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Mesalazin (5-aminosalisilik asit, 5-ASA), iilseratif kolit, Crohn gibi
enflamatuar bagirsak hastaliklarina (EBH) sahip hastalarda hem terap6tik anlamda
hem de remiisyon kontrolii amaciyla kullanilan temel bir anti-inflamatuar ajandir.
IBH hastalar1 anti-inflamatuar ilaglari hayatlar1 boyunca kullanir. CYP2D6
enzimleri, sitokrom P450 enzimleri arasinda psikiyatrik ilaglar1 en yakindan
ilgilendiren oldukc¢a polimorfik olan enzimlerdir. Ultra hizli metabolizorler, hizl
metabolizatorler, normal metabolizatorler ve yavas metabolizatorler olmak iizere
fenotip olarak siniflandirilir. CYP2D6 polimorfizmi, metabolize edici durumu
nedeniyle klinik sonucu etkiler. Yavas metabolizorler yetersiz tedavi riskiyle karsi
karsiya iken, ultra hizli metabolizorlerde toksikasyon durumu goriilebilir. Bu
caligmada daha once laboratuvarimizda yapilmis olan bir aragtirmadan elde edilen
verilerden yola ¢ikarak CYP2D6 enzimi ve 5-ASA iligkisi incelenmistir. 5-
ASA’nm, CYP2D6 ile metabolize edilip edilmedigi bilgisine kuskusuz ulasilmasi
amaglandi. Aym1 zamanda varsa metabolitinin bulunmast ve kinetiginin
aydinlatilmasiyla yeni bilgilerin literatiire kazandirilmasi tezin bir diger amacidr.
Oncelikle 5-ASA uygun ¢oziicii ile ¢oziiliip CYP2D6 enzimi kullanilarak aktivite
Olgtimleri yapildi. Sonrasinda HPLC-ESI-MS/MS analizleri gergeklestirilmistir.
Sonugclara bakildiginda; mesalazinin, CYP2D6 enziminin substrati degil inhibitorii
olma potansiyeli tasidigi goriildi. Elde edilen bilgiler dogrultusunda, hastalarin
mesalazini 6miir boyu kullandig1 diistiniildiigiinde, baska hastaliklarin tedavileri
i¢in mesalazinin yaninda farkli ilaglarin kullanilmasi durumunda tedavi etkinliginin
diisebilecegi ve bunun yaninda istenmeyen ila¢ yan etkilerinin ortaya ¢ikabilecegini
soylemek yanlis olmayacaktir. Caligmanin sonuglar1 gostermistir ki klinikte ilag
dozu belirlenirken kisiye 6zel genotipleme testinin rutin olarak yapilmasi, ayrica
tedavinin kisinin kullandig: diger ilaglar ele alinarak diizenlenmesi gerekmektedir.
Bahsedilen olast durumlarin, hastalarin hayatin1 tehdit etmesinin yanisira saglik
sistemine fazlaca yiik binmesine sebep oldugu agiktir.

ANAHTAR KELIMELER: Sitokrom P450, CYP2D6, CYP2D6 Genotip,
Mesalazin (5-aminosalisilik asit, 5-ASA), Metabolizma



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE IMPORTANCE OF CYP2D6 GENOTYPE IN
MESALAZINE METABOLISM
MSC THESIS
MELEK BESTE OZEN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: PROF. DR. GURKAN SEMIiZ)
(CO-SUPERVISOR: PROF. DR. ALAATTIN SEN)
DENIZLI, JANUARY 2022

Mesalazine (5-aminosalicylic acid, 5-ASA) is a basic anti-inflammatory
agent both used for the purpose of therapy and as a remission control in patients
with enflammatory bowel diseases (EBD) such as ulcerative colitis and Crohn's
disease. EBD patients use these anti-inflammatory drugs throughout their lives.
Among the cytochrome P450 enzymes, the highly polymorphic enzymes most
closely related to psychiatric drugs are the CYP2D6 enzymes. They are classified
into ultra-rapid metabolizers, rapid metabolizers, normal metabolizers, and slow
metabolizers based on their phenotypes. The metabolism status of CYP2D6
polymorphism influences its clinical outcome. While slow metabolizers are at risk
of inadequate treatment, ultra-rapid metabolizers may experience toxicity. In this
study, we investigated the relationship between CYP2D6 and 5-ASA based on the
data obtained from the previous study conducted in our laboratory. The aim of this
study is to investigate the effect of CYP2D6 on 5-ASA. At the same time, finding
its metabolite, if any, and elucidating its kinetics, to bring new information to the
literature was another purpose of this thesis. First of all, 5-ASA was dissolved with
an appropriate solvent and the activity measurements were performed using the
CYP2D6 enzyme. Then, HPLC-ESI-MS/MS analyzes was performed. Based the
our results, Mesalazine appeared to have an inhibitory potential rather than being a
substrate for the CYP2D6 enzyme. Based on the results from this research, when
using mesalamine for a lifetime, the use of it with other drugs can lead to inadequate
treatment or side effects in patients. The results of the study showed that when
determining the drug dose in the clinic, a specific genotyping test should be
routinely performed on the patient and the treatment should be regulated while
considering the other drugs used by the patient. It is clear that the mentioned
possible situations not only threaten the life of the patients, but also place a heavy
burden on the health system.

KEYWORDS: Cytochrome P450, CYP2D6, CYP2D6 Genotype,
Mesalazine, (5-aminosalicylic acid, 5-ASA), Metabolism
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1. GIRIS

Son yillarda teknoloji ve saglik gibi alanlarda yasanan gelismeler yasam
tarzimizin, beslenme aliskanliklarimizin, yasadigimiz ortamdaki ¢evresel faktorlerin
degismesini etkilemistir. Hayatimizin nerdeyse her alaninda olan kimyasal
kullaniminin ve yogun stresli yasantinin artmasiyla hem hastaliklarin hem de
insanlarin fizyolojik anlamda rahatsizliklarinin ¢ogaldigin1 goriilmektedir. Yeni
hastaliklarin kesfi, tibbi tedavi yontemlerindeki gelismeler, daha Once tedavisi
olmayan hastaliklarin artik tedavi edilebilir olmasi ve bunlara bagli olarak yeni ilag
tiretiminin artmasi, toplumda kullanilan ila¢g miktarinin artmasina sebep olmustur

(Ozata ve dig. 2008).

Viicudumuza giren tiim ilaglar ve yabanci maddeler farkli doku ve organlarda
enzimlerin yardimiyla kimyasal degisiklikler gecirir. Alinan tiim yabanci maddeler
ksenobiyotik  olarak  adlandirtlir.  Viicuttan  uzaklastirilmazlarsa  toksik
konsantrasyonlara ulasarak oliimciil etki yapabilirler. Ksenobiyotikler, viicuda
gastrointestinal, deri, solunum yolu gibi yollarla alinmakta olup metabolize edildikleri
baslica organ karacigerdir (Rozman ve Klaasen 2001). Maddelerin daha az toksik hale
getirilerek kisa siirede viicuttan atilmasiyla son bulan bu kimyasal degisikliklere
biyotransformasyon denir. Biyotransformasyon, faz I ve faz II (konjugasyon)
reaksiyonlar1 olmak tiizere iki basamakta meydana gelir. Faz I reaksiyonlari P450
(CYP450) bagimli monooksijenazlar (mikrozomal enzimler) araciligl ile
gergeklestirilirken yapisina fonksiyonel ya da polar gruplar takilmasina bagl olarak
farmakolojik aktivite artabilir (aktivasyon), azalabilir (deaktivasyon), degisebilir veya
toksisite gerceklesebilir (Rollas 1992). Faz II reaksiyonlarinda ilaglara enzimatik
tepkimelerle polar yapilar baglanir, boylelikle ilag metabolize olur. Bu reaksiyonlarin
sonunda aktif olmayan polar metabolitler ortaya ¢ikar (Park ve dig. 1995).
Reaksiyonlar sonucunda olusan faz 11 metaboliti, genellikle idrarla viicuttan

uzaklastirilir (Spatzenegger ve Jaeger 1995) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1: ilag metabolizmasi (biyotransformasyonlar) (Www.creative-labs.com’dan degistirilerek
diizenlenmistir).

1.1  Ksenobiyotik Metabolizmasi

Biyotransformasyon, gastrointestinal sistemden ve diger sistemlerden rahatga
emilen lipofilik yani yagda ¢6ziinen kimyasallarin, safra ya da idrar ile kolayca

uzaklastirilan hidrofilik yani suda ¢oziinen kimyasallara doniistiiriilmesi islemidir.

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda gorev alan enzim sistemleri
katalizledikleri reaksiyona gore; hidroliz, indirgeme, oksidasyon ve konjugasyon
olmak iizere dorde ayrilirlar. Hidroliz, indirgeme ve oksidasyon reaksiyonlar1 faz I,
konjugasyon reaksiyonlari faz II reaksiyonlari olarak adlandirilir (Park ve dig. 1995).
Faz III tasiyicilar ise karaciger, bagirsak, bobrek ve beyin gibi dokularda eksprese
edilir. Ilacin absorbsiyonunda, dagiliminda ve atiliminda énemli rol oynarlar. Bir
ilacin hedef organa ulastirilmasi, diger organlara dagitilmasinin engellenmesini yani
boylelikle toksik etkilerin azaltilmasi saglarlar. Eliminasyon siirecini kontrol ederler

ve buna bagli olarak oral biyoyararlanimi arttirirlar (Mizuno ve dig. 2003).

Klinberg tarafindan 1960 yillarin baslangicinda kesfedildigi kabul edilen
mikrozomal sitokrom P450 (CYP450) enzim sistemi (monooksijenazlar), faz 1
reaksiyonlarimin biiyiik kisminda rol alir. P450 enzimleri, ¢ogu ilacin ve diger ekzojen

maddelerin (ksenobiyotiklerin) biyotransformasyonunu katalize eden temel enzim


http://www.creative-labs.com’dan/

ailesini olusturur (Guengerich 2008). Bu enzimler; steroidler ve yag asitleri gibi
endojen bilesiklerin ve ilaglarin yanisira metabolizmasinda, karsinojen ekzojen
bilesiklerin metabolizmasinda rol oynarlar. Ayrica ilag metabolizasyonu sirasinda
meydana gelen reaksiyonlarin yaklasik %94'ine katilirlar (Yamazaki ve Shimada
1999; Rendic ve Guengerich 2015). P450 enzimleri, basta karaciger olmak iizere;
bobrekler, bagirsaklar, beyin ve akciger organlarinda bulunur. Hepatosit hiicrelerinde
yiiksek konsantrasyonda bulunan P450’ler, memeli hiicrelerinin iskelet kasi ve
eritrosit hiicreleri haricinde diger biitiin hiicrelerinin enzim gesidine gore endoplazmik

retikulumunda ya da mitokondrisinde goriiliir (Nelson ve dig. 1996).

Molekiile; -SH, -NH2, -COOH, -OH gibi polar fonksiyonel gruplar eklenir, bu
sekilde molekiiliin polarligi arttig1 i¢in ve faz II’de eklenecek bilesiklere domain
olustugu icin viicuttan atilimi daha kolay hale gelir. Faz II reaksiyonlarinin substratlari,
genel olarak faz I reaksiyonlarinin sonucunda meydana gelen metabolitlerdir (Rollas
1992; Ozdemir ve Karakurt 2016) (Tablo 1.1).

Tablo 1.1: Faz | reaksiyonlari.

Faz I Reaksiyonlari

Aromatik oksidasyon (Aromatik hidroksilasyon)
Alken epoksidasyonu
Alifatik ve alisiklik karbon atomlarinin oksidasyonu

Bir sp2 merkeze komsu karbonlarin oksidasyonu
Karbon-azot sistemlerinin oksidasyonu
Karbon-oksijen sistemlerinin oksidasyonu (Oksidatif O-dealkilasyon)

Oksidatif
reaksiyonlar

Karbon-kiikiirt sistemlerinin oksidasyonu (Oksidatif S-dealkilasyon,
S-oksidasyon, desiilfiirasyon)
Alkol ve aldehit oksidasyonu

Diger oksidatif reaksiyonlar (Oksidatif dehalojenasyon, oksidatif
aromatizasyon, arenollerin kinona oksidasyonu)

Karbonil (aldehit, keton) rediiksiyonu
Nitro rediiksiyonu
Azo rediiksiyonu

Rediiktif
reaksiyonlar

Diger rediiksiyonlar (Tersiyer amin N-oksit rediiksiyonu, rediiktif
dehalojenasyon, disiilfit ve siilfoksit rediiksiyonu)

Hidrolitik

. Esterlerin ve amitlerin hidrolizi
reaksiyonlar




Faz II reaksiyonlar1 ise molekiiliin yapisina siilfat, glutatyon gibi kii¢tik, polar,
iyonize olabilen gruplarin enzimatik olarak eklendigi konjugasyon (kenetlenme)
reaksiyonlaridir. Faz 1 reaksiyonlar1 sonucunda olusan reaktif gruplar, faz II
reaksiyonlar1 sirasinda glukuronik asit, stilfat, glutatyon ya da aminoasitler ile
kenetlenir. Kenetleme sonucunda hidrofobik ksenobiyotikler, polar (suda ¢dziinebilen)
formlara doniistiiriilmiis olur (Tablo 1.2). Boylelikle kolaylikla idrar ve safra ile

viicuttan atilabilirler (Niesink ve dig. 1996).

Tablo 1.2: Faz Il reaksiyonlari.

FazIl Reaksiyonlari

Gliikuronik asit konjiigasyonu (gliikkuronidasyon)
Siilfat konjiigasyonu (siilfatasyon)

Aminoasit (glisin, glutamin ve diger) konjugasyonu
Glutatiyon konjugasyonu

Asetilasyon

Metilasyon

1.1.1 Sitokrom P450 Enzimleri

Sitokrom P450 (CYP450) enzim ailesi, ilaglarin viicuttaki metabolizma
yollarinda gorev alir. Sadece endojen ve ksenobiyotiklerin metabolizmasinda degil,
bazi ksenobiyotiklerin de reaktif metabolitlere dontistiiriilmesinde 6nemli rolleri vardir
(Buhler ve Williams 1988). P450’ler "hem" igeren proteinlerdir. "450" rakaminin
nedeni ise; "hem" iceren karaciger pigmentlerinin, karbonmonokside baglandiktan
sonra absorbe ettigi 1s18in dalga boyunun 450 nm'de pik gostermesi olarak
tanimlanmistir (Omura ve Sato 1962) (Sekil 1.2).

Absorbans

5-CI|0 55:0 660 65'0
Dalga Boyu (my)

Sekil 1.2: P450 enzimlerinin absorbansi (Omura ve Sato 1962).
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P450'lerin bakterilerden insanlara kadar tiim canli organizmalarda bulundugu
bilinmektedir (Nelson ve dig. 1996). P450 enzimleri, hepatositlerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunurlar. Karaciger basta olmak iizere; bagirsaklar, bobrekler,
akciger ve beyinde goriiliirler (Preskorn 1996). Esas olarak omurgalilarda, karaciger
ve diger dokulardaki endoplazmik retikulum ve mitokondrilerde lokalizedir (Sekil
1.3). CYP'ler, sitozolik ylizeyde bulunan endoplazmik retikulumun ¢ift fosfolipid
tabakasmma gOmiiliidiir. Hastalarin tedavisinde kullanilan ilaglarin etkinligini,
gilivenligini belirleyen ve ila¢g metabolizasyonunda gorev alan sitokromlar, ilaglarin
katalizlendigi reaksiyonlarda elektron transferini saglayan proteinlerdir. Ayrica faz |
reaksiyonu esnasinda klinik olarak tiiketilen ilaglarin oksidatif metabolizmasinin
yaklasik olarak %90'indan sorumludurlar (Preissner ve dig. 2013; Sharifian ve dig.
2020). P450 enzimleri yaklasik olarak 400-530 aminoasitten olusurlar. Yapilarinda;

oksijen, nitrojen ve demir atomlari mevcuttur (Sekil 1.3).

a) b)

-
-
-
e
....
-
-
-
-

Endoplazmik Oksirediiktaz Endoplasmik retikulum|
retikulum - ~u CYP kompleksi

Gekirdek —— [ ==
Mitokondri /
Sitoplazma ~ A

Lumen

Sekil 1.3: a) CYP450 hiicre lokasyonu (Sharifian ve dig. 2020). b) Sitokrom P450 hem yapisi
(Oksijen atomlar1 kirmizi, nitrojen mavi ve demir ise turuncu renk ile gosterilmistir) (Poulos ve dig.

1986).

P450 enzimleri; yag asidi metabolizmasinda, hormon diizenlenmesinde,
ksenobiyotik metabolizmasinda, sekonder metabolit biyosentezinde, bitki
savunmasinda ve antioksidan biyosentezinde gorev alir (Pandian ve dig. 2020).
Insanda simdiye kadar kesfedilmis en az 12 adet P450 gen ailesi mevcuttur. Enzimler
arasindaki gruplama amino asit siralamasindaki benzerlik goz 6niine alinarak yapilir.
CYP2D grubunun igindeki aminoasit sirasindaki benzerlik oran1 yaklasik %55°tir. ilag

metabolizmasinda gorev alan ti¢ grup mevceuttur (Yiiksel 2001). Bunlar;



e CYP1
e CYP2
e CYP 3’tir.

CYP 1, aril hidrokarbon reseptoriiniin (AHR) yolaginda etkilidir. AHR, sigara
dumani ve mangalda pisirilmis yiyeceklerde bulunan aromatik hidrokarbonlarin
baglanmasiyla aktive olan ¢evreye duyarli transkripsiyon faktoriidiir. Ayrica yapilan
calismada elde edilen antikorlarin deniz kirliliginin yaninda g¢evre kirliligi ile ilgili
sorularin yanitlanmasinda ve Kkirliligin biyokimyasal izlenmesinde yardimci
olmaktadir (Aring ve Sen 1999). CYP 2, memelilerde bulunan en biiyiik P450 ailesini
olusturur. Baz1 steroidlerin ve regete edilen ilaglarin ¢ogunun metabolizmasinda rol
alir. CYP 3 ailesi ise, dort iiyeden olusur. Insan gastrointestinal sisteminde ve
karacigerinde en fazla eksprese edilen P450 enzimleri CYP3AS ve CYP3A4’tiir.
Siklikla regete edilen ilaglarin, steroidlerin ve safra asitleri gibi endojen substratlarin
metabolizmasinda gorevli oldugu bilinmektedir (Nebert ve Russell 2002; Zanger ve
dig. 2008).

P450’lerin bir¢cogu; karsinojenler, ilaglar, ¢evresel kirleticiler, kimyasallar ve
petrol iirlinleri gibi ¢esitli ekzojen bilesikleri metabolize edebilmektedir. Tanimlanan
substratlardan bazilar1 da vitamin D3 tiirevleri, doymus-doymamuis yag asitleri ve safra

asitleridir (Tablo 1.3) (Nebert ve Russell 2002).

Tablo 1.3: Bazi P450 substratlar1 (Porter ve Coon 1991).

Ksenobiyotikler

(Ekzojen) Endojen Bilesikler
Ilaglar Steroidler
Karsinojenler Eikosanoidler
Antioksidanlar Yag asitleri
Coziiciiler Yag hiperoksitleri
Anestetikler Retinoidler
Boyalar Aseton
Pestisitler
Petrol tiriinleri
Koku vericiler




RH + Oz + NADPH, H* — ROH + H20 + NADP"

Sitokrom P450 tarafindan katalizlenen genel reaksiyon yukarida verilmistir
(Hasler ve dig. 1999). Buradaki substrat (S), yag asiti, steroid, oksijen ya da ilag
baglanma yeri olarak gérev alan alkan, alken, aromatik halka veya heterosiklik halka

ekleri olan bagka bir kimyasal madde olabilir (Guengerich 1993).
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Sekil 1.4: Sitokrom P450°deki reaksiyon basamaklari (Substratin baglanmast, ilk ve ikinci

elektronlarin transfer edilmesi ve molekiiler oksijenin baglanmast) (Ozerol 1996).

Sitokrom P450 Rediiktaz enzimi monooksigenaz enzim sisteminin
bilesenlerindendir. Basta karaciger olmak {izere bir¢ok dokuda bulunur. Enzimler
hiicrelerin  endoplazmik retikulum zarlarinda lokalizedir. Yag asitlerinin,
kanserojenlerin, steroidlerin, ilaglarin ve diger ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol
oynar. Bu enzimin gorevi mikrozomal sistem elektron transferini katalizlemektir.
NADPH’tan baglar, sitokrom P450°ye ya da bir baska aliciya elektron akisi
gergeklesi. NADPH — FAD — FMN — CYP 450 veya alic1 protein seklinde
Ozetlenebilir (Bakin ve Yang 1980; Roman ve Masters, 1992; Aring ve dig. 1995).



Sitokrom P450 enzimleri, amino asit siralarindaki benzerlik ve farkliliklara
bagl olarak smiflandirilirlar. Ornegin; CYP2 grubu icinde aminoasit sirasindaki
benzerlik en az %40'tir. CYP 2D grubunda ise bu oran %55°tir (Yiiksel 2001). P450
enzimleri adlandirilirken 6ncelikle sitokrom P450’nin kisaltmasi olan CYP yazilip
sonrasinda sirayla grubu, alt grubu, izoformu ve son olarak varyant alel numarasi
yazilir. Alt gruplar biiyiik harflerle gosterilir (Orn: CYP2D). Bu gruplarda her bir
enzim farkli farkl sayilarla ifade edilir (Orn: CYP2D6) (Nelson 2004) (Sekil 1.5).

