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ONSOz

Otozomal resesif olarak ortaya ¢ikan ve erken yasta olumle sonuclanan silfit oksidaz (SOX)
yetersizligi bulunan bireylerde, bu hastaligin tedavi siirecinde veya bu hastalarda degisik hastaliklarda
uygulanan tedavide kultanilan ilaglarin metabolizmalarinin bilinmesi, tedavi stirecine katki saglamak
adina bu calisma gergeklestiriimistir.

Vicudumuza disaridan ahnan ilaglarin metabolize edilmesinde, enzimlerin  aktiviteleri ve
ekspresyonunda; beslenme, tur, genetik polimorfizm, yas, 6nceden gegiriimis hastaliklar patofizyolojik
sartlar, mikrobiyolojik ya da parazitolojik ajanlar gibi birgok faktor rol oynar. llag metabolizmas: ilag
etkilegimlerini de kapsayan farmakokinetik bir surectir. Bu slregte, temel hedef sistem bagirsaklar,
bobrekier, akciger ve beyinde de bulunmakla birlikte; ¢ogunlukla karacigerde hepatositlerin
endoplazmik retikulumlarinda bulunan CYP450 izoenzim sistemidir ve CYP450 izozimlerinin
aktiviteleri, genetik yapt farkliigi nedeniyle turler arasinda da degismektedir. lla¢c metabolizmas!, ilac-
lag etkilesimieri, ilag-diyet etkilesimleri, ilac kullanimimin yasa bagll degisimi, ilaglarin cesitli
hastaliklarla etkilesimi ve farkli tirlerdeki etkisi birgcok arastirici tarafindan cahsitmistir (James vd
2005). Bu g¢alismalardaki temel amag; insan fonksiyonltarini ve bu islevlerdeki fonksiyon bozuklugunun
nedenlerini olusturan mekanizmalarini anlayarak, daha saghkh bir yasam icin uygun modeller
gelistirilebilmesidir. Her ne kadar ilaglar, cevresel kirleticiler, diyetsel bilesenler ile kimyasal etkilesimleri
ve ilaclarin CYP450 genlerinin ifadelerinin Uzerine etkilerini arastiran birgok detayh c¢alismalar
yapiimasina ragmen, CYP450 enzimlerinin patofizyolojik kosullarda dizenlenmeleri Uzerine yapitan
cahismalar son derece kisithidir. Son dénemde bu ¢alismalar arastiricitar icin ilgi odagi haline gelmistir.
Bizde benzer nedenler ile bu ¢calismamizda; otozomal resesif olarak ortaya ¢ikan ve toksik olan sulfitin
detoksifiye edilmesinde rol oynayan SOX enzim yetersizliginde, yine vicuda ahnan ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonunda rol oynayan enzim sistemlerinin nastl etkilendidi ve bu hastalarda, hastahk
harici ilag kullaniminin etkiterinin nasil olabilecegi arastiriidi.

Bu amagla oksidaz yetersizliginde llag metabolize eden enzimlerin aktivitesi arastiriidi. Bu amagla
7 hafta boyunca AIN-76 yemi ve 200 ppm W igeren suyla beslenen si¢anlardan elde dilen karaciger,
bobrek, akciger ve ince bagirsak dokularinda ilac metabolizmasinda rof oynayan enzimlerin aktiviteleri
arastinldi. Calismamizda anilin 4-hidroksilaz (A4H), N-nitrosodimetilamin N-demetilaz (NDMA-ND),
eritromisin N-demetilaz (ERND), kafein N-demetilaz (C3ND) ve aminopiren antipiren N-demetilaz
(APND) etoksirezorufin O-deetilaz (EROD), metoksirezorufin O-demetilaz (MROD), pentiloksirezorufin
O-depentilaz (PROD), benziloksirezorufin O-debenzilaz (BROD), giutatyon S-transferaz (GST),
aktiviteleri sulfit oksidaz yetersizligi sadlanmis olan siganlarda olcllerek, elde edilen veriler kontrol
gruplariyla kargtastiridt.
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OzZET

