. DPD’nin inhibisyon ve ya kontroliiniin par¢alanma triinleri
ve toksisiteyi azalttig1 olasilig1 inkar edilemez. Bilindigi lizere timidilat sentaz (TS) 5-
FU’sin hedef enzimidir ve 5-FU’nun duyarliligini etkiler. Ayni1 zamanda DPD’nin de 5-
FU’nun duyarhiligmi belirledigi bildirilmistir. Aboagye ve arkadaslari, 5-FU’nun
%383 niin tiimori kiicliltmeye maruz biraktigini kaydetti. Bu tiimorlerde DPD, 5FU’a
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gore kemoterapi etkisini belirledigi kliniksel olarak dogrulanmistir. DPD, 5-FU’nun
pargalanmasi i¢in hiz belirleyici enzimdir ve 5-FU’nun etkisini belirlemek i¢in TS’den
daha giiclii bir faktér oldugu dislniilmistiir. Bu sonuglar ayni zamanda timor
ilerlemesinin yansitilmasi olarak, DPD’nin prognostik faktor olarak kullanilma
olasiligini akillara getirtmistir. Tiimdrlerdeki DPD aktivitesi veya ekspresyonu kanserin
tiiriine baglt olarak normal dokudan farkli oldugu gosterildi. 5-FU’nun etkinligi ve
farmakokinetigi DPD tarafindan belirlendigi i¢in 5-FU’in  farmakokinetiginin
stabilizasyonu ve etkinliginin artirilmasi1 DPD inhibisyonu vasitasiyla ¢alisilmistir. DPD
inhibitdr etkisi gosteren bu floropirimidinler son zamanlarda DIFs (inhibitor
florapirimidinler) olarak siniflandirilirlar. Bu ilaglarin oral ilag uygulamalari ile
intraveniiz uygulamalar1 arasinda farmakokinetiklerinin karsilastirilabilir oldugu ortaya
cikarildi. Timoérlerde DPD’nin inhibisyonu 5-FU i¢in yiikksek DPD expresyonu ile

direngli tiimorlerin tistesinden gelmek igin etkili bir strateji olabilir (Tetsuro 2003).

Klinik uygulamalarda 50 yildan daha fazla kullanilmasina ragmen 5-FU biiyiik ilgiden
dolay1 hala kemoterapide kullanilmaktadir. Kolektral, gogiis, 6zofajival (yemek borusu
ile ilgili), bas ve boyun tliimoérleri gibi bir¢ok solid kanser yardimci (adjuvan),
neoadjuvan veya palyatif (hafifletici) tedavi ortaminda 5-FU bazli terapiler ile tedavi
edilmektedir. 5-FU tedavisine yanit hastalar arasinda oldukga degiskendir ve bunlardan
%10-30 standart dozlarda hayati tehdit eden siddetli yan etkilere sahiptir. 5-FU’un
katabolik yolagindaki alterasyonlar etkinligini ve yan etkilerinin ortaya ¢ikma riskini
etkiledigi diistiniilmektedir. Dihidropirimidin dehidrogenaz, 5-FU katabolizmasindan
sorumlu anahtar enzimdir ve 5-FU’i 5-flora-5,6-dihidrourasile (5-FUH,) doniistiiriir.
Azaltilmig DPD aktivitesi ile artan oranlarda 5-FU uygulanmasiyla 5-FU sitotoksit 5-
flora-2-deoksiuridin monofosfat’a metabolize olur. 5-flora-2-deoksiuridin monofosfat’ta
TS enzimi ve onun kofaktorii 5,10-metilentetrahidofolat ile kararli {iclii bir kompleks
olusturur, bu komplekste sonradan TS enzimini inhibe eder. Insan hiicrelerinde TS
aktivitesi timidin trifosfatin (dTTP) oOnciisii olan timidilatin (dTMP) tek de novo
kaynagidir. TS’ in inhibisyonu, DNA sentezlenmesini bozan, hiicre dongiisiinii durduran
ve apoptozise neden olan intraseliilar niikleotid havuzunda bir dengesizlikle sonuglanir.

Azalmig DPD aktivitesine sahip olan hastalar bu nedenle mukoz membranlar1 ve kemik
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iligi gibi viicud dokularinda biiylik hiicre oliimlerinin hizlica ¢ogalmasiyla gelisen
siddetli veya Olimciil 5-FU toksitesi riskini artirir. Plazmadaki belirlenmis endojen
oran1 DPD aktivitesi ile iliskili oldugu gosterilmistir ve DPD aktivitesi i¢in bir vekil
marker oldugu diisiiniilmiistiir. 5-FU’nun ayni metabolik yol boyunca urasil (U) gibi
bozundugu i¢in, UHo/U oran1 ayn1 zamanda 5-FU bazli kemoterapilerde ciddi yan
etkilerin riskinin habercisi olabilir.

5-FU uygulanmasindan 6nce UH,/U oranlarin1 degerlendirilir. Bu marker tedaviyi
basglatmadan once siddetli 5-FU toksitesi riskine sahip hastalar1 teshis etme olanagi
verebilir. 5-FUH, ve 5-FU plazma diizeylerinin go6zlenmesi bireysel olarak 5-FU
dozunun ayarlanmasi i¢in tedavi boyunca ilacin etkinligi ve koruyuculugunu artirmak

amaciyla kullanilabilir (Biichel et al. 2013).

Kismi ve tam DPD eksikligi, SFU alimim takiben oliimiide igeren siddetli toksisite
gelisen kanser hastalarina etkileyen farmakogenetik bir hastaliktir. Insan DPD’sini
etkileyen inhibitor ilaglar SFU etkinligini artirir ve daha diisiik dozajlarda ilag alimina

izin verir.

Mutasyonel calismalarda, islevsel olarak onemli bolgelerde yer alan bes rezidiiniin
domuz dihidropirimidin dehidrogenazin katalitik mekanizmasindaki roliinli aragtirmak
amaglanir. Bu enzime pirimidin baglanmasi igin aktif bolge lopunun (halkasinin)
kapanmasiyla beraber katalitik olarak bir sistein kalintis1 (C671) Onemlidir. Benzer
enzim mutantlarinin kinetik karakterizasyonu, aktif bolgenin kapanmasi i¢in halkadaki
H673 kalintisinin protondan arindirilmasi gerekliyken sbstrat taninmasi i¢in S670
onemlidir. Redoks kofaktorlerinin baglayan secilmis kalintilar1 igeren ¢alismalar Q156,
glutamat i¢in mutastona ugrarsa, ilk FeS grubunun sira dis1 koordinasyonundan dolay1
indirgenemez ve aktivite gosteremez bundan dolayr R235 in FAD baglanmasi i¢in

onemlidir (Lohkamp et al. 2010).

Farmakokineik ¢alismalar anabolik yolda 5-FU’1n enzimatik aktivasyonu ve katabolik

eliminasyonu arasinda hassas bir denge oldugunu belirtir. 5-FU’in metabolizmasinin
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katabolik yolu hem sistemli toksitede hemde 5-FU’la dayali anti-tiimor etkinliginin
tedavisinde onemlidir. Pediatride DPD eksikligi dogustan thymine-uraciluria, nérolojik
bozukluklar, bliylime geriligi ve dismorfizm gibi kalitsal hastaliklarla beraber gortiliir.
Aym zamanda DPD aktivetesinin olmadigi veya diisiik oldugu durumlarda mukozit,
graniilositapeni, noropati ve hatta 5-FU ilaci alindiktan sonra oliimiide igeren biiyiik
toksitelerin gelistigi goriildii. Cok sayidaki calismada ilacla tedavi Sirasinda siddetli
toksite ¢eken hastalarin yaklasik %30-50 arasinda DPD eksikligi oldugu goriilmiistiir.
Genel populasyonda kismi veya tam DPD eksikligi %1-%5 den daha az oldugu
distintilir (Hsiao et al. 2007, Dolegowska et al. 2012). Periferal mononiikleer kan
hiicrelerin (PBMN) DPD aktivitesi normal karaciger DPD aktivitesi ile pozitif liner
koralasyon gosterdiginden dolayr gilinlimiizde PBMN total viicut aktivitesi igin
surrogate (yerini tutucu) marker olarak kullanilir. 5-FU’mn parcalanmasida DPD
aktivitesi ve 5-FU atilin1 arasinda ters ilisgki DPD nin roliinii belirtir. insan DPYD geni
yaklagik 150 kb boyutunda, 1p22 kromozomun iizerinde yer alan tek bir gen olarak
bulunur. Biiyiikligi 69 dan 1404 kb arasinda degisen 23 ekzon ve biiyiikligi 1 ile 20
kb arasinda olan intronlardan olusur. Insan DPYD’nin ¢cDNA’s1 110 kDa agirliginda
olan ve 1025 amino asit i¢eren bir proteini kodlar. Sigir, domuz ve insan DPYD genleri
karsilastirildiginda bu tiirler arasinda ¢ok benzer mekanizma ve ii¢ boyutlu yapiyla
genin evrim boyunca olduk¢a korundugu gozlenmektedir. Giiniimiizde DPYD’nin gen
kodlama bolgesinde 2 splice bolge mutasyonlari, 2 anlamsiz (nonsense) mutasyonlari, 5
delesyon mutasyonlari, 32 yanlis anlam (missense) mutasyonlart ve 2 slice
mutasyonlarini i¢eren 40’ten daha fazla mutasyon ve polimorfizm rapor edilmistir.
Mutasyonlarin ¢ogu DPD eksikligi olan hastalarda belirlenmistir. DPD proteini
etkileyen farkli mutasyonlar mekanizmalar1 vardir. DPYD’nin degismez GT siplays
donor bolgesinde G’nin A’ya degisimini, DPD pre-mRNA par¢asinin olusumunda
hatal1 bir siplaysa neden olur. GT splays bolgesinde bir G’nin A’ya mutasyonu DPD
proteininde 14. Egzonda atlamaya neden olur ve DPD proteinde 581-635 amino
asitlerini kodlayan 165 bp kaybolur ve kesikli bir protein olusur. 61C>T ve 1156G>T
anlamsiz mutasyonlar1 tranlasyonun erken sonlanmasina neden olan stop kodonu yaratir
ve islevsel olmayan bir proteine yol acar. Bes delesyon mutasyonlart DPYD geninde

cerceve kaymasi mutasyonuna neden olur ve erken sonlanma meydana gelir. DPD
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mutasyonlarinin ¢ogunlugu olan missense mutasyonlar, DPD aktivitesi iizerinde farkl

etkilere yol agan mutant DPD proteinlerine olusturur (Hsiao et al. 2007).

2.1. Cahismanin Amaci

Kanser hastalar1 kullanilan antikanser ilaglarin yan etkilerinden dolay1 oldukga zor bir
tedavi siireci gecirmektedirler. Tedavinin siirecinin ¢ok uzun olmasit ve siddetli yan
etkilerinden dolayr hastalar iizerinde hem bedenen hemde zihinsel bir¢ok problem
ortaya cikmaktadir. Bu yiizdende kanser hastalarinda depresyon ¢ok siklikla goriilen bir
hastaliktir ve hastanin yasam kalitesini, kendine bakimini, tedaviye uyum ve zamanla
kanserin siddetini, gidisini ve yanitin1 etkiler. Depresyonun seyrine gore pek c¢ok
antidepresan ilac1 hastalara tedavi srasinda verilmektedir. Ayrica daha once yapilan
caligmalarda bazi enzimlerin metallerle ¢esitli komplekslerle olusturarak antikanser

aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir.

5-FU gibi florlanmig pirimidin analoglarinin yapisinda olan ilaglarin pargalanmasinda
yer alan 6nemli bir enzim olan DPD {izerine bu ilaglarin ve metallerin etkisi 6nemlidir.
Ciinkii DPD enziminin kismi ve tam eksikligi hastalar iizerinde cesitli hatta bazi
durumlarda Gliime bile varan toksitelere sebep oldugu gibi hastaligin seyri hakkinda da
bilge vermektedir. Bu sayede hastalarda kullanilacak ila¢ dozunun ayarlanmasinda

kolaylik saglar.

Bu tez kapsaminda 5-FU gibi florlanmis antikanser ilaglarinin par¢alanmasinda gorev
alan enzimlerden biri olan DPD enzimi koyun karacigerinden saflastirildir. Enzimin
saflik derecesi PAGE ile belirlendi ve saflastirilan enzimin en etkili oldugu pH, sicaklik,
Km ile Vinax degerleri gibi kinetik 6zellikleri tespit edidi. Ayrica elde edilen saf enzim
aktivitesi {lizerine essitalopram, mirtazapin, fluoksetin ve haloperidal etkin maddeleri
iceren  antidepresan  molekiiller, 2,6-di-tert-biitilfenol,  2,6-dimetilfenol, 2,6-
diisopropilfenol ve lidokain anestezik molekiillerin etkisi incelendi. Daha 6nce benzer
higbir ¢alismaya rastlanmadigindan dolay1 Ag", Cu*?, Ni*?, zn*2, Co*?, Fe*®, Cr'?, Cd*

ve Pb*? metal iyonlarinin etkisi aragtirildi. Biitiin bu molekiillerin ve iyonlarin enzim



46

tizerine in vitro etkileri arastirildi ve inhibisyon etkisi gdsteren maddeler ig¢in ICsg

degerleri tespit edildi.

Kanser tedavisi sirasinda alinan depresyon ilaglarinin ve diger ilaglarin DPD enzimini
etkileyip etkilemedigi konusunda arastirma yapmak, insanlar i¢in toksik olmayan
dozlarin hesaplanmasini miimkiin kilarak, insan saghigina ve literatiire dnemli katkilar

saglayacagi inancindayiz.
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3. MATERYAL ve METOTLAR

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Standart serum albumin, Amonyum siilfat, Sodyum asetat, N,N,N,N’-tetrametil
etilendiamin (TEMED), Diyaliz torbasi, Sodyum karbonat, , Formaldehit, Sodyum
tiyosiilfat, Sodyum kloriir, Potasyum kloriir, Glutalaldehit, N,N'-metilen bisakrilamid,
Akrilamid, Coomassie brillant blue G-250, Coomassie brillant blue R-250, Brom timol
mavisi, Gliserol, Trihidroksimetilaminometan (Tris), Etanol, Metanol Sigma Chemical
Company’den; Sodyum siilfat, Sodyum dodesilsiilfat (SDS), Giimiis nitrat, Hidroklorik
asit, sukroz, aminoetil izotiyourenyum bromiir, fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), 1,4-
Dithioerythritol (DTT), B-nikotindiamid adnindiniikleotit 2’fosfat (NADPH), Urasil,
Izoproponal E. Merk AG’den; Potasyum dihidrojen fosfat, Sodyum hidroksit,
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Riedel de Haen’den; B-merkaptoetanol Fluka’dan;

Glisin ICN Biomedicals. inc.’den saglanmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanildi.

Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre : Beckman Coulter Du 730 (UV-VIS)
pH metre : Sehott pH-Meter CG840
Elektroforez tanki : Bio Rad (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec

Karistirict (Shaker) : IKA KS 130 basic

Karistirict (Vorteks) : Fisons whirli-mixer

Hassas terazi : Denver Instrument



Otomatik pipet
Afinite kolonu
Calkalayici
Magnetik karistirici
Saf su cihazi

Su banyosu

Kar makinesi
Ultraturaks

Giic kaynagi
Buzdolaplari

Derin dondurucu
(-20°C’ye kadar)
Ultrasantrifiij
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: Eppendorf

:Kapal1 sistem olusturucu (1x10), sigma (ABD)
: Midi Dual 14

: Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI

: Barnstead Easy Pure UV/UF

: Niive

: Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)

: Heidolph SilientCrusher M

: 1-Bio Rad Power Pac 3000

: Siemens

: Sanyo Medical Freezer

: Beackman Coulter (Optima LE-SOK

Ultracentrifuge)

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Biyokimyasal caligmalarda kullanilan c¢o6zeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanig

sekilleri asagidaki gibidir. Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf sudur.

Aktivite 6lciimiinde kullanilan ¢ozeltiler

1. 280 mM KH,PO, ( pH=7,4) ¢ozeltisi: 2,4385 g KH,PO, alinarak 40 ml saf suda
¢oziildii, pH 7,4 yapildiktan sonra (pH metre ile) toplam hacim saf su ile 50 ml’ye
tamamlandi.

2. 20 mM MgCl,.6H,0 ¢ozeltisi: 0,203 g MgCl,.6H,0 alinarak bir miktar saf suda
¢oziildi, toplam hacim saf suile 50 ml‘ye tamamlandi.

3. 8 mM DDT ¢ozeltisi: 0,0617 g DDT alinarak bir miktar saf suda ¢6ziildii, son hacim
saf su ile 50 ml’ye tamamlanda.

4. 600 uM NADPH cozeltisi: 0,0050 g NADPH alinarak bir miktar saf suda ¢oziildi,

son hacim saf su ile 10 mI’ye saf suda tamamlandi.



49

5. 1500 uM Urasil ¢ozeltisi: 0,085 g urasil alinarak bir miktar saf suda ¢6ziildii son

hacmi saf su ile 50 ml’ye tamamlandi.

Homojenat hazirlanmasi i¢in kullanilan tampon:

A tamponu (pH=7,4): 35 mM KH,PQ,, 2,5 mM MgCl,.6H,0, 0,25 M sukroz, 10 mM
EDTA, 2 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 1 mM aminoetil izotiyourenyum bromiir, 5 mM 2-
merkapto etanol ¢ozeltisi: 0,6096 g potasyum fosfat dibazik, 0,05082 g MgCl,.6H,0,
8,55 sukroz, 0,2922 g EDTA, 0,03085 g DTT, 0,001741 g PMSF, 0,02810 g aminoetil
izotiyourenyum bromiir ve 35,75 pL 2-merkaptoetanol alinarak 80 ml saf suda ¢oziildi,

pH’s1 ayarlandiktan sonra hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

DEAE-Seliiloz anyon degisim kromotografisi kolonunda kullanilan ¢ozelti

Jelin hazirlanmasinda kullanilan ¢6zelti 0,2 M Tris/HCI pH 7,2 tamponu: 24,228 g Tris
aliir, 800 ml saf suda ¢oziiliir, pH metre kullanilarak 1 M HCI ile pH 7,2’ye ayarlanir.

Son hacim saf su ile 1 L’ye tamamlanur.

Affinite kromotografisi kolonunda kullanilan ¢ozeltiler

1. I. Rejenarasyon ¢ozeltisi: 0,1 M Na-asetat/ 0,5 NaCl (pH=4,5): 4,1 g Na-asetat ve
14,61 g NaClI alinip 450 ml suda ¢oziildii, pH=4,5’e ayarlanarak ve toplam hacim saf
suyla 500 ml'ye tamamlandh.

2. I1. Rejenarasyon ¢ozeltisi: 0,1 M Tris/ 0,5 NaCl (pH=8): 6,05 g Tris ve 14,61 g NaCI
alinip 450 ml suda ¢oziilecek, pH=4,5’e ayarlanarak ve toplam hacim saf suyla 500

ml'ye tamamlandi.
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DEAE-Seliiloz anyon degisim ve affinite kolonunun dengelenmesi, yikanmasi ve

diyaliz i¢in kullanilan tampon

1. 0,5 mM DTT igeren A tamponu: (35 mM KH,PO,, 2,5 mM MgCl,.6H,0, 0,25 M
sukroz, 10 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 1 mM aminoetil izotiyourenyum
bromiir, 5 mM 2-merkapto etanol (pH 7,4)): 6,0963 g KH,PQO4, 0,5082 g MgCl,.6H,0,
85,575 sukroz, 2,9224 g EDTA, 0,07712 g DTT, 0,01741 g PMSF, 0,2810 g aminoetil
izotiyourenyum bromiir ve 357,5 uL 2-merkaptoetanol alinarak 800 ml saf suda

¢oziildii, pH 7,4’e ayarlandiktan sonra hacmi saf su ile 1000 ml’ye tamamlanda.

Affinite kolonundan eliisyon yapmak i¢in kullanilan tampon

1. 0,5 mM DTT, 1 M KCI ve 0,2 mM NADPH igreren A tamponu (pH=7,4) : 0,6096 g
KH,PO,4, 0,05082 g MgCl,.6H,0, 8,55 sukroz, 0,2922 g EDTA, 0,007712 g DTT,
0,001741 g PMSF, 0,02810 g aminoetil izotiyourenyum bromdir, 7,4551 g KCI, 0,01667
g NADPH ve 357,5 pL 2-merkaptoetanol alinarak 80 ml saf suda ¢oziildii, pH’s1

ayarlandiktan sonra hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlanda.

Bradford yontemiyle protein tayini i¢cin kullanilan ¢ozelti:

1. Coomassie Brillant Blue ¢6zeltisi: 100 mg coomassie brillant blue G-250 rektifi
50 ml %95‘lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave
edilerek ¢ozeltinin hacmi saf suyla 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti

karanlik ortamda muhafaza edildi.

Elektroforez i¢in kullanilan ¢ozeltiler

1.1 M Tris-HCI tamponu (pH:8,8): 12,114 g Tris, 80 ml saf suda ¢oziildi. 1 N HC1 ile

pH:8,8’e ayarlandi, toplam hacim 100 ml’ye tamamlandh.
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2.1 M Tris-HCI tamponu (pH:6,8): 12,114 g Tris, 80 ml saf suda ¢oziildii. 1 N HC1 ile
pH:6,8’e ayarlandi, toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.

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

4. %10’luk SDS: 1 g SDS 9 g saf suda ¢oziilerek elde edildi.

5. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak saf su ile 10
ml’ye tamamlandi.

6. Yiiriitme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin, 450 ml saf suda ¢6ziildii. Daha sonra
bunun {izerine 5 ml %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 500 ml’ye
tamamlandi.

7. %0,1’liik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatér 0,01 M 16 ml NaOH igerisinde
¢oOziindii ve toplam hacim saf suyla 100 ml’ye tamamlandi.

8. 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

ul olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

Giimiis boyamada kullanmilan c¢ozeltiler

1. Tespit cozeltisi: 60 ml saf su, 30 ml %96°lik etanol, 10 ml asetik asit’in
karistirilmasiyla elde edildi.

2. Rediiksiyon Cozeltisi: 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 tamamlandi.

3. Boyama ¢ozeltisi: 100 mg giimiis nitrat, 100 ml saf su’da ¢oziiliip tlizerine 30 pl
formaldehit eklenmesiyle hazirlandu.

4. Yikama Cozeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat, 270 ml saf su’da ¢oziildii ve lizerine
120 pl formaldehit ilave edildi.

5. Yikama c¢ozeltisi 2: 1 ml gliserin ve 250 ml’lik %S51ik asetik asitten karistirilarak

hazirlandi.
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Cahsmada kullanilan metal ¢ozeltilerin stok konsantrasyonlari

1. 0,1 M AgNOg3¢ozeltisi: 0,1698 g AgNOs tartilip 10 ml saf suda ¢oziildii.

2. 0,1 M NiCl; 6H,0 ¢ozeltisi: 0,237 g NiCl, 6H,0 tartilip 10 ml saf suda ¢6ziildii.

3. 0,1 M ZnCl; ¢ozeltisi: 0,1363 g ZnCl, tartilip 10 ml saf suda ¢oziildii.

4. 0,1 M Pb(NOs3), ¢ozeltisi: 0,3312 g Pb(NO3), 10 ml saf suda ¢oziildii.

5. 0,1 M Cr(NOs)3 9 H,O ¢ozeltisi: 0,400 g Cr(NO3); 9H,0 tartilip 10 ml saf suda
¢Ozildii.

6. 0,1 M CoCl,6H,0 ¢ozeltisi: 0,2379 g CoCl, 6H,0 tartilip 10 ml saf suda ¢oziildii.

7. 0,1 M Cd(NOs3), 4H,0 ¢ozeltisi: 0,3085 g Cd(NO3), 4H,0 tartilip 10 ml saf suda
¢Ozildii.

8. 0,1 M FeClj; cozeltisi: 0,1622 g FeCls tartilip 10 ml saf suda ¢oziildii.

9. 0,1 M CuSOQO45H,0 ¢ozeltisi: 0,2496 g CuSO,45H,0 tartilip 10 ml saf suda ¢oziildii.

inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan molekiillerin stok konsantrasyonlar

1. 0,031 M essitalopram ¢ozeltisi: 0,1 g essitalopram tartilip 1 ml suda ¢oziildii.

2. 0,013 M fluoksetin ¢ozeltisi: 0,02 g fluoksetin tartilip, 5 ml suda ¢6ziildii.

3. 0,056 M mirtazapin ¢ozeltisi: 0,015 g mirtazapin tartilip, 1 ml suda ¢oziildii

4. 0,005 M haloperidal ¢ozeltisi: 0,002 g haloperidal tartilip, 1 ml suda ¢oziildii.

5. 0,05 M 2,6-di-tert-biitilfenol ¢ozeltisi: 0,0104 g 2,6-di-tert-biitilfenol alinip 1ml
DMSO’da ¢oziildii.

6. 0,084 M 2,6-dimetilfenol ¢ozeltisi: 0,0103 g 2,6-dimetilfenol alinip, Iml DMSO’da
¢Ozildii.

7. 0,2617 M 2,6-diizopropilfenol (propofol) ¢o6zeltisi: 5,23 M’lik stok 2,6-
diisopropilfenol ¢ozeltisinden 0,05 ml alinip 1 ml DMSO’da ¢oziindii.

8. 0,01066 M lidokain ¢ozeltisi: 0,02133 M’lik stok lidokain ¢ozeltisinden 0.05 ml
alinip, 4,5 ml DMSO’da ¢ozildii.
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3.2. Yontem

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.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

spekrofotometrede kore karsi okundu.

3.2.1.b. Bradford yontemiyle protein tayini

Hazirlanan homojenat amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen enzim ¢ozeltisi ve 2°,
5’ ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemiyle kismi saflagtiritlmig enzim igin
kanitatif protein miktari Bradford 1976 metoduna gore belirlendi. Bu yontemde boya
olarak kullanilan Coomassie Brillant Blue G-250, negatif bir yiike sahiptir ve protein
tizerindeki pozitif yiikke baglanir. Boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595
nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniistimiinii
saglar. Bu yontemin bozucu faktorlere karsi hassaiyeti oldukc¢a azdir (1-100 pg arast).
Reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir ve hizli cereyan eder, iki dakikada tamamlanur.
Tayin islemleri su prosediire gore gerceklestirildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl
konuldu. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi ve 5 ml Coomassie
brillant blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks ile karigtirildi. 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu.
Kor olarak, 0,1 ml enzim numunesinin i¢inde bulundugu tampondan ve 5 ml Coomassie
brillant blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim kullanildi. Elde edilen sonuglardan
absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi.

Saflagtirmanin her asamasinda ortamdaki protein miktarin1 belirlemek i¢in enzim
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numuneleri 20 kat veya daha cok seyreltme yapilarak elde edilen seyreltilmis
cozeltisinden 3 ayn tiipe sirasiyla 50, 100 ve 200 pl alinarak iizerlerine 5’er ml
renklendirme reaktifi eklendi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona
birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Bu islem 3 defa tekrarlanarak 3

ayr1 0l¢limiin aritmetik ortalamasi alinip standart grafikten protein miktarlar1 belirlendi.

3.2.2. Koyun karacigeri DPD enziminin aktivite 6l¢iimii

DPD

Urasil + NADPH . Dihidropirimidin + NADP*

Enzim aktivitesi Shindler ve Bardsley yontemiyle NADPHIn NADP® ya
yiikseltgenmesinden dolay1 harcanan NADPH’1n 340 nm’de takip edilmesi (absorbansin
azalmasi) esasina gore yapildi. Enzim iinitesi 1 mikromol NADPH’1n azalmasina sebep
olan enzim miktar1 olarak tanimlandi. Aktivite Ol¢iimiinde 28 mM K-Fosfat, 2 mM
MgCl,, 0,8 mM DTT, 60 uM NADPH, 150 uM urasil ve enzim ¢ozeltisi ilave edilerek
toplam hacim 1 ml ye tamamlandi. Kontrol tiipiinde enzim ¢odzeltisi yerine tampon

cozeltisi ilave edildi. Aktivite 6l¢lim kiivet icerigi Cizelge 3.1°de gosterildi.

Cizelge 3.1. Koyun karacigeri DPD enziminin aktivite 6l¢im kiivet igerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

.o Hacim Konsantrasyon Hacim Konsantrasyon
Stok Cozeltiler (ul) (MM) (ul) (MM)
Potasyum fosfat 140 28 100 28
Magnezyum kloriir 100 2 100 2
DTT 100 0,8 100 0,8
NADPH 100 60 100 60
Enzim numunesi - - 40 -
Saf su 460 - 460 -
Urasil 100 150 100 150
Toplam 1000 - 1000 -

Aktivite O6l¢im kiivetleri Cizelge 3.1’de gosterildigi sekilde 6nce urasil katilmaksizin

pipetlendi. Sonra urasil, kiivete pipetlenerek spektrofotometreye yerlestirildi ve okuma
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baslatildi. Baglangicta ve dakikada bir olmak {iizere ii¢ dakika boyunca absorbans

degerleri kaydedildi.