¢« CYPSAT™
Sy’ |

“Cytochrome P450%ndn
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L
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Sekil 1.5: Sitokrom P450 enzimlerinin isimlendirilmesi (Nelson ve dig. 1996).

Bir ilacin birden fazla enzimle metabolize edilmesi miimkiinken ayn1 zamanda
bir enzim de birden fazla ilact metabolize edebilir (loannides ve Parke 1990). Genetik
polimorfizm, hastaliklar, etkilesimler ve yas ila¢ biyotransformasyonunu etkileyen
faktorlerdendir. Bu faktorler; klinik etkinligi, farmakolojik etkileri ve toksisiteyi de
degistirebilir. Ornegin; karacigerde islev bozuklugu, influenza, adenoviriis gibi
enfeksiyonlar ya da diyetsel bilesenler, Ornegin, kirmizi sarap, ilag

biyotransformasyonunu degistirebilir (Jefferson 1998; Gopisankar 2017).

P450 enzimleri ilag metabolizmasinda oldukc¢a 6nemli rol oynamaktadir.
[laglarm metabolizmasinda en ¢ok rol alan CYP enzimleri arasinda CYP3A, CYP2D
ve CYP2C alt aileleri bulunur. Klinikte kullanilan ilaglarin %50’si CYP3A4 enzimi
ile metabolize edilirken, ikinci siradaki CYP2D6 enzimi en yiiksek oranda ilag
metabolizmasinda etkili olmaktadir (Parkinson 2001; Brunton ve dig. 2009) (Sekil
1.6).



CYP2B6 _ CYP2C8 CYP1B1
CYP2E1 SE2ne

CYP1A1/2
CyP2C19

Sekil 1.6: CYP basina metabolize edilen ilag grafigi (Ozdemir ve Karakurt 2016).

1.1.1.1 Sitokrom P450 2 Ailesi

Sitokrom 2 ailesi heterojen enzimlerden olusur. 10g23.3 kromozomal bélgede
bulunur ve yaklastk ~390 kb gen kiimelerinden olusur. Steroid ve ilag

metabolizmasinda gorev alirlar (Rettie ve Jones 2005).

1.1.1.1.1 CYP2D6 Alt Ailesi

Antipsikotiklerin ¢ogu, bir ya da birden fazla sitokrom P450 enzimi tarafindan
metabolize edilir. Insan sitokrom P450 2D6 geni, CYP2D gen alt ailesindendir.
CYP2D6, hem gercek zamanli RT-PCR ile hem de Western Blot gibi yontemlerle
kanitlanmis insan beyninde yer alan énemli P450 izoformlarindandir (Dutheil ve dig.
2009). CYP2D6, bir¢ok antipsikotigin birincil metabolizmasina dahil olmasi ve
katkida bulunmasi nedeniyle Ozellikle 6nem arz eder (Ravyn ve dig. 2013).
Cogunlukla dar terapétik etkiye sahip olan antidepresanlar, antipsikotikler, opioidler
ve antiaritmikler gibi yaygin olarak klinikte regete edilen ilaglarin neredeyse %25
kadarinin oksidatif metabolizmasindan sorumlu olmasi nedeniyle 6zellikle 6nem arz

eder. CYP2D6'nin; beyin dokusunda, lenfositlerde ve beyin omurilik sivisinda birgok
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substrat1 bulunur. Ayni zamanda endojen substratlari arasinda; ndrotransmitterler ve

norosteroidler, progesteron, lipidler bulunur (Wang ve dig. 2014).

[laglarm ve alman kimyasallarin metabolizmasinda klinik agidan énemli rol
oynayan CYP2D gen kiimesini, 22. insan kromozomu {iizerinde 497 amino asit
uzunlugunda 1491 baz ¢ifti olusturur. Dokuz ekzon tarafindan kodlanan CYP2D6
insan geni, 22. kromozomda (22q13.2) uzun kolda yaklasik 4,3 kbps yer alir (Heim ve
Meyer 1992; Dutheil ve dig. 2009; Gopisankar 2017; Taylor ve dig. 2020). Basta
karaciger olmak tizere, lenfoit hiicrelerde, beyinde ve bagirsak dokusunda ifade edilir.
Ayni zamanda CYP2D6 insan beynindeki yag asidi ve kolestrol metabolizmasinda

gorev alan kilit enzimlerdendir (Dutheil ve dig. 2009).

Phe247
Leu110 Leu248 \
o Ala209
Glu21
Phe112 lGl 242 \ & Leu213
- ‘ i \

O & Bl /% Pheds3
N GBS, A, Valdos
WA W A= SN t /2

€297 S AL WIRIELY ¥ Leudss

Leut21 Q)-y N / J
A ) &ra /] Heiix|
Asp301 ¢ \\% \, \ \/\;//
Phe12 Valdza {48 Val370

Sekil 1.7: Aktif bolgede bagli bir Tioridazin molekiiliine sahip P4502D6'nin kapali yapisi (Oksijen,
azot, kiikiirt, demir ve nikel atomlar1 sirasiyla kirmizi, mavi, sari, turuncu ve yesil renk ile
gosterilmigtir. Hem, kahverengi renkli karbonlu bir gubuk sekli olarak tasvir edilmistir) (Wang ve dig.
2014).

Insan CYP2D6'nin kristal yapisi hakkinda bilgiler vardir. Yapisinda ailenin
diger iiyelerinde de var olan karakteristik P450 kivrimi goriilir. Hem grubunun
tizerinde subtratin taninmasinda ve baglanmasinda rol alan Asp-301, Glu-216, Phe-
483 ve Phe-120’nin bulundugu bir aktif bolge boslugu vardir (Sekil 1.7) (Wang ve dig.
2014). Phe-120 ¢ogu substratta bulunan aromatik halkanin uygunlugunu kontrol eder.
2D6’nin neredeyse tiim substratlarinda aromatik bir halka bulunur. Bu halkanin Phe-
120 ve/veya Phe-483 ile etkilesime girmesi olasidir (Rowland ve dig. 2006). Enzimin
yapist iglevini tanimlar (Sekil 1.8).

10



Insan CYP'lerinin stabilizasyonunu etkileyecek ve bozulmasia sebep olacak
bir faktdr, yar1 Omiirlerini degistirir. Buna bagli olarak da ila¢ metabolizasyonu
degismis olacaktir. CYP2D6 klinikte kullanilan substratlari; antipsikotikler, $-bloker
ajanlar, antidepresanlar, analjezikler antiemetikler ve antiaritmikler gibi cesitli
oldugundan dolay1 farkli ilag metabolizmasinin klinik sonucunu etkilemesi olasidir
(Preissner ve dig. 2013) (Tablo 1.4). Bunlara ek olarak hipnotik, antiparkinsonizm,
antimigren, segici serotonin gerialim inhibitorii ilaglar da CYP2D6’nin substratlarina
dahildir (Gopisankar 2017). Bugiine kadar FDA onayli 72 adet ilacin iiriin etiketinde
CYP2D6’dan sdz edilmektedir (Taylor ve dig. 2020). insanda bulunan CYP2D6 nin

hesaplanan yar1 6mriiniin 46,6 ila 51 saat oldugu tahmin edilmektedir (O'Mathuna ve

dig. 2008).

Sekil 1.8: CYP2D6 3 boyutlu yapist (Hassan ve dig. 2018).

Tablo 1.4: CYP2D6 enzimleri tarafindan metabolize edilen ilaglar (Preissner ve dig. 2013).

Antidepresanlar

Beta Blokerler Anti-Kanser Antipsikotikler

Amiptriptilin Alprenolol Tamoksifen  Haloperidol Meksiletin Metamfetamin
Klomipramin Karvedilol Perfenazin Minaprin Bufuralol
Desipramin Propafenon Risperidon Nebivolol Klorfenamin
Imipramin Bupranolol Tiyoridazin Nortriptilin ~ Klorpromazin
Fluoksetin Kloridin Zuklopertiksol Ondansetron  Klonidin
Paroksetin Debrizokin Atomoksetin Oksikodon Kodein
Trimipramin Metoprolol Alprenolol Perheksilin Deksfenfluramin
Venlafaksin Propranolol Amfetamin Fenasetin Dekstrometorfan
Timolol Aripiprazol Ferformin
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Bireylerin ilaglara verdigi degisiklik gosteren yanitlar, ¢oklu genetik ve
endojen faktorlerin CYP’lerin katalitik aktivitelerini degistirmeleriyle ilgilidir (Santos
ve dig. 2018). Bu endojen etkenlere 6rnek olarak gelisimsel faktorler, hormonal
faktorler, fizyopatolojik faktorler ve cinsiyet faktorii verilebilir. Ayn1 zamanda steroid
hormonlari da endokrin sinyal yollariyla bu enzimlerin diizenlenmesini etkiler
(Monostory ve Dvorak 2011). Mann ve arkadaslart (2012) tarafindan yapilan
arastirmada, insan beyninde CYP2D6'nin ekspresyonu Ol¢iilmiis frontal korteksteki
CYP2D6 ekspresyonunun dogumla 1 yas arasinda basladigi, 20 ila 80 yas arasinda
arttig1 goriilmiistiir. Bahsedilen faktorlerde herhangi bir degisiklik olmas1 durumunda
CYP450 aktivitesi de etkilenmektedir. Bu durum ilaglarin metabolizasyonunu
etkilemektedir. Erkek ve kadinlar arasinda da farmakokinetik a¢isindan farklhiliklar
gortilebildigi, CYP3A4 aktivitesinin kadinlarda daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
Fakat 2D6 aktivitesiyle ilgili yapilan diger bir arastirmalarda elde edilen sonuglar bu
durumu desteklememektedir (Soldin ve Mattison 2009).

CYP2D6 enziminin bir inhibitorii viicuda alindiginda, bu enzimin sentezinde
azalma  goriilmektedir. CYP2D6 enzimi ile metabolize olan ilacin
biyotransformasyonu da bu baglamda azalmakta ve istenilen ilag etkisi
goriilememektedir. Tablo 1.5’te CYP2D6 inhibitorleri verilmistir. Yapilan in vivo
arastirmada; alt1 farkl bitkinin ekstresi, CYP2D6 substrati, debrisokin (5 mg) verilerek
saglikl1 18 kisinin sonuglar1 degerlendirilmistir. Deneklere bitki ekstrakti olarak, deve
dikeni (Silybum marianum (L.) Gaertn.), karayilan otu (Cimicifuga racemosa L.=syn:
Actaea racemosa L.), kava kava (Piper methysticum G. Forst.), altin miihiir (Hydrastis
canadensis L.), sar1 kantaron (Hypericum perforatum L.) ve Ekinezya (Echinacea
purpurea (L.) Moench) ozleri uygulanmistir. Arastirmada sadece altin miihiir
ekstratinin CYP2D6 aktivitesinde neredeyse %50'lik azalma saglayan etkili bir
inhibitdr oldugu gorilmiistiir (Gurley ve dig. 2008). Daha sonra yapilan arastirmalar
da ise altin miihiir bitkisine ek olarak; ¢orek otu (Nigella sp.), zerdecal (Curcuma longa
L.), ginseng bitkisi (Panax ginseng C.A.Mey.) ve pek c¢ok bitkide varolan
resveratrolun 2D6 enzimini inhibe ettigi ortaya ¢ikmistir (Al-Jenoobi ve dig. 2010;
Kim ve dig. 2016; Ariane ve dig. 2017; Sasaki ve dig. 2017; Hansten 2018). Sonug
olarak eger hastanin diizenli olarak kullandigi bir ila¢ var ise alinan diger ilaglara,

bitkilere, besinlere dikkat edilmelidir. Insan CYP'lerinin stabilitesini degistiren
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herhangi bir sebep, yar1 dmiirlerini degistirir ve boylelikle ilag metabolizmasi1 degismis

olur.

Tablo 1.5: CYP2D6 inhibitorleri (Fejzullahu 2018).

Amiodaron Klomipramin Halofantrin Pimozid
Amitriptilin Kokain Haloperidol Propafenon
Bupropion* Desipramin Hidroksizin Kinidin*
Selekoksib Difenhidramin Imipramin Ritonavir
Klorfeniramin Doksepin Levomepromazin Sensipar
Klorpromazin Duloksetin Metadon Sertralin
Simetidin Essitalopram Metoklopramid Terbinafin
Fluoksetin* Moklobemid Tiyoridazin Sinakalset*
Fluvoksamin Paroksetin* Tiklopidin Sitalopram
H. canadensis * Perfenazin

* ile gosterilenler giiglii etkiye sahip inhibitorlerdir.

Ik olarak 1848'de Van Heymingen tarafindan kesfedilen kinidin, yirminci
ylizyilin baslarindan beri tiim kardiyak aritmilerin tedavisinde kullanilan ilk ilactir
(Yang ve dig. 2009). Antiaritmik etkisinden dolay1 o6zellikle atriyal fibrilasyon
tedavisinde kullanilir (Beg 2020). Sodyum kanalin1 bloke ederek etkisini gosterir.
Insan karaciger mikrozomlarinda ve maya mikrozomlarinda yapilan arastirmalarda;
kinidinin, CYP2D6 metabolik aktivitesini giiclii bir sekilde inhibe ettigi goriilmiistiir.
Buna bagli olarak CYP2D6 tarafindan metabolize edilen ilaglarin etkisinde azalma
goriilmiistiir (Ching ve dig. 1995; Serdoz ve dig. 2019). Fakat kinidinin neden bir
substrat olmadig1 tam olarak bilinmemektedir, ¢ilinkii bazik bir nitrojen atomu ve diiz
bir hidrofobik bodlge olmak tizere CYP2D6 substratlarinin 6zelligi olarak kabul
goriilen bir¢ok 6zellige sahiptir (Strobl ve dig. 1993).

Polimorfizm, bir tiire ait iki veya daha fazla farkli formun ayn1 habitatta birlikte
goriilme durumu olarak agiklanmaktadir (Ford 1945). CYP2D6, 70'ten fazla allel ve
tarif edilen 130 genetik varyasyon ile fazlasiyla polimorfiktir ve genetik varyantlari,
bir bireyin CYP2D6 enzim fenotipini belirlemek i¢in kullanilabilir (Samer ve dig.
2013). En yaygin olarak kullanilan CYP2D6 fenotip siniflandirmasinda; ultra hizli
metabolizorler, hizli metabolizatérler, normal metabolizatorler ve yavas
metabolizatorler bulunur (Caudle ve dig. 2020). CYP2D6 polimorfizmi, metabolize
edici durumu nedeniyle klinik sonucu etkiler. Biiyiik bir 6rneklem kullanilarak yapilan

bir calismada; CYP2D6’y1 zayif metabolize edici fenotipteki hastalarda agr1 kontrolii
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basarisiz olurken, CYP2D6’nin ultra hizli metabolize edici fenotipteki hastalar da ise
istenmeyen yan etkilere daha siklikla maruz kaldig1 goriilmiistiir (Lopes ve dig. 2020).
Farmakogenetik alaninin kullanimi, hasta sonuglarina bakildiginda birgok tedavi
alaninda 1yilestirme yetenegi gosterdigi ve alternatiflerine gore de maliyet acisindan

daha uygun goriilmektedir (Crews ve dig. 2012).

Ulkemizin de aralarinda bulundugu Orta Dogu iilkelerinde 2019 yilinda
yapilmis bir arastirmada, toplumda CYP2D6 genotip frekansi arastirilmis, Tiirkiye’de
%3,7 oraninda zayif metabolizor, %6,3 oraninda ultra hizli metabolizor varlig
sonucuna ulagilmistir. Bu sonuglar, toplumumuzun yaklasik %210’luk bir kesiminin
ilag yan etkileri veya yetersiz ilag tedavisi bakimindan risk altinda oldugunu

gostermektedir (Khalaj ve dig. 2019) (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9: Farkli Orta Dogu iilkelerinde CYP2D6™in genotip frekansi (Khalaj ve dig. 2019).

Yayinlanmig bir olgu raporunda 2006 yilinda; epizyotomi sonrasinda terapotik
dozda morfin (kodeinin aktif metaboliti) recete edilen annenin emzirdigi 13 giinliikk
bebeginin toksikasyona bagli Oliimii bildirilmistir. Yapilan detayli arastirmada,
annenin CYP2D6 ultra hizli metabolizmaya sahip oldugu, siitiine gegen kodein
miktarinin artarak bebegin dliimiine sebebiyet verdigi ortaya ¢ikmistir (Koren ve dig.

2006).
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Yapilan diger bir meta analiz ¢alismasinda, 318 farkli galismanin verileri
incelenerek; CYP2D6’nin normal olmayan metabolizorleri arastirilmig, tahminleri bir
diinya haritas1 tizerinde ¢izilmistir (Sekil 1.10). Diinya ¢capinda bu oranin CYP2D6 i¢in
%36,4 oldugu goriilmiistiir (Koopmans ve dig. 2021).

Normal Olmayan Metabolizorlerin Tahmini % S —

Veri mevcut degil

Sekil 1.10: Diinya ¢apinda CYP2D6 normal olmayan metabolize edici olasilik tahminleri (Koopmans
ve dig. 2021).

1.2 5-Aminosalisilik Asit ve Metabolizmasi

5-aminosalisilik asit (5-ASA, mesalazin, CAS 89-57-6), siilfasalazin
molekiiliiniin terapdtik kismi olarak goriiliip, 6zellikle Crohn hastalig: ve tilseratif kolit
basta olmak iizere, hem remiisyon kontrolii hem de tedavi anlaminda inflamatuar
bagirsak hastaliklarini tedavi edici 6zelligi sebebiyle uzun yillardir kullanilmaktadir
(Svartz 1948). Svartz tarafindan 1941 yilinda ilk kez kesfedilen Siilfasalazin
gliniimiizde hala terapotik anlamda kullanilmakta ve bu molekiiliin kapali formiilii

C7H7NO3, molekiiler agirligi 153,135 g/mol’diir (Svartz 1942) (Sekil 1.11).
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Sekil 1.11: Mesalazin kimyasal yapis1 (Acharjya ve dig. 2010).

Hastalikli olan mukozanin {izerinde lokal olarak etki gosteren anti-inflamatuar
bir bilesendir ve enflamasyonu baskilar (Azad Khan ve dig. 1977). Bu bilesik, bir ana
ilag (5-ASA) olarak ya da onun 6n ilac1 olan siilfasalazin (salisilazosiilfapiridin, CAS
599-79-1) olarak kullanilir (Kruis ve dig. 2001). 5-ASA’nin gosterdigi 6zellikler
amfoteriktir ve 5-ASA polar bir bilesiktir (Nobilis ve dig. 2006).

Siilfasalazin, azo bagi kolonik bakteriyel azorediiktazlar tarafindan boliinerek
stilfapiridin (SP) ve 5-aminosalisilik asit (5-ASA)'e ayrilir (Peppercorn ve Goldman
1972). Sonrasinda 5-ASA, karacigerde N-asetil-5-ASA'ya yani baslica
biyotransformasyon iiriiniine metabolize edilir (Allgayer ve dig. 1989) (Sekil 1.12).
Serbest kalan 5-ASA kolonda ve sonrasinda karacigerde asetillenir. Diger bazi faz 11
metabolitleri de N-formil-5-ASA, N-butiril-5-ASA, N-B-d-glukopiranozil-5-ASA’dur.
N-Asetil-5-ASA'nin yarilanma Omrii 10 saate kadarken mesalazinin yart Omri
yaklasik bir saattir (Klotz 1985).
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Sekil 1.12: Siilfasalazinin metabolik yikimi ve 5-ASA’nin faz II reaksiyonlart ile
biyotransformasyonu (Das ve Dubin 1976).
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Asetillenmis metabolitler, bir miktar 5-ASA’yla birlikte tiibiiler sekresyonla
ilk olarak idrarla atilir (Nielsen ve Munck 2007). Yaklasik %50'si diskiyla atilir ve
emilen 5-ASA ve Ac-5-ASA bobrekler tarafindan hizla atilir (van Hees 1979). 5-ASA,
jejunumda kolaylikla emilir ve kana geger (Shafii ve dig. 1982).

Sekil 1.13: 5-ASA’nin kolondaki etki mekanizmasi (Nielsen ve Munck 2007).

5-ASA, enflamatuar bagirsak hastaliina sahip hastalarin  bagirsak
duvarinlarindaki inflamatuar akista patofizyolojik rol oynar. Ilacin etki bolgesi olan alt
bagirsagin bagirsak florasinda azorediiktaz ile metabolize olur. APC (antijen sunan
hiicre)'ler, kolon duvarina niifuz eden liimen antijenlerini tanir. TH1 (yardimer T
lenfosit) hiicreleriyle IFN-y tretimini indiiklenir. IFN-y tiretimi epitel hiicrelerini
aktive eder. Boylelikle 5-ASA, kolonik epitel hiicrelerinde inflamatuar sitokinlerin
transkripsiyonunu engelleyebilir (Sekil 1.13). Ayrica salisilik asit tiirevi 5-ASA’nin
topikal uygulamasimin kolorektal kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ama
normal mukoza tizerinde higbir etkisinin olmadig1 bilinmektedir (Mahida ve dig. 1991,

Stenson ve Lobos 1982; Bus ve dig. 1999; Kaiser ve dig. 1999).