Sulfit oksidaz (SOX) vicudu siffit iceren eksojen ve endojen bilesiklerin toksisitesinden koruyan
temel enzimdir. Sitokrom P450'ler endojen ve ekzojen bilesiklerin metabolizmasinda rol alan Faz |
enzimlerinin: dnemii bir ailesini teskil eden, Sitokrom P450’i/e bagl monooksijenaziar [E.C.1.14.14.1]
veya karigik fonksiyonlu oksidazlarin terminal enzimieridir. llaglann vicuttaki en 6nemli metabolizma
yollarindan biri sitokrom P450 (CYP450) enzim sistemi oksidatif, peroksidatif ve ¢ok ¢esitli endojen ve
eksojen bilesimin redaktif metabolizmasini katalize eden mikrozomal hemoproteinierden olusur.
Sitokrom P450 enzimleri; retinoidler, biyojenik aminfer, prostaglandinler, yad asitleri, vitamin Dj, safra
asitleri, endojen bilesikleri igeren steroitler, gida katki maddeleri, cevre kirleticileri, boyalar, anestezik
ajanlar, organik goziciler, pestisitler ve ilaglar gibi ksenobiyotiklerin detoksifikasyon ve aktivasyonunda
onemli rol oynayan hemoprotein siper ailesidir. Sitokrom P450 ailesi (CYP450), karacigerdeki faz |
metabolik enzim sisteminin 6nemli bir enzim grubunu olusturur. Toksik olan sulfitin detoksifiye
edilmesinde rol oynayan sulfit oksidaz enziminin yetersizligi otozoma! resesif olarak ortaya ¢cikmakta ve
erken yagta olumle sonuglanmaktadir. Bu ¢alismada sulifit oksidaz yetersizlifinde ilac metabolize eden
enzimlerin aktivitesi arastinidi. Bu amacla 7 hafta boyunca AIN-76 yemi ve 200 ppm W igeren suyla
beslenen sigcaniardan elde dilen karaciger, bobrek, akcifer ve ince bagirsak dokularinda ilag
metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin aktiviteleri aragtinidi. Calismamizda anilin 4-hidroksilaz (A-
4H), N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz (NDMA-ND), eritromisin N-Demetilaz (E-ND), kafein N-
Demetilaz (C3-ND) ve aminopiren antipiren N-Demetilaz (AP-ND) etoksirezorufin O-Deetilaz (EROD),
metoksirezorufin O-Demetilaz (MROD), pentiloksirezorufin O-Depentilaz (PROD), benziloksirezorufin
O-Debenzilaz (BROD), glutatyon S-transferaz (GST), aktiviteleri stlfit oksidaz yetersizligi saglanmis
olan sicanlarda oigtierek, elde edilen veriler kontrol gruplanyla karsilastinidi. Yapian élcuimler
sonucunda; Wistar albino siganlara ait karacider, bobrek, akcider ve ince badirsak mikrozomiarinda;
anilin 4-hidroksilaz, N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz, eritromisin N-Demetilaz ve kafein N-Demetilaz
aktivitelerinde karacigerde kontrol grubuna gére silfit oksidaz yetersiz grupta arhis gézlemlendi.
Eritromisin N-Demetilaz aktivitelerinde ince badirsaktada artis tespit edildi. Aminopiren N-Demetilaz,
EROD, PROD aktivitelerinde, yaklagik olarak bir dediskenlik gdzlenmezken, yapilan olcimlerde
MROD ve BROD aktiviteleri ise tayin edilemedi. GST-CDNB aktivitesinde de karacigerde de sulfit
oksidaz yetersiz grupta kontrol grubuna gore azalis gézlenirken cok blyuk bir dediskenlik tespit
edilemedi.

Anahtar Kelimeler: Siifit oksidaz, Sitokrom P450 enzimleri, ilaclari metabolize eden enzimler
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ABSTRACT