Enzim iinitesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanilacak.

AOD , V1 S,

EU/mL=
6,22 Vi

EU/ml = 1 ml’deki enzim {initesi

AOD = Bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22 =1 mM NADPH’1n olusturdugu absorbans degeri (ekstinksiyon katsayis1)
V1 = Olgiimiin yapildig1 kiivetteki son hacim
Ve = Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

St = Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek igin kullanilir)

3.2.3. Koyun karacigeri DPD enziminin saflastirma ¢alismalari

3.2.3.a. Koyun karaciger DPD enzimi icin homojenat hazirlanmasi

Taze sigir karacigeri almarak (15 gram) iizerindeki zar temizlenip bicakla kiigiik
parcalar halinde dograndi. Daha sonra sivi azotla pargalanip ultraturaks yapildiktan
sonra yaklasik 1,5 kat1 kadar A tamponuna (A tamponu: 35 mM potasyum fosfat, 2,5
mM  MgCl, 0,25 M sukroz, 10 mM EDTA, 2 mM DTT, 1 mM
aminoetilizotiyoiirebrobiir, 0,1 mM PMSF, 5 mM 2-merkaptaetanol pH=7,4) alind1.
13.500 rpm de 1 saat, 100000xg’de 1 saat satrifiij edildi. Siipernatant (homojenat)
almarak aktivite bakild1 (protein tayini icin 1,5 ml alindi) ve amonyum siilfat

¢oktlirmesi yapildi.
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3.2.3.b. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

Proteinler ¢ok degerlikli elektrolitlerdir, bu yiizden iyonlara benzer sekilde hareket
ederler. Yeteri kadar yiiksek tuz konsantrasyonunda, bir protein bir ¢ozeltiden kantitatif
olarak ¢oOkeltilebilir. Bu olaymn esasi, yiiksek tuz konsantrasyonunda protein
molekiillerini ¢evreleyen ve ¢Oziniir halde tutan su molekiillerinin tuzdaki iyonlar
tarafindan g¢ekilmesi ve proteinlerin ¢okmesinin saglamasidir. Proteinlerin ¢6kmesinde
molekiil agirlig1 ve iyonik siddet etkilidir. Dolayisiyla degisik tuz konsantrasyonlarinda,
degisik proteinler ¢oker (Lehninger 1993; Keha ve Kiifrevioglu 2009). Elde ettigimiz

eliiatlarda proteinlerin bu 6zelliklerinden faydalanilacaktir.

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi i¢in uygun doygunluk noktasini bulmak amaciyla %0-20,
20-40, 40-60, 60-80 ve 80-90 araliklarinda coktiirme yapildi. Coktiirme islemleri

sirasinda kullanilan kat1 amonyum siilfat miktarlar1 su formiille tespit edildi.

1,77.V. (S,-S;)
3,54 - S,

g(NH4),S0,4 =

V = Siipernatantin hacmi
S1= I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

So,= 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi i¢in, afinite kolonundan elde edilen eliiatlar
birlestirildikten sonra, kati (NH4),SO, yavas yavas porsiyonlar halinde katildi (0°C’de).
Her porsiyon ilavesi sirasinda daha 6nce katilan (NH4),SO4’in ¢6ziinmiis olmasina
dikkat edildi. Coktiirmeden sonra elde edilen ¢ozelti 13.500 rpm de 5°C’de 15 dakika
siireyle sogutmali santrifiijde santriifiij edilerek olusan ¢okelek, A tamponunun
¢Oziinebildigi en az miktarinda ¢oziildii. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen
enzim ¢ozeltisi diyaliz torbasina yerlestirildikten sonra enzimin i¢inde bulundugu A
tamponu karst 1-2 defa degistirilmek suretiyle 24 saat siireyle diyaliz edildi. Diyaliz
islemi magnetik karistirici iizerinde buzdolabi i¢cinde (4°C’de) gerceklestirildi.
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Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra enzimin saflastirilmasi i¢in iki yontem denendi.

I. Yontem;

3.2.3.c. 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonunun hazirlanmasi ve paketlenmesi

10 mI’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2', 5'-ADP Sepharose 4B jeli tartilarak, 400 ml
destile su ile katt maddelerin uzaklastirilmasi igin birka¢ defa yikandi. Yikama
esnasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trompu kullanilarak vakum ile
alind1 ve daha sonra dengeleme tamponu 0,5 mM DTT iceren A tamponu (35 mM
KH,PO,, 2,5 mM MgCl,.6H,0, 0,25 M sukroz, 10 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 0,1 mM
PMSF, 1 mM aminoetil izotiyourenyum bromiir, 5 mM 2-merkapto etanol (pH 7,4)) jel
siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali
kolona paketlendi. Jel c¢oktiikten sonra peristaltik pompa yardimiyla A tampon ile
yikanarak kolon dengelendi. Kolonun dengelenmis oldugu eliiat ile tampon ¢ozeltide
280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin esitlenmesinden anlasildi. Boylece afinite

kolonu hazirlanmis oldu.

3.2.3.d. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Amonyum siilfat ve diyaliz sonrasi alinan numune 0,5 mM DTT igeren A tamponu (35
mM KH2POy4, 2,5 mM MgCl,.6H,0, 0,25 M sukroz, 10 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 0,1
mM PMSF, 1 mM aminoetil izotiyourenyum bromiir, 5 mM 2-merkapto etanol (pH
7,4)) ile dengelenmis olan ve Boliim 3.2.3.c. anlatildigi gibi hazirlanan 2', 5'-ADP
Sepharose 4B afinite kolona tatbik edildi ve kolon ayni tampon ¢ozeltisi ile yikandi.
Yikandiktan sonra kolondan homojenat gecirildi ve homojenat altta toplandi. Daha
sonra kolan rejenere edildi ve dengelendi. Homojenat tekrar kolondan gegirildi. Kolon
yikandiktan sonra enzimin eliisyonu 0,5 mM DTT, 0,2 mM NADPH ve 0,2 mM KCI
iceren A tamponuyla yapildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 35

ml/saat’e ayarland1 ve eliiatlar 1,5’er ml halinde tiiplere alind1.
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II. Yontem,;

3.2.3.e. Asetik asit coktiirmesi

Amonyum stilfat ¢oktiirmesi sonrasi diyaliz edilen siipernatanta pH 4,85 oluncaya kadar
%5’lik asetik asit ¢ozeltsi ilave edildi. Bu pH da 10 dakika karistirildi, 13.500 rpm’de
10 dakika santriifij yapildi. Siipernatant 0,5 M NaOH ile pH 7,3’¢ ayarlandi ve diyaliz
yapild.

3.2.3.f. DEAE-Seliiloz anyon degisim kolonunun hazirlanmasi ve Kkolonun

paketlenmesi

DEAE-Seliiloz anyon degisim kromatografisinde kullanilan kolan dolgu materyali hazir
olarak satin alindigindan dolay1 sisirme islemine gerek yoktur. Islak iyon degisim jeli
15-30 ml/g oraninda ve konsantre 200 mM Fosfat-NaOH tamponu ile karigtirilarak 2-3
dk bekletildi. Daha sonra karisimin pH’s1 asit veya baz ile 7,2’ye ayarlandi. Jelin bir
siire dibe ¢cokmesi beklendi. Daha sonra siipernatant dekante edildi. Dibe ¢dken jel
tekrar tampon ile 15-30 ml/g oraninda siispanse edildi. Uygun hacmi 6lgiilebilen bir
cam silindire tatbik edilen karigimin dibe ¢okmesi beklendi. Siipernatant derhal dekante
edildi. Kolon 1s1 ve giines 15181 olmayan bir yere dikey olarak yerlestirildi. Karigtirilmig
jel ¢ozeltisi kolona dokiildii yercekimine 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 hizin1 sabitlendi. Dengeleme tamponu ile kolonun

dengelenmesi saglandi.

Not: Dengeleme tamponu ile jelin hazirlandig1 tampon ayni olmamali fakat benzer

olmali.
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3.2.3.9. DEAE-Seliiloz iyon degisim kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

DEAE- seliiloz kolonu (3.0x50 cm) 0,5 mM DTT igeren A tamponu (35 mM KH,POy,
2,5 mM MgCl,.6H,0, 0,25 M sukroz, 10 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 1
mM aminoetil izotiyourenyum bromiir, 5 mM 2-merkapto etanol (pH 7,4)) ile
dengelendikten sonra homojenat kolana yiiklendi. Akis hizi 15 ml/h olacak sekilde
ayarlandi. Kolon, A tamponu ile 15 ml/h akis hizinda yikandi ve dengelendi. Kolon
dengelendikten sonra 0,015 M - 0,40 M KCl ile gradiyentli eliisyon yapildi.

3.2.3.h. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Amonyum siilfat ve diyaliz sonrasi alinan numuneye asetik asit ¢oktiirmesi, DEAE
iyon degisim krumotografisi yapildiktan sonra Bolim 3.2.3.d’de anlatildigi gibi
hazirlanan afinite kolonuna tatbik edildi. Afinite kolonu 0,5 mM DTT igeren A tamponu
(35 MM KH,POy4, 2,5 mM MgCl,.6H,0, 0,25 M sukroz, 10 mM EDTA, 0,5 mM DTT,
0,1 mM PMSF, 1 mM aminoetil izotiyourenyum bromiir, 5 mM 2-merkapto etanol (pH
7,4)) tamponu ile dengelendi ve kolon aymi tampon ¢ozeltisi ile yikandi. Kolon
yikandiktan sonra enzimin eliisyonu 0,5 mM DTT, 0,2 mM NADPH ve 0,2 mM KCl
iceren A tamponuyla yapildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 35

ml/saat’e ayarland1 ve eliiatlar 1,5’er ml halinde tiiplere alind1.

3.2.4. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safhiginin belirlenmesi

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

Ayirma jeli s6yle hazirlandi: 5 ml 1M 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, 3,130 ml saf su ve 0,1 ml
%10’luk PER karistirildi.
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Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,410 ml 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 0,400 ml %30
Akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,030 ml %10’luk SDS, 0,030 ml %5°’lik TEMED, 2,450
ml saf su ve 0,1 ml %10’luk PER karistirildi. PER ¢ozeltisi taze hazirland1 ve en son

ilave edilerek hemen jel hazirlandi.

Bunun i¢in elektroforez plakalari 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 sizdirmay1 onleyen siinger ihtiva eden jel
hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirlandi ve enjektdrle plakalarin arasina
ist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Belli bir siire jelin donmas1 beklendi,
ayirma jelinin katilagtigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin {ist
kismindaki bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olugmasi icin tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jeli polimerize olduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikartilarak numune
kuyular1 belirlendi. Jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez
tankina yiiriitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri 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
alt tarafindan (+) anot, iist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 80 voltta 30 dakika
yuriitiildiic ve Ornek ayirma jeline kadar gelip yigildiktan sonra akim 120 volta
cikartilarak numuneler jelin alt siirina gelinceye kadar, yaklasik 1,5 saat kadar
yiriitiildii. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi
yardimiyla anlasildi. Yiiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki

jel dikkatlice ¢ikarild.

Giimiis boyama igin jel shaker tizerinde 30 dakika tespit ¢ozeltisinde, 30 dakika
rediiksiyon ¢ozeltisinde bekletildi. Daha sonra 3 kez 5’er dakika siireyle saf su ile iyice
yikandi. 20 dakika taze hazirlanip karanlikta bekletilmis giimiis nitrat cozeltisiyle
calkalayicinin {izerinde boyandi ve son olarak yikama 1 ¢ozeltisi ile bantlar
belirginlesinceye kadar karistirildi. Siyahlasan sivi dokiildii ve jel yikama 2 ¢ozeltisine

alinarak jel yikandi (Temel 2006).
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3.2.5. Koyun karaciger DPD enziminin karakterizasyon ¢calismalari

Koyun karacigerinden saflagtirilan dihidropirimidin dehidrogenaz enziminin kinetik
Ozelliklerini arastirmak {izere NADPH substrat1 i¢inn optimum pH, optimum sicaklik,
optimum iyonik siddet degerleri bulundu. Daha sonra NADPH ve urasil substratlar1 i¢in

Kwm Ve Vmax degerleri hesaplandi.

3.2.5.a. DPD enzimi icin optimum pH calismalari

Koyun karaciger DPD enziminin optimum pH'sin1 belirlemek amaciyla pH's1 6, 6.5, 7,
7.5, 8, K-fosfat, 8.5 Tris/HCI, 9.0, 9.5 ve 10 olan glisin/NaOH tamponlar1 hazirlandi.
Uygun substrat ¢ozeltisi ile her bir tamponda ayri ayri enzim aktivitesi belirlendi.

Sonuglar grafikler halinde verildi.

3.2.5.b. DPD enzimi i¢in optimum iyonik siddet ¢calismalar:

Koyun karaciger DPD enziminin optimum aktivite saglayan iyonik siddetinin
belirlenmesi amaciyla optimum pH’a belirlendikten sonra optimum pH’da 1, 0.9 , 0.8,

0.7,0.6,0.5,0.4, 0.3, 0.2, 0,1 M K-Fosfat tamponlar1 kullanilarak belirlendi.

3.2.5.c. DPD enzimi i¢in optimum sicakhik calismalari

Optimum sicakligint belirlemek amaciyla 1sitmali sogutmali su banyosu kullanildi.
Aktivite Ol¢imii i¢in gerekli olan tampon ve substratlari ihtiva eden karisim kiivet
icersinde ilgili sicakliga ayarli su banyosunda bekletildi. 0°C ile 80°C arasinda her 10°C

de bir olmak tizere aktivite dl¢limii yapildi.
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3.2.5.d. DPD enziminin stabil pH ¢alismalar:

Enzimin stabil oldugu pH'y1 tesbit etmek i¢in pH'lan1 5, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan
35 mM KH,PO4 tamponlar1 kullanildi. Belirtilen pH'lardaki tampon ¢dzeltilerinin 1
ml’sine 1 ml enzim ¢ozeltisi karistirilarak +4°C’de muhataza edildi. 4 giin boyunca 12
saat arayla yapilan aktivite 6l¢iimiinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi. Sonuglar

grafik ve tablo halinde verildi.

3.2.5.e. DPD enzimi i¢in K, Ve Vax degerlerinin bulunmasina yonelik ¢alismalar

Koyun karaciger dihidropirimidin dehidrogenaz enziminin NADPH substrat1 i¢cin Ky ve
Vmax degerlerini belirlemek amaciyla sabit urasil konsantrasyonunda NADPH’1n 5 farkli
konsantrasyonlariyla aktivite 6lgtimleri yapildi. Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk
grafigi cizildi. Bu grafikten yararlanarak NADPH i¢in Ky ve Vmax degerleri belirlendi.
Ayni sekilde NADPH’1n sabit konsantrasyonunda urasil’nin 5 farkli konsantrasyonunda
aktivite olglimleri yapilarak Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve urasil i¢in Ky ve
Vmax degerleri hesaplandi. Aktivite Olclimleri optimal sartlarda gerceklestirildi
(Lineweaver and Burk 1934).