Stlfapiridin  ile yapilan c¢alismalar incelendiginde kolondan emilen
stilfapiridinin bir¢ok yan etkiye sahip oldugu ortaya ¢ikmis ve bu sebeple 5-ASA’y1

en az yan etkiyle kolona tasiyacak yeni tasiyicilarin aranmasina sebep olmustur.
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Boylelikle balsalazid, ipsalazid ve son olarak olsalazid ortaya ¢ikmistir. Bu yapilarin
hepsi 5-ASA igin tastyici rol oynamaktadir (Sekil 1.14).

COONa

@NH —so, _@NIN_@OH

SASP
CO0ONa

NaOOCCH,CH,NHCO —@—N#N@ OH \ COONa

Balsalazide

COGNa
5-4SA
NaCOCCHjbIHCO—@—N::N— O OH

Tpsalazide

Na0OC (OONa

Ho_@N;N_@DH

84

Sekil 1.14: Siilfapiridin’in, Balsalazid’in, Ipsalazid’in ve Olsalazid’in kimyasal yapilar1 (Chourasia ve
Jain 2003).

5-ASA'nimn terapotik etkisi, sistemik bir etkiden daha ¢ok mukoza iizerinde
lokal bir etki olarak goriiliir (Podolsky 2002). Kolonun tedavisi i¢in fitil, lavman gibi
sekillerde de uygulanabilir. Topikal tedaviyle etkin maddenin dogrudan verilmesi
sistemik tedaviye kiyasla avantajlidir. Daha yiiksek 5-ASA konsantrasyonun elde
edilmesi saglanir (Frieri ve dig. 1999). Diger bir yandan 5-ASA’nin yan etkilerine
bakacak olursak; yaygin yan etkiler arasinda alerjik deri dokiintiisii, gaz, karin agrisi,
bulant, ishal, bas agrist ve koétiilesen iilseratif kolit yer almaktadir. Bilinen ciddi yan
etkileri ise pankreatit, hepatit, poliiiri, kromatiiri, {ist solunum yolu enfeksiyonu ve

kizamik olarak gosterilebilir (Murray ve dig. 2020).

Williams tarafindan yayinlanan meta analizde, lokal 5-ASA tedavisinin;
plasebodan, oral 5-ASA'dan ve lokal steroid tedavisinden daha iistiin oldugu
goriilmistir (Williams 2011). Baska bir meta analizde ise; 5-ASA ve kolorektal
iligkisini inceleyen 9 arastirmadan besinde, 5-ASA'nin koruyucu bir etkiye sahip
oldugu sonucu elde edilirken, diger dérdiinde ayn1 sonug elde edilememistir. Yapilan
analiz sonucunda 5-ASA'nin, 0,51 (0,37-0,69) olasilik oraniyla kolorektal kanser
gelisimini 6nledigi sonucuna ulasilmistir (Velayos ve dig. 2005). Kemopreventif

oldugunu gosteren kanitlar ise netlik géstermemektedir (Terdiman ve dig. 2007).
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1.3 Tezin Amaci

Teknoloji ve saglik alaninda yasanan gelismelerle birlikte hem yeni ilaglarin
kesfi hem de insanlar tarafindan kullanilan ilag miktar1 artmistir. 5-ASA; etkinligi
kanitlanmis Ozellikle tilseratif kolit gibi iltihapli bagirsak hastaliklarinin tedavisinde
kullanilan nonsteroid anti-inflamatuar bir ajandir. CYP2D6 enzimi ise sitokrom P450
enzimleri arasinda psikiyatrik ilaglari en yakindan ilgilendiren enzimlerdendir.
Yapilan literatiir c¢alismasinda laboratuvarimizda gergeklestirilen ve CYP2D6
enziminin 5-ASA’y1 metabolize ettigine dair sonuglar elde edilen arastirmadan baska
veriye ulasilamamistir (Kale ve Sen 2019). Arastirma referans alinarak CYP2D6 ve 5-
ASA iligkisinin yakindan incelenmesi ve reaksiyon kinetiginin Ogrenilmesi
planlanmistir. Buradan yola ¢ikarak bu tezin amaci iltihapli bagirsak hastaliklari tanisi
almis hastalara 5-ASA ile birlikte recete edilebilen psikosomatik ilag¢larin kullanilmasi
ile ortaya c¢ikabilecek olasi ilag-ilag etkilesimlerinin arastirtlmasidir. 5-ASA’y1
hastalarin hayatlart boyunca kullandig1 dikkate alindiginda, elde edilecek bilgilerin
olas1 bir etkilesim ya da toksikasyon durumunda hastalar i¢in hayati dGneme sahip olma

potansiyelinin arastirilmasi hedeflenmistir.
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2. YONTEM

21 MATERYAL

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Proje ¢alismamiz siiresinde; Santrifiij (Sogutmali & Sogutmasiz) (Sigma 1-14),
Is1 Blogu (Biosan Dry Block Heating Thermostat TDB-100), tiip karistiricis1 (Bioneer
Exi Spin), saf su sistemi (Human Power Scholar), otoklav (HVE-50), teraziler (Precisa
XB 220A), (Mettler Toledo AB 265S), (Mettler Toledo PB 602-L), -85 °C Ultralow
Freezer (Nuaire), giic kaynagi (Thermo, EC-250-90), buz makinesi (Hoshizaki),
calkalamal1 inkiibator (Yellow Line RS10), otomatik pipetler (Eppendorf Research
Plus), Multi-Mode Mikroplaka okuyucu (BioTek Synergy HTX) kullanilmustir.

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Calismamizda kullandigimiz kimyasallar; Dimetil siilfoksit (DMSO), 5-
aminosalicylic acid (5-ASA) (Sigma-A3537), Ultra Flux kapakli PZR tiipleri (0,2 ml,
3247-40), 96 kuyulu plaka (Bio-one Cellstar), Asetonitril (Sigma-34851),
Trikloroasetik Asit (TCA), Tetrahidrofuran (THF)’dir. Cytochrome P450 2D6
(CYP2D6) Activity Assay Kit (Fluorometric) (Biovision-K703) ve EZCyp™ Active
Human Cytochrome P450 2D6 (Biovision-7873) kullanilmistir.
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22 METOT

2.2.1 Mesalazin (5-ASA) Maddesini Cozme Cahsmalari

Oncelikle 5-ASA’y1 ¢6zebilmek igin ultra saf su, asetonitril ve tetrahidrofuran
(THF) ile denemeler yapilmistir. 5-ASA 1,4 mg tartilarak tizerine 10 ml’ye
tamamlanacak sekilde ultra saf su, asetonitril ve THF eklenmistir. Bu denemelerde 5-
ASA’nm ultra saf su ve THF ile ¢oziinebildigi fakat asetonitril ile tam olarak
¢oziilmedigi gorilmistiir. Tartilan 1,4 mg 5-ASA, ultra saf su ile 10 ml’ye
tamamlanmistir. Boylece 0,9 mM 5-ASA ana stogu hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok

soliisyonu 50 pl olacak sekilde eppendorflara ayrilip -20 °C buzdolabina kaldirilmstir.

2.2.2 Kitteki Reaktiflerin Hazirlanmasi

Calisma sirasinda “Biovision Cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) Activity

Assay Kit (Fluorometric)” kullanilmastir.

- CYP2D6 inhibitorii (kKinidin) hazirlanirken; 2 mM stok ¢ozeltisi elde etmek
icin 220 pl asetonitril eklenmistir. Tamamen ¢oziinene kadar vortekslenmistir.
Boliintiilenmis ve -20 °C buzdolabina kaldirilmistir.

- NADPH iiretim sistemi (100X) hazirlanirken; 440 pl CYP2D6 tahlil tamponu
ile sulandirtlmistir. Boliintiilenmis ve -20 °C buzdolabina kaldirilmistir.

- B-NADP" stok soliisyonu 100X stok elde etmek igin; 440 ul CYP2D6 tahlil
tamponu eklenerek vortekslenmistir. Boliintiilenmis ve -20 °C buzdolabina
kaldirilmistir.

- CYP2D6 (2 mM) substrati hazirlamak i¢in; 220 ul susuz reaktif dereceli
asetonitril ile sulandirilarak vortekslenmistir. Boliintiilenmis ve -20 °C
buzdolabina kaldirilmistir.

- Rekombinant CYP2D6 enzimi kullanima hazir hale getirmek i¢in; 460 ul
CYP2D6 tahlil tamponu ile sulandirilmistir. NADPH iiretim sistemi (100X) 40
ul eklenmistir. Homojen olana kadar karistirilmistir. Boliintiilenmis ve -80 °C

buzdolabina kaldirilmistir.
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2.2.3 AHMC Standart Egri Grafigi Olusturulmasi

Kitten temin edilen AHMC standardina prosediire uygun olarak 110 ul DMSO
eklenmis ve vortekslenerek ¢oziilmiistiir. Elde edilen 2 mM stok soliisyonu 5 pl
seklinde eppendorflara ayrilip kullanilmak tizere -20 °C buzdolabinda muhafaza
edilmistir. AHMC standart grafigini olusturmak i¢in prosediire uygun olarak 5 pl 2
mM AHMC stok soliisyonuna, 995 ul kit ile verilen tahlil tamponu eklenerek
vortekslenmistir. Elde edilen ¢alisma soliisyonundan; 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 ve 10 pl alinarak
96 kuyucuklu plakaya koyulmustur. CYP2D6 tahlil tamponu ile her bir oyugun hacmi
50 pl'ye ayarlanmistir. Sonrasinda kinetik mod segilerek 37 °C’de ekzitasyon ve
emisyon dalga boylart (EX/Em) 390 nm ve 468 nm olacak sekilde ayarlanmis “BioTek
Synergy HTX Multi-Mode” mikroplaka okuyucu kullanilarak floresan o6l¢iimii
yapilmistir. Bu denemeler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir. Elde edilen degerler
kullanilarak 0, 10, 20, 30, 40, 60, 80 ve 100 pmol/kuyucuk AHMC olacak sekilde
AHMC standart grafigi ¢izilmistir.

224 CYP2D6 Aktivite Olciimlerinin Karakterizasyonu (3-[2-(N,N-
Diethyl-N-metillamonyum)ethil]-7-metoksi-4-metilkumarin O-
Demetilaz) [AMMC O-Demetilaz]

Ghosal ve arkadaslar1 tarafindan (2003) yapilan arastirmada elde edilen
kimyasal inhibisyon verileri; AMMC’nin, insan karaciger mikrozomlarinda bulunan
CYP2D6 i¢in spesifik fonksiyonel prob olarak kullanilabilecegini gostermistir. Bunun
yanisira floresan plaka okumanin, CYP aktivitelerinin hizli degerlendirilmesi
acisindan yararli oldugu goriilmiis ve ¢calismamizin metodoloji kisminda bu verilerden
faydalanmilmistir. CYP2D6’ya 0Ozgii aktiviteyi belirlemek ig¢in, giigli CYP2D6
inhibitdrii kinidin’in varliginda ve yoklugunda; 5-ASA’nimn varliginda ve yoklugunda

es zamanli reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Sekil 2.1 ve Sekil 2.2°de olusan Floresan

22



metabolitinin ortaya ¢ikist ve dl¢limii gosterilmistir.

GhP NADPH Reduklenmi «, ,
Flavoenyi
NADPH P450 Sitokrom P450 CYP206 Inhibitory
Rediktaz (CPR) 206 (CYP206) (Kinidin)
6-PGOL b MD‘) Oksitlenmi H

Floresan olmayan
CYP206 Substraty

Flavoenzim

Sekil 2.1: CYP2D6 aktivitesinin tayini (Kitin kendi kilavuzdan alinmastir).

e o cYP2D6 " -
Bl A
L 5

AMMC AHMC

Sekil 2.2: AMMC’nin CYP2D6 tarafindan kataliznenen demetilasyonu (Fliszar-Nydl ve dig. 2020).

- Bilesenler reaksiyona eklenmeden; hazirlanan 0,9 mM 5-ASA ana stogundan
10 pl alinmigtir. Tahlil tamponu 990 pl eklenerek 9 uM galigma soliisyonu elde
edilmistir.

- Daha 6nce hazirlanan NADP* ana stogundan ise 10 pl alinarak tahlil tamponu
ile 300 pl’ye tamamlanmustir.

- 2mM AMMPC stok ¢ozeltisinden 0,02 mM calisma soliisyonu elde etmek i¢in
10 pl alinmis ve 990 ul tahlil tamponu eklenmistir.

- 2 mM Kkinidin ana stogundan ise 5 ul alinarak tahlil tamponu ile 666 ul’ye

tamamlanmistir. Boylelikle 0,015 mM ¢alisma soliisyonu hazirlanmustir.

Tablo 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5, 2.6, 2.7, 2.8, 2.9, 2.10 ve 2.11’de gosterilen
miktarlarda hazirlanan reaktifler ve reaktif ¢alisma soliisyonlar1 eklenerek plakalar

prosediirlere uygun olarak gerekli 6l¢iimlerin yapilmasi i¢in hazirlanmustir.
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Tablo 2.1: I. plaka bilesenleri ve prosediirii.

Reaktifler Tiip Numarasi

1-1" 2-2" 3-3' 4-4" 5-5' 6-6" 7-7" 8-8 9-9
Tahlil tamponu 18 ul 31 ul 29 ul 25ul 17ul 9ul 3 pul 8ul 60 ul
NADPH iireten
S 2upul 2pl 2pl 2pl 2pl 2pl 2pul 2l =
5-ASA calisma ) ) )
T Ipl 2pl 4pl 8pl 12pl 15pul

Rekombinant insan
CYP2D6 enzimi

AMMC substrat
caligsma soliisyonu

10pl 10pl 10pul 10pl 10pul 10pul 10ul 10pl -

IS5pl Tpl 2pl 4pl 8pl 12pl 15ul 15pl -

Kinidin ¢aligma

soliisyonu i i i i i i A

37 °C’de blok 1siticida 10 dakika inkiibe edilmistir. Kisa siire santrifiij edilmistir.
Tiipler duplikeleriyle birlikte 96 kuyulu plakaya aktarilmistir.
NADP* ¢alisma soliisyonundan biitiin tiiplere 15 pl eklenmistir.
Toplam HACIM 60 ul 60 pul 60l 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul 60 pl

37 °C’de 90 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan dl¢lim yapilmistir.

Plakay1 hazirlamak i¢in 200 pl’lik tek kullanimlik plastik tiipler, buz iizerine
yerlestirilmistir. Tabloda belirtilen miktarlarda tahlil tamponu konulmustur (Tablo
2.1). Sonrasinda reaktiflerden; NADPH, 5-ASA ¢alisma soliisyonu, AMMC substrat
calisma soliisyonu, rekombinant CYP2D6 enzimi ve Kinidin calisma soliisyonu
belirtilen miktarda tiip numaralarina gore eklenmis ve Karistirilmistir. Kuru blok 1sitic
ile aym1 zamanda ¢alkalanarak 37 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Yaklasik 10
saniye hizlica santrifiij edilmistir. Sonrasinda tiipler duplikeleriyle birlikte dikkatli bir
sekilde otomatik pipet ile 96 kuyulu I. plakaya aktarilmistir. Ardindan hizlica kuyulara
15 ul NADP* eklenerek 37 °C’de kinetik mod ile 90 dakika Ex/Em 390/468 nm

floresan dl¢iim yapilmistir.
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Tablo 2.2: II. plaka bilesenleri ve prosediirii.

Reaktifler Tiip Numarasi

1-1 2-2' 3-3' 44 5-5' 6-6'
Tahlil tamponu 18ul  31ul 29pul  25pul 21 pl  60pul
NADPH iireten sistem 2l 2ul 2 ul 2 ul 2 ul -

5-ASA ¢alisma soliisyonu - - - = - -
Rekombinant insan
CYP2D6 enzimi

AMMC substrat ¢alisma
soliisyonu

10pl  10ul  10pul  10pul 10 pl -
ISpl 2l 4 ul 8 ul 12 pl -

Kinidin ¢alisma soliisyonu s - - - = -

37 °C’de blok 1siticida 10 dakika inkiibe edilmistir. Kisa siire santrifiij edilmistir.
Tiipler duplikeleriyle birlikte 96 kuyulu plakaya aktarilmistir.
NADP* ¢alisma soliisyonundan biitiin tiiplere 15 ul eklenmistir.
Toplam HACIM 60ul  60ul  60ul  60ul  60ul 60 ul

37 °C’de 40 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan 6l¢iim yapilmistir.

II. plaka hazirlanirken; 200 ul’lik tek kullanimlik plastik tiipler, 6ncelikle buz
tizerine yerlestirilmistir. Tabloda belirtilen miktarlarda tahlil tamponu eklenmistir
(Tablo 2.2). Sonrasinda reaktiflerden; NADPH, AMMC substrat soliisyonu ve
rekombinant CYP2D6 enzimi, tabloda belirtilen miktarda tiip numaralarina gore
eklenmis ve Karistirilmigtir. Kuru blok 1sitict ile calkalanarak 10 dakika 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Yaklasik 10’ar saniye hizlica santrifiij edilmistir. Sonrasinda tiipler
duplikeleriyle birlikte dikkatli bir sekilde otomatik pipet ile 96 kuyulu plakaya
aktarilmigtir. Hizlica kuyulara 15 ul NADP* eklenerek 37 °C’de kinetik mod ile 40
dakika boyunca Ex/Em 390/468 nm floresan 6l¢iilmiistiir.
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Tablo 2.3: III. plaka bilesenleri ve prosediirii.

Reaktifler Tiip Numarasi

1-1' 2-2" 3-3' 4-4 5-5'
Tahlil tamponu 18 ul 29ul  25ul 17 ul 9ul
NADPH iireten sistem 2ul 2pl 2pl 2 pl 2 pl
5-ASA ¢aligma soliisyonu - 2 ul 4 ul 8 ul 12 pl

Rekombinant insan

CYP2D6 enzimi 0pl 10pl 1Oul 10pl 10 pl

AMMC substrat ¢alisma
soliisyonu 15 ul 2 ul 4 ul 8 ul 12 ul
Kinidin ¢aligma i _ _ : i
soliisyonu

37 °C’de blok 1siticida 10 dakika inkiibe edilmistir. Kisa siire santrifiij

edilmistir.

Tipler duplikeleriyle birlikte 96 kuyulu plakaya aktarilmigtir.
NADP* ¢alisma soliisyonundan biitiin tiiplere 15 pl eklenmistir.
Toplam HACIM 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul

37 °C’de 40 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan 6l¢lim yapilmistir.

III. plaka i¢in; tiiplere buz tizerinde dncelikle belirtilen miktarda tahlil tamponu
konulmustur (Tablo 2.3). Sonrasinda reaktiflerden; NADPH, 5-ASA c¢alisma
soliisyonu, AMMC substrat ¢alisma soliisyonu ve rekombinant CYP2D6 enzimi
eklenmis ve karistirllmistir. Kuru blok 1sitic1 ile 37 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Hizlica santrifiij edilmis tiipler 96 kuyulu plakaya aktarilmistir. Kuyulara 15 pl
NADP* eklenerek 37 °C’de kinetik mod ile 40 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan

Olcllmiistir.
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Tablo 2.4: TV. plaka bilesenleri ve prosediirii.

Reaktifler Tiip Numarasi

1-1° 2-2' 3-3' 4-4' 5-5' 6-6'
Tahlil tamponu 18ul  29pul  25pl  17pl 9unul 3ul
NADPH iireten sistem 2pul 2w 2pl 2pl 2pl 24l
5-ASA ¢aligma soliisyonu - 2 ul 4 ul 8 ul 12l 15l

Rekombinant insan
CYP2D6 Enzimi

AMMC substrat ¢alisma
soliisyonu

10pl  10pl  10pl  10ul  10ul 10 pl
15 pl 2 ul 4 ul 8 ul 12l 15l

Kinidin ¢alisma soliisyonu - - - - - -

37 °C’de blok 1siticida 10 dakika inkiibe edilmistir. Kisa siire santrifiij edilmistir.
Tipler duplikeleriyle birlikte 96 kuyulu plakaya aktarilmistir.
NADP* ¢alisma soliisyonundan biitiin tiiplere 15 ul eklenmistir.
Toplam HACIM 60ul  60pul  60pul  60ul  60pul 60 ul

37 °C’de 60 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan 6l¢lim yapilmistir.

IV. plaka i¢in; tiiplere buz lizerinde oncelikle belirtilen miktarda tahlil tamponu
konulmustur (Tablo 2.4). Sonrasinda reaktiflerden; NADPH, 5-ASA c¢alisma
soliisyonu, AMMC substrat ¢alisma soliisyonu ve rekombinant CYP2D6 enzimi
eklenmis ve Karistirilmigtir. Kuru blok siticida 37 °C’de ¢alkalanarak 10 dakika
inkiibe edilmistir. Hizlica santrifiij edilmistir. Tiipler 96 kuyulu plakaya aktarilmistir.
Kuyulara 15 ul NADP™ eklenerek 37 °C’de kinetik mod ile 60 dakika Ex/Em 390/468

nm floresan Sl¢iilmiistiir.
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Tablo 2.5: V. plaka bilegenleri ve prosediiril.