Sulfite oxidase (SOX) is an essential enzyme in the pathway of the oxidative degradation of sulfur
containing amino acids. It protects cells from toxicity of sulfite which has both endogenous and
exogenous provenances. SOX deficiency is an inborn error of the metabolism of sulfated amino acids.
Individuals affected with SOX deficiency most commonly present in the neonatal period with
intractable seizures, characteristic dysmorphic features, and profound mental retardation. Xenobiotic
metabolism is carried out by large groups of xenobiotic metabolizing enzymes (XME) that include the
phase | cytochrome P450s and phase Il enzymes including various transferases. XME play a dual role
in xenobiotics metabolism. On one hand, they transform compounds to more water soluble
metabolites and thus enhance their excretion. On the other hand, some of the intermediates arising
during this process become more toxic. Some factors like species, sex, age, diet and genetic
polymorphism alter XME levels and causes considerable differences in biotransformation ability of
individuals, which is a problem faced by drug researchers interpreting toxicological results to humans.
The present project investigates the role of SOX deficiency on xenobiotic metabolism, which is the first
report on changes of XME in SOX deficiency. In this study, male Wistar albino rats, aged 3 months,
were used. Three experimental groups, each consisting of 30 rats, were formed, control group, SOX
deficient group, and the SOX deficient group treated with sulfite. Animals were housed in groups of
four to five rats in stainless steel cages at standard conditions (24 + 2°C and 50 + 5% humidity) with a
12 h light—dark cycle and fed ad libitum with standard rat chow and tap water. SOX deficiency was
produced in rats by the administration of a low molybdenum diets (AIN 76a, Research Diets Inc, USA)
with concurrent addition of 200 ppm tungsten to their drinking water. At the end of the experimental
period (7 weeks), livers, kidney, lung and small intestine were taken and cytosolic and microsomal
fractions were prepared. First, hepatic SOX activity in deficient groups was measured to confirm SOX
deficiency. Then, N-nitrosodimethylamine N-demethylase (NDMA-ND), aniline 4-hydroxylase (A4H),
erythromycin N-demethylase (ERND), aminopyrene N-demethylase (APND), caffeine 3- N-
demethylase (C3-ND), ethoxyresorufin O-deethylase (EROD), penthoxyresorufin  O-depenthylase
(PROD), benzyloxyresorufin O-debenzylase (BROD), methoxyresorufin O-demethylase (MROD) and
glutathione S-transferase (GST) activities were determined to monitor XME activity changes in SOX
deficiency. Our results clearly demonstrated that SOX deficiency significantly elevated AdH, ERND
and NDMA-ND activities while decreasing EROD and GST activities. No significant changes were
observed with CN3D, MROD and PROD activities. These alterations in XME can contribute to the
varying susceptibility and response of these individuals to different drugs and/or therapeutics used for
treatments.

Key: Words: SOX, Cytochrome P450 enzymes, Drugs metabolizing enzymes,
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1. GIRIiS

Endustri devriminin 6ncesine kadar insanoglu sadece basit hayvansal ya da bitkisel kaynakli
zehirlere maruz kalirken, gunumizde her gegen gin c¢esitlenerek artan endustriyel Gretim,
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi icin gelistirilen ilaglar ve dinyanin her yerinde yaygin olarak
kullanilan tarim ilaclari gibi kimyasallar ginimdz insaninin yagantisinin kagintlamaz bir pargasi haline
gelmiglerdir. Her yil ticari pazarlara 1000 adet yeni kimyasal girerken, globai ¢igeklerde yaklagik
100.000 kimyasalin kullaniidigi bilinen bir gergektir. llaglar dahil tum bu kimyasallarin bilingsiz
kullanimlart degisik zararlara yol agarak, insan ve gevre sadhd: agisindan tehdit edici boyutlara
ulagmisgtir.

Degisen bu kosullaria birlikte gesitli hastaliklarda artislar olmus, teghis ve tedavi sirecinde ilaglarin
ve ksenobiyotiklerin farmakolojik ve toksikolojik etkileri de aragtinimaya baslanmigtir. Bir ilacin
metabolizmasi terapotik veya toksik etkiler ortaya ¢ikartabilir. Bu nedenle metabolik yolun detayh kesfi,
ilaca verilen bireyler arasi tepki farklihklarini ve metabolizmadan kaynaklanan eliminasyonu
ongdrebilme konusunda yardimet olur. Yapilan in vitro deneylere dayanarak ilacin segimi konusunda
rasyonel kararlar verilmesi, gelistirimesi ve ilacin insandaki etkilerinin ongoralebiimesini mGmkin
kilmaktadir.