3.2.5.f. Cesitli ilaclarin etken maddelerinin ve metal iyonlarimin enzim aktivitesi

iizerine etkilerinin incelenmesi

Bu caligmada bazi1 depresyon ilaglarinin etken maddelerinin, lokal anestizik ilag olan
lidokain ve genel bir anestezik olan propol ve tiirevlerinin enzim aktivitesi iizerine
enzim inhibisyon etkileri arastirildi. Ayrica bazi metal iyonlarin enzim aktivitesi izerine
etkilerine bakildi. Bu amagla bu maddelerin ICso degerleri tespit edidi. ICso degerlerini
tespit etmek amaciyla; oda sicakliginda optimum pH da doygun olmayan sabit substrat
(NADPH) konsantrasyonunda ortama farkli hacimlerde metal iyonlar1 ve etken
maddeler ilave edildi. Maddelerin ilave edilmedigi enzim aktivitesi 100 kabul edilerek,
%AKktivite-konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanarak maddelerin

ICs0 degerleri hesaplandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Standart grafik Boliim 3.2.1.b’de anlatildigi gibi hazirlandi. Standart ¢ozeltilerin ug
proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

1,4 -

1,2 A [ J

0,8 -
0,6 -

0,4

Absorbans (340 nm)

0,2

0 @ T T T T 1
0 20 40 60 80 100

ng protein

Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart
grafik

Homojenat, amonyum siilfat, diyaliz ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim
cozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yontemi ile belirlendi. Elde ettigimiz
enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle yapildiktan sonra

Sekil 4.1°deki standart grafikten faydalanilarak protein miktar1 hesaplandi.

4.2. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Koyun karacigerinden Boliim 3.2.3.b’de anlatildigr gibi hazirlanan homojenatta,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in uygun doygunluk noktasini bulmak amaciyla %0-20,
20-30, 30-40 ve 40-50 araliklarinda ¢oktiirme yapildi. Her ¢oktiirme kademesindeki

cokelekler A tamponunun ¢6zebildigi en az miktarindaki ¢oziildii. Hem ¢okelekte hem
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de siipernatantta aktiviteye bakildi. Coktiirme kademelerindeki c¢okelek ve
stipernatantlarin  aktiviteleri Cizelge 4.1’de gosterildi. Koyun dihidropirimidin
dehidrogenaz enzimi igin %30-50 amonyum siilfat doygunlugundaki enzim aktivitesinin

maksimum oldugu goriildii.

Cizelge 4.1. Koyun karacigerinden elde edilen DPD enzimi i¢in amonyum siilfat
¢oktiirmesi doygunluk aralig1 belirleme sonuglari

% doygunluk %00-20 9020-30 %030-40 %040-50
Cokelek - 0,0174 0,092 0,032

Aktivite (EU/ml)

Siipernatant 0,021 0,020 0,012 0,0013

Aktivite (EU/ml)

4.3. Koyun Karacigerinden Saflastirilan Dihidropirimidin Dehidrogenaz

Enziminin Saflastirilmasi Cahsmalan le Tlgili Sonuclar

4.3.1. Koyun karaciger dihidropirimidin dehidrogenaz enziminin saflastirilma

basamaklar

Amonyum siilfat sonrasi hazirlanan homojenat hazirlanan homojenat 2', 5'-ADP
Sepharose 4B afinite kolonuna yiiklendi. Yiikleme yapildiktan sonra kolan tekrar
rejenere yapildi, yikandi ve dengelendi. Dengelendikten sonra alttan alinan homojenat
tekrar kolandan gegirildi. Eliisyon igin ise 0,2 mM NADPH, 0,5 mMDTT ve 0,2 mM
KCl igeren A tamponu kullanildi. Kolondan elde edilen eliiatlara Bradford metoduyla
kantitatif protein tayini ve aktivite tayini yapilarak spesifik aktiviteleri hesaplandi ve

saflastirma katsayisi belirlendi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de gosterildi.
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Cizelge 4.2. Koyun karaciger dihidropirimidin dehidrogenaz enziminin saflastirma
sonugclari

Aktivite . Spesifik

e, | EUmD | D Aot | soverim | S
(EU/mg) Y

Homojenat 0,0174 147,56 0,000118 100 1

(NHy4),SO, 0,0763 147,56 0,00101 109,56 8,52

coktiirmesi

ve diyaliz

2'5'-ADP 0,0188 0,3422 0,0548 8,079 464,20

Sepharose 4B

Afinite

kromatografisi

4.3.1.a. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuclari

Koyun karaciger dihidropirimidin dehidrogenaz enziminin 2', 5-ADP Sepharose 4B
afinite sonucu elde edilen eliiatlardaki enzimin safligin1 kontrol etmek i¢in SDS-PAGE
yontemi kullanildi. Bu amagla Boliim 3.2.4°te izah edilen elektroforez sistemi kurularak
enzim numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve yiiriitildi. Elde edilen bantlari
gosteren fotograf Sekil 4.2°de gosterildi Standart proteinlerin ve enzimin jelde
yurtidiikleri mesafeler 6lgiilerek R¢ degerleri hesaplandi. log MK-Rf degerleri ile grafik
cizildi (Sekil 4.3). Grafikten faydalanarak koyun karaciger DPD mol kiitlesi yaklasik
128,82 kDa olarak hesaplandi.
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«_ DPD

Sekil 4.2. Koyun karaciger DPD enziminin SDS-PAGE fotografi.
Bant b, c, d,e; 2', 5-ADP Sepharoz 4B afinite kolonuyla saflastirilan koyun karaciger DPD enzimi, Bant
a; Standart proteinler: 1. (120 kDa), 2. (85 kDa), 3. (50 kDa), 4. (35 kDa), 5. (25 kDa)

2,2 5 y = -1,0348x + 2,3481
R?=0,9931

1.8 A
1,6

Log MK

14 A
1.2 1

1 T T T 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1
R¢

Sekil 4.3. SDS-PAGE sonucu ¢izilen log MK-R¢ grafigi
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4.3.2. Ikinci yontemle koyun karaciger dihidropirimidin dehidrogenaz enziminin

saflagtirilma basamaklar

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi diyaliz edilen siipernatanta Boliim 3.2.3.e’de
anlatildig1 gibi pH=4,85 asetik asit ¢oktiirmesi ve diyaliz yapildi. Daha sonra hazirlanan
homojenat DEAE-anyon degisim kolonuna yiiklendi. 15 mM-400 mM KCI igeren A
tamponu ile enzime gradientli eliisyon yapildi. 15 mM-100 mM arasinda KCI igeren A
tamponu enzim eliie edildi. DEAE sonrasi elde ettigimiz fraksiyonlar 2', 5'-ADP
Sepharose 4B afinite kolonuna yiiklendi. Eliisyon ise 0,2 mM NADPH, 0,5 mM DTT
ve 0,2 mM KCIl igeren A tamponuyla kullanildi. Kolondan elde edilen eliiatlara
Bradford metoduyla kantitatif protein tayini ve aktivite tayini yapilarak spesifik
aktiviteleri hesaplandi ve saflasitrma katsayisi belirlendi. Elde edilen sonuglar Cizelge

4.2°de gosterildi.

Cizelge 4.3. Koyun karaciger dihidropirimidin dehidrogenaz enziminin saflastirma
sonuglari

Saflagtirma Aktivite Protein irl)(eslf.lk YVeri Saflagtirma
Basamaklar (EU/mI) (mg/ml) ctivite overim Katsayis
(EU/mg)
Homojenat 0,07235 42,00 1,722.10° 100 1
Amomyum Sillfat 0,05493 29,65 1,852.10° 75,9 11
Coktiirmesi
DEAE-Seliiloz Iyon
Degisim 0,02814 0,07826 0,3595 38,9 208,8
Kromotografisi
2’,5’-ADP-Sefaroz
Affinite Kromotografisi 0,01206 0,01739 0,6935 16,7 402,7
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4.3.2.a. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safligimin belirlenmesi

Koyun karaciger dihidropirimidin dehidrogenaz enziminin 2', 5-ADP Sepharose 4B
afinite sonucu elde edilen eliiatlardaki enzimin safligini1 kontrol etmek i¢in 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 bantlari
gosteren fotograf Sekil 4.4’de gosterildi. Standart proteinlerin ve enzimin jelde
yiirtidiikleri mesafeler ol¢iilerek R¢ degerleri hesaplandi. log MK-Rf degerleri ile grafik
cizildi (Sekil 4.5). Grafikten faydalanarak koyun karaciger DPD mol kiitlesi yaklasik
111 kDa olarak hesapland1

DPD ——

Sekil 4.4. Koyun karaciger DPD enziminin SDS-PAGE fotografi.

Bant a, b, c; 2', 5-ADP Sepharoz 4B afinite kolonuyla saflastirilan koyun karaciger DPD enzimi, Bant d;
Standart proteinler: 1. (250 kDa), 2. (150 kDa), 3. (100 kDa), 4. (70 kDa), 5. (50 kDa), 6. (40 kDa), 7.
(30 kDa), 8. (20 kDa), 9. (15 kDa)
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Log MK

0,4

0,6 0,8 1
R

Sekil 4.5. SDS-PAGE sonucu ¢izilen log MK-R¢ grafigi

4.4. Koyun Karacigerden Saflastirilan DPD Enziminin Enziminin Karakterizasyon

Cahismalar ile ilgili Sonuglar

4.4.1. Koyun Karaciger DPD enzimi icin optimum pH ¢alisma sonuclar

Koyun karaciger enziminin optimum pH’s1 Boliim 3.2.5.a’da anlatildig1 sekilde; pH’s1
5,0-8,0 araliginda 280 mM potasyum fosfat ve 8,5- 10 araliginda 280 mM Glisin-NaOH

tampon ¢ozeltileri kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak

belirlendi (Sekil 4.6). Koyun karaciger DPD enziminin optimum pH’s1t 8 olarak

belirlendi.

Cizelge 4.4. 280 mM K-fosfat tamponu kullanilarak koyun karacigern saflastirilan
saflastirilan DPD enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH Aktivite (EU/ml)
6 0,036
6,5 0,059
7 0,072
7,5 0,074
8 0,08
8,5 0,074
9 0,058
95 0,05
10 0,035
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pH

Sekil 4.6. Koyun karacigerinden saflastirilan dihidropirimidin dehidrogenaz enzimi igin
yapilan optimum pH calismasinin sonucuna yonelik ¢izilen Aktivite-pH grafigi

4.4.2. Koyun karaciger DPD enziminin optimum iyonik ¢calisma sonuclar:

Koyun karacigerden saflastirilan DPD enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin
belirlenmesi amaciyla 6nceki calismalarla uygunlugu belirlenen K-fosfat tamponunun
optimum pH’daki degisik konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri Bolim 3.2.5.b’de anlatildigi
gibi hazirlandi. Farkli K-fosfat konsantrasyonlarinda aktivite Olgtimleri yapilarak K-
fosfat konsantrasyonu ile aktivite degerlerinden olusan grafik ¢izildi. Yapilan caligmalar
sonucu koyun karacigerinden saflastirilan DPD enzimi i¢in en uygun iyonik siddetin
900 mM K-fosfat( pH 8,0) tamponu olarak tespit edildi.
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Cizelge 4.5. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enziminin optimum iyonik siddet
icin K-fosfat (pH 8) tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

[KH,PO4] mM Aktivite (EU/ml)
100 0,08038
200 0,08038
300 0,08708
400 0,09244
500 0,08976
600 0,0844
700 0,09645
800 0,1085
900 0,1165
100 0,1045
0,12 -
0,11 A
~~ 0,1 -
E
= 0,09 A
=
£ 008 -
-z
% 0,07 A
0,06 T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[K-fosfat] mM

Sekil 4.7. Degisik konsantrasyonlardaki K-fosfat (pH 8,0) tampon ¢ozeltileri kullanilarak koyun
karacigerden saflastirilan DPD enzimi i¢in yapilan iyonik siddet-aktivite grafigi

4.4.3. Koyun karaciger DPD enziminin optimum sicaklik ¢calisma sonuclari

Koyun karacigerden saflagtirilan DPD enziminin optimum sicakligini belirlemek {izere

optimum pH ve uygun iyonik siddete sahip 500 mM K-fosfat (pH 8,0 ) tampon ¢ozeltisi



72

kullanildi. 0°C ile 80°C arasinda her 10°C’de bir olmak tizere Bolum 3.2.5.c’de
anlatildigr sekilde aktivite Olciimleri yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.6’da

gosterildi. Bu ¢alismalar sonucu optimum sicaklik 50°C olarak tespit edildi.

Cizelge 4.6. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enziminin optimum sicaklig1 i¢in
sicaklik aktivite Ol¢iim sonuglari

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/ml)

0 0,07234

10 0,1085

20 0,1223

30 0,1366

40 0,1379

50 0,1956

60 0,03885

0,2 A
0,16 A
0,12 -

0,08 ¢

Aktivite (E0/ml)

0,04 -

0 10 20 30 40 50 60
Sicaklik (°C)

Sekil 4.8. Koyun karacigerden saflastirilan DPD enziminin optimum sicakligi icin
sicaklik aktivite 6l¢lim sonuglari grafigi
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4.4.4. Koyun karaciger DPD enzimi i¢in stabil pH caliyma sonuclari

Koyun karaciger DPD enzimi igin stabil pH’lar1 Boliim 3.2.5.d’de anlatildig1 sekilde;
pH‘lar1 5,0-8,0 araliginda 35 mM KH,PO,4 tampon ¢d6zeltileri kullanilarak hazirlanan
enzim stoklarinin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi. DPD enzimi

i¢in stabil pH, 35 mM KH,PO, tamponunda pH 6,0 olarak bulundu.