Reaktifler Tiip Numarasi

1-1 2-2" 3-3 4-4' 5-5*
Tahlil tamponu 18 ul 3lpul 29l 25pul 21 pl
NADPH iireten sistem 2ul 2 ul 2ul 2 ul 2 ul

5-ASA ¢alisma soliisyonu - - - - -
Rekombinant insan
CYP2D6 enzimi

AMMC substrat ¢alisma
soliisyonu

10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
15 pl 2 ul 4 ul 8 ul 12 pl

Kinidin ¢aligma soliisyonu - - - - -

37 °C’de blok 1siticida 10 dakika inkiibe edilmistir. Kisa siire santrifiij
edilmistir.

Tiipler duplikeleriyle birlikte 96 kuyulu plakaya aktarilmistir.
NADP* ¢alisma soliisyonundan biitiin tiiplere 15 ul eklenmistir.
Toplam HACIM 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul

37 °C’de 60 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan 6l¢iim yapilmistir.

V. plakay1 hazirlarken; tiiplere buz tizerinde 6ncelikle belirtilen miktarda tahlil
tamponu konulmustur (Tablo 2.5). Sonrasinda reaktiflerden; NADPH, AMMC
substrat c¢alisma soliisyonu ve rekombinant CYP2D6 enzimi eklenmis ve
karigtirilmistir. Kuru blok 1siticida 37 °C’de 10 dakika ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.
Hizlica santrifiij edilmistir. Tiipler 96 kuyulu plakaya aktarilmistir. Kuyulara 15 pl
NADP* eklenerek 37 °C’de kinetik mod ile 60 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan

Olclilmiistr.
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Tablo 2.6: VI. plaka bilesenleri ve prosediirii.

Reaktifler Tiip Numarasi
-1+ 2-2° 33 44 55 6-6
Tahlil tamponu 1I8pul 29pul  25ul  17pl  9ul 3ul
NADPH iireten sistem 2pl 2pl 2pl 2pl 2pl 2l

5-ASA ¢alisma solisyonu - 2 ul 4 ul 8 ul 12ul 15l
Rekombinant insan
CYP2D6 enzimi

AMMC substrat ¢alisma
soliisyonu

10pl 10pl  10ul  10pl  10pl 10 pl

ISpul 2l 4 ul 8 ul 12ul 15l

Kinidin ¢aligma
soliisyonu

37 °C’de blok 1siticida 10 dakika inkiibe edildi. Kisa siire santrifiij edilmistir.
Tipler duplikeleriyle birlikte 96 kuyulu plakaya aktarilmigtir.
NADP* ¢alisma soliisyonundan biitiin tiiplere 15 ul eklenmistir.
Toplam HACIM 60ul 60pul  60ul  60ul  60ul 60 pul

37 °C’de 60 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan dl¢iim yapilmustir.

VI. plakayi hazirlarken; tiiplere buz tizerinde 6ncelikle belirtilen miktarda tahlil
tamponu konulmustur (Tablo 2.6). Sonrasinda reaktiflerden; NADPH, 5-ASA ¢alisma
soliisyonu, AMMC substrat ¢alisma soliisyonu ve rekombinant CYP2D6 enzimi
eklenmis ve Karistirilmistir. Kuru blok 1siticida 37 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Hizlica santrifiij edilmistir. Tupler, plakaya aktarilmistir. Kuyulara 15 ul NADP*
eklenerek 37 °C’de kinetik mod ile 60 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan

Olcllmiistiir.

29



Tablo 2.7: VII. plaka bilesenleri ve prosediiri.

Reaktifler Tiip Numarasi

1-1° 2-2' 3-3' 4-4' 5-5'
Tahlil tamponu 18ul 31l 29 ul 25 ul 21 pl
NADPH iireten sistem 2ul 2ul 2ul 2 ul 2 ul

5-ASA ¢alisma soliisyonu - - - - -

Rekombinant insan
CYP2D6 enzimi

AMMC substrat ¢alisma
soliisyonu

10pul 10 ul 10 pl 10 pl 10 pl
15ul  2pul 4 ul 8 ul 12 pl

Kinidin ¢aligma soliisyonu - - - - -

37 °C’de blok 1siticida 10 dakika inkiibe edilmistir. Kisa siire santrifiij
edilmistir.

Tiipler duplikeleriyle birlikte 96 kuyulu plakaya aktarilmistir.
NADP* ¢alisma soliisyonundan biitiin tiiplere 15 ul eklenmistir.
Toplam HACIM 60ul  60ul  60ul  60pl 60l

37 °C’de 60 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan 6l¢lim yapilmistir.

VII. plaka igin; tiiplere buz tizerinde oOncelikle belirtilen miktarda tahlil
tamponu konulmustur (Tablo 2.7). Sonrasinda reaktiflerden; NADPH, AMMC
substrat c¢alisma soliisyonu ve rekombinant CYP2D6 enzimi eklenmis ve
karigtirilmistir. Kuru blok 1siticida 37 °C’de 10 dakika ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.
Hizlica santrifiij edilmistir. Tiipler 96 kuyulu plakaya aktarilmistir. Kuyulara 15 pl
NADP* eklenerek 37 °C’de kinetik modda 60 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan

Olclilmiistr.
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Tablo 2.8: VIII. plaka bilesenleri ve prosediiri.

Reaktifler Tiip Numarasi

1-1° 2-2' 3-3' 4-4' 5-5' 6-6'
Tahlil tamponu 18ul  16ul 14ul 10ul  6pul 3ul
NADPH iireten sistem 2l 2ul 2ul 2 ul 2 ul 2 ul
5-ASA ¢alisma soliisyonu - 2 ul 4 ul 8 ul 12ul 15l

Rekombinant insan

CYP2D6 enzimi 10pl  10ul 10pl 10l 10pl 10 ul

AMMC substrat ¢calisma
salffgom ISpl 15ul 15pl 15pl  1Spl  15pul
Kinidin ¢aligma i ) ) i ) )
soliisyonu

37 °C’de blok 1siticida 10 dakika inkiibe edilmistir. Kisa siire santrifiij

edilmistir.
Tiipler duplikeleriyle birlikte 96 kuyulu plakaya aktarilmistir.

NADP* ¢alisma soliisyonundan biitiin tiiplere 15 ul eklenmistir.
Toplam HACIM 60pul  60ul  60pul  60pul  60ul 60 pul

37 °C’de 60 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan 6l¢lim yapilmistir.

VIII. plakay: hazirlarken; tiiplere buz iizerinde Oncelikle belirtilen miktarda
tahlil tamponu konulmustur (Tablo 2.8). Sonrasinda reaktiflerden; NADPH, 5-ASA
caligma soliisyonu, AMMC substrat soliisyonu ve rekombinant CYP2D6 eklenmis ve
karigtirilmistir. Kuru blok 1siticida 37 °C’de 10 dakika ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.
Hizlica santrifiij edilmistir. Tipler, plakaya aktarilmistir. Kuyulara 15 ul NADP*
eklenerek 37 °C’de kinetik mod ile 60 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan

Olclilmiistr.
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Tablo 2.9: IX. plaka bilesenleri ve prosediirii.

Reaktifler Tiip Numarasi

1-1° 2-2' 3-3' 4-4' 5-5' 6-6'
Tahlil tamponu 199ul  64ul  59ul  S54ul  49ul 39l
NADPH iireten sistem 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul

5-ASA ¢alisma soliisyonu - - - - - -
Rekombinant insan
CYP2D6 enzimi

AMMC substrat ¢calisma
soliisyonu

20l 20pl  20pl  20pl 20l 20 pul
30ul Spul 100pul  15ul  20ul 30 pul

Kinidin ¢aligma soliisyonu 20 ul - - - - -

37 °C’de blok 1siticida 10 dakika inkiibe edilmistir. Kisa siire santrifiij edilmistir.
Tipler duplikeleriyle birlikte 96 kuyulu plakaya aktarilmistir.
NADP* ¢alisma soliisyonundan biitiin tiiplere 25 ul eklenmistir.
Toplam HACIM 120 ul 120 ul 120 ul 120 ul 120 ul 120 pl

37 °C’de 40 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan 6l¢lim yapilmustir.

IX. plaka i¢in; tiiplere buz lizerinde dncelikle belirtilen miktarda tahlil tamponu
konulmustur (Tablo 2.9). Sonrasinda reaktiflerden; NADPH, AMMC substrat ¢alisma
soliisyonu, Kinidin galisma soliisyonu ve rekombinant CYP2D6 enzimi eklenmis ve
karigtirilmistir. Kuru blok 1siticida 37 °C’de 10 dakika ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.
Hizlica santrifiij edilmistir. Tiipler 96 kuyulu plakaya aktarilmigtir. Kuyulara 25 pl
NADP* eklenerek 37 °C’de kinetik mod ile 40 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan

Olcllmiistiir.
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Tablo 2.10: X. plaka bilesenleri ve prosediiri.

Reaktifler Tiip Numarasi

1-1° 2-2' 3-3' 4-4' 5-5'
Tahlil tamponu 34ul 29l 24 ul 19 ul 9 ul
NADPH iireten sistem 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul

5-ASA caligma soliisyonu 5 pl 10 pl 15 pl 20 pul 30 pl

Rekombinant insan

CYP2D6 enzimi 20pl 20pl 20l 200l 20 pl

AMMC substrat ¢calisma
salffgom 30ul 30l 30 ul 30 ul 30 ul
Kinidin ¢aligma i ) i ) )
soliisyonu

37 °C’de blok 1siticida 10 dakika inkiibe edilmistir. Kisa siire santrifiij

edilmistir.

Tiipler duplikeleriyle birlikte 96 kuyulu plakaya aktarilmistir.
NADP* ¢alisma soliisyonundan biitiin tiiplere 25 ul eklenmistir.
Toplam HACIM 120 ul 120l 120l 120l 120 ul

37 °C’de 40 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan 6l¢lim yapilmistir.

X. plakay1 hazirlarken; tiiplere buz tizerinde 6ncelikle belirtilen miktarda tahlil
tamponu konulmustur (Tablo 2.10). Sonrasinda reaktiflerden; NADPH, 5-ASA
caligma soliisyonu, AMMC substrat ¢alisma soliisyonu ve rekombinant CYP2D6
eklenmis ve karigtirilmistir. 37 °C’de 10 dakika ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Hizlica
santrifiij edilmistir. Tiipler, plakaya aktarilmistir. Kuyulara 25 ul NADP* eklenerek 37
°C’de kinetik mod ile 40 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan 6l¢iilmiistiir.
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Tablo 2.11: XI. plaka bilesenleri ve prosediirii.

Reaktifler Tiip Numarasi

1-1° 2-2' 3-3' 4-4' 5-5'
Tahlil tamponu 59ul 49l 39 ul 29 ul 9 ul
NADPH iireten sistem 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul

5-ASA caligma soliisyonu 5 pl 10 pl 15 pl 20 ul 30 pl
Rekombinant insan
CYP2D6 enzimi

AMMC substrat ¢alisma
sollisyonu

20ul 20 pl 20 pl 20 pul 20 pl
Sul 10 pl 15 ul 20 ul 30 ul

Kinidin ¢aligma soliisyonu = = = = =

37 °C’de blok 1siticida 10 dakika inkiibe edilmistir. Kisa siire santrifiij
edilmistir.

Tiipler duplikeleriyle birlikte 96 kuyulu plakaya aktarilmistir.
NADP* ¢alisma soliisyonundan biitiin tiiplere 25 pul eklenmistir.
Toplam HACIM 120 ul 120 pul 120l 120 pul 120 pl

37 °C’de 40 dakika Ex/Em 390/468 nm floresan 6l¢lim yapilmistir.

XI. plaka i¢in; tiiplere buz iizerinde 6ncelikle belirtilen miktarda tahlil tamponu
konulmustur (Tablo 2.11). Sonrasinda reaktiflerden; NADPH, AMMC substrat
soliisyonu ve rekombinant CYP2D6 enzimi eklenmis ve Karistirilmistir. Kuru blok
wsiticida 37 °C’de 10 dakika ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Hizlica santrifiij edilmistir.
Tiipler 96 kuyulu plakaya aktarilmigtir. Kuyulara 25 ul NADP" eklenerek 37 °C’de
kinetik mod ile 40 dakika boyunca Ex/Em 390/468 nm floresan dl¢tilmiistiir.

Tiim bu 6l¢timlerde elde edilen degerler, ¢izilen AHMC standart egri grafigi

de kullanilarak gerekli hesaplamalar yapilmis aktivite grafiklerinin ¢izilmistir..

2.2.5 HPLC-ESI-MS/MS Analizleri
Bezmialem Vakif Universitesi ilag Uygulama ve Arastirma Merkezi

(ILMER)’nde Dog. Dr. Isil GAZIOGLU tarafindan yapilan &lgiimler icin iki farkl

prosediir uygulanarak 6rnekler hazirlanmistir.
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Tablo 2.12: Birinci prosediir i¢in hazirlanan tiiplere konulan reaktif miktarlari (ul).

Reakifler

1 2 3 4 5 6 7
Tahlil Tamponu 23l 19pul 43ul 43pl 3ul 23ul 19ul
NADPH Ureten
Sistem 2 ul 4 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 4 ul
NADP+ ¢alisma
oo 30pul 30ul 30pl  30pl  30pul  30ul  30ul
5-ASA ¢alisma
salffyomm 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul 25ul 25l
Rekombinant Insan
CYP2D6 Enzimi 20ul 20l = = 20l 20pl 20l
Klrildln calisma ) ) ) : 20 ul i )
soliisyonu
Toplam HACIM 100 ul 100 ul 100l 100l 100 ul 100 ul 100 pl

Tiiplere tahlil tamponu, NADPH, 5-ASA c¢alisma soliisyonu, rekombinant

CYP2D6 enzimi ve kinidin calisma soliisyonu belirtilen miktarlarda eklenmistir

(Tablo 2.12). Son olarak NADP™ eklenerek 37 °C’de 120 dakika inkiibe edilmistir.

- %100 TCA Soliisyonu: Soliisyonu hazirlamak i¢in 2,5 gr TCA tartilmis ve

1750 ul saf su eklenmistir.

Inkiibasyon sonunda tiiplere hazirlanan TCA soliisyonundan 25 pl eklenerek

reaksiyon sonlandirilmistir. Sonrasinda tiipler 15 dakika buz tizerinde inkiibe edilmis

ve siire sonunda 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Elde edilen sup (santrifiigat)

yapilacak dl¢timler i¢in gonderilmistir.

Tablo 2.13: ikinci prosediir igin hazirlanan tiiplere konulan reaktif miktarlari (ul).

Tip Numarasi

Reaktifler

1 2 3 4
Tahlil Tamponu 21 ul 19ul  21ul 21l
NADPH Ureten Sistem 4 pl 6 pl 4 pl 4l
NADP* 25l 25ul 25ul 254l
5-ASA ¢alisma soliisyonu 20l 20ul  20pl 20 pl

Rekombinant insan CYP2D6 Enzimi 30ul 30ul 40pl  30pul

Kinidin ¢alisma soliisyonu = = = 20 ul
Toplam HACIM 100 ul 100 ul 110 ul 120 pl
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Hazirlanan tiiplere tahlil tamponu, NADPH, 5-ASA c¢alisma soliisyonu,
rekombinant CYP2D6 enzimi ve Kinidin calisma soliisyonu verilen miktarlarda
eklenmistir (Tablo 2.13). Son olarak NADP™ eklenmistir. Tiipler kuru 1stict blokta 37
°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda reaksiyonu sonlandirmak i¢in tiiplere
25 ul TCA soliisyonu eklenmistir. Tiipler 15 dakika buz iizerinde inkiibe edilmis ve
inkiibasyon siiresi bitince 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir. LC/MS-MS analizleri
Bezmialem Vakif Universitesi ila¢ Uygulama ve Arastirma Merkezi (ILMER)’ nde
Dog. Dr. Isil Gazioglu tarafindan yapilmistir.

Yapilan birinci HPLC 6l¢timii ile ilgili sartlar su sekildedir: sicaklik (22,0 £
5,0 °C) ve bagil nem (55+15 % rh). Her 6rnegin 4 pl'si analiz icin HPLC-ESI- MS/MS
sistemine enjekte edilmistir. Kolon 3 um Fortis C18-150 x 3.0 mm kullanilarak

yapilmistir. Metabolitler icin HPLC kullanilmistir. Cihazin sartlart:

- Mobil faz A: %1 Formik Asit - H,O
- Mobil faz B: %1 Formik Asit - MeOH
- Akis hizi: 0,35 ml / dk.

Yapilan birinci MS o6l¢iimii sartlar1 ise soyledir: “Thermo Orbitrap Q-
Exactive” sistemi kullanildi. Iyon kaynagi ESI’dir. Kiitle tarama araligi 175-450 m/z
secilmistir. Kiitle spektrometresi kullanilarak toplam iyon akim kromatogramlar
(TIC) elde edilmistir. Coklu reaksiyon izleme modunda, Tablo 2.14°te belirtilen m/z
(kiitle/yiik) oranlar1 se¢ilmistir. N-Ac-5-ASA'nin kantitatif analizi igin ise m/z gegisi
194 — 107 secilmistir.

Tablo 2.14: Segilen kiitle / yiik oranlari.

5-ASA ve 4-ASA 152 — 108
N-Ac-5-ASA 150, 194 — 107
N-Ac-4-ASA 194 — 108

Yapilan ikinci HPLC o6lgiimii sartlart ise: C18-33 x 2 mm 5 um kolon

kullanilarak yapilmistir.

- Mobil faz A: %1 Formik Asit - H,0
- Mobil faz B: %1 Formik Asit - MeOH
- Akis hizi: 0.30 ml / dk.
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Yapilan ikinci MS 6l¢limii sartlari ise soyledir: “Thermo Orbitrap Q-Exactive”
sistemi kullanilmustir. Iyon kaynagi ESI olarak secilmistir. Segilen kiitle tarama

araligi: 100-300 m/z belirlenmistir.

2.2.6 Istatistiksel Analizler

Elde edilen 6l¢iim degerlerine ait gruplar arasi karsilastirma Bagimsiz
Student's t-testi kullanilarak yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak p<0.05
se¢ilmistir. Tiim analizler Minitab 13.0 istatistik programi kullanilarak yapilmistir.
Calismamizda yer verilen grafikler Microsoft Excel paket programi kullanilarak

hazirlanmustir.
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3. SONUCLAR

3.1  Standart Egri Calismalar:

Kinetik mod ile 37 °C’de 60 dakika boyunca Ex/Em 390/468 nm yapilan
floresan 6l¢iim, ii¢ tekrarli olarak {ic deneme yapilmistir. Tiim standart okumalardan,
bos okuma (0 nmol/kuyucuk) degeri ¢ikarilmistir (Tablo 3.1). Elde edilen degerler,
Tablo 3.2, Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.1: Bos okuma degerleri (0 nmol/kuyucuk) (RFU).

Tablo 3.2: AHMC floresan 6l¢iim degerleri (RFU) 1.

Tablo 3.3: AHMC floresan 6l¢iim degerleri (RFU) 2.

Tablo 3.4: AHMC floresan 6l¢iim degerleri (RFU) 3.
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Elde edilen degerler ii¢ tekrarin ortalamasi alimarak AHMC standart egri
grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3). Yapilan ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi

alinarak ¢izilen grafik Sekil 3.4’te verilmistir.

AHMC Standart Egrisi 1

y = 1,9991x
250 R =0,9972
E 200 ; 206
2 i
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o
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S ; l,110
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-50
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Sekil 3.1: AHMC standart egri grafigi 1.
AHMC Standart Egrisi 2
250 y = 1,8909x
l R? =0,9967
£ 200 g 192
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g 150 I 151
2 |
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Sekil 3.2: AHMC standart egri grafigi 2.
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Sekil 3.3: AHMC standart egri grafigi 3.
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Sekil 3.4: AHMC ortalama standart egri grafigi.
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3.2  Plakalarm Floresan Olciimlerinde Elde Edilen Degerler ve
Grafikleri

Prosediirleri verilen plakalarin, 37 °C’de kinetik mod ile 90 dakika boyunca
Ex/Em 390/468 nm floresan Olg¢timleri sonunda okunan degerler ve elde edilen

grafikler su sekildedir:

Tablo 2.1°de igerigi verilen I. plakanin, 90 dakika boyunca 37 °C’de kinetik
mod ile EX/Em 390/468 nm floresan l¢limii sonucunda elde edilen degerler verilmis
ve grafik olarak gdsterilmistir. 90 dakikalik 6l¢iimde okuma 2 dakikada bir yapilmastir.
Degerler 6 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5: I. plakanin 1 ve 1” tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman(dk) | O | 6 |12 | 18 | 24 | 30 | 36 | 42 | 48 | 54 | 60 | 66 | 72 | 78 | 84 | 90

1|42 | 69 | 96 | 124|128 | 142|133 | 142 (135|139 | 136 |130| 139 (139|135 139
Tip
Numarasi

1'[ 31|41 |56 | 63 |73 | 74|85 |81 |83|92|97 |98 9394|097 |97

I. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat (AMMC)
konsantrasyonu 5 uM’dir. Yapilan dl¢iimde okunan degerler gosterilmistir (Sekil 3.5).
Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 368 pmol/dak/ml ve 372 pmol/dak/ml’dir.