ilag yapisiyla ilgili pek ¢ok ¢aligma ilaglarin icerikleri ve ilag metabolize eden enzimlerin 6zellikleri
nedeniyle ilaglara verilen tepkilerde fakliliklar oldugu konusunda birlegiyor. Bu tepkiler, ekzojen ve
cevresel faktérlerin yaninda psikolojik ve patolojik endojen faktdrierin ve ilag metabolize eden
enzimierin her birinin genetik yapisina gore degisiklik gosteriyor. Bu nedenle verilmig bir ilacin izledigi
metabolik stireci anlamak, ilacin zararsiz veya klinik olarak ¢nemsiz olup oclmadigini éngérmek veya
agir ve slimcl olabilecek bir yan etkisinin olup olmadigini anlamak agisindan son derece ¢nemlidir.
Neyse ki, bu faktérler hakkindaki bilgimiz son on yilda artis gostermisti. Bu sayede artik ilag
gelistirmenin erken bir safhasinda, muhtemel olumsuz bir etki olmadan bu bilesimleri elimine
edebilmek icin bagvurabilecegimiz biyuk bir bilgi kaynagina sahibiz (Gasser R 1997).

Otozomal resesif olarak ortaya ¢ikan ve erken yasta olumle sonuglanan silfit oksidaz (SOX)
yetersizligi bulunan bireylerde, bu hastahgin tedavi sirecinde veya bu hastalarda degisik hastaliklarda
uygulanan tedavide kullanilan ilaglarin metabolizmalarinin bilinmesi, tedavi sirecine katki saglamak
adina énemilidir.

1.1. Siilfit Metabolizmasi, Siilfit Oksidaz (SOX) ve Siilfit Oksidaz Yetersizligi

1.1.1.8lfitler

Sulfit oksidaz enzimi (SOX), hava kirliligi ve gidalarla alinanin diginda, vicutta kikurt igeren amino
asitlerin ve diger salfit (SO7,) iceren bilesiklerin katabolizmasi sirasinda olusan SO7;
detoksifikasyonunda ¢nemli bir enzimdir. Agiz ve mide gibi asidik ortamlarda besinler ile alinan SO,
tuzlan kolay ve hizli bir sekilde sulfuréz asite (H,SOs) donigmekte bu asit de fizyolojik pH'da SO e
dénugmektedir (Gunnison ve Jacobsen 1987). Endojen SO7; Uretiminde en énemli yolak sistein ve
metiyonin amino asitlerinin katabolizmasidir (Cooper 1983, Yamaguchi vd 1973; Sekil 1.1)

Bunlarin yanisira hipotaurin katabolizmasi ve hidrojen kukart (H,S) oksidasyonu da daha az
onemli olduklar dustinilen diger endojen SO”; olusum mekanizmalandir (Gunnison ve Jacobsen
1987). Sistein ve methionin gibi endojen mekanizmalarin diginda, eksojen kaynakh stlfite de maruz
kalinmaktadir. Bunlann bashcalan; hava kirlili§i, ilaglar, yiyecek ve iceceklerdir.

Hava kirliliginin onemli bilesenlerinden olan ve 6zellikle fosil yakitlarin kullaniimasina bagl olarak
atmosfere katilan kukurt dioksit (SO,) eksojen SO~5 olusumunun énemli kaynaklarindandir (Amdur
1969). Atmosferdeki SO, miktarina bagh olarak bir¢ok hastalik (solunum sistemi rahatsizliklari, beyin
timarlerinin gorilme sikhiginda artis, eritrosit antioksidan savunma sistemi ve lipid peroksidasyonunda
degisiklikler) ve hatta slumier gerceklesebilmektedir (Atkinson vd 1993, Andersson vd 1998, Samet vd
2000, Agar vd 2000, Kucukatay vd 2003).
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Sekil 1.1 Sistein ve Metiyonin Katabolizmasi

flag endistrisinde SO7; ¢esitli dozlarda ilag etkinliginin azalmasina neden olan oksidasyonu
dnlemek amaci ile kullaniidigi gibi, cesitli ilaclara ilave edilerek suda eriyebilirlik kazandirmak igin de
kullaniimaktadir. SO7; igeren bazi farmakolojik ajanlarin belirtildigi Tablo 1.1'de de goraldugu gibi
birgok ilag grubu SO7; icermektedir (Koepke 1983, Golembiewski 2002).