Cizelge 4.7. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enziminin stabil pH’s1 igin 35 mM
KH,PO, kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari (EU/ml).

pH=5 pH=55 | pH=6 pH=6,5 pH=7 pH=7,5 pH=8
Zaman | Aktivite | Aktivite | Aktivite [ Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite
(saat)
0 0,03751 | 0,04823 | 0,05895 | 0,06029 | 0,06967 | 0,05359 | 0,06029
12 0,04555 | 0,05242 | 0,05242 | 0,04689 | 0,06833 | 0,04019 | 0,04689
24 0,06029 | 0,05895 | 0,05091 | 0,0268 0,05761 | 0,05091 | 0,05761
36 0,05359 | 0,04555 | 0,06029 | 0,05091 | 0,04689 | 0,03483 | 0,05895
48 0,06297 | 0,08039 | 0,06698 | 0,06163 | 0,04689 | 0,03483 | 0,05895
60 0,05091 | 0,04287 | 0,05627 | 0,04957 | 0,05493 | 0,05091 | 0,05627

0,09
0,08
2297 —+—pH:5.0
.
£ 0,06 P>
1= —8—pH:55
g o0 H:6.0
20,04 pH:S.
= —%—pH:6.5
00 H:7.0
—%— pH:
< 0,02 pr: £
H:7.
0,01 PH:7.5
H: 8.
0 T T T T T T 1 p 80
0 10 20 30 40 50 60
Zaman (Saat)

Sekil 4.9. Degisik pH’lardaki KH,PO,4 tampon ¢6zeltisi kullanilarak koyun karaciger
DPD enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi
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4.4.5. Koyun karaciger DPD enziminin K, ve V. degerlerinin bulunmasina

yonelik calisma sonuc¢lari

Koyun karacigerden saflastiritlan DPD enziminin NADPH ve urasil substratlari i¢in Ky
ve Vmax degerlerini belirlemek icin Bolim 3.2.5.e’da anlatildigi gibi urasil
konsantrasyonunda NADPH’1n 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite dl¢iimleri yapildi.
Elde edilen degerlerle 1/V-1/[NADPH] Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten
yararlanarak NADPH i¢in Ky ve Ve degerleri belirlendi. Aynmi sekilde NADPH’in
sabit konsantrasyonunda urasil’in 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite olgiimleri
yapilarak 1/V-1/[urasil]- Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve urasil i¢in Ky Ve Vax
degerleri hesaplandi. Bu ¢alismalar sonucunda NADPH i¢in K, degeri 0,023 mM ve
Vmax degeri 0,17 EU/ml olarak; urasil i¢in ise, Kiy degeri 0,017 mM ve Vmax degeri 0,17
EU/ml olarak tespit edildi.

Cizelge 4.8. Koyun karaciger DPD enzimi igin Ky Ve V. degerlerinin bulunmasina yoénelik
NADPH substrati i¢in Ky V& V.« degerlerinin bulunmasina yonelik Aktivite-NADPH derisim
cizelgesi

[NADPH] pM Aktivite (EU/ml)
0,0833 17,358
0,0417 11,141
0,0278 9,452
0,0238 9,328
0,0167 8,418
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20 -
15 7 y = 135,53x + 5,8998
R? =0,9933
=
10 -
0,08 0,04 0 0,04 0,08 0,12
1/[NADPH] pM

Sekil 4.10. NADPH substrat1 i¢in Ky Ve Viax bulunmasia yonelik 1/V-1/[NADPH]
cizilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.9. Koyun karacigerden saflagtiritlan DPD enziminin urasil substrati i¢in Ky ve
Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik Aktivite-urasil derisim ¢izelgesi

1/[Urasil] pM

[Urasil] pM Aktivite (EU/ml)
0,0667 15,660
0,0133 9,823
0,0111 8,489
0,00952 8,389
0,00762 7,622
20 ~
y=126,97x+7,2719
15 A R2=0,9757
2 10 -
5 -
-0,I08 -0:04 0 0 O,I04 0,I08

Sekil 4.11. Urasil igin
Lineweaver-Burk grafigi

Km Ve Vi bulunmasma yonelik 1/V-1/[Urasil]

cizilen
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Cizelge 4.10. Koyun karacigerden saflastirilan DPD enziminin urasil ve NADPH
substratlar1 i¢in Ky, Vimax ¢alismalart sonuglari

Urasil 17,46 0,14
NADPH 22,97 0,17

4.5. Koyun Kkaracigerden saflastirilan DPD enziminin aktivitesi iizerine bazi
antidepresan-anestezik  molekiillerin ve metal iyonlarnmin  etkilerinin

belirlenmesine ait calisma sonuclari

45.1. Koyun karacigerden saflastirilan DPD enziminin aktivitesi iizerine bazi
antidepresan ve anestezik molekiillerin etkilerinin belirlenmesine ait calisma

sonuclari

Koyun karaciger enzim aktivitesi tizerine essitalopram, fluoksetin, mirtazapin,
haloperidal antidepresan molekiillerin ve propofol, 2,6-di-tert-biitilfenol, 2,6-
dimetilfenol anestezik molekiillerin etkilerini incelemek amaciyla bu maddelerin stok
cozeltileri hazirlandi ve koyun karaciger DPD enzimi iizerine etkileri arastirildi.
Calismalar sonucu elde edilen inhibisyon etkileri Cizelge 4.11-4.18’de verildi.
Konsantrasyona kars1 %Aktivite grafikleri Sekil 4.12-4.19°da gosterildi.
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Cizelge 4.11. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enzim aktivitesi iizerine essitalopram
etken maddesi ile yapilan ICsy calismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney

prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii
s |.ElE|l2|E|E|E|E.EE|2|E|E|E |2
g BE| = £ = R = | = B8E = £ E = = = 2 E:.
= > S = = > 8 =
Z|8Elo|E|le|2|23|%|18Eloc|lkE|la|2|3|% || =
= L © (2] = < “c_\s - — B < [=)) = < 4& St b o —_—
E Sl S| o | 2| |25 Fls| e | 2|38 €| > |18
= =

ol 0141010]010)010 046 | - |01010) 0,10 | 0,0 | 0,10 | 0,46 - 0,10 | 100 0
% =[0,14 [ 0,10 | 0,10 [ 0,10 | 0,40 | 0,06 0,10 0,10| 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,40 | 0,06 | 0,10 | 84,48 | 1850
£ = 0,14 ] 0,10 | 0,10 | 0,20 | 0,39 |0,07]0,20|0,10| 0,10 | 0,20 | 0,10 | 0,39 | 0,07 | 0,10 | 75,86 | 2158
.'-'i %/ 0,14 | 0,20 | 0,10 | 0,10 | 0,38 | 0,08 |0,10)0,10| 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,38 | 0,08 | 0,10 |58,01 | 2466

0,14 | 0,10 | 0,10 | 0,20 | 0,36 | 0,10]0,200,10| 0,10 | 0,20 | 0,10 | 0,36 | 0,10 | 0,10 | 37,92 | 3083

120 -
y=-0,0288x+ 100

100 R?=0,9832

% Aktivite
(o)}
o

0 T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

[Essitalopram] pM

Sekil 4.12. Koyun karaciger DPD enzim igin essitalopram etken maddesi ile elde edilen
%Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.12. Koyun karacigerinden saflagtirilan DPD enzim aktivitesi {izerine mirtazapin etken
maddesi ile yapilan 1Csq ¢alismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii

| S S| == || E|= o= ||| 2| E| =8
SIgE E|E|E|E| | E|RE|E|E|E|E| | E|Z] =
:é % ol <~ =~ T S 2 = |[Ba|l = =~ T S 2 = kv =
Z2ElQ|E|a |2 |2 | B|8E|lQ|lE|a |2 |38 || =

B <l 2 o) < I = = < | 2 o < S = = o

= = pzd n E -} = = 2 (%] = =) >
0,14 0,20 | 0,10 | 0,10 | 0,46 - 01 | 0,20 | 0,10 | 0,10 | 0,20 | 0,46 - 0,10 | 100 0

0,14 0,20 | 0,20 | 0,20 | 0,36 | 0,10 | 0,20 | 0,20 | 0,10 | 0,10 | 0,20 | 0,36 | 0,10 | 0,10 |56,07 | 75,37
0,14 0,10 | 0,20 | 0,20 |0,345|0,115| 0,10 | 0,20 | 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,345|0,115| 0,10 (45,16 | 86,68
0,14] 0,20 | 0,10 | 0,10 |0,235|0,225| 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,235|0,225| 0,10 |24,92 | 169,6
0,14] 0,20 | 0,10 | 0,10 |0,190|0,270| 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,190 0,270 | 0,10 |21,82 | 203,5
0,14] 0,20 | 0,10 | 0,10 (0,160 0,30 | 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,160 | 0,30 | 0,10 |15,58 | 226,1

[Mirtazapin] pM

120 -+

y= 100e—0,008x
R?2=0,9893

100

80 -

40 -

% Aktivite

20 A

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

[Mirtazapin] uM

Sekil 4.13. Koyun karaciger DPD enzim aktivitesi i¢in mirtazapin etken maddesi ile
elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.13. Koyun karacigerinden saflagtirilan DPD enzim aktivitesi iizerine Fluoksetin etken
maddesi ile yapilan ICsy caligmasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii
s 2| E|e|E| 2| E|Els5E|z|EE|E| g
= ‘G = T > 2 = |1%al | 7| T > 2 = kv,
EI8E Q| E |zl 2| 2 |B|CEQ|E|lz|2|2| 8% =
= (] > a) < @ E = © 2 [a) < @© E 5 Q
= = Pz (%] £ ] = z (%5} E ) o
— 0,14 | 0,20 | 0,10 |0,10| 0,46 - 01(010(0,10({0,10/0,10/0,46| - 0,10 100 0
= 0,14 | 0,20 | 0,10 |0,20| 0,385 | 0,10 |0,10/0,20|0,10|0,10|0,10/0,385/0,10| 0,10 | 79,81 | 4,85
ﬁ =014 | 010 | 0,10 |0,20] 0,285 | 0,115 | 0,10 0,10 0,10|0,10|0,100,285|0,115| 0,10 | 69,55 |11,31
g =014 | 010 | 0,10 |0,10| 0,265 | 0,225 |0,100,10|0,10|0,100,100,265/0,225 0,10 2,11 |12,6
g 0,14 | 0,20 | 0,10 |0,20| 0,26 | 0,270 {0,10/0,20/0,10/0,10|0,10|0,26 |0,270] 0,10 41,48 |12,93
0,14 | 0,20 | 0,10 |0,20| 0,21 | 0,30 |0,20/0,20/0,20/0,10/0,10/0,210,30]| 0,10 | 39,04 |16,16

120 -

100 y=-3,6924x+ 100

R?=0,9026

60 -

% Aktivite

40 -~

20 T T T )
0 5 10 15 20

[Fluoksetin] pM

Sekil 4.14. Koyun karaciger DPD enzim i¢in fluoksetin etken maddesi ile elde edilen
%Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.14. Koyun karacigerinden saflagtirilan DPD enzim aktivitesi iizerine haloperidal etken
maddesi ile yapilan ICsy ¢calismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii
BB
2 |G = T > 2 = |56 o & | T > 2 = kv
Z |8Elo|Ela| 2| 2 |3|$ElolEla| 2| 2| %3 || &=
= 25| <| % = = Sl 2o | < | B e 5 L

= Pz (9] = ] =l = Pz (%] = ] [S)
= =

_. 1014|010]0,0)0,10| 0,46 - 0,1/010/0,10|0,10|0,10| 0,46 - 0,10 | 100 0
£ 0,14)0,10]0,10]0,10| 0,385 | 0,10 |0,10]0,10|0,10|0,20|0,10| 0,385 | 0,20 | 0,10 | 79,81 | 4,85
ﬁ =(014/0,10/0,10|0,10] 0,285 | 0,115 | 0,10 0,10 0,10/ 0,10|0,10| 0,285 | 0,115 | 0,10 | 69,55 | 11,31
g =/0,14/0,10/0,10)0,10 0,265 | 0,225 | 0,10]0,10/0,10|0,10|0,10| 0,265 | 0,225 | 0,10 |52,11 | 12,6
L 1014]0,10|0,10/0,10| 0,26 | 0,270 |0,10|0,10|0,10]0,10/0,10| 0,26 | 0,270 | 0,10 41,48 | 12,93

0,14)0,10)0,10|0,20| 0,21 | 0,30 |0,10|0,10{0,20|0,20|0,20| 0,21 | 0,30 | 0,10 | 39,04 | 16,16

110
y = 100e-0.007x
90 a R2 = 0,9445
[<B]
—
= 70
)
<
50 -
S
30 -
10 . . ; .
0 50 100 150 200
[Haloperidal] uM

Sekil 4.15. Koyun karaciger DPD enzim igin haloperidaletken maddesi ile elde edilen
Aktivite Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.15. Koyun karacigerinden saflagtirilan DPD enzim aktivitesi {izerine 2,6-di-tert-
biitilfenol etken maddesi ile yapilan ICsy ¢alismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon

deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii

: LEE[S|E|E| E|E|,EE|E|E|E| E|E|¢
= = 2 | =3g =~ |2 2 | =] £

: |SE[Q|E|8 2| E|BIEEQE|g| 2|28 2=
= S| |z| & £ |25 F S| 2| & e R

o= =
0,14[0,10/0,10|0,10| 0,46 - 0,1(0,10/0,10|0,10|0,10| 0,46 - [0,10] 100 0

. E 0,1410,10/0,100,10| 0,445 | 0,005 | 0,10|0,10/0,10|0,10|0,10 | 0,445 | 0,005 | 0,10 | 84,48 | 1850
$=7014)/0,10/0,10/0,10| 0,425 | 0,035 | 0,10|0,10]0,100,10 /0,10 | 0,425 | 0,035 | 0,10|75,86 | 2158
=t 5014/010)0,10|0,10| 0,420 | 0,040 |0,20|0,10|0,10|0,10| 0,10 | 0,420 | 0,040 | 0,10 | 58,01 | 2466
—+%0,14]0,10]0,20]0,10[ 0,415 | 0,045 [0,10[0,10]0,10|0,20]0,10] 0,415 | 0,045 [0,10] 37,92 | 3083

120 -
y= 100e-4.278x

100 R?=0,882

%6 Aktivite
3

0 ; ; ; ; .
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

[2,6-di-tert-biitilfenol] puM

Sekil 4.16. Koyun karaciger DPD enzim igin 2,6-di-tert-biitilfenol etken maddesi ile
elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.16. Koyun karacigerinden saflagtirilan DPD enzim aktivitesi tizerine 2,6-dimetilfenol
etken maddesi ile yapilan ICsy calismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney

prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii
AR EEHE
= B o <~ T > 2 = |6 o] = T > 2 = kv
= 8 Q|E|lz| 2| E |8 fEQ|E|a| 2| 2|8 2| =
= S| Z2| 8| E|S| Fl2|e2]8 ] E|>5]F
— [014/0,10/0,10]0,10| 0,46 - 0,1]0,10]0,10|0,10|0,10| 0,46 - 0,10| 100 0
e |0,14(0,10|0,10|0,20| 0,385 | 0,075 | 0,10 /0,10{0,10|0,10] 0,20 | 0,385 | 0,075 | 0,10 | 79,69 | 53,21

gé_ﬁ 0,1410,10/0,10|0,20| 0,375 | 0,085 | 0,10 {0,10|0,10|0,10|0,10| 0,375 | 0,085 | 0,10 | 50,00 | 79,81
&% 9024|0,10(0,10(0,20| 0,36 | 0,10 |0,10{0,10|0,10/0,10|0,10| 0,36 | 0,10 |0,10|48,44 | 106,4
£ [014[0,20]0,10]0,10] 0,31 | 0,15 [0,10/0,10/0,10[0,20[0,20| 0,31 | 0,15 [0,10[40,00 [ 133,0
© J0,14]0,10]0,10]0,10] 0,285 [ 0,175 | 0,100,210 0,10[0,20] 0,10 | 0,285 [ 0,175 [ 0,10 | 35,93 | 159,6