180 y=0,6571x + 94,714
R? =0,4601
160
E 140 % o9, ® 08" o
c P °® '0.._.”“000‘.‘.0 .'o.o...'.
00 o ©° et
L 12 o ©®
ey &
R 100 | ..ol SOLOB AWt
0 i & 0,00°7 % "0 b0e® .
£ 80 » 0es. T Vlgeme.
T ° e®® .. Q0. y=0,6643x +48,824
~ 2
X 60 e % R? =0,8116
_— e ™Y
D a0 ® 'Y )
P L ]
o L 1]
20
0
0 20 40 60 80 100
Zaman (dk)

Sekil 3.5: 1. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 90 dakikalik floresan ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 6 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.6) ve
grafik olarak gdsterilmistir (Sekil 3.6).

Tablo 3.6: I. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | 0 | 6 (12|18 |24 |30 | 36 |42 |48 |54 |60 |66 | 72| 78 | 84 | 90

. 2122 |25|25|35|27|129| 25|34 |3 |3 |3 |26|33|29]| 36| 32
Tiip
Numarasi

2'119 (17 | 21 |26 | 28 |19 | 28 | 19 | 27 | 30 | 28 | 28 | 28 | 19 | 27 | 20

I. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,15 pM, substrat
konsantrasyonu ise 0,33 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 66 pmol/dak/ml
ve 41 pmol/dak/ml’dir.
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Sekil 3.6: 1. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 90 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 6 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.7) ve
grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.7).

Tablo 3.7: I. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | 0 | 6 (12|18 |24 |30 | 36 |42 |48 |54 |60 |66 | 72| 78 | 84 | 90

. 3126|122 |23 |29|31|27|29|28|3|34|39|33|31|29]|38]|30
Tiip
Numarasi

3|20 | 26 | 24 | 37 | 32 | 30 | 34 | 34 | 40 | 39 | 34 | 34 | 42 | 34 | 42 | 32

I. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,3 uM, substrat
konsantrasyonu ise 0,66 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 85 pmol/dak/ml
ve 96 pmol/dak/ml’dir.

50 y =0,1137x + 25,883

a5 , Fi=03738
sy ° Y

; ® ®
&40 o 2 A GO el oe

o%e S o @ a0 o® @ ;

R 35 00 o8 o et 8t
< gl 0. O O 208 o o
S30 | i N 8% oo P
g pSRETE L I °
N . 6 000" 09 9, ® o
n <2 g eeg
£ 56-& ee o y=0,1341x + 28,074
&:. - R* =0,4219
o 15
2 10
o

5

0

0 20 40 60 80 100
Zaman (dk)

Sekil 3.7: 1. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 90 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 6 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.8) ve
grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.8).

Tablo 3.8: . plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | 0 | 6 (12|18 |24 |30 | 36 |42 |48 |54 |60 |66 | 72| 78 | 84 | 90

4|36 |28 |31|31|40 | 32|40 | 34|42 | 41 | 43 | 46 | 37 | 38 | 41 | 37
Tiip
Numarasi

4'| 27 | 33 | 34 |43 |32 | 38|35 (40|44 |41 |34 | 34| 46 | 43 | 44 | 44

I. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,6 uM, substrat
konsantrasyonu ise 1,33 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 93 pmol/dak/ml
ve 93 pmol/dak/ml’dir.
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Sekil 3.8: 1. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 90 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 6 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.9) ve
grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.9).

Tablo 3.9: I. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | 0 | 6 (12|18 |24 |30 | 36 |42 |48 |54 |60 |66 | 72| 78 | 84 | 90

. 5135|445 | 46 | 39 | 50 | 47 | 51 | 48 | 48 | 48 | 53 | 61 | 50 | 57 | 50 | 51
Tiip
Numarasi

5'| 36 | 40 | 43 | 41 | 42 | 52 | 44 | 53 | 53 | 49 | 47 | 48 | 55 | 60 | 52 | 60

I. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,2 uM, substrat
konsantrasyonu ise 2,66 pM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 100 pmol/dak/ml
ve 131 pmol/dak/ml’dir.
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Sekil 3.9: 1. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 90 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 6 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.10)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.10).

Tablo 3.10: 1. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | 0 | 6 (12|18 |24 |30 | 36 |42 |48 |54 |60 |66 | 72| 78 | 84 | 90

. 6|33|62|66|63|70|73|72| 78| 72| 73|77 |82 | 83| 87| 80| 84
Tiip
Numarasi

6'| 49 [ 63 |69 | 60| 71|76 |73 |81 | 76| 76|80 |85 |84 |90 |8L|92

I. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,8 uM, substrat
konsantrasyonu ise 4 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 194 pmol/dak/ml ve
214 pmol/dak/ml’dir.
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£ 80 . 8 3.__‘.___:,,...:S“_,_‘,__ &
) P 4 b e i3
S ” ': _....0..::'.9 e
® . o g
§ -} y =0,3604x + 59,066
. R? =0,8201
a 564
é 40
X 30®
o
w20
o
10
0
| ) ) " i 100
Zaman (dk)

Sekil 3.10: I. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 90 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 6 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.11)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.11).

Tablo 3.11: I. plakanin 7 ve 7’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | 0 | 6 (12|18 |24 |30 | 36 |42 |48 |54 |60 |66 | 72| 78 | 84 | 90

. 7|46 | 70| 72 (80| 77 [ 89| 85|94 |91 | 92 | 90 | 96 | 102 | 105|100 | 106
Tiip
Numarasi

7'| 64 | 64 | 69 | 68 | 81 | 83 | 88 | 88 | 82 | 86 | 95 |100| 92 | 98 | 93 | 99

I. plakanin 7 ve 7’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 2,25 pM, substrat
konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 264 pmol/dak/ml ve
245 pmol/dak/ml’dir.

120 y =0,4571x + 66,43
R*=0,8206
o .89

—~ 100 ° 00%0°% o5 e
£ 0® _§ 000000, 0Tgg oo
c o e%gouloee g%
) 880,903 %y
O o "9 9. 705
2 80 oo :!:::. .....
) .::c!'*:ﬁ:;“ y =0,4208x + 65,282
20 o5 eg R? =0,3656
n 60 ®
£ @
w @
X 40
L558
=3
w
o 20

0

0 20 40 60 80 100

Zaman (dk)

Sekil 3.11: I. plakanin 7 ve 7’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 90 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 6 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.12)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.12).

Tablo 3.12: I. plakanin 8 ve 8 tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | 0 | 6 (12|18 |24 |30 | 36 |42 |48 |54 |60 |66 | 72| 78 | 84 | 90

8120|122 |20 |29 | 20|26 |19 |25 |24 |26 |20 | 17 | 24 | 26 | 37 | 27
Tiip
Numarasi

826 |20 |22|19|27 |17 |27 |19 |18 | 22|26 |25 |17 | 17 | 23 | 17

I. plakanin 8 ve 8’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 5 uM
ve inhibitor (kinidin) konsantrasyonu 2,5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler;

34 pmol/dak/ml ve 29 pmol/dak/ml’dir.

35
y =0,0147x + 22,577
30 = R*=0,0141
€
c
[0}
(o)
3
By
[}
&
™
1l
£
|58
<
@ 1g y =-0,006x + 21,727
g R® =0,0019
5
0
0 20 40 60 80 100
Zaman (dk)

Sekil 3.12: 1. plakanin 8 ve 8 tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Tablo 3.13: I. plakanin 9 ve 9’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman(dk) | 0 | 6 |12 |18 |24 |30 |36 | 42 | 48 |54 | 60 | 66 | 72 | 78 | 84 | 90

_'96761676661314117139157
Tip
Numarasi

9|7 | 9|6 |13|11| 5|9 |4 |10|12 (12|11 |10| 4 |14 ]| 5

Yapilan 90 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 6 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.13)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.13).

I. plakanin 9 ve 9’ tiipleri sadece tahlil tamponu igerir.

18 y =0,0268x + 8,8363
i i . R* =0,0418
— = ®
g 14 e o0 o e o oo o8
o0 ) e oo o © © )
2 12 e o e oo e o
> ¢ e ® 000 @ ... .
N 10 ee o [ TR L R ¢ e = &
fl? ,,,,,, ......u;::.::‘.:‘.ii?i .............. @+ e ses s et .. .......
E 8 ® @ ®
L e o o ° e e o °
X 6 @ o 0 ® o 000 o ® °
= s o » © °
g 4 ™ [ 1) e o 0
2 y = 0,0056x + 8,9648
R?* =0,0018
0
0 20 40 60 80 100

Zaman (dk)

Sekil 3.13: . plakanin 9 ve 9’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Tablo 2.2°de verilen II. plakanin, 40 dakikalik floresan 6l¢iimiinde 2 dakikada
bir alinan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.14) ve grafik olarak gosterilmistir
(Sekil 3.14).

Tablo 3.14: 1I. plakanin 1 ve 1” tliplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) [ 0|2 |4 |6 |8 |10(12(14|16|18|20|22|24|26|28| 30 | 32 | 34|36 |38 |40

. 1/41|58|52|65|71|65|79|85|88|84|84|89|88|98|91|101|105(92(99 91|96
Tiip
Numarasi

1'(41|36|37|31|32(45|35|36|51|52|53(52|54|48|56| 57 | 46 |59 |61 |56 |62

II. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 5
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 664 pmol/dak/ml ve 380 pmol/dak/ml’dir.

120 y=1,206x +57,481
R*=0,7852
£ 2 o (e
0 o ® o @ o e 5
£} .
g %0 ® . 9
) &
. . e ® ... .Q.,.’.A.‘.A..
: . o0 0 o @ . .o
3 B et cesnsenve ® .
= o Y e ©
=) ® y = 0,6805x + 34,009
& 20 o
0
0 5 10 15 20 25 20 e . =

Zaman (dk)

Sekil 3.14: II. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.15) ve grafik olarak
gosterilmistir (Sekil 3.15).

Tablo 3.15: 1I. plakanin 2 ve 2’ tliplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | 0|2 |4 |6 |8|10(12|14|16|18|20(22|24|26|28|30|32|34|36|38 |40

2117(25(|15(30|31({20|33(21|32(28|24(27|20|25|27|34(28|27(20|24|34
Tiip
Numarasi

2'118|13|23(14|11|27(12|13|25|25|27 (28|27 |14|26|28 |17 |29|25|28|24

II. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 0,66
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 92 pmol/dak/ml ve 169 pmol/dak/ml’dir.

40 y = 0,1266x + 23,277
R*=0,0811
1235
£ W . .
oo 30 & |
T @ ® 0‘0 3 ‘»-.9..,,.‘. -
§ 25 .. .................. L ‘.»... ..... B S 3 .
rl? N 9. L, g ;
£ Qe |
w15 . o .
] . s w® y =0,2747x + 16,126
3 10 e
L
“ s
0
0 5 10 15 20 - . , - )
Zaman (dk)

Sekil 3.15: II. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger

okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.16) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.16).

Tablo 3.16: 1II. plakanin 3 ve 3’ tliplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk)

0

2

4

6

8

10

12114116 |18|20(22|24|26|28| 30|32

34

36

38

40

Tiip

Numarasi

3

20

22

27

29

31

25

32121|37(39(33|37|37|27(39|43|32

43

31

41

35

3|

15

13

27

21

18

25

22120|25(23(25|28|22|20(27|30|27

27

22

34

32

II. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 1,33

uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 226 pmol/dak/ml ve 181 pmol/dak/ml’dir.

50
45
40
35
30

390/468nm)

15
10

RFU (Ex/Em

25 Leaerest

10

R? =0,4642
e °®
o
B . e V .
G .
Q.
. o M. o
O g B
[ YPTRPRILLY . < :
‘ ®
y=0,2981x + 17,991
R::O’5002
15 20 ’s . ; -

y=0,3838x + 24,753

Zaman (dk)

Sekil 3.16: 11. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.17) ve grafik olarak
gosterilmistir (Sekil 3.17).

Tablo 3.17: II. plakanin 4 ve 4’ tliplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | 0|2 |4 |6 |8|10(12|14|16|18|20(22|24|26|28|30|32|34|36|38 |40

. 4 118|20(31|21(23|35(25|23|32|37(41|36(39|27(41|36|25(41|35(43|29
Tiip
Numarasi

4'114116|20|24|26|17 |26|28|19|16(17|25|16|25(22|25|34|23|17|24 |28

II. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 2,66
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 227 pmol/dak/ml ve 110 pmol/dak/ml’dir.

p y = 0,3864x + 23,606
» R*=0,3724
pom . . : .
£ a0 . ) -
3 35 N B I R
rl? 5 .. . . o ® O ... Vo
£ 2 RS T s
w 20 | 0.0 0 %
% > "
(&3 ¥ 3
é 15 o y =0,1604x + 18,792
T 10 o0+
o
5
0
0 5 10 15 20 25 30 - 20 s
Zaman (dk)

Sekil 3.17: 11. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.18) ve grafik olarak
gosterilmistir (Sekil 3.18).

Tablo 3.18: II. plakanin 5 ve 5’ tliplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | 0|2 |4 |6 |8|10(12|14|16|18|20(22|24|26|28|30|32|34|36|38 |40

. 5125(21|30(18|16(31|23[27|24(31|33(30|35|28|34|27(25|34(39|37|38
Tiip
Numarasi

5'(21|33]|20|35(37|21|41|40|28|27(29|28|32|46(32|32|45|31|35|34(48

II. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 4
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 215 pmol/dak/ml ve 183 pmol/dak/ml’dir.

60 y =0,3636x + 21,584
R*=0,5012

E 50
c . :
: ®
g °
< 40 . i
8 T ® 6 .
N @ ® PR B : o8
M 39 CJ— B..oseneeisserss 5 2 . ;e .
R " e : :
L% ‘ e ® .
~ % i
x 20 °
MY ® ° y =0,3019x + 27,056
& 10 s

0

0 5 10 15 20 25 20 s “ =

Zaman (dk)

Sekil 3.18: II. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Tablo 3.19: II. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman(dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10({12|14|16|18|20|22|24|26|28|30|32 (3436|3840

. 6|19(12|7|5|2(10|/3|15|/0 |4 |6 (4|6 (13|40 |6 |2 (14|47
Tup
Numarasi

6'|10(14|3 (11|{9 |2 |7 |14|0 |3 |51 |7 |14{2|0(8]|2|9|1]|10

Yapilan 40 dakikalik floresan Olglim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.19) ve grafik olarak
gosterilmistir (Sekil 3.19).

II. plakanin 6 ve 6’ tiipleri sadece tahlil tamponu icermektedir.

& : y= _0'01474)( + 7,2814
~ . : - é PY R* =0,018
= L J
&
% 12 e
Bl
=
S10e ® ;
N ® » g
“I? 8 [trmesiii,, '
g me 5 o S ° B
£ . e T |
: ) "I
S 4 g ° o
S ; z : y=-0,1013x + 8,3117
2 ) . 8 - ® R: =0,0687
P ®
0 " :
0 5 10 15 20 25 30 2 N %
Zaman (dk)

Sekil 3.19: II. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Tablo 2.3’te verilen III. plakanin, 40 dakikalik floresan 6l¢iimiinde 2 dakikada

bir alinan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.20) ve grafik olarak gosterilmistir
(Sekil 3.20).

Tablo 3.20: III. plakanin 1 ve 1° tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk)

0

2

4

6

8 10(12|14(16|18|20(22|24|26|28|30|32|34|36|38]|40

Tiip

Numarasi

1

30

28

31

32

48|46 |46 |54 | 55|59 |49 (48|59 |56|55|59 |68 |58|73|71|75

1"

38

39

44

46

41|49 |49 |41|45|47|57|62|50|55|66|65 |54 |58|65|68 |69

III. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 5

uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 403 pmol/dak/ml ve 560 pmol/dak/ml’dir.

80

70

=390/468nm)

RFU (Ex/Em

30

60

50

40

20

10

y=0,7247x + 38,268

R*=0,7914 5 .H’
g @
® o _. o‘--'-‘"
® ¥ o e
e ©® ' W g e ° o
® o .uie o @
8- > y=1,0253x + 31,874
R?=0,8479
10 15 20 25 30 35 40 45
Zaman (dk)

Sekil 3.20: III. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger

okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.21) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.21).

Tablo 3.21: III. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk)

0

2

4

6

8

10112|14(16|18|20|22|24{26|28|30(32|34|36|38|40

Tiip

Numarasi

2

22

22

24

13

27

15126|20|18|26(20|19|29 22|17 (13|23 |22(23|21 |21

2' |25

26

23

19

13

19128|14|110|13[29|26|20|25|23|24|14|21(15|20|17

III. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,3 pM, substrat

konsantrasyonu ise 0,66 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 62 pmol/dak/ml
ve 31 pmol/dak/ml’dir.

=390/468nm)

RFU (Ex/Em

10

y =-0,0695x + 21,58
R* =0,0245

o y =-0,0084x + 21,264
R* =0,0006

15 20 25 30 35 40 45
Zaman (dk)

Sekil 3.21: III. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.22) ve grafik olarak
gosterilmistir (Sekil 3.22).

Tablo 3.22: III. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman(dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10|{12|14|16|18|20|22|24|26|28|30|32 (3436|3840

3(26(28|27(21(|20|14|30|23|18|24|27|29|33(33(22(23(24|38|23|20]|30
Tiip
Numarasi

3"|27(30|25(20(22|19(35|33|24|24|32(31|36|42(28|29|34|38|26|26]|32

III. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,6 uM, substrat
konsantrasyonu ise 1,33 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 128 pmol/dak/ml
ve 79 pmol/dak/ml’dir.

45 y =0,1948x + 25,294
& - 22

40 R? =0,163
Lo @
£ 35 e o &
0o ° ° e o L. ER— o
L3 e T I = o
§ ": .......................... e ° ¢ R
N 25 TSI vaes e Lo .
[l

8 o )

g 20 s .
i
X 15 = y=0,1019x + 23,342
= R? =0,0503
D 10 S
L
o

5

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zaman (dk)

Sekil 3.22: 1II. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.23) ve grafik olarak
gosterilmistir (Sekil 3.23).

Tablo 3.23: III. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman(dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10|{12|14|16|18|20|22|24|26|28|30|32 (3436|3840

. 4323835402528 |41|29|32|33|46|44|42|46|44|46 |38 (51|37 (40|40
Tiip
Numarasi

4'121(24|16|18|27 (21|27 |34|30(33(27|26|37|34(25|27|39|41|33|32(39

III. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,2 uM, substrat
konsantrasyonu ise 2,66 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 246 pmol/dak/ml
ve 179 pmol/dak/ml’dir.

60 y=0,4221x + 20,654
R? =0,5577
E 50 bt
[ = ® ® o
[0 L ® L
(¥ & i e anaetd ®
< 40 ® vl Py
> ™ " . * o080
g Lo @ i = B o . N S
E N e .
@, . ovesvet @ ko)
S o . : """ . o
> 20 & ® y = 0,2942x + 32,545
ik & R*=0,2887
=3
& 10
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zaman (dk)

Sekil 3.23: III. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.24) ve grafik olarak
gosterilmistir (Sekil 3.24).

Tablo 3.24: 1II. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman(dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10|{12|14|16|18|20|22|24|26|28|30|32 (3436|3840

5118[17|16(21|32({26|21(36|35(37|24(23|34|28|28|28(39|34(40|39|42
Tiip
Numarasi

5'(25(29|30|37|25(35|31|33|36|27(42|42|34|40 (47|47 |48|42|40|43 |41

III. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,8 uM, substrat
konsantrasyonu ise 4 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 261 pmol/dak/ml ve
283 pmol/dak/ml’dir.

60 y = 0,4513x +27,831
R? =0,6075
= 50
g o8 '®
(00} oagtttt” 3
2 40 =W AP
S~ w 5 5
& > ~~>."'.”', ® @
n Y L. e é e o o
£ & 0 0.
w sppena¥EuR ® o
} 20 o il | o y=0,4942X +19,S45
wo % e, R® =0,5659
D 10
o
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zaman (dk)

Sekil 3.24: 1II. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Tablo 2.4’te igerigi verilen IV. plakanin, yapilan Olgiimiinde 60 dakika
boyunca 2 dakikada bir deger okunmustur. Degerler 4 dakika aralik secilerek tabloya
yerlestirilmistir (Tablo 3.25) ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.25).

Tablo 3.25: IV. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 1|44 | 45|59 |57 |59 |70 | 72|64 |76 | 75|85 |94 |97 | 75| 87 | 87
Tiip
Numarasi

1'| 44| 62 | 64 | 81 | 86 | 85| 96 | 95 | 88 [101| 94 | 97 | 95 | 102 | 93 | 93

IV. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 5
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 390 pmol/dak/ml ve 416 pmol/dak/ml’dir.

120 y = 0,7x + 66,387
R*=0,6522 °

g ® o .

100 g e ®
g e®eooe .v’__A__Q,.-oloO .::
vy ° ; ’
g 80 ® . 0. B 4
-~ T = 0,0 40 =)
a e & e
™0 0%04 O -7 @
g 60 ® oW y =0,7512x + 49,496
£ I I . R*=0,8065
Ay oe®
> 40
L0,
e
£ 20

0
0 10 20 30 40 50 60 70
Zaman (dk)

Sekil 3.25: IV. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢im boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik secilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.26)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.26).