Tablo 1.1 Sulfit iceren ilaclarin listesi (Simon 1986).

flag grubu Etken madde

Bronkodilatatdrler Salbutamol, metaproterenol
Epinefrin Adrenalin

| okal anestezikler Lidokain, novokain, ksilokain, prokain
Kortikosteroidler Deksametazon, hidrokortizon
Antibiotikler Aminoglikozid grubu antibiyotikler
Anajezikler Meperidin

Goz damlalan Sulfasetamid, prednizolon, deksametazon sollisyonlar




Bunlarin yani sira gida endistrisinde de SO7; yiyecek ve igeceklerin korunmasi ve dayanikithginin
arttirdmast amaci ile genis kullanim alaniart bulmaktadir. Kararmay! onleyici etkisi, anti-mikrobiyai,
renk ve kivam koruyucu ve renk agartict olarak pek cok degisik amagla yogun bir sekilde bu
endustride kullanim alani bulan SO, ve cesitli SO~ tuzlar sunlardir; Kukart dioksit (E220), Sodyum
sulfit (E221), Sodyum hidrojen sulfit (E222), Sodyum metabisilfit (E223), Potasyum metabisulfit
(E224), Kalsiyum slfit (E226), Kalsiyum hidrojen sulfit (E227), Potasyum hidrojen sulfit (£228) (Fazio
ve Warner 1990). Tablo 1.2'de Turk gida kodeksince tamimlanmis bazi yiyecek ve iceceklerin
icerdikleri maksimum SO; miktarlari SO, cinsinden mg/kg veya mg/l olarak verilmigtir. Tablodan da
gérulduga gibi ginluk hayatta alinan pek ¢ok besin degisik duzeylerde SO7; igermektedir.

Tablo 1.2 Turk gida kodeksince tanimlanmis bazi yiyecek ve iceceklerin igerdikleri maksimum SO,
miktarlart (Turk Gida Kodeksi Renklendiriciler ve Tatlandiricilar Digindaki Gida Katki maddeleri Tebligi
(25.08.2002). Teblig No2002/57, 24857 sayil Resmi Gazete.)

] ) icerdikleri SO=3 miktar
Yiyecek ve icecekler

(mg/kyg veya mg/l)

Kahvaltilik sosis, salam ve sucuklar 450
Kurutulmus, tuzianmig bahk 200
Kuru biskivi 50
Nigasta 50
Kurutulmus grandle patates 400
Hububat veya patates bazh ¢erezler 50
islenmis patates (Dondurulmus) 100
Salamura igindeki sebze ve meyveler 100
Kurutulmus meyveler 2000
S07; 'le muamele edilmis meyvelerden 100
vapilan recel, i6le ve marmelatiar

Glikoz surubu bazh sekerlemeler 50
Bira (Alkolsuz ve dusuk alkoll dahil) 20
Alkolil alkolsuiz sarap 200

1.1.2.807, Toksisitesi

Ganlitk SO7; tuketiminin; yiyecek ve iceceklerle alinan miktarina, hava kirlililigi ve ilag endustrisi
yoluyla aliminin da katiimasi ile olduk¢a yuksek oldugu bilinmektedir. Daha ¢ok alerjik ve astimi
bireylerde olmak Uzere normal bireylerde de oldukga yogun olarak SO7; hipersensitivitesi rapor
edilmistir. Bu hipersensitivite hastalarda basta bronkokonstriksiyon olmak tzere Urtiker, laringeal
ddem velveya anjiobdem olarak ortaya gikmaktadir. Daha sonraki donemlerde yapilan calismalar ile
bu maddenin alerjik yan etkilerine ilaveten ¢zellikle yiksek dozlarda, pek cok hicresel yapi ile
etkilesebildigi gosterilmis ve toksik ozellikleri daha iyi tanimianmaya baglanmistir. Genetik materyalde
sitozin ve urasil bazlar ile reaksiyona girerek hasar ve mutasyoniara neden oldugu, lipit ve proteinler
ile reaksiyona girdigi bildirilmistir (Shi ve Mao 1994, Rencuzogullari 2001). Sayilan butun bu etkilerin
yaninda elastaz gibi serin proteinaziarin inhibitéri olan o1-antiproteinaz (a1-AP) akfivitesini
engelieyerek, akciger hasan da olugturdugu bildirilmigtir (Reist vd 1998). Yapian cahsmalar
sonucunda ginluk kabul edilebilir SO™; aliminin 163 mg/gun oldugu belirlenmistir. Yiyecek ve
iceceklerle birlikte, hava kirliligi ve SO7; iceren cesitli ilaglar birlikte dusunuldugunde, gunluk alinmasi
gereken dizeyin Uzerine gikildi§i ve SO7; toksisitesinin ortaya gikma riskinin arttgi bildiriimistir. Bu
sayilan etkilerde direkt veya dolayl olarak oksijen (O.) ve kukirt merkezli radikal olugumian en onemli
mekanizmadir (Inouye 1980, Shi ve Mao 1994, Abedinzadeh 2001, Chamulitrat 1999). Serbest
radikallerin hiicre hasarindaki rolleri de cok iyi bilinen bir konudur. SO7; ‘in toksik etkilerinin ortaya
gtkmasindaki en onemli mekanizmanin kikirt ve O, merkezli radikaller oldugu dastndalurse bu
maddenin metabolize edilerek detoksifiye edilmesinin ne kadar énemli oldugu ortaya ¢gikmaktadir.