120 ~

100 y = 1006-7E-04x
R?=0,9195

80 -

60 -

%0 Aktivite

20 A

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
[2,6-dimetilfenol] pM

Sekil 4.17. Koyun karaciger DPD enzim i¢in 2,6-dimetilfenol etken maddesi ile elde
edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.17. Koyun karacigerinden saflagtirilan DPD enzim aktivitesi {izerine 2,6-
diisopropilfenol (propofol) etken maddesi ile yapilan 1Csq ¢alismasinda kullanilan %Aktivite-
Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii
TEEEEEEEEEEEEEEE
s BES|eE|S| | |EgES|e|s| | 5|5 2 =
= = > = = = 3 = =
S ISEQ|E|8 | 2| 2 |BISEQ|E|E| 2|2 |EB| %=
= Fls|e|lz| & £ |3 FlS|21Z2| & £ |5 ¥

£ £
— 10,14/0,10|0,10|0,10| 0,46 - 0,1]0,10{0,10|0,10|0,10 | 0,46 - 0,10 | 100 0
8~20,14(0,10|0,10|0,10| 0,45 | 0,01 |0,10/0,10|0,10|0,10(0,10| 0,45 | 0,01 |0,10|84,48 | 1850
. §.= 0,14(0,10|0,20|0,10| 0,41 | 0,05 |0,10|0,10|0,10|0,10(0,10| 0,41 | 0,05 |0,10 (75,86 | 2158
2;2 £0,14(0,10/0,20(0,10| 0,335 | 0,125 | 0,10/ 0,10{0,10/0,10{0,10] 0,335 | 0,125 |0,10|58,01 | 2466
—©+0,14]0,10[0,10[0,10] 0,260 | 0,20 |0,10[0,10]0,10]0,10[0,10] 0,260 | 0,20 |0,10]37,92 | 3083
120 -
y = 100e-0,003x
100 R2=0,9009
L 80 -
=
£ 60 -
<
R 40 -
20 A
O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
[2,6-diisopropilfenol] uM

Sekil 4.18. Koyun karaciger DPD enzim igin 2,6-diisopropilfenol (propofol) etken
maddesi ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.18. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enzim aktivitesi iizerine lidokain etken
maddesi ile yapilan ICsy caligmasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii

. o=l alsl=| Bl = oS | || = E = =
s gEE|E|E|E|Z|EREE|E|E|E| | E| 2| =
2 |5 o~ = Tl =(Bg | g = < =
zZ |$Elo|E|le|2|2|%|8Eo|E|le|l 2| 2| % || =
=g 2lo|s|5|2|5|"s&|6|S| 5|2 |57

Hl = 2|6 |22 K2 Z| o | E| 2|
— |0,14]0,10|0,20|0,10|0,46| - | 01]0,10|0,10/0,10|0,10| 0,46 - 0,10 | 100 0
-% 0,14|0,10/0,10|0,10|0,41|0,05|0,100,10{0,10|0,10|0,20| 0,41 | 0,05 | 0,10 | 84,48 | 1850
< 10,14]0,10/0,10]0,10/0,36]0,10[0,10[0,10] 0,100,120 0,20] 0,36 | 0,10 | 0,10 |75,86 | 2158
B =1(0,14(0,10/0,10|0,10|0,31|0,15|0,10|0,10{0,10/0,10|{0,20| 0,31 | 0,15 | 0,10 | 58,01 | 2466
= =[0,14]0,10]0,10]0,10]0,285/0,175/ 0,10 | 0,10 0,10] 0,10 [ 0,10| 0,285 | 0,175 | 0,10 | 37,92 | 3083

120 -~

100 y = 1ooe-0,04GX
R2=0,976

% Aktivite
3

40 A
20
0 . . . .
0 10 20 30 40
[Lidokain] pM

Sekil 4.19. Koyun karaciger DPD enzim i¢in lidokain etken maddesi ile elde edilen
%Aktivite-Konsantrasyon grafigi

4.5.2. Koyun karaciger DPD enziminin aktivitesi iizerine bazi1 metal iyonlarinin

etkilerinin belirlenmesine ait calisma sonuclari

Koyun karacigerden saflastirilan DPD enzimi aktivitesi {izerine Ag+, Cu+2, Ni+2, Zn+2,
Co™, Fe*® Cr*?, Cd*? ve Pb*? metal iyonlarmin etkisi aragtirmak amaciyla bu
maddelerin stok ¢6zeltileri hazirlandi ve koyun karaciger DPD enzimi iizerine etkilerine
bakildi. Caligsmalar sonucu elde edilen inhibisyon etkileri Cizelge 4.20-4.28’de verildi.
Konsantrasyona karst %Aktivite grafikleri Sekil 4.20-4.28°de gosterildi.
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Cizelge 4.20. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enzim aktivitesi iizerine Ag® iyonu ile
yapilan ICs caligmasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii
LB E[S|E|E| E|E|,EE|E|E|E|E |2
tgES|E|S| S| 2 |SEES|E|S| s 2|82 =
ZI8Elo|E|&a| 2| 2 |%(8Elo|lE|a| 3|2 3|2 =
s L & D = < = = S IL gl D = < * = © S =
. H =S| 9|2 n = -] H S| el 2 n c > >
= =

0,1410,10)0,10]0,10| 0,46 - 0,1010/0,10|0,10|0,10| 0,46 - 0,10| 100 0
% 0,14]0,10|0,10|0,10| 0,45 | 0,01 |0,10|0,10|0,10|0,10|0,20| 0,45 | 0,01 |0,20| 75,43 | 50
—10,24(0,10/0,10/0,20| 0,44 | 0,02 |0,10{0,10/0,10/0,20/0,10| 0,44 | 0,02 |0,10| 61,41 | 100
2 0,1410,10)0,10]0,10| 0,435 | 0,025 10,10{0,10{0,10|0,10{0,10| 0,435 | 0,025 | 0,10 | 55,49 | 125
—[0,24]0,10]0,10]0,10] 0,42 | 0,04 [0,10/0,10]0,10]0,10|0,10] 0,42 | 0,04 [0,10] 40,35 | 200

120 -
y = 100e-0:005x
100 R2=0,9924
3
S 80
)
<
60
S
40
20 T T T T 1
0 50 100 . 150 200 250
[Ag*] pM

Sekil 4.20. Koyun karaciger DPD enzim icin Ag" iyonu ile elde edilen %Aktivite-
Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.21. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enzim aktivitesi iyonu iizerine Cu*
iyonunun etkisi i¢in yapilan 1Csy calismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney

prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii
s LEE|g|E|E|E|Es8E|g|E|E| 2 2|8
EBElS|E|S| s | |SgES|E|s| ||| 2| =2
= © of = T > = = |o g = T > = = X
ZIEEQ|E|Z| 2| 2 | E8CEQ|E|E| 2 E| 8| =
= Fls|12lz| & £ | S| FlS|O|Z2]| & c = BN
S S

0,1410,10]0,10]0,10| 0,46 - 0,1010/0,10|0,10|0,10| 0,46 - 0,10 | 100 0
s _1014/0,10|0,10]0,10| 0,435 | 0,025 |0,10]0,10]0,10{0,10|0,10| 0,435 | 0,025 | 0,10 | 88,33 | 125
BE 0,14)0,10)0,10|0,10| 0,41 | 0,05 |0,10]0,10|0,10|0,20|0,20| 0,41 | 0,05 | 0,10 75 250
= 014/0,10)0,10]0,10| 0,36 01 |0,10|0,10|0,10{0,10{0,10| 0,36 0,1 0,10 50 500

0,14(0,10{0,10/0,20f 0,35 | 0,11 |0,10/0,10|0,10]0,10(0,10| 0,35 | 0,41 | 0,10 | 33,44 | 550

110
100
90
80 -
70 -
60 -
50 A
40 A
30 A

20 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

[Cu*?] pM

y=-0,108x + 100
R>=0,9607

% Aktivite

Sekil 4.21. Koyun karaciger DPD enzim igin Cu*#nin tyonu ile elde edilen %Aktivite-
Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.22. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enzim aktivitesi iizerine Ni*? iyonunun
etkisi i¢in yapilan ICs calismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii

5.5 8 g|E|E|E|El.EE| s |E|E| |8 &
2isf S E|l =] < 5| = s E & S = = = E = 21
2 |g gl = T > 2 = |% | = ~ T > 2 = kv
ZI8Elo|lE|z|2|2|%|8Elo| E|g |2] £ |%3| 2 =
£ S 2| N0 < T = = ol 2 n < S = = °

= Z| o | = ) =l = zZ » = D >
s 0,14)0,100,10|0,10|0,46| - | 0,1 |0,10|0,10| 0,10 | 0,10 | 0,46 - 0,10 | 100 0
< 10,14|0,100,10/0,10|0,41]0,05/0,10/0,20{0,10| 0,20 | 0,20 |0,41) 0,025 | 0,10 | 85,63 25
& 0,14|0,100,10|0,10|0,36|0,10|0,10|0,10|0,10| 0,10 | 0,10 |0,36| 0,05 | 0,10 | 60,94 50
= (0,14/0,10{0,10|0,10|0,35|0,11|0,10|0,10|0,20| 0,10 | 0,20 |0,35| 0,1 [ 0,10 | 48,44 55
—10,14]0,20(0,10|0,10{0,31|0,15|0,10 |0,10|0,20| 0,20 | 0,10 [0,31| 0,11 | 0,10 | 43,55 75

120 -
y=-0,7955x + 100
100 R2=0,956
3
S e
e
<
60
X
40 o
20 - - - - - - - -
0 10 20 30 40 50 60 70 80
[Ni*?] pM

Sekil 4.22. Koyun karaciger DPD enzim igin Ni*#nin iyonu ile elde edilen %Aktivite-
Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.23. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enzim aktivitesi iizerine Zn*?iyonunun
etkisi i¢in yapilan ICs ¢calismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii

R EEHEECEEEEEEE
2| % = T > 2 = |1%al | 7| T > 2 = v
Z|8E|lo|lE|a| @ 2 | 2|8Elo|Elal| 2 |33 < =
E I (=) o < "'a E — < (=) o < "’cE ..E —_ o

— = pd n E = = 2 n = ) >
s 0,14 10,10|0,10|0,10| 0,46 - 0,1]0,10{0,10]0,10|0,10| 0,46 - 10,10| 100 0
| 014 |0,10|0,10(0,20| 0,38 | 0,08 |0,10{0,10{0,10/0,10|0,10| 0,38 |0,08|0,10| 77,23 | 560
& | 014 |010]0,10/0,10)| 036 | 0,10 |0,10)0,10|0,10/0,10)0,10| 0,36 |0,10/0,10] 57,58 | 700
,S‘ 0,14 |0,10|0,10|0,20| 0,32 | 0,14 |0,10|0,10|0,10(0,10|0,20| 0,32 |0,14|0,10| 45,45 | 980
—1 014 |0,20|0,20|0,10| 0,31 | 0,15 |0,10|0,10|0,10|0,10|0,20| 0,31 |0,15|0,10| 31,83 | 1050

120 -
100 y=-0,0584x+ 100
2 _
@ R2=0,9461
S 80 -
)
<
60 -
]
40 -
[ ]
20 : : : : : -
0 200 400 600 800 1000 1200

[Zn*2] pM

2

Sekil 4.23. Koyun karaciger DPD enzim icin Zn" iyonu ile elde edilen %Aktivite-

Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.24. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enzim aktivitesi iizerine Co*™ iyonunun
etkisi i¢in yapilan ICs ¢calismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii

. ol sl = E |l=| o= == = T | = =
ssE E|EIE|E | D |EREEEIE|E | Z|E| 2] =2
2|5 = T > 2 = |56 o & | T > 2 = kv,
ZI8Elo|Ela| 2| 2 |%3|8EolE|la|l 2| 2 |%| | =
C| S| 2| n < T = = S 2| n < T = = o

= Pz (9] = ] =l = Pz (%] = ] >

= =

s 0,14|0,10|0,10|0,10| 0,46 - 0,1(0,10/0,10{0,10|0,10| 0,46 - |0,0| 100 0
< (0,14]0,10|0,10|0,10| 0,36 | 0,10 |0,10/0,10/0,10|0,20|0,10] 0,36 | 0,10 |0,10| 77,23 | 120
§—(014)0,10/0,10/0,10| 0,30 | 0,16 |0,20{0,10/0,10/0,10|0,20| 0,30 | 0,16 |0,10| 57,58 | 192
8 10,14{0,10)/0,10/0,10| 0,285 | 0,175 |0,10|0,10|0,10|0,10|0,10| 0,285 | 0,175 | 0,10 | 45,45 | 210
—10,14|0,10|0,10|0,10| 0,265 | 0,195 | 0,100,10|0,10|0,10|0,10| 0,265 | 0,195 | 0,10 | 31,83 | 234

120 -+
100 y=-0,2433x+ 100
R?=0,9817
o
S 80
e
60 -
=S
40 -
20 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
[Co*2] pM

Sekil 4.24. Koyun karaciger DPD enzim i¢in Co*? iyonu ile elde edilen %Aktivite-
Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.25. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enzim aktivitesi tizerine Fe* iyonunun
etkisi i¢in yapilan ICs calismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii
. ol =|lale| = E = o=l = g = | 2
seEE|EIE|E| Z |EBEEIE|EIE | |E 5] =
288 Q| E|E| 2| 2 |%1BElo|E|E| 2|2 |%|<2| =
= L S > = < q‘E b O | ] > = < u‘E — 9 S =
= S o Z 1%} = D [l = o Z » £ -} >
o= =
0,14(0,10|0,10 (0,10 | 0,46 - 0,10,10|0,10{0,10|0,10| 0,46 - 0,10| 100 0