Tablo 3.26: IV. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 2|31 |38 |40 |38|34|42|39|32|40|32|39|36 |36 |31| 38| 38
Tiip
Numarasi

2|27 | 34| 22|37 |38 | 25|30 |37 |27|29|29 |36 |40 37|27 |34

IV. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,3 uM, substrat
konsantrasyonu ise 0,66 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 51 pmol/dak/ml
ve 40 pmol/dak/ml’dir.

> y = 0,0474x + 30,869

45 ° ® ° R*=0,0301
% 2 . <
Ea0 |® @ - A - X -
o% L. & $.%25.2 %50 R AR R o i
3 » ** . ®e e - [ NORAEEsy 0.0

................... . ..,,

Sl Yo R * %
o 30 Py ° : o 2
& ¢ H [ ® & °
L . > o
5 20 : y =0,0254x + 36,109
x R? =0,0109
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2 10
o

5

0

0 10 20 30 40 50 60 20
Zaman (dk)

Sekil 3.26: IV. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger

okunmustur. Degerler 4 dakika aralik secilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.27)

ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.27).

Tablo 3.27: IV. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman(dk) | 0 | 4 | 8 |12 |16 | 20|24 |28 |32 |36 |40 |44 |48 |52 |56 |60
3|29 |38 |34 |42 | 46| 40| 48| 45| 49 | 39| 46 | 51 | 41 | 50 | 48 | 52
Tiip
Numarasi
3130 |30|23|29 |37 (29|29 |40 |38 |31 |35|43 |39 | 42| 38| 45

IV. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,6 uM, substrat

konsantrasyonu ise 1,33 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 168 pmol/dak/ml

ve 176 pmol/dak/ml’dir.
60 y =0,2726x + 26,952
R* =0,4955
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Sekil 3.27: IV. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢im boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.28)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.28).

Tablo 3.28: IV. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 4|31 |40 | 32|46 | 47 | 40 | 46 | 53 | 51 | 47 | 45 | 58 | 49 | 60 | 61 | 66
Tiip
Numarasi

4'| 33 | 24| 32|26 |31 |40 |35 |34 |45 |34 | 46 | 44 | 48 | 41 | 51 | 47

IV. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,2 uM, substrat
konsantrasyonu ise 2,66 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 241 pmol/dak/ml
ve 213 pmol/dak/ml’dir.

70 y=0,4127x + 25,716
R* =0,7009
—~ 60 @
£ * 8-2e
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Zaman (dk)

Sekil 3.28: IV. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢im boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik secilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.29)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.29).

Tablo 3.29: IV. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

5128|132 |30 (39|41 (35|36 |49 |41 |51 |41 |52 | 47 | 54 | 45 | 47
Tiip
Numarasi

5'|1 27 | 22 | 35|23 | 25|37 |38 |26 |38 |33 |39]34|41|50]| 43| 37

IV. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,8 uM, substrat
konsantrasyonu ise 4 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 183 pmol/dak/ml ve
195 pmol/dak/ml’dir.

60 y = 0,3016x + 24,403
° R? =0,6058
@ °
50 i ® ° ® .8
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W 30 s ® e®3 .- &
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o
0
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Zaman (dk)

Sekil 3.29: IV. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger

okunmustur. Degerler 4 dakika aralik secilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.30)

ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.30).

Tablo 3.30: IV. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman(dk) | 0 | 4 | 8 |12 |16 | 20|24 |28 |32 |36 |40 |44 |48 |52 |56 |60
6|22 | 25|29 | 28|27 |32|29|32|29|42|3|32|38|33]|35]|31
Tiip
Numarasi
6'| 21| 22| 32|26 |24 | 33|37 |27 |30 |38 |34 |27 |38|30| 34| 28

IV. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 2,25 puM, substrat

konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 96 pmol/dak/ml ve
100 pmol/dak/ml’dir.

=390/468nm)

RFU (Ex/Em

45

40

35 g
- $

25
20
15
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Sekil 3.30: IV. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Zaman (dk)
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Tablo 2.5’te igerigi verilen V. plakanin, yapilan 6l¢iimiinde 60 dakika boyunca
2 dakikada bir deger okunmustur. Degerler 4 dakika aralik secilerek tabloya
yerlestirilmistir (Tablo 3.31) ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.31).

Tablo 3.31: V. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 1|37 |37 |37 |37 |50| 40| 47 | 55 | 54 | 47 | 49 | 52 | 55 | 59 | 58 | 55
Tiip
Numarasi

1'| 40 | 47 | 46 | 47 | 41 | 54 | 45 | 42 | 38 | 50 | 52 | 47 | 53 | 42 | 40 | 45

V. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 5
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 177 pmol/dak/ml ve 76 pmol/dak/m1’dir.

” y = 0,2954x + 38,236
R® =0,5646
Tc: 60 g e
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Sekil 3.31: V. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik secilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.32)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.32).

Tablo 3.32: V. plakanin 2 ve 2 tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 2122|119 |17 | 23|33 |26 |32|33|33|22|19|29|34|32]|33]| 22
Tiip
Numarasi

2'| 23 |18 | 24 | 26|18 | 26 |27 | 16 | 16 | 27 | 27 | 28 | 28 | 23 | 31 | 16

V. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 0,66
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 64 pmol/dak/ml ve 61 pmol/dak/ml’dir.

) y =0,0732x + 23,385
R*=0,0572
2235 . - . .
£ . . .
C 30 @ o B
3 ° 0y o S00,
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Zaman (dk)

Sekil 3.32: V. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.33)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.33).

Tablo 3.33: V. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 3|133|22|30|35|37|36|41|34|35|32|32|43|42| 34| 36|29
Tiip
Numarasi

329 |16 | 20| 28|26 |24 |28 |21 | 24|27 |28 |30 |25|30|30]21

V. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 1,33
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 66 pmol/dak/ml ve 69 pmol/dak/ml’dir.

5 y = 0,0768x + 31,857
” ® R*=0,0829
E L N J
g 40 é . e .
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Sekil 3.33: V. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.34)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.34).

Tablo 3.34: V. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 4|33 (32|35 (43| 32|43 |42 | 38 | 36 | 46 | 47 | 48 | 48 | 40 | 44 | 43
Tiip
Numarasi

4'| 29 | 22 | 24 |27 | 37 | 26 |32 |37 |35|28 |29 |31 |28 (373739

V. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 2,66
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 146 pmol/dak/ml ve 108 pmol/dak/ml’dir.

v y=0,2302x + 34,544
.R:=0,4782
®
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Sekil 3.34: V. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.35)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.35).

Tablo 3.35: V. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

5121|134 |39 (34|27 |41 |32 (28|29 |43 |43 |37 | 35| 32| 34| 44
Tiip
Numarasi

5'| 16 | 21 | 18 | 17 | 30 | 40 | 32 | 33 | 32 | 23 | 29 | 34| 22 | 29 | 31 | 41

V. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 4
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 136 pmol/dak/ml ve 126 pmol/dak/ml’dir.

50 y=0,1925x + 29,901
R*=0,2898
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Sekil 3.35: V. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Tablo 2.6’da igerigi verilen VI. plakanin, yapilan Ol¢iimiinde 60 dakika
boyunca 2 dakikada bir deger okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya
yerlestirilmistir (Tablo 3.36) ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.36).

Tablo 3.36: VI. plakanin 1 ve 1° tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 1|40 | 50 | 45|44 | 58 | 60 | 57 | 53 | 65 | 66 | 55 | 68 | 62 | 68 | 71 | 74
Tiip
Numarasi

1'| 42 | 38 |55 | 55|51 |53 62| 70|61 |64 |73 |72|70]| 70| 82| 82

VI. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 5
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 358 pmol/dak/ml ve 242 pmol/dak/ml’dir.
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80 e "
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Sekil 3.36: VI. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik secilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.37)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.37).

Tablo 3.37: VI plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | 0 | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 |32 |36 | 40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 242 |43 | 52 |46 | 53 | 46 | 53 | 55 | 50 | 64 | 64 | 60 | 61 | 57 | 54 | 55
Tiip
Numarasi

2'| 41 | 41 | 33 |33 |31 |41 |37 |43 |50 |42 |45 |50 |46 | 46 | 45 | 56

VI. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,3 uM, substrat
konsantrasyonu ise 0,66 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 96 pmol/dak/ml
ve 100 pmol/dak/ml’dir.

70 y = 0,2855x + 33,21
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Sekil 3.37: VI. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢im boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik secilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.38)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.38).

Tablo 3.38: VI. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 3|41 |49 |49 |41 | 44 | 47 | 46 | 58 | 54 | 60 | 59 | 63 | 66 | 56 | 54 | 64
Tiip
Numarasi

338 (39|39|36|35|39|39|51|51|51|54|54|53]|053]|62|56

VI. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,6 uM, substrat
konsantrasyonu ise 1,33 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 228 pmol/dak/ml

ve 212 pmol/dak/ml’dir.
70 y =0,3867x + 34,464
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Sekil 3.38: VI. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.39)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.39).

Tablo 3.39: VI. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 4|40 | 59 | 48 | 48 | 52 | 63 | 59 | 68 | 68 | 68 | 66 | 72 | 68 | 72 | 70 | 71
Tiip
Numarasi

4'| 40 | 48 | 56 | 56 | 59 | 53 | 60 | 66 | 64 | 72 | 71 | 69 | 72 | 61 | 62 | 74

VI. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,2 uM, substrat
konsantrasyonu ise 2,66 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 201 pmol/dak/ml
ve 236 pmol/dak/ml’dir.
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Sekil 3.39: VI. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.40)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.40).

Tablo 3.40: VI. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 5(59|63|53|60|63 (74|69 73|79 |69 70|75 |73|84]| 74|75
Tiip
Numarasi

5'| 62 | 50 | 60 | 65 | 68 | 59 | 70 | 68 | 63 | 74 | 75 | 68 | 73 | 69 | 71 | 72

VI. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,8 uM, substrat

konsantrasyonu ise 4 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 163 pmol/dak/ml ve

214 pmol/dak/ml’dir.
90 y =0,2627x + 59,377
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Sekil 3.40: VI. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.41)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.41).

Tablo 3.41: VI. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

6| 71|61 |62 |73|74|80 |84 | 74|84 | 77|78 | 78| 81|90 | 89|79
Tiip
Numarasi

6'| 62 | 53 | 57 | 66 | 67 | 67 | 73 | 63 | 68 | 70 | 73 | 69 | 71 | 79 | 79 | 79

VI. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 2,25 puM, substrat
konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 189 pmol/dak/ml ve
183 pmol/dak/ml’dir.

100 y =0,331x + 58,907
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Sekil 3.41: VI. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Tablo 2.7°de igerigi verilen VII. plakanin, yapilan olgiimiinde 60 dakika
boyunca 2 dakikada bir deger okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya
yerlestirilmistir (Tablo 3.42) ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.42).

Tablo 3.42: VII. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 1|40 | 50 | 45|44 | 58 | 60 | 57 | 53 | 65 | 66 | 55 | 68 | 62 | 68 | 71 | 74
Tiip
Numarasi

1'| 42 | 38 |55 | 55|51 |53 62| 70|61 |64 |73 |72|70]| 70| 82| 82

VII. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 5
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 242 pmol/dak/ml ve 358 pmol/dak/ml’dir.

90 y =0,4141x + 46,157
R* =0,7469
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Sekil 3.42: VII. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.43)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.43).

Tablo 3.43: VII. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 2123|119 |33 |21|23|33|3|31|3|27|32|3 |3 |25|29| 25
Tiip
Numarasi

2'| 14 |18 | 26 |18 | 23 | 29 | 30 | 33 | 30 | 29 | 31 | 24 | 19 | 27 | 30 | 22

VII. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 0,66
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 90 pmol/dak/ml ve 73 pmol/dak/ml’dir.

y=0,1214x + 25,423
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Sekil 3.43: VII. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.44)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.44).

Tablo 3.44: VII. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 3|23 |23|32|30|30|40|39|31|43|36|33| 41| 40| 39| 40| 37
Tiip
Numarasi

3" 22|21 |33|22|23|29|35|38|36|31|32|36|36|33|40]38

VII. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 1,33
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 131 pmol/dak/ml ve 171 pmol/dak/ml’dir.

50 y=0,201x + 28,196
R*=0,4143

25 _ ..-ee s ° y = 0,2784x + 23,421
20 (@@ R*=0,6106
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Sekil 3.44: VII. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢im boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.45)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.45).

Tablo 3.45: VII. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

4120 |28 |32 |35| 41 | 47 | 43 | 36 | 44 | 46 | 39 | 47 | 43 | 51 | 54 | 43
Tiip
Numarasi

4'| 25 | 28 | 30 | 25| 23 | 26 | 33 | 38 | 34 | 28 | 39 | 42 | 42 | 43 | 34 | 44

VII. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 2,66
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 188 pmol/dak/ml ve 199 pmol/dak/ml’dir.

y=0,3103x + 31,498
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Sekil 3.45: VII. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢im boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.46)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.46).

Tablo 3.46: VII. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 5(33|40 | 38 |53 |58 |55|54 55|59 |67 |58|61|59]|73]|71]|863
Tiip
Numarasi

5'|1 33|35 (33|36 |37 333944 |39|50 (52|48 |55| 45| 60|55

VII. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 4
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 282 pmol/dak/ml ve 256 pmol/dak/ml’dir.
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Sekil 3.46: VII. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Tablo 2.8’de igerigi verilen VIII. plakanin, yapilan dl¢iimiinde 60 dakika
boyunca 2 dakikada bir deger okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya
yerlestirilmistir (Tablo 3.46) ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.47).

Tablo 3.47: VIII. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 1|40 | 50 | 45|44 | 58 | 60 | 57 | 53 | 65 | 66 | 55 | 68 | 62 | 68 | 71 | 74
Tiip
Numarasi

1'| 42 | 38 |55 | 55|51 |53 62| 70|61 |64 |73 |72|70]| 70 | 82| 82

VIII. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 5
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 358 pmol/dak/ml ve 247 pmol/dak/ml’dir

y=0,6371x + 42,597
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Sekil 3.47: VIII. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢im boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.48)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.48).

Tablo 3.48: VIII. plakanin 2 ve 2 tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 2|41 |44 | 48 | 52 | 55|60 | 52| 54|66 |64|65|73|63| 70| 66 | 68
Tiip
Numarasi

2|36 |31 |43 |49 | 46 | 44 | 46 | 60 | 48 | 57 | 62 | 65 | 57 | 60 | 67 | 66

VIII. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,3 uM, substrat
konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 267 pmol/dak/ml ve
235 pmol/dak/ml’dir.

80 y=0,4615x + 38,22
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Sekil 3.48: VIII. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢im boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik secilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.49)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.49).

Tablo 3.49: VIII. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 3|43 |38 |50 |55|52|51|54|58|59|63|72|65|72|71]|76]| 72
Tiip
Numarasi

3|36 |32 |36|45|44 |48 |39 |50 |43 |52 |46 |56 | 49 | 58 | 53 | 53

VIII. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,6 uM, substrat

konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 182 pmol/dak/ml ve

297 pmol/dak/ml’dir.
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Sekil 3.49: VIII. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.50)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.50).

Tablo 3.50: VIII. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 4139 |31 |46 |49 | 42 | 46 | 50 | 57 | 50 | 49 | 65 | 61 | 62 | 57 | 67 | 63
Tiip
Numarasi

4'| 35 | 42 | 37 | 45 |54 | 56 | 49 [ 51 | 60 | 65 |55 |63 |60 70| 60| 60

VIII. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,2 uM, substrat
konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 233 pmol/dak/ml ve

254 pmol/dak/ml’dir.
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Sekil 3.50: VIII. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.51)

ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.51).

Tablo 3.51: VIII. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 5136 |38 |47 |51 | 46 | 45|59 |63 |51 |53 (64|56 |67 |59]|70]|71
Tiip
Numarasi

5'| 25 | 41 | 30 | 34 | 42 | 48 | 47 | 41 | 52 | 51 | 46 | 49 | 57 | 58 | 60 | 63

VIII. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,8 uM, substrat

konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 286 pmol/dak/ml ve

303 pmol/dak/ml’dir.
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Sekil 3.51: VIII. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 60 dakikalik floresan Ol¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Degerler 4 dakika aralik segilerek tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.52)
ve grafik olarak gosterilmistir (Sekil 3.52).

Tablo 3.52: VIIL plakanim 6 ve 6’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) | O | 4 | 8 12|16 |20 |24 | 28 | 32|36 |40 | 44 | 48 | 52 | 56 | 60

. 6|31 |44 |40 | 39| 44| 45|56 |53|58|55|56|52|66|61|72]|71
Tiip
Numarasi

6'| 33|47 | 46 |46 | 55 | 59 | 70 | 63 | 72 | 66 | 73 | 67 | 78 | 75 | 75 | 80

VIII. plakanin 6 ve 6 tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 2,25 pM, substrat
konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 409 pmol/dak/ml ve
335 pmol/dak/ml’dir.
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Sekil 3.52: VIII. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Tablo 2.9°da verilen IX. plakanin, 40 dakikalik floresan dl¢timiinde 2 dakikada
bir alinan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.53) ve grafik olarak gosterilmistir

(Sekil 3.53).

Tablo 3.53: IX. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

. 1|58 |48 |46 |42 |43 |47 |58 (49|54 (61|49 (62|58 |55|63 (58|49 |45|60 |46 |44
Tiip
Numarasi

1'|55|42|43|50|52|48|61|58|64|64|59|60|52|54|62|48 |52 |51 |55|57|49

IX. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 5 uM
ve inhibitér konsantrasyonu 2,5 pM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 37

pmol/dak/ml ve 32 pmol/dak/ml’dir.

70 y =0,0922x + 52,251
R*=0,0327

60

50
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Sekil 3.53: IX. plakanin 1 ve 1’ tliplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.54) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.54).

Tablo 3.54: IX. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

. 2120|37|27|31|37|42|47|46|34|47|33(46|41(35[48(39|35|39|38]|40|40
Tiip
Numarasi

2'|18(25|28|33[32|40(37|33|48(45|30(35|45|33|37|41|44|38(37|32|42

IX. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 0,83
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 92 pmol/dak/ml ve 68 pmol/dak/ml’dir.

y=0,3058x + 29,74
R*=0,2722
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Sekil 3.54: IX. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.55) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.55).

Tablo 3.55: IX. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

. 3116(30(|20|26(32|37|29|33|30|32(21(26(33(19(27(18|26|32|21|34 |43
Tiip
Numarasi

3"|19(21|32|32|40|29|25|26|24(35|28(29|30|30(34|28|25|21(36|45|42

IX. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 1,66
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 74 pmol/dak/ml ve 43 pmol/dak/ml’dir.
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Sekil 3.55: IX. plakanimn 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.56) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.56).

Tablo 3.56: IX. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

4 117|32(30|35(38|34(23|31(27|20(32|23(28|31(24|28|37 (43|29 41|45
Tiip
Numarasi

4'121(20|27|29|37(30|28|33|20(23(25|28|32|32(38|43|35|29|38|40|45

IX. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 2,5
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 119 pmol/dak/ml ve 78 pmol/dak/m1’dir.

y=0,4071x + 22,952
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Sekil 3.56: IX. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.57) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.57).

Tablo 3.57: IX. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

. 5123(32|37(38|35(30|24|28|39(29(42|29|25|42|31|48 |46 |42 |43 |46 |45
Tiip
Numarasi

5"128|39(39(30(29|32|37|25(38|41|35|30|28|32|48|42|44|45|32|41|50

IX. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 3,33
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 91 pmol/dak/ml ve 118 pmol/dak/m1’dir.

60 y =0,2994x + 30,442
R*=0,2735
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Sekil 3.57: IX. plakanimn 5 ve 5’ tliplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.58) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.58).

Tablo 3.58: IX. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

. 6 |49|44|59|55|49|49|56|56|72|69|73|66|64|81(74(82|81|73|88|77|76
Tiip
Numarasi

6|48 (44|49|57|57|55(62|65|58 (60|59 (64|68 |74|72|81|65|70(81|90|79

IX. plakanin 6 ve 6’ tiiplerinde 5-ASA yoktur. Substrat konsantrasyonu 5
uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 239 pmol/dak/ml ve 251 pmol/dak/ml’dir.

100 y=0,8701x + 47,264
90
80

70

60
y =0,9156x + 48,022

R*=0,7729

390/468 nm)

50

40
30

RFU {(Ex/Em

20
10

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Zaman (dk)

Sekil 3.58: IX. plakanim 6 ve 6’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Tablo 2.10°da verilen X. plakanin, 40 dakikalik floresan 6l¢giimiinde 2 dakikada

bir alinan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.59) ve grafik olarak gosterilmistir

(Sekil 3.59).

Tablo 3.59: X. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10|12(14|16|18|20|22|24|26|28 (30|32 |34

36|38 |40

Tiip

Numarasi

1(52(37|46|42|40|41|51|43|57|60|61|59|52|62|62|66 |62 |55

69 | 58 | 57

1'|44|38|45|42|50|51|55[53|54|51|48|55(59|60|58|62 |68 |64

61|60 |55

X. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,37 uM, substrat

konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 148 pmol/dak/ml ve

163 pmol/dak/ml’dir.
80 y =0,5195x + 43,563
R? =0,7062

70
e | I PERE O v
€ 60
parvexe TR SRR A SeAR
= .
< 50 : .
R o y =0,5591x + 42,723
T a0 R*=0,5644
&
w30
>
=)
5 20
(1
o

10

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Zaman (dk)

Sekil 3.59: X. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger

okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.60) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.60).