1.1.3.80°; Metabolizmasi
Gerek endojen olusan gerekse de eksojen maruz kalinan nga’in detoksifiye edilmesi gerekir.
Bunun icin 2 temel yolak vardir. Bunlar oksidatif olmayan SO ;metabolizmasi ve oksidatif SO,
metabolizmasi'dir.

1.1.3.1. Oksidatif Olmayan SO™; Metabolizmasi:

SO detoksifikasyonunda oksidatif metabolizmaya gore daha az o6neme sahiptir. SO7'in bu
sekildeki detoksifikasyonunda sulfitolizis reaksiyonu 6énemli yer tutar. SO, bu reaksiyon ile sistin,
okside glutatyon (GSSG) gibi kugtk veya daha buyik molekul agirhkl proteinlerle disulfit baglan
aracihigi ile birlesir ve s-sulfonat adi verilen bilesigi olusturur. Bu bilesigin idrarda bulunmamast, SO73
‘in bu yolla metabolizmasinin oldukga az bir dneme sahip oldugunu diustndurmektedir (Gunnison ve

Jacobsen 1987).
R-S-S-R + SO, -+ R-S-SO;+RS

Oksidatif olmayan bir diger SO ;metabolizmasi yolagi tiyosulfattir.  Tiyosulfat SO°; ve 3-
merkaptoprivatin reaksiyona girmesi ile olugan bir bilesiktir ve SO bu yolla idrarla atilmaktadyr.
Ayrica SO73'in, tiyosistein ile reaksiyona girerek tiyosuifat olusturdugu bildirilmistir (Gunnison vd

Jacobsen 1987).

1.1.3.2. Oksidatif SO”; Metabolizmasi:

SO, ‘in temel detoksifikasyon mekanizmasi oksidatif SO“smetabolizmasidir. Bu iglem vicutta
sulfit oksidaz (SOX) enzimi aracidi ile yapiimaktadir. SOX, (EC 1.8.3.1) molekil agirhgt 104
kilodaiton (kDa) ofan bir molibdohemoproteindir ve memelilerde kofaktor olarak Mo kullanan 3

enzimden birisidir (Cohen vd 1971).
Mitokondrinin i¢ membraninda lokalize olmug olan, SOX birbirine benzer her biri 52 kDa'luk 2 ait

initeden olusmus, dimerik bir yaptya sahiptir. 52 kDa'luk herbir alt unitede, hem iceren kuguk bir N
terminali ve Mo iceren biyik bir C terminali bulunur (Kisker vd 1997). Bu yapinin SOX etkinligini Mo

iceren buytk C terminali gosterir (Sekil 1.2).