0,14(0,10|0,10(0,20( 0,44 | 0,02 |0,20(0,10|0,20|0,20(0,10| 0,44 | 0,20 | 0,10 58,34 | 200
0,14|0,10|0,10(0,20| 0,43 | 0,03 |0,10{0,10|0,10(0,10|0,20| 0,43 | 0,30 |0,10 (51,66 | 120
0,14|0,10|0,10{0,10| 0,425 | 0,035 |0,10|0,10|0,10(0,10|0,10| 0,425 | 0,35 | 0,10 43,33 | 192
0,14(0,10|0,20|0,20( 0,42 | 0,04 |0,20(0,10|0,20|0,20(0,10| 0,42 | 0,40 |0,10(25,00 | 210
0,14(0,10|0,20(0,20| 0,41 | 0,05 |0,20(0,10|0,10|0,20(0,10| 0,41 | 0,50 |0,10| 21,67 | 234
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Sekil 4.25. Koyun karaciger DPD enzim icin Fe™ iyonu ile elde edilen %Aktivite-
Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.26. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enzim aktivitesi iizerine Cd** iyonunun
etkisi i¢in yapilan ICs calismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii
. ol =|lale| = E = o=l = g = | 2
seEE|EIE|E| Z |EBEEIE|EIE | |E 5] =
288 Q| E|E| 2| 2 |%|1BElo|E|E| 2|2 |%|<2| =
= L S > = < q‘E b O | ] > = < u‘E — 9 S =
- Fl S| |2 n = ) H S| |2 n cl 2 >
o= =
0,14(0,10|0,10 (0,10 | 0,46 - 0,10,10|0,10{0,10|0,10| 0,46 - 0,10| 100 0

0,14(0,10|0,20|0,20( 0,36 | 0,10 |0,10(0,10|0,10|0,20|0,20| 0,36 | 0,10 |0,10|51,66 10
0,14(0,10|0,20(0,20( 0,31 | 0,15 |0,20(0,10|0,10|0,20|0,20| 0,31 | 0,15 |0,10| 43,33 | 15
0,14|0,10|0,10{0,10| 0,285 | 0,175 |0,10|0,10|0,100,10|0,10| 0,285 | 0,175 | 0,10 [25,00 | 17,5
0,14(0,10|0,20|0,20( 0,270 | 0,19 |0,10(0,20|0,20|0,20|0,20| 0,27 | 0,19 |0,10| 21,67 | 19
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110
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Sekil 4.26. Koyun karaciger DPD enzim i¢in Cd*? iyonu ile elde edilen %Aktivite-
Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.27. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enzim aktivitesi iizerine Pb* iyonunun
etkisi i¢in yapilan ICs calismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii
. ol =|lale| = E = = e B = g = P
e EE|E|E | Z|EEEE|lEIEIE | E 2 |
2 |ag gl = T > = = » o < T > : = A =
SICE[Q|E|Z| S| 2 |BEE Q| E|X| 2| 2|82 =
- = o Z 1%} = D [l = o Z 1%} < D >
- =
0,1410,10|0,10|0,10| 0,46 - 0,1(010(0,10|0,10|0,10| 0,46 - 0,10 | 100 0

0,14(0,10|0,20|0,20( 0,36 | 0,10 |0,20(0,10|0,20|0,20|0,20| 0,36 | 0,10 | 0,10 | 5834 | 1
0,14|0,10|0,10{0,20| 0,31 | 0,15 |0,10{0,10|0,10(0,10|0,10| 0,31 | 0,45 | 0,10 |51,66 | 1,5
0,14|0,10|0,10{0,20| 0,26 | 0,20 |0,10{0,10{0,10(0,10|0,10| 0,26 | 0,20 | 0,10 | 43,33 | 2,0
0,14(0,10|0,10|0,10( 0,235 | 0,225 |0,10(0,10|0,10| 0,100,210 0,235 | 0,225 | 0,10 |25,00 |2,25
0,14(0,10|0,20|0,20( 0,26 | 0,30 |0,10(0,20|0,20|0,20|0,20| 0,26 | 0,30 | 0,10 | 21,67 | 3,0
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Sekil 4.27. Koyun karaciger DPD enzim i¢in Pb* iyonu ile elde edilen %Aktivite-
Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.28. Koyun karacigerinden saflastirilan DPD enzim aktivitesi iizerine Cr ** iyonunun
etkisi i¢in yapilan ICs calismasinda kullanilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii
. o= a2 = E = o =S| = = g = | &
tsE E|E|E| | |EEE|E(E|E|FIE| 5]z
2 |a gl = T > = = » o < T > : = A =
SICE[Q|E|%| 2 | £ |8|CE[Q|E|Z| 2| B 2=
I | = o Z 1%} = D =l = o Z 1%} < D >
o= =
0,14{0,10|0,10|0,10| 0,46 - 0,10,10/0,10(0,10|0,10| 0,46 - 0,10 | 100 0

0,14(0,10|0,20(0,20| 0,305 | 0,155 |0,10|0,100,10(0,10|0,10| 0,305 | 0,155 |0,10| 84,48 | 155
0,14)0,10|0,10(0,20| 0,285 | 0,175 {0,10/0,10|0,10{0,10(0,10| 0,285 | 0,175 |0,10|75,86 | 17,5
0,14)0,10|0,10{0,20| 0,26 0,20 (0,10|0,10|0,10(0,10|0,10| 0,26 | 0,20 |0,10| 58,01 | 20,0
0,14{0,10|0,10|0,20| 0,16 0,30 |0,10(0,10{0,10|0,10|0,20| 0,26 | 0,30 |0,10| 37,92 | 30,0
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Sekil 4.28. Koyun karaciger DPD enzim igin Cr** iyonu ile elde edilen %Aktivite-

Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.29. Koyun karaciger DPD enzimi i¢in ilag etken maddelerinin ICsg degerleri

Etken Madde 1Cso (M)
Essitalopram 1736,11
Antidepresan Molekiiller | Mirtazapin 86,65
Fluoksetin 13,24
Haloperidal 99,03
2,6-di-tert-biitilfenol 0,16
Anestezik Molekiiller 2,6-dimetilfenol 0,93
2,6-diisopropilfenol 0,21
Lidokain 15,07

Cizelge 4.30. Koyun karaciger DPD enzimi i¢in aktif katyonlarin ICso degerleri

Metal iyonlar: ICs0 (M)

Ag' 138,64
Cu* 463,00
Ni*? 63,00
Zn*? 86,00
Co* 206,00
Fe™ 296,00
Cr*? 28,00
Cd*™ 15,00
Pb* 1,95
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5. TARTISMA ve SONUC

Pirimidinler niikleik asitlerin anahtar monemerleridir ve katabolik metabolizmalarinin
secimli inhibisyonu antitlimdr, antimikrobiyal ve antiparasitik ajanlarin dizayninda
onemli bir yere sahiptir. (Podschun et al. 1989). Dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD;
EC 1.3.1.2) urasil ve timinin sirasiyla B-alanin ve B-aminoizobiitirata par¢alanmasini
katalizleyen ilk ve hiz belirleyici enzimdir ayrica memelilerde B-alaninin sentezlendigi
tek yoldur. Bir¢cok dokuda DPD aktivitesi bulunur fakat en yliksek aktivitesini karaciger
ve periferal mono niikleer kan hiicrelerinde gosterir. DPD ayn1 zamanda anti kanser ajan
olan, gogiis, bas/boyun ve kolarektal kanserlerin tedavisinde kullanilan 5-floraurasilin
(5-FU) %80’den fazlasinin metabolizmasindan sorumludur. 5-FU genelde iyi tolere
edilir buna ragmen diisiik veya saptanamayan DPD aktivitesine sahip hastalar siddetli
hatta pnsitopeni, mukozit ve norolojik toksite gibi hayati tehdit eden toksitite riskine
sahiptirler. DPD eksikligi otozamal resesiftir. Tam DPD eksikligi timin ve urasilin idrar
diizeylerinin artmasi ile karakterize edilen konjenital timin-urasil sendroma, gelisme

geriligi ve konviilsif rahatsizliklar ile sonuglanir (Sludden et al. 1998).

DPD’nin  immiinohistokimyasal karekterizasyonunun arastirilmasi ve DPD’nin
immiinohistokimyasal ekspresyonu 5- FU i¢in kolorektal kanserlerini hassaslikla tahmin
edilebilecegini gostermistir (Takenoue et al. 2002). DPD enzimi eksikligi 5-floraurasil
(5-FU) antikanser ilagin1 kullanan tedavilerinde kullanan hastalarda bazi yan etkilere
neden bir farmakogenetik sendromdur. Bu populasyon calismasinin amaci Tunus
niifusunda dihidropirimidin dehidrogenaz geninin (DPYD) kodlanan bdlgesinde HPLC
ile denatiire edilerek genotiplenmistir. DPYD’nin kodlanmis bolgesinde 12 varyant
belirlenmistir (Fredj et al. 2007).

DPD aktivitesinin eksikligi, hastalarda 5-FU alinmasindan sonra 6liimiide igeren bazi
toksitelere neden olur. Bazi ¢aligmalar dihidropirimidin geninin (DPYD) molekiiler
defekleri DPD aktivitesinin yetersizligine ve bununda farmokogenetik sendroma neden

oldugunu gostermistir. Giiniimiizde c¢esitli mutasyonlarini iceren 40’ten daha fazla
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varyent allelleri DPYD’nin gen kodlama alanda rapor edildi. DPD eksikligine ve
siddetli toksisiteyle sonuglanan 14. ekzonda sigramaya neden olan IVS14+1G>A nin
Avrupalilarda 5-FU toksitesi ile ilgili en yaygin mutasyondur. DPYD geni yiiksek islem
hacimli teknolojiyle taranmasina ragmen DPD’nin regiilasyon mekanizmasi nedeniyle
aydinlatilamamistir. Bu farmakogenetik sendromun fenotipi ve genotipi arasinda agik
bir baglant1 kurmak i¢in DPD aktivitesinin 6l¢iilmesi gerekir. 5-FU tedavisinden once
DPYD’nin genetik defeklerinin en azindan IVS14+1>A ve/veya DPD aktivitesinin
taranmas1 hastalar1 6zellikle belli popiilasyondaki hastalar1 zararli sondan koruyacagini

akla getirir (Hsiao and Lin 2007).

Iyon degisim kromotografisinde duran fazda bulunan ve yerlerinden kolayca ayrilabilen
iyonlar ¢evrelerindeki (yiiriiyen sividaki ve karisim i¢indeki) iyonlarla yer degistirir. Bu
yontemle basit inorganik ve organik iyonlar birbirinden ayrilabilecegi gibi enzimler,
hormonlar ve niikleik asitler gibi biyolojik 6neme sahip polielektrolitler de ayrilabilir.
Afinite kromatografisi ise bir g¢esit adsorpsiyon kromatografisidir. Bu kromatografi
tekniginde saflastirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi1 verilen bir kolon maddesine
kovalent ve immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik
ve tersinir baglandig1 bir tekniktir. Genelde kolon dolgu maddesi olarak Sephadex,
Sepharose, Biogel gibi farkli jeller kullanilmaktadir. Diger yontemlerle ¢ok basamakli
islemeler gerektiren bir¢ok ayirimlar, bu yontemle ¢ok defa bir basamakla gerceklesir

(Kiifrevioglu ve Ciftci 2008).

Bu calismada ilk defa koyun karacigerinden DPD enzimi saflastirildi. Bu amagla ilk
olarak DEAE-anyon degisim kromatografisi ve afinite kromatografisi kullanildi. Daha
sonra saflagtirilan enzimlerin kinetik ozellikleri ve SDS-PAGE metoduyla molekiil
kiitlesi belirlendi. Calismalarimiz esnasinda elde edilen homojenata ilk 6nce (NHg),SO4
¢Oktiirmesi yapildi, sonra pH=4,85 asetik asit ¢oktiirmesi yapildi. Ilk énce DEAE iyon
degisim kromotografisi sonra 2’, 5’-ADP Sepharoz 4B afinite kromatografisi ile elde
edilen eliiatlara kantitatif protein yapildi. Eliiatlardaki protein miktarlar1 Bradford
metoduna gore yapildi. Bu yontem negatif bir yiike sahip olan Coomassie Brillant Blue

G-250nin protein lizerindeki pozitif ylike baglanmasi sonucu olusan renkli kompleksin
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595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir. Bu yontemin diger protein
tayin metotlarindan istiin tarafi, bozucu etkilere karsi daha az hassas olmasi ve
reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir olmasidir. Proteine boyanin baglanmasi c¢ok
hizli gelisir ve protein boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalabilmektedir. Bu

yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford and Williams 1976).

Koyun karacigeri homojenati hazirlanirken hiicreleri pargalamak icin sivi azot ve
ultratureks kullanildi. Enzimini saflastirmak i¢in 2 yontem denendi. 1. yontemde;
homojenata amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz yapildiktan sonra elde edilen
homojenat iki defa 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna yiiklendi. Diger yontemde
ise homojenata amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz yapildiktan sonra homojenat
DEAE-Seliiloz kolonundan ve affinite kolonundan gegirildi. Elde edilen tiim eliiatlarda
aktivite tayini ve kantitatif protein tayini yapildi. Yapilan ¢alismalarin sonunda enzimin
1. yontemle enzimin saflastirilamadigina karar verildi. Bunun iizerine 2. yontemde
bulunan sonuglar neticesinde hesaplamalar yapilarak koyun karaciger DPD enzimi igin
saflastirma tablosu ¢izildi (Cizelge 4.2). Cizilen saflastirma tablosuna gore enzimi
%16,7 verimle 402,7 kat saflastirildi. Literatlirde yapilan ¢alismalarda domuzdan %28
verimle 3100 kat (Podschun et al. 1989), rattan %15 verimle 1406 kat (Shiotani ve
Weber 1980), HPLC kullanilarak yapilan ¢aligmalarda insandan %20,3 verimle 7824
kat, domuzdan %16,7 verimle 2588 kat, rattan %42,7 verimle 3700 kat ve inekten
%30,6 verimle 3669 kat saflastirilmistir (Lu et al. 1993).