Tablo 3.60: X. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10|12(14|16|18|20|22|24|26|28 (30|32 |34

36|38 |40

Tiip

Numarasi

2 |43|33|46|44|39|37|35(37|52|42|55|43|37|55|45|52 |59 |57

54160 | 59

2'|40(45|45|48|47|34|33|38|38(35|47 (45|48 504955 |60

61

58 | 55 | 56

X. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,75 uM, substrat

konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 141 pmol/dak/ml ve

151 pmol/dak/ml’dir.

R*=0,517

(=]
(=)

w
[=]

390/468 nm)
ey
o

y=0,5312x + 36,234
R*=0,5576

w
o

RFU {Ex/Em
N
[=]

[y
o

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zaman (dk)

Sekil 3.60: X. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan o6l¢iim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.61) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.61).

Tablo 3.61: X. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

. 3(36|40|51|52|51|51|39|49|48|41|54|43|46|53 (47|52 |62|65|53|66 |67
Tiip
Numarasi

3"|39(39|45|48|43|55|38|45|40 (42|48 |41|51|48|54|52 |55 |57|65|64|55

X. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,12 uM, substrat
konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 141 pmol/dak/ml ve

142 pmol/dak/ml’dir.

y = 0,4929x + 38,905
R*=0,5864

80

70

60

50

390/468 nm)

10 @ y = 0,4961x + 40,34

R*=0,4975

30

20

RFU {Ex/Em

10

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zaman (dk)

Sekil 3.61: X. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.62) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.62).

Tablo 3.62: X. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

. 4 (40|54 |55|57(60|62(53|63|51|53|55|57(65|56|57|56|64|73|60|73|74
Tiip
Numarasi

4'139|44|46|41|59|55|60|63|61|57(56|52|58|60(65|72|70|71|62|70 |61

X. plakanin 4 ve 4’ tiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,5 puM, substrat

konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 172 pmol/dak/ml ve

129 pmol/dak/ml’dir.

80 y =0,6123x +45,944
R*=0,6383

[=)]
o

y = 0,4442x + 50,069

390/468 nm)
w
o

n 40 R? =0,4714
&
4 30
>
LE
> 20
L
o
10
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Zaman (dk)

Sekil 3.62: X. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.63) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.63).

Tablo 3.63: X. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

. 5135(52|41(41|49|51|55|54|42|56|45|56|61|44|60|51 |50 54|57 |55]|70
Tiip
Numarasi

5'|40|38|55[52 (57 |50|42 |44 45|42 |60|45(62|63|60|68|55|55|59|77 |68

X. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 2,25 uM, substrat
konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 170 pmol/dak/ml ve

119 pmol/dak/ml’dir.

y =0,6026x +42,091
R* =0,5092

w
o

co
(=]

~
o

390/468 nm)
(=)}
o

w
(=]

£ 40
i y =0,4091x + 43,199
E 30 R? =0,3956
2 20
o
10
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 a5

Zaman (dk)

Sekil 3.63: X. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Tablo 2.9°da verilen XI. plakanin, 40 dakikalik floresan dl¢timiinde 2 dakikada
bir alinan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.63) ve grafik olarak gosterilmistir
(Sekil 3.64).

Tablo 3.64: XI. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

. 1(30(20|37|33|31(22|39(34|26(38(23(29|38(28|37(32|25|33(45|34|33
Tiip
Numarasi

1'121|19(25|28|29|30(28(35(38|25|28|31(29|30|35|35|33|31|40|41|43

XI. plakanin 1 ve 1’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,37 puM, substrat
konsantrasyonu ise 0,83 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 51 pmol/dak/ml
ve 116 pmol/dak/ml’dir.

50 y =0,1448x + 28,866
R*=0,0818

390/468nm)

25 |\.

20 y =0,3955x + 23,234
R*=0,6187

RFU {Ex/Em
&

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zaman (dk)

Sekil 3.64: XI. plakanin 1 ve 1’ tliplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.65) ve grafik olarak
gosterilmistir (Sekil 3.65).

Tablo 3.65: XI. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

2(33(21(31|37|38|29|33|39|24|31(28(26(29(26(31|27|29|42|42|27|29
Tiip
Numarasi

2'|29(35|28|34[29|36(38|39|35(34(29|32(28|30(33|35|35|41|40(43|44

XI. plakanin 2 ve 2’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 0,75 puM, substrat
konsantrasyonu ise 1,66 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 18 pmol/dak/ml
ve 70 pmol/dak/ml’dir.

w
o

y =0,0201x + 30,645
R* =0,0019

-
w

w A
wn o

390/468nm)
3

N
w

y=0,2175x + 30,268
R*=0,3069

RFU {(Ex/Em
&

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zaman (dk)

Sekil 3.65: XI. plakanin 2 ve 2’ tliplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.66) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.66).

Tablo 3.66: XI. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

3141(34|30(42|44|42|33|47|41(34|42|40|33|42|38|43 |51 |55|43|41 |45
Tiip
Numarasi

3"|39(39|44|45|48|45(38|39|41|47|44(39|40|38|39|42 |47 |50(54|55|57

XI. plakanin 3 ve 3’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,12 puM, substrat

konsantrasyonu ise 2,5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 70 pmol/dak/ml ve

82 pmol/dak/ml’dir.

60 y =0,2208x + 36,584

w
o

390/468nm)
=y
o

y = 0,2656x + 38,974

u 30 R?=0,3166
£ ;
Ll
X 20
1
=
[T
o 10

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zaman (dk)

Sekil 3.66: XI. plakanin 3 ve 3’ tliplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.67) ve grafik olarak

gosterilmistir (Sekil 3.67).

Tablo 3.67: XI. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

. 4 (37|43|30|36(41|48(33|41(49|37|52|52(42|54|46|55|60 |57|44|55|60
Tiip
Numarasi

4'(135(43|42|41|49(35|38|40(39(38(48|45|50|52|54|60 |60 |58|62|55]56

XI. plakanin 4 ve 4’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 1,5 uM, substrat
konsantrasyonu ise 3,33 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 155 pmol/dak/ml
ve 168 pmol/dak/ml’dir.

70 y =0,5442x + 35,403
R*=0,5742

E | L g
C
® 50
=
S,
S 40
a y =0,5955x + 35,71
i R? =0,7032
£ 30
|58
-~
>
4 7
)
L
c 10

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 a5

Zaman (dk)

Sekil 3.67: XI. plakanin 4 ve 4’ tliplerinde okunan degerlerin grafigi.
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Yapilan 40 dakikalik floresan Ol¢lim boyunca 2 dakikada bir deger
okunmustur. Okunan degerler tabloya yerlestirilmistir (Tablo 3.68) ve grafik olarak
gosterilmistir (Sekil 3.68).

Tablo 3.68: XI. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde okunan degerler (RFU).

Zaman (dk) |0 |2 |4 |6 |8 |10(|12(14|16|18|20(22|24|26|28 (30|32 |34 (36|38 |40

. 5139(52|36(36|36|46|44|37|56|47|56|60|52|58|57|63|60|52|51|64|67
Tiip
Numarasi

5'"|44|45|50(52 (49|46 |47|45(39|36|48|50|55(49|58|61|63|67|65|60|61

XI. plakanin 5 ve 5’ tiiplerinde 5-ASA konsantrasyonu 2,25 puM, substrat
konsantrasyonu ise 5 uM’dir. Bu tiiplerde hesaplanan aktiviteler; 177 pmol/dak/ml ve
147 pmol/dak/ml’dir.

=]
[=]

y=0,6292x + 38,32
R*=0,6178
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Zaman (dk)

Sekil 3.68: XI. plakanin 5 ve 5’ tliplerinde okunan degerlerin grafigi.

104



3.3  CYP2D6 Aktivite Ol¢iimlerinin Karakterizasyonu

Yapilan deneylerde kullanilan prosediiriin standardizasyonu i¢in oncelikle
zaman etkisine sonrasinda substrat konsantrasyonunun ve inhibitor etkisine
bakilmistir. Son olarak ise Kinidin etkisi incelenmistir. Enzim aktivite grafikleri
cizilirken, hesaplamalarda AHMC ortalama standart egri grafigindeki (bkz. Sekil 3.4)

degerler kullanilmistir.

3.3.1 Zaman Etkisi

Kinetik mod ile 37 °C’de Ex/Em 390/468 nm’de yapilan floresan Sl¢iim,
prosediirii optimize etmek i¢in 6nce 90 dakika, 60 dakika sonra da 40 dakika
yapilmistir. Uygun lineer egri 40 dakika dl¢imde gorilmistir. “HTX Multi-Mode
Mikroplaka Okuyucu” ile iki dakikada bir deger alinmistir. Elde edilen degerler ve
AHMC standart egri grafigi kullanilarak aktiviteler hesaplanmustir.

600

B~

o

o
HH
|

|

|

n
o
o
\\..\

Aktivite (pmol/dak/ml)
(§9] [F5]
(e (=]
o o
N

100

0 20 40 60 80 100
Zaman (dk)

Sekil 3.69: Zamana bagli CYP2D6 aktivitesinin degisimi.

Sekil 3.69°da CYP2D6 aktivitesinin zamana baghh olarak degisimi
gosterilmistir. Zaman etkisini incelerken, 40 dakikalik aktivite i¢in III. plakanin 1 ve
1’ tiipleri, 60 dakikalik aktivite i¢in IV. plakanin 1 ve 1’ tiipleri, 90 dakikalik aktivite
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igin ise I. plakanin 1 ve 1’ tiipleri kullanilmistir. Segilen tiiplerde 5-ASA yoktur.

Substrat konsantrasyonu 5 uM’dir.

3.3.2 Substrat Etkisi

Kinetik mod ile 37 °C’de Ex/Em 390/468 nm’de 60 dk yapilan floresan 6l¢iim,
prosediirii optimize etmek i¢in farkli substrat konsantrasyonlarinda yapilmistir.
Reaksiyon ortamina 5-ASA eklenmemistir. iki dakikada bir floresan deger alinmustir.
Elde edilen degerler ve AHMC standart egri grafigi kullanilarak aktivite grafigi

¢izilmistir.

400

o W W
o O
o o o
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\

Aktivite (pmol/dak/ml)

5 8
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0 1 2 3 4 5 6
Substrat Konsantrasyonu (uM)

Sekil 3.70: Artan substrat konsantrasyonunda 5-ASA yoklugunda CYP2D6 aktivitesinin degisimi.

VII. plakanin 1, 1°, 2, 2°, 3, 3”, 4, 4°, 5 ve 5’ tiiplerinde hesaplanan aktiviteler
kullanilmistir. Substrat konsantrasyonlari; 0,66 uM, 1,33 uM, 2,66 uM, 4 uM ve 5
uM’dir (Sekil 3.70).
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3.3.3 inhibitor Etkisi

Kinetik mod ile 37 °C’de Ex/Em 390/468 nm’de yapilan 40 dakikalik floresan
6l¢timde inhibitor etkisini gérebilmek i¢in; substrat konsantrasyonu sabit ortamda ve
substrat konsantrasyonun giderek arttigi iki ortamda 5-ASA konsantrasyonunu
arttirarak iki dakikada bir floresan deger alinmistir. Elde edilen degerler ve AHMC

standart egri grafigi kullanilarak aktivite grafikleri ¢izilmistir.

300
220«
2200 | \
2 b .
= N - | -
g 150 - ‘_‘_;{
@
E 100
=
< 50

0

0 0.5 1 1.5 2 25

5-ASA Konsantrasyonu (uM)

Sekil 3.71: Sabit substrat konsantrasyonunda artan 5-ASA varliginda CYP2D6 aktivitesinin degisimi.

Reaksiyon ortaminda substrat konsantrasyonu 5 uM konsantrasyonunda sabit
tutulmustur. Artan 5-ASA konsantrasyonunda degisen aktivite grafigi verilmistir
(Sekil 3.71). X. plakanin 1, 1°, 2, 2°, 3, 3°, 4, 4°, 5 ve 5’ tiiplerinde hesaplanan
aktiviteler kullanilmistir. 5-ASA konsantrasyonlart; 0,37 uM, 0,75 uM, 1,12 uM, 1,5
uM ve 2,25 pM’dur.
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0 1 2 3 4 5 6
Substrat Konsantrasyonu (uM)

—o— Aktivite  —— Artan 5-ASA konsantrasyonunda aktivite

Sekil 3.72: Artan substrat miktar1 ve artan 5-ASA konsantrasyonunda CYP2D6 aktivitesinin degisimi.

Grafik ¢izilirken; VI. plakanin 2, 2°, 3,37, 4,4°, 5,5, 6 ve 6’ tliplerinde, VII.
plakanin 1, 1°,2,2°,3,3’,4,4°, 5 ve 5’ tiiplerinde hesaplanan aktiviteler kullanilmistir
(Sekil 3.72). Reaksiyon ortaminda substrat konsantrasyonu 0,83 uM, 1,66 uM, 2,5 uM
3,33 uM ve 5 uM olmak iizere arttirtlmistir. 5-ASA varliginda ise konsantrasyon 0,37
uM, 0,75 uM, 1,12 uM, 3,33 uM ve 5 uM olmak tizere arttirilmigtir.
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0,012 /
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0,008 4/
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Sekil 3.73: Artan substrat konsantrasyonunda 5-ASA yoklugunda CYP2D6 aktivitesinin degisimi
Lineweaver burk grafigi.
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Sekil 3.74: Artan substrat konsantrasyonu ve artan 5-ASA varliginda CYP2D6 aktivitesinin degisimi
Lineweaver burk grafigi.

3.3.4 Kinidin Etkisi

Aktivite tizerindeki 5-ASA ve inhibitdr kinidin etkisini gostermek i¢in grafik
cizilmistir (Sekil 3.75). Cizilen grafikte normal aktivite igin IX. plakanin 6 ve 6’ tiipleri
secilmistir. 5-ASA varliginda aktivite i¢in X. plakanin 5 ve 5’ tiipleri se¢ilmistir ve
tiplerin 5-ASA konsantrasyonu 2,25 puM’dir. Kinidin varliginda aktivite i¢in 1X.
plakanin 1 ve 1’ tiipleri segilmistir ve tiiplerin kinidin konsantrasyonu 2,5 pM’dir.

Secilen biitiin tiiplerin substrat konsantrasyonu sabit ve 5 pM’dir.
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m Normal aktivite
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=
(=]

n
(]

Substrat Konsantrasyonu (uM)

Sekil 3.75: 5-ASA ve kinidin varliginda CYP2D6 aktivitesinin degisimi. Y1ldiz isareti (*) kontrolden
6nemli farki temsil eder (p < 0,05).
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34  HPLC-ESI-MS/MS Ol¢iimleri

Icerigi belirtilen 7 tiipten birinci prosediir sonunda elde edilen supun LC/MS-
MS analizleri Bezmialem Vakif Universitesi Ilagc Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ILMER)’nde Dog. Dr. Is1l GAZIOGLU tarafindan yapilmustir. Tiiplerden hesaplanan
degerler Tablo 3.69°da verilmistir.

Tablo 3.69: Birinci prosediirde hazirlanan tiiplerdeki 5-ASA miktarlar.

Tip 1 -

Tip 2 0,023 mM
Tip 3 0,025 mM
Tip 4 0,017 mM
Tap 5 0,004 mM
Tlp 6 0,027 mM
Tip 7 0,030 mM

Birinci prosediire uygun olarak hazirlanan numunelerle yapilan 6lgiimlerin
sonunda elde edilen degerler gosterilmistir. Tiip 1°de goriilen pikler Sekil 3.76’da

verilmistir.
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Sekil 3.76: Tiip 1’in 6l¢lim sonuglari.

Yapilan dlgiimlerde tiip 2°de elde edilen pikler Sekil 3.77°de verilmistir.
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Sekil 3.77: Tiip 2’nin 6l¢iim sonuglari.

111



Yapilan dlglimlerde tiip 3’te elde edilen pikler Sekil 3.78’de verilmistir.
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Sekil 3.78: Tiip 3’iin 6l¢iim sonuglari.

Yapilan 6l¢iimlerde tiip 4’te elde edilen degerler Sekil 3.79°da verilmistir.
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Sekil 3.79: Tiip 4’iin 6l¢iim sonuglari.
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Tiip 5’in Olglimlerinde elde edilen pikler ise Sekil 3.80°de verilmistir.
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Sekil 3.80: Tiip 5’in 6l¢lim sonuglari.

Tablo 3.81°de 6 numarali tiipiin dl¢iilmesi ile elde edilen pikler gosterilmistir.
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Sekil 3.81: Tiip 6’nin 6l¢iim sonuglart.
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Tiip 7’nin 6l¢iimiinde elde edilen egerler Tablo 3.82°de verilmistir.
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Sekil 3.82: Tiip 7’nin 6l¢iim sonuglari.

Icerigi belirtilen 4 tiipten ikinci prosediiriin uygulanmasiyla elde edilen sup,
tekrar olast metabolitlerin tayini i¢in LC/MS-MS analizleri, Bezmialem Vakif
Universitesi Ilag Uygulama ve Arastirma Merkezi (ILMER)’nde Dog. Dr. Isil
GAZIOGLU tarafindan yapilmistir (bkz. Tablo 2.13). Olusturulan kalibrasyon egrisi
Sekil 3.83’te verilmistir.
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Sekil 3.83: Kalibrasyon egrisi.

Ikinci prosediire gore hazirlanan dort tiipiin icerisinde hesaplanan 5-ASA

miktarlar1 Tablo 3.69°da verilmistir.

Tablo 3.70: ikinci prosediirde hazirlanan tiiplerdeki 5-ASA miktarlari.

Tiip 1 0,026 mM
Tiip 2 0,022 mM
Tiip 3 0,022 mM
Tiip 4 0,022 mM
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Ikinci prosediire uygun olarak hazirlanan 4 tiipten elde edilen kromatogramlar

ise Sekil 3.84 ve Sekil 3.85’te verilmistir.
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Sekil 3.84: Elde edilen LC-HRMS kromatogrami.

"0.00-5.02 SM: 115G
100 0.35

Tap 1

100
80
60
40
20

Tip 2

100
80
60
40
20

o
0

80
80 Tup 4
40
20

Tip 3

[V o S B S S S R S B S S S S B N NSNS IS S S S S e e e B B S S S S e e e
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5

Zaman (dk)

Sekil 3.85: Orneklerin kromotogramlar.
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4. BULGULAR

Bilim diinyasindaki gelismelerle daha once tedavi edilemeyen hastaliklarin
artik tedavi edilebilir olmas1 miimkiindiir. Yeni hastaliklarin kesfi ile ilag tiikketiminde
yasanan ciddi artis, istenmeyen yan etkiler, ilag-ilag etkilesimleri ve toksikasyon
durumlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Ozata ve dig. 2008). Polifarmasinin
¢oklu ilaglarin kullanimini, ilag-ilag etkilesimlerini ve yan etki reaksiyonlarini
arttirdig1 ve buna bagl olarak da yasam kalitesini diislirdiigii goriilmiistiir (Rodrigues
ve de Oliveira 2016). Avrupa'daki hastaneye yatis oranlarinin yaklagik olarak %5’inin
yan etki reaksiyonlari yiiziinden gergeklestigi rapo edilmektedir. Yan etki
reaksiyonlar1 diinya ¢apinda bakildiginda 6nde gelen morbidite ve 6liim sebepleri
arasinda gosterilmektedir (Bouvy ve dig. 2015). Bu sonucun hem hastalara hem de

saglik sistemine biiylik bir maddi yiik getirdigi goriilmektedir.

Biyotransformasyon; ilaglarin ve ksenobiyotiklerin ¢esitli doku ve organlarla
enzimler aracilifi ile ugradiklar1 kimyasal degisimdir. Metabolizma reaksiyonlart,
ilaclarin enzimatik olarak ugradigi kimyasal degisimlerin tiirline gore iki sekilde
gerceklestirilir. Bunlarin birincisi olan faz 1 reaksiyonlarinin biiyiik boliimiind,
sitokrom P450 (CYP450) enzim sistemi (Monooksijenazlar) gergeklestirir (Omura ve
Sato 1962). P450 enzimleri, ¢ogu ilacin ve diger ekzojen maddelerin
(ksenobiyotiklerin) biyotransformasyonunu katalize eden temel enzim ailesini
olusturur (Nelson 2004; Guengerich 2008; Zanger ve dig. 2008). Faz II reaksiyonlari
ise ilaglar1 aktif olmayan polar metabolitlere doniistiiriir (Park ve dig. 1995). P450
enzimleri, karaciger basta olmak iizere; bagirsak, bobrek, akciger ve beyinde
goriilmektedir. Ayrica olgunlasmis eritrosit ve iskelet kasi hiicreleri hari¢ diger tiim
memeli hiicrelerinin mitokondrisi veya endoplazmik retikulumda bulunurlar (Preskorn
1996).