Sekil 1.2 Sulfit oksidaz enziminin 3-boyutiu yapisi

SOX SO7,i okside ederek SO”Ja donustlrtr. Idrarla atilan inorganik SO™4in yaklasik % 90'inin
SOX enzimi tarafindan olusturuldugu gosterilmistir. SO~yin, enzimin aktif bdlgesine baglanmasi Mo'un
iki elektron kaybi ile sonuglanirken SO 3 SO a cevrilir. Enzimin yeniden gorev yapmasi sitokrom c'nin
molekdl ici elektron transferi yapmasina baghdir (Garret vd 1998). Bu iglem de iki basamakta yapilarak

enzimin islevseliigi tekrar kazandirilir (Sekil 1.3).

R

SRS




sttokrom ¢
(rediiktey Mo {V1) Fe {lil}

e Ss” + H.O
. :
sitokrom ¢ 804 + 2 H
{okside}
Mo (Vi) Fe (i} Mo {1V} Fe (Hi}
\ /
Mo (V) Fe (1H) Mo (V) Fe (il
W
sitokrom ¢ sitokrom ¢
{rediikte) {okside}

Sekil 1.3 Sulfit oksidaz tarafindan katalizienen reaksiyonun gematik gosterimi (Garret vd 1998).

1.1.4. insanlarda Gézlenen SOX Yetersizligi

Toksik etkilerinden bahsedilen SO73'in, detoksifiye edilmesinin 6nemi genetik olarak bu enzim
eksikliginin gozlendigi vakalar ile anlagtimistir. Ik SOX eksikligi vakasi 1967 yilinda Mudd ve
arkadaslan tarafindan rapor edilmis ve otozomal resesif olarak gectigi gosterilmistir. 2,5 yagindaki bir
erkek cocukta siddetli beyin hasari, mental gerilik, korlik, spastik kuadripleji ve serebral atrofi gibi
cesitli  klinik  bulgularin  tespit edilmesinin  ardindan yapilan, laboratuvar tetkikleri kukrt
metabolizmasinda bozulma oldugunu gosterdi. Bu bulgular, idrarla yogun bir sekilde atilan S-
sulfosistein, SO7, tiyostlfat ve normalden daha az miktarda gikanlan SO, idi. Arastincilar
tanimladiklan  klinik bulgularin  kikart iceren amino  asitlerin metabolizmasindaki - bir sorundan
kaynaklanabilecegini dustntp, postmortem karaciger bobrek ve beyin dokusunda SOX aklivitesi
olctuler. Bulgulan hipotezlerini tam anlami ile destekliyordu; incelenen karaciger, beyin ve bobrek gibi
dokularda kukirt iceren amino asitlerin metabolizmasindan sorumiu ana enzim olan SOX aktivitesinin
olmadigini buldular (Mudd vd 1967). Asagidaki tabloda SOX enzim eksikligi tanisi konmus bir
hastanin kukort metabolizmasinin ileri derecede bozulmus oldugunu gosteren idrar biyokimyasi ve
izole fibroblastlarindan elde edilen SOX aktivitesi bulgulari verilmistir.

Tablo 1.3 SOX eksikligi olan hastanin idrar biyokimyasi ve fibroblast SOX aktivitesi (Garret vd 1988).

Olgiim SOX eksikligi Normal

Idrar SO7; (uglh) 100-250 e
Tiosulfat (mM) 0,297-1,632 <0,100
S-Sulfosistein (mM) 0,240 0,006-0,030

Fibroblast SOX aktivitesi (U/g prot) Belirlenemedi 8-23

SOX enzim eksikligi, hayatin erken ddnemierinde olumle sonuglanan ciddi bir kalitsal hastahktir:
SOX enzim eksikliginin iki sekilde ortaya ¢iktigi gosterilmistir.




1.1.4.1. SOX genindeki bir mutasyondan dolayi ortaya ¢tkan SOX enzim eksikligi

Eksikligin bu formunda SOX geninde bir mutasyon séz konusudur. Bu mutasyonlardan biri,
enzimin protein dizilimindeki 160. pozisyonda bulunan arjinin amino asidinin, glisinle yer
degistirmesidir. Bu mutasyon diger Mo igeren enzimler agisindan bir problem yaratmadi§: i¢in sadece
SOX eksikliginden s6z edilebilir ve “Izole SOX eksikligi” olarak isimlendirilir (Garret vd 1988).