Saflagtirilan koyun karaciger DPD enziminin safligmin kontrolii i¢in ve molekiil
agirliklarinin tespiti i¢in Boliim 3.2.4°de anlatildigr sekilde SDS-PAGE yapild: ve elde
edilen tek bantin molekiil agirhigt cizilen Rf-logMK grafiginden bulundu (Sekil 3.3).
Cizilen grafige gore koyun karacigerinden saflastirilan DPD enziminin mol kiitlesi 111
kDa olarak bulundu. Literatiirde yapilan saflastirma calismalar1 neticesinde molekiil
kiitlesi afinite kolonu kullanildiginda domuz i¢in 107 kDa, 92 kDa ve 12 olacak sekilde
ic bant (Podschun et al. 1989), rat i¢in 110 kDa (Shiotani and Weber 1980) olarak
bulunmustur. Saflastirilmada HPLC kromatografisi kullanildiginda ise SDS-PAGE ile

enzimin molekil kiitlesi insan ve domuzda benzer olarak 102 ve 90 kDa olmak tizere iki
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bant, sigcanda 105 kDa, inekte 108 kDa olarak bulunmustur (Lu et al. 1993). DPD

enzimi i¢in buldugumuz molekiil agirligi literatiirle uyum ic¢indedir.

Saflagtirma islemleri yapildiktan sonra enzim i¢in karakterizasyon c¢alismalar1 yapildi.
Bu amagla koyun karaciger DPD enzimi i¢in optimum pH, optimum iyonik siddet,
optimum sicaklik ve stabil pH degerleri belirlendi. Koyun karacigerinden saflastirilan
DPD enziminin optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla pH 5,0-8,0 araliginda 280
mM potasyum fosfat ve 8,5- 10 araliginda 280 mM Glisin-NaOH tampon ¢o6zeltileri
kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi. Koyun
karaciger DPD enziminin optimum pH degeri 0,28 M’lik KH,PO, tamponunda 8,0
olarak tespit edildi. Literatiirde yapilan ¢alismalarda rattan elde edilen DPD enziminin
optimum pH fosfat tamponunda 7,4 (Shiotani and Weber 1980), insandan elde edilen
enzimin optimum pH’y1 fosfat tamponunda 7,4 (Lu et al. 1992), sigirdan elde edilen

enzimin optimum pH’s1 7,4 olarak tespit edilmistir (Anonymous 2014).

Koyun karaciger DPD enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek ig¢in optimum
pH’a belirlendikten sonra optimum pH’da 1, 0.9 , 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0,1
fosfat tamponlar1 kullanilarak aktivite Ol¢limleri yapidi. Yapilan aktivite Slglimleri

sonucunda enzim igin iyonik siddet 0,9 M bulundu (Sekil 3.5).

Koyun karaciger enziminden saflastirllan DPD enziminin optimumsicakligini
belirlemek amaciyla optimum pH ve optimum iyonik siddette 10’ar °C artisla 0-80°C
araliginda aktivite Olgiimleri yapildi. Yapilan c¢aligmalar sonucunda elde edilen
bulgulara gore enzim igin optimum sicaklik 50°C olarak bulundu (Sekil 4.8). Lu ve
arkadaslar1 insandan saflagtirilan karaciger DPD enziminin optimum sicakligi 37°C

olarak belirlemislerdi (Lu et al. 1992).

Koyun karaciger DPD enziminin stabil pH’sin1 belirlemek amaciyla pH'lar1 5, 5,5, 6,0,
6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan 35 mM KH,PO, tamponlar1 kullanildi. Belirtilen pH'lardaki

tampon ¢ozeltilerinin 1 ml’sine 1 ml enzim ¢ozeltisi karistirilarak +4°C’de muhafaza
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edildi. 4. giin boyunca 12 saat arayla yapilan aktivite 6l¢limiinde enzimin stabil oldugu

pH 6,0 olarak belirlendi (Sekil 4.9).

Koyun karaciger DPD enziminin NADPH ve urasil substratlarina olan ilgisini
belirlemek amaciyla substratlardan biri  sabit tutularak digerinin 5 farkh
konsantrasyonunda enzim aktivite degerleri belirlendi. Elde edilen 1/V ve 1/[S]
degerleri yardimiyla Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek Ky ve Vpax degerleri
hesaplandi. Koyun karaciger DPD enziminin NADPH substrat1 i¢in Ky Ve Viax
degerleri sirastyla 22,97 uM, 0,17 EU/ml, urasil substrat1 icin Ky Ve Ve degetleri
sirasiyla 17,46 uM 0,14 EU/ml olarak tespit edildi. Podschun ve arkadaslarinin
yaptiklar1 c¢alismagsmada domuz cigerinden saflagtirllan DPD enziminin urasil ve
NADPH substratlari i¢in Ky degerleri sirastyla 1,98 uM ve 11,36 uM olarak (Podschun
et al. 1989), Shiotani ve Weber rattan saflastirtlan DPD enzimi i¢in urasil ve NADPH
substratlar1 i¢in Ky degerleri sirasiyla 1,8 uM ve 11 uM olarak, Vmax degerleri sirasiyla
41,5 EU/ml ve 40,6 EU/ml olarak bulunmustur (Shiotani and Weber 1980). Lu ve
arkadaslar1 domuz, rat ve sigir karacigerinden saflastirilan DPD enziminin urasil
substrati i¢cin Ky degerlerini sirastyla 4,9 uM, 5,9 uM, 2,4 uM, 3,9 uM olarak, Vmax
degerlerini sirastyla 0,6 (umol/mim/mg), 0,7 (umol/mim/mg), 0,8 (umol/mim/mg), 0,7
(umol/mim/mg) olarak bulmuslardir. NADPH substrati i¢in domuz, rat ve sigir
karacigerinden saflagtirilan DPD enziminin Ky degerlerini sirasiyla 9,6 uM, 11,9 uM,
20,6 uM, 8,9 uM olarak, Vma degerlerini sirasiyla 10,1 (umol/mim/mg), 8,2
(umol/mim/mg), 20,9 (umol/mim/mg), 8,5 (umol/mim/mg) olarak belirlemislerdir (Lu
et al. 1992). Koyun karaciger DPD enziminin NADPH substrati i¢in bulunan Ky
degerlerinin urasil substratina gore literatiirde bulunan degerlere daha yakin oldugu
gorlilmektedir. Ayni zamanda NADPH i¢in bulunan Vya degerleri urasil Vmax
degerlerine gore literatiirde bulunan degerlerle daha ¢ok oOrtiismektedir. Fakat
literatiirdeki bulgulara uygun olarak urasilin Ky, NADPH nin Ky degerinden daha
kiigliktlir. Ky degerinin kiiglik olmasi enzim substrat kompleksinin saglamliginin bir

oOl¢iistidiir. Ky degerinin yiiksek olmasi enzimin substrata ilgisinin az oldugunu gdsterir.
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Glintimiizde kullanimda olan tiim ugucu anesteziklerin propranolol, lidokain, fentanil ve
petidin gibi cok cesitli ilaglarin metabolizmasini inhibe ettigi iyi bilinir. Anestezi
uzmanlar1 i¢in klinik 6nemde olan etkilesimlere, simetidin ve lokal anestezikler ve
benzodiazepinler arasindaki; plazma kolinesterazlarin ilaglar tarafindan inhibisyonu;
monoamin oksidaz inhibitorleri ve sempatomimetikler veya petidin arasindaki
etkilesimler verilebilir (Wood 1991). Lokal anestezikler (lidokain ve tetrakain) ve
klorpromazinin fare beyninin sinaptozomal membranlariyla ilgili ii¢ enzimin aktiviteleri
(Na'K*ATPaz, Mg?*ATPaz ve asectilkolinesteraz) arastirilmigtir. Her maddenin
yaklagik olarak ayni konsantrasyonlari her ATPaz1 %50 inhibe ettigi tespit edilmistir
(Sidek et al. 1984).

En yeni antidepresanlarin her biri potansiyel ilag etkilesimleriyle iliskili olan sitokrom
P450 enzimlerinin farkli bir grubunu inhibe eder. Sitokrom P450 1A2 fluvoksamin
tarafindan inhibe edilir ve teofilin, klozapin ve digerleriyle olan ilag etkilesimlerinde yer
alir. Fluoksetin, norluoksetin, sertralin ve paroksetin sitokrom P460 2D6’nin in vitro

inhibitoridiir (Nemeroff et al. 1996).

Koyun karacigerinden saflagtirilan DPD enzimi {izerine essitalopram, mirtazapin,
fluoksetin, haloperidal antidepresan molekiillerin ve 2,6-di-tert-biitilfenol, 2,6-
dimetilfenol, 2,6-diisopropilfenol (propofol), lidokain anestezik molekiillerin etkisini
belirlemek amaciyla reaksiyon ortamina bu maddelerin en az 4 veya 5 farkhi
konsantrasyonlar1 ilave edilerek aktivite Ol¢limleri yapildi. Bulunan bu degerlerle
%AXktivite- konsantrasyon grafikleri ¢izildi (Sekil 4.12-4.19). Cizilen bu grafiklerden
koyun karaciger DPD enzimi igin ICsy degerleri essitalopram igin 1736,11 uM,
mirtazapin i¢in 86,65 uM, fluoksetin i¢in 13,24 uM, haloperidal igin 99,03 uM, 2,6-di-
tert-biitilfenol i¢in 0,16 uM, 2,6-dimetilfenol i¢in 0,93 uM, 2,6-diisopropilfenol
(propofol) igin 0,21 uM ve lidokain igin 15,07 uM olarak bulundu.

Bakir ve cinko gibi metal iyonlar fizyolojik onemli iyonlardir ve bir¢ok Onemlii
biyolojik fonksiyonda rol alir. Yapilan bir ¢alismada ilk defa a-glukozidaz enziminin

dogal inhibitorleri arastirilmis ve metal iyonlarinin o-glukozidazi inhibe ettigi



101

bulunmustur. Calismada bakir, vanadyum, nikel ve ¢inkonun enzimi tamamen, bor ve
demirin ise orta derecede bir inhibisyon verdigi gozlenmistir (Wang et al. 2004).
Giliniimiizde organik asetilkolinesteraz inhibitorleri Alzheimer hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bununla birlikte ¢inko ve demir porfirinlerin asetilkolinesterazi inhibe
ettigi goriilmiistir. Hemin biyosentetik metabolizmasinin bozulmasina neden oldugu
icin aliminyum toksitesi anemiye neden olmaktadir. Ayrica d-aminolevulinik asit
dehidrotaz, hekzokinaz, gliserol kinaz ve ATPaz gibi bir¢ok enzim aliiminyum
tarafindan inhibe olmaktadir. Cu*?, Cd*?, Hg™, zZn* ve Pb™ iyonlari (diisik pM)
hekzokinazi inhibe ederken, ¢inko ve kadminyum iyonlari ise DNA tamir enzimlerini
inhibe eder (Louie and Meade 1999).

Koyun karaciger DPD enzimi {izerine metal iyonlarinin (agir metallerin etkisini)
incelemek amaciyla Ag+, Cu*?, Ni*?, Zn*?, Co*™?, Fe™®, Cr*?, Cd*? ve Pb*? metallerinin
en az 4 veya 5 farkli konsantrasyonlar1 reaksiyon ortamina ilave edilerek aktivite
Olglimleri yapildi. Daha sonra bulunan bu degerlerle %Aktivite- konsantrasyon
grafikleri cizildi (Sekil 4.20-4.28). Cizilen bu grafiklerden koyun karaciger DPD
enziminin ICsq degerleri Ag* icin 138,64, Cu*? icin 463,00, Ni*? i¢in 63,00, Zn*? i¢in
86,00, Co™ icin 206,00, Fe** icin 296,00, Cr*? i¢in 28,00, Cd*? icin 15,00 ve Pb*? icin
1,95 uM olarak hesaplandi.

5 pozisyonundaki bir halojen gibi elektonegatif siibstitiient tasiyan urasil analoglari
dihidroprimidin dehidrogenaza urasilden daha fazla ilgi gosterirler. Ayrica 5
pozisyonunda bir elektron verici gruba sahip olan timin, urasilden daha yavas
reaksiyona girmektedir. Hem rat hemde hamster DPD enziminde, 5-iyodaurasili
timinden daha hizli reaksiyona girdigi bulunmustur. Bu durumu en iyi iyot grubu
elektronegatif ve metil grubunun elektron verici olmasi agiklar. (Dorsett et all. 1969).
Eniluracil, timorler ve perifenal-kan mononiikleer hiicrelerde DPD’nin katalitik
aktivitesini tamamen inhibe eder (Salemm et all. 2000). DPD diizeyi diisiik tiimorler 5-
FU’ya nispeten duyarli iken, yiiksek DPD seviyelerine sahip tiimdorler 5-FU’ya nispeten
direnglidirler (Diasio 1998).



102

5-FU ilacinin parcalanmasi sonucunda da viicutta toksiteye neden olan bir¢ok
florlanmig {irlin meydana gelir. Bu iriinlerin pargalanip viicuttan atilmast i¢in DPD
enzimine ihtiya¢ vardir. Kanserli hastalarda DPD enziminin inhibe edilmesi genellikle
5-FU ilacinin etkinligini artirdigindan istenilen bir durumdur. Fakat cok fazla inhibe
edilmesi ve ayn1 zamanda baz1 hastalarda tam veya kismi DPD eksikligi olabildiginden
cok siddetli toksitiye neden olabilir. Ayrica DPD eksikligi norolojik bozukluklara da

neden olur.

DPD enzim aktivitesi tlizerine ilag inhibisyonu ile ilgili ¢ok fazla c¢alisma
bulunmamaktadir. Metal iyonlarinin inhibisyonu ile ilgili higbir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Bu yiizden enzim iizerine buldugumuz sonuglar literatiirde daha once
belirtilmemistir. DPD enzimini inhibe ettiginden dolay1 bu tiir etken maddeye sahip
ilaglarin ve metal iyonlarinin kullanimlarinin ve dozlarinin ayarlamasinin 6nemli oldugu

sonucuna varilmistir.

Sonu¢ Olarak;

1. Dihidropirimidin dehidrogenaz enziminin koyun karacigerinden saflagtirilmasi ilk

defa bu tez kapsaminda gergeklestirildi.

2. Bu c¢aligma sonunda ilk defa koyun karacigerinden saflagtirllan DPD enziminin
molekiil agirligi, optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik, Km ve Viax

gibi kinetik dzellikleri belirlendi.

3. Koyun karaciger DPD enzimi iizerine bazi antidepredan ve anestezik molekiiller,
metal iyonlarinin etkisi incelendi. Bu amagla essitalopram, mirtazapin, fluoksetin,
haloperidal antidepresan molekiilleri ve 2,6-di-tert-biitilfenol, 2,6-dimetilfenol, 2,6-
diisopropilfenol (propofol), lidokain anestezik molekiilleri, Ag’, Cu+2, Ni+2, Zn+2, C0+2,
Fe*, Cr'?, Cd* ve Pb™ metal iyonlar ile caligildi. Bu amagla molekiiller ve metal
iyonlart i¢in ICso degerleri hesaplandi. Bu ¢alismanin sonunda molekiillerin ve metal

iyonlarinin diisiik miktarlarda enzimi inhibe ettigi goriildii.
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