Tek bir hepatosit bir¢ok farkli P450 enzimini igerebilir. Bir enzim birden fazla
ilact metabolize edebilecegi gibi, bir ila¢ da birden fazla enzimle metabolize olabilir
(loannides ve Parke 1990). Genel olarak ila¢ biyotransformasyonunu etkileyen en
onemli etkenler; genetik polimorfizm, etkilesimler, hastaliklar ve yastir. Bu faktorler;

Klinik etkinligi ve farmakolojik etkileri degistirebilmektedir (Yiksel 2001).

117



Enzimlerin seviyesi ve Kkatalitik aktiviteleri her insanda degiskenlik
gostermektedir. Degiskenligin sebebi genetik polimorfizmdir (Yang ve dig. 2008).
Ilgili enzimde olusacak olas1 bir genetik polimorfizm, ila¢ viicuda alindiginda etkisinin
artmasina ya da azalmasina sebep olabilmektedir. Terapotik indeksi dar olan ilaglar
kullanan bireyler i¢in bu durum hayati sonuglar ortaya cikarabilmektedir. Ay
zamanda enzim polimorfizmi, ¢evresel etkenlerle direkt bagl oldugu bilinen kanser
gibi hastaliklara duyarlilig1 arttirdig1 i¢in de 6nem arz etmektedir (Marzo ve Balant
1996).

Sitokrom P450 izoenzimleri arasinda, psikiyatrik ilaglart en yakindan
ilgilendiren izoenzim CYP2D6’dir. Antidepresanlar, betablokerler, anti kanser ilaglar,
antipsikotikler gibi birgok ila¢ bu izoenzim tarafindan metabolize edilmektedir
(Preissner ve dig. 2013). CYP2D6’nin tioridazin gibi bazi substratlar1 dar terapotik
etkiye sahiptir. Bu da demek oluyor ki enzimin inhibisyonu, klinik agidan anlaml
farmakolojik bir etkilesime sebep olabilmektedir (VandenBrink ve dig. 2012). Ayrica,
tilseratif kolit ve Crohn hastalig1 aktif donemlerinde yanginin olusturdugu stres ve
benzeri sebeplerini gidermek antidepresanlar ve antipsikotikler de recete edilmektedir.
Bu nedenle, 5-ASA’nin CYP2D6 ile iliskisinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir ve
bu ¢alismada ele alinmistir. CYP2D6 oldukca polimorfik bir gendir ve 100'den fazla
varyanti (aleli) vardir (Gough ve dig. 1993). Buna bagl olarak birgok ilacin metabolik
hizinda bireyler arasinda farkliliklar mevcuttur (Aynacioglu ve dig. 1999). Enzim
aktivitesi bakimindan bireyler yavas, normal, hizli ve ultra hizli metabolizor olmak

tizere dort gruba ayrilmaktadir.

Mesalazin (5-aminosalisilik asit, 5-ASA) giris bolimiinde de detayli olarak
aciklandigr tizere iilseratif kolit basta olmak tizere enflamatuar bagirsak hastaliklar
(EBH) hastalarin tedavisinde ve remiisyon kontroliinde yer alan 6nemli bir ilagtir.
Mesalazin inflamatuar aracilarin olusumunu inhibe etmektedir. 5-ASA aktif bir
bilesiktir. Tabletler midede zarar gérmez ve iltthabin meydana geldigi yer olan
bagirsakta etkisini gostermektedir (Kaya ve Ekin 2012). Literatiir taramasi sonucunda
elde edilen bilgilerde, 5-aminosalisilik asitin metabolizma yolag1 asetilasyon yolagi
olarak bilinmektedir. Karacigerde ve bagirsak duvarinda gerceklesen asetilasyon
reaksiyonlari ile N-asetil-5-ASA’ya asetile olmaktadir (Sharon ve dig. 1978; Hawkey

ve dig. 1985). Glinlimiizde EBH’1n semptomatik tedavisinde kullanilan ilaglarin hig¢
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birisi hastaligi kesin olarak tedavi etmemektedir. Hastaligin etiyolojisi ve

patofizyolojisi sebebiyle hastalar mesalazini hayatlar1 boyunca kullanmaktadirlar.

Tez c¢alismamizda kullandigimiz enzimin CYP2D6 segilmesinin nedent;
yapilan literatiir calismasinda elde edilen tek verinin daha 6nce laboratuvarimizda
yapilmig 5-aminosalisilik asit ve CYP enzimleri bagimli metabolizmasinin incelendigi
arastirmada 5-ASA’nin, CYP2D6 enzimleri tarafindan metabolize edildigine dair
veriler bulunmasidir (Kale 2016; Kale ve Sen 2019). Yapilan arastirmada 5-ASA ve
saf CYP450 enzimleri (CYP1A2, CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19)
reaksiyona sokulmus, 5-ASA ve enzimlerin inkiibe edilmesiyle olusan rengin
yogunlugunun okunmasi (kolorimetrik) ile aktivite tayin edilmistir. CYP2D6’nin
CYP3A4’e gore daha yiiksek aktivite gosterdigi sonucu elde edilmis ancak elde edilen
sonuglarin dogrulugunun daha kesin olarak iddia edilebilmesi igin daha ileri ve daha
giivenilir 6l¢giimler yapilmast durumu ortaya ¢ikmistir (Kale 2016; Kale ve Sen 2019).
Bizim c¢alismamizda ise, bir Onceki c¢alismalardan farkli olarak 5-ASA
metabolizmasinin, N-asetilasyon yolagi disinda farkli ilag metabolizmasi yolagiyla ya
da CYP2D6 enzimleri tarafindan metabolize edilip edilmediginin daha hassas ve

Ol¢iimlerle ile paralel olarak yapilarak aydinlatilmasi amaglanmistir.

CYP’ler hakkinda bilgi edinebilmek i¢in hepatoma hiicre hatlari, transgenik
hiicre hatlari, insan birincil hepatositleri, hayvan deneyleri gibi secenekler
uygulanabilmektedir (Brandon ve dig. 2003). Yontemlerin avantaji ve dezavantaji
diistiniilerek ¢alismaya uygun olan metotlar segilmektedir. Calismamizda saf
rekombinant CYP enzimleri kullanilmasi; uygulanabilirlik, tekrarlanabilirlik, maliyet,
giivenilirlik ve uygulanma agisindan oldukga elverisli olarak gériilmiistiir. Ilac-ilag
etkilesimleri sonucunda gelisebilecek olasiliklarla ilgili literatiire yeni veriler
katabilmek, inhibitor etkilerini arastirmak ve karakterize edebilmek amaciyla CYP
enzimleri glinimiizde rutin olarak kullanilmaktadir. Rekombinant insan CYP2D6’s;
spesifik olmayan baglanmay1 en aza indirme, yiiksek verimli tarama ve 6zellikle de
diger segeneklere oranla maliyetin nispeten diisiik olmas1 sebebiyle ¢alismamizda
tercih edilmistir. Saf enzimin maaliyeti mevcut biitgemize oranla ¢ok daha yiiksek
oldugu igin ilgili enzim ¢ok az miktarda temin edilebilmistir. Bu nedenle, ¢ok tekrarli
deneyler yapabilmek i¢in deneylerde kullanilan enzim miktar1 oldukca diisiik dozda

tutulmustur.
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Bu caligmada 5-ASA’nin, ilag metabolizmasinda gorev alan CYP2D6
enzimleri lizerine olan etkisini gormek ve 5-ASA’nin CYP2D6 enzimi ile metabolize
edilip-edilmediginin 6grenmek amaciyla enzim aktivite Olglimleri yapilmustir.
Oncelikle 5-ASA, uygun ¢oziiciide ¢oziilmeye calisiimistir. Denemelerde ultra saf su,
asetonitril ve tetrahidrofuran (THF) kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda 5-ASA’nin
ultra saf su ve THF ile ¢ozilinebildigi fakat asetonitril ile tam olarak ¢6ziinemedigi
goriilmiistiir. Sonrasinda kullanilan “Biovision Cytochrome P450 2D6 (CYP2D6)
Activity Assay (Fluorometric)” kitinin reaktifleri prosediiriine uygun olarak
hazirlanmistir. AHMC standart egri grafigi olusturulmasi i¢in 0, 10, 20, 30, 40, 60, 80
ve 100 pmol/kuyucuk AHMC ile standart bir egri vererek 6l¢iimii ii¢ tekrarli olarak
yapilmistir. CYP2D6'ya ozgii aktivite, giicli CYP2D6 segici inhibitdr kinidin
varliginda ve yoklugunda; 5-ASA varlifinda ve yoklugunda paralel reaksiyonlar
yapilarak, mevcut inhibitor ile kontrollii olarak tekrarlanmistir. Metodun
optimizasyonu i¢in farkl1 plakalar hazirlanmistir. Oncelikle dlgiimler gereken lineer
egriyi belirlemek igin ilk olarak 90 dakika, sonrasinda ise 60 ve 40 dakika olarak
gerceklestirilmistir. Olgiimlerin sonuglarinda elde edilen grafiklere ve bakildiginda 90
ve 60 dakikalik dl¢imlerin enzim miktarina gore yeterli olmagi goriilmiis ve en uygun
40 dakika 6l¢iim se¢ilmistir. Sonrasinda enzim aktivitesinin, substrat konsantrasyonu
artistyla degisimine bakilmistir. Substrat miktari etkisini gérmek i¢in degisen enzim
miktarlarinda grafikler ¢izilmistir. Substrat konsantrasyonu arttitk¢a enzim
aktivitesinin de arttig1 goriilmiistiir. Inhibitdr etkisini gdrebilmek igin ise oncelikle
artan substrat ve artan 5-ASA konsantrasyonunda aktivite grafikleri ¢izilmistir.
Sonrasinda substrat miktar1 sabit tutulup 5-ASA konsantrasyonu arttirildiginda
aktivitenin distiigti goriilmistir. Kinidin etkisini incelemek igin segilen tiiplerin
substrat konsantrasyonu 5 pM olarak sabit tutulmustur. CYP2D6 normal aktivitesi 245
pmol/dak/ml iken 2,5 uM Kinidin igeren tiipte aktivitenin 34 pmol/dak/ml’e diistigii
goriilmiistiir. 5-ASA aktivitesi ile karsilastiracak olursa, 2,25 uM 5-ASA igeren tiipte
ise aktivitenin 145 pmol/dak/ml’e distiigii goriilmiistiir. Elde edilen bu sonug; 5-
ASA’ni, substrat degil inhibitér oldugu sonucunu desteklemektedir. Bu deneyler
sirasinda tim plakalar i¢cin pH 8,0, sicaklik 37 °C, tampon ve kofaktor sabit
tutulmustur. Bunun sebebi ise, kullanilan deneysel kitin prosediiriindeki belirlenen
optimum pH ve sicaklik degerleri ve ayn1 zamanda mevcut literatiirde de isaret edildigi
sekli ile yapilmasindan kaynaklanmistir (Chou ve dig. 2003). Calismada CYP2D6'ya
0zgii substrat AMMC kullanilmistir ve AMMC CYP2D6 i¢in spesifik substrat olarak
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kabul edilmektedir (Fliszar-Nyal ve dig. 2020). AMMC’nin CYP2D6 bagimh
demetilizasyonu neticesinde olusan AHMC, az hacimde tayin edilebilir hassas bir
substrattir ve bu nedenle de ¢alismamizda kullanilmistir. Hazir kitten temin edilen
kinidin, CYP2D6 i¢in bilinen bir prototip inhibitordiir. Sonrasinda olas1 metabolitlerin
varhgini tayin etmek igin yapilan dlgiimler Bezmialem Vakif Universitesi ilag
Uygulama ve Arastirma Merkezi (ILMER)’nde Dog. Dr. Isil GAZIOGLU tarafindan
gerceklestirilmistir. Orneklerin &lgiimlerinden elde edilen tiim degerler tezimiz
igerisinde tiim detaylar1 ile verilmistir. Birinci tur deneyler sonucunda elde edilen
orneklerin spekturumlarina baktigimizda; 154 [M*!], 108 [M-H-CO;], 112 [M-H-
CHC0], 136 [M-H-H20] piklerinin ortak ve 5-ASA'nin pikleri oldugu goriilmiistiir.

HPLC-ESI-MS/MS olgiimlerinin birinci tur galismalar1 i¢in hazirlanan 7
Oornege baktigimizda, enzim icermeyen tiip 3’te hesaplanan 5-ASA miktar1 0,025
mM’dir. Enzim eklenen tiip 6’da ise 0,027 mM olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu
sonuglar tezimizin ¢ikis noktasi olan hipotezimizi destekler nitelikte bulunmamustir.
Ikinci tur deneyler i¢in hazirlanan dért drnekten elde edilen sonuglara baktigimizda ise
tiiplerdeki 5-ASA miktarlarinin sirastyla 0,026 mM, 0,022 mM 0,022 mM ve 0,022
mM oldugu goriilmiistiir. ikinci tur 6lgiimlerde hesaplanan bu degerler yine 5-
ASA’nin CYP2D6 substrati degil inhibit6rii oldugunu desteklemektedir. Kinidin
eklenen tiip 4’te ise 5-ASA miktarinda herhangi bir degisiklik goriilmemistir.

Sitokrom P450 rediiktaz, degisik dokularin endoplazmik retikulumunda
bulunan membrana baghdir. Bu enzim indirgeyici esdegerliklerin NADPH’den
sitokrom P450’ye transfer edilmesini saglamaktadir. Sitokrom P450 rediiktaz ve
sitokrom P450’den olusan monooksijenazlar, ilaglar gibi kimyasal maddenin
maddelerin hidroksilasyon reaksiyonlarini katalize etmektedirler (Lu ve dig. 1972).
Arastirmamizda HPLC-ESI-MS/MS o6l¢timleri i¢in 6rnekler hazirlanirken enzim
eklenmeyen tiipler, yani tiip 3 ve tiip 4, substratin enzim yoklugunda pargalanip
parcalanmadigini 6grenmek amaciyla hazirlanmistir. Substratin, P450 rediiktaz
tarafindan pargalanma ya da herhangi bir etkilesim olup olmadiginin aydinlatilmasi
i¢in tiip 5’te ortama kinidin eklenmistir. Boylelikle enzim calismiyorken pargalanma
tirtinleri olup-olmadigimi gormek amaglanmistir. Sonuglara bakildiginda ise ortamda
herhangi bir pargalanma tiriinii goriilmemistir. 5-ASA miktarinda kinidin eklenmeyen

6. tiiple karsilastirdigimizda ise 0,023 mM fark oldugu goriilmiistiir. Bagska agidan
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bakildiginda 5-ASA, CYP2D6’y1 degil P450 rediiktaz1 inhibe ediyor olmasi ihtimalini
diistindirtmektedir. Eger bir inhibisyon durumu mevcut ise bu nedenle elektron
transferinin ger¢eklesmedigi diistiniilebilecektir. Bu durum ¢alismamizdan elde edilen
sonuglarin ortaya ¢ikardigi yeni bir bilimsel soru olarak degerlendirilmelidir. Mevcut
laboratuvar ve biitce kisitlamasindan dolay1r elimizde yeterli miktarda enzim
olmamasi, enzimin igerdigi rediiktaz miktarinin bilinememesi gibi nedenlerden dolay1

arzu edilen hedeflere ulasilamamastir.

Temel olarak; ilaglari metabolize eden enzimlerin, ilacin etkili oldugu
reseptorlerin, ilaglarin metabolizma yolaklarinin aragtirllmast  ve hastalara
biyokimyasal testlerin yaninda genetik testlerin de yapilmasi, tedavilerin
kisisellestirilmesi i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Kisisellestirilmis tedavi; dogru ve
uygun dozda ilag se¢imine, terapotik yanitinin maksimuma ¢ikmasina, yan etkilerin
yanisira toksik belirtilerin en aza inmesine, gereksiz ilag kullaniminin 6nlenmesine ve
boylelikle tedavi maliyetinin minimuma diisiiriilmesine olanak saglayacaktir.
CYP2D6'nin ¢oklu ilag kullaniminda biiyiik rol oynamasi, CYP2D6 genotipine dayali
klinik regetelemeyi onemli bir yapitasi haline getirmektedir (Taylor ve dig. 2020).
CYP2D6 igin genotipleme testinin klinikte rutin olarak yapilmadigi goz Oniine
alindiginda, CYP2D6'ya bagimli ila¢ metabolizmasinin etkisine iligkin daha ileri
prospektif caligmalarin biiylik 6neme sahip oldugu ¢ok aciktir. Bu dogrultuda, sadece
CYP2D6 igin degil, biitiin P450 ailesinin farmakogenetik profilin analiz edilmesi ve
bir veritabant olusturulmasi ile hekimler, hastalarina 06zgii basarili tedavi
planlayabileceklerdir. Boylelikle, polimorfizmle ilgili bilgilerin artmasi, ilag
dozlarmin bireysellestirilmesine, tedavi yanitlarinin maksimuma ¢ikmasina, yan
etkilerin ve toksik durumlarmm en aza inmesini saglayacaktir. Ayrica, hastalarin
CYP2D6 metabolize edici statiileri rutin bilgilerine eklendiginde, yan etki
reaksiyonlar1 6nlenerek saglik sisteminde kullanilan kaynaklardan tasarruf edilecek ve

bu sayede saglik sektoriiniin yiikii hafifletilebilecektir.

Sonug olarak; 5-ASA metabolizmasinin, N-asetilasyon yolagi disinda farkli
ilag metabolizmas1 yolagiyla CYP2D6 tarafindan metabolize edilip-edilmedigi
incelenmistir. 5-ASA metabolizmasi ile ilgili yapilan tiim aktivite ¢alismalart (6l¢tim
sonuglar1 ve kullanilan metodun giivenilir oldugu da birlikte degerlendirilerek), 5-

ASA’nin CYP450 enzimlerinden CYP2D6’nin aktivitesini inhibe etme ozelligi
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tagidigr  goriilmiistir. 5-ASA’nin, klinikte regete edilen ilaglarin  %25°ni
metabolizmasinda rol oynayan CYP2D6 izozimiyle birlikte metabolizmasi
irdelendiginde, 5-ASA’nin enteresan olarak CYP2D6’y1 inhibe ettigi saptanmustir.
Sekil 3.72°de ¢izilen grafikte aktivitede Vmax degeri 300 (pmol/dak/ml), Km degeri
ise 1,99 gortilmustiir. Artan 5-ASA konsantrasyonunda aktivitede Vmax degeri 220
(pmol/dak/ml), Km degeri ise 0,81 gorilmistiir. Boylece 5-ASA reaksiyona
sokuldugunda yarismasiz inhibisyon yaptigi distiniilmiistir. Bu veriler, mevcut
bilimsel literatiir i¢in yeni bir bulgudur. Kontrollii ve tekrarli deneylerle ele alinan
sonuglar, 5-ASA kullanan hastalar i¢in ilag-ila¢ interaksiyonlar1 agisindan hayati
onemde olmakla beraber, ileride 5-ASA ile yapilacak olan arastirmalara da 1sik
tutacaktir. Kullanilan enzim miktarinin artilrilmasi ile yapilacak daha detayli analizler
ile sonuglarin evrensel olarak gegerliligi test edilmelidir. Ayrica, elde edilen ve
gelecek vaat eden bilgiler hayvan deneyleri ve/veya insan c¢alismalar1 ile

desteklenmelidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak, yapilan bu ¢alismada inhibitor, substrat varhiginda ve
yoklugunda yapilan Olgimler HPLC-ESI-MS/MS analizleriyle de beraber
degerlendirildiginde, 5-ASA’nin CYP450 izozimlerinden olan CYP2D6 enziminin
substratt olmadig1 ancak inhibit6rii oldugu goriilmiistiir. Sonuglara bakildiginda 5-
ASA’nin, aktif ylizeye baglanmadigi fakat yiizey baglanmasini etkiledigi goriilmiistiir.
Olgiimlerde elde edilen sonuglara bakilarak yarismasiz inhibitdr oldugu
diistiniilmiistir. Boylelikle 5-ASA’nin CYP2D6 nin substrati degil inhibitorii oldugu
fikri ilk kez tarafimizca ispatlanmistir. Crohn ve iilseratif kolit gibi enflamatuar
bagirsak hastaligina sahip hastalarin tedavisine katki saglamak amaciyla kullandiklar1
ilaglar agisindan bakildiginda, bu bilgi literatiir i¢cin olduk¢a dnemlidir. Ayrica klinikte
kisisellestirilmis tedavinin yayginlastiriimasinin 5-ASA’y1 hayatlari boyunca kullanan
hastalara recete edilen ilaglarin terapétik etkisinin goriilebilmesi agisindan hayati
oldugu da ¢ok agiktir. Daha ileriki siireglerde ise hayvan deneylerinde gerekli
calismalarin yiiriitiilmesiyle desteklenerek s6z konusu metabolizma daha iyi
anlagilabilir kilacaktir. Ayn1 zamanda literatiire kazandirilan CYP2D6 aktivite 6l¢limii
icin kullanilabilecek yeni dl¢iim metoduyla, ileride baska ila¢ etken maddeleri ile
CYP2D6 iligkisi kolayca degerlendirilebilecektir. Diger taraftan tarafimizca bu tez
caligmasi ile literatiire eklenen bilgiyle, mevcut ilag-ilag etkilesimlerinin yeniden

degerlendirilmesi gerekmektedir.
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