1.1.4.2. Molibdopterin sentezinde gbrev alan birden ¢ok enzimin genlerindeki
mutasyondan dolayi ortaya ¢ikan SOX enzim eksikligi:

Molibdopterin, kofaktsr olarak Mo iceren enzimlerin C terminalinde bulunan ve Mo iyonun
baglandigi integral bir yapidir. Sentezi Molibdopterin sentaz (MPT sentaz), Mo selataz gibi enzimlerin
ve MogA, MoeA gibi Mo transportunda gorevii gesitli proteinierin varliginda guanozinden baslayan
kompleks bir biyokimyasal yolakia gergeklesir. Bu sentez basamaklarindaki enzim ve proteinlerden
birinin veya birden fazlasinin sentezinden sorumiu gende olugabilecek bir mutasyon, Mo'un bu integral
yapiya baglanamamasina veya molibdopterin sentezinin gerceklesememesine sebep olur. Bu
durumda SOX da dahil olmak izere Mo iceren diger enzimlerde de bozulma s6z konusu olacaktir. Bu
yizden SOX eksikliginin bu tipine “Mo kofaktor eksikligi” denmektedir (Garret vd 1988).

1.2. ilaglan Metabolize Eden Enzimler

Hucre zari; hilcreyi suda cozinen ksenobiyotiklerin toksik etkisinden koruyan etkili bir bariyer olsa
da, lipofilik bilesikler bu bariyeri kolayca asarak hicre igin toksik seviyeye ulasabilir. Bu nedenle;
bunlarin zararl etkisinden hiicreyi korumak amaciyla, bu bilesenlerin ortamda birikerek toksik etki
gostermesini engellemek igin; organizmalar gesitli biyolojik sistemler gelistirdiler. Bu amag icin 2
mekanizma vardir, biyotransformasyon ve tasima. Tek hicrelilerde bu bilesenlerin eliminasyonu
tastyici proteinlerle hiicre digina gikariimasi seklinde basit bir sistemle saglanirken, ¢ok hucrelilerde
ise lipofilik bilesenlerin yalnizca hiicreden degil, organizmadan da uzaklagsmasini saglayacak sistemler
gelismistir. Boylece lipofilik maddeler suda ¢ozunir metabolitlere donusturulerek viicuttan uzaklastirihr
(Handschin ve Meyer 2003). flaglarin enzimlerin etkisi ile kimyasal degisikliklere ugramasina
biyotransformasyon denilir. Biyotransformasyon sonucu ilaglar genellikle daha az etkili veya etkisiz
bilesikler haline getirilir. Bu yuzden biyotransformasyona, biyoinaktivasyon veya detoksikasyon
(zehirsizlenme) da denilir. Bazen ilaclar biyotransformasyon sonucu daha etkili (kodein'in morfine,
difenoksilatin difenoksin’e doniisimu) ve/veya daha toksik (metil alkoliun formaldehid ve formik aside,
asetaminofen’in N- asetil- p- benzokinonimin’e dénusuma) bilesikler haline donustariimektedirler.
Biyotransformasyonda rol alan enzimlerin buyuk kismi spesifik olarak belirli organlarda lokalize
olmuslardir. Ornegin; karacigerde parankimal hucrelerde (hepatositierde), bobrek proksimal tubulis
hicrelerinde (S3 segmenti), akcigerde Clara hicreleri, tip 1l hicreler, ince bagirsakta mukoza
hucreleri, testislerde, sertoli hiicrelerinde bulunuriar. Bununla birlikte metabolizmada basrol oynayan
organ ise karacigerdir.

Biyotransformasyon ‘ilaglar metabolize eden enzimler’ adi verilen enzim grubunun aktiviteleri
sonucunda gerceklesir. Bu enzimler tarafindan katalize edilen reaksiyonlar, genellikle Faz-l ve Faz-i
olarak adlandirilan iki alt gruba ayriirlar (Schenkman, 1999). Faz-l reaksiyonlar, genellikle
oksidasyon, reduksiyon ve hidroliz reaksiyonlarini igerir. Bu reaksiyoniar -OH, -NH,, -SH veya -COOH
gibi, ksenobiyotigin polaritesini artiran bir fonksiyonel grubun ilavesi ile sonuglanir (Schenkman, 1999).
Olusan bu gruplar, Faz-ll reaksiyoniart igin gerekli merkezlerin olusumunu saglar. Faz-l reaksiyonlari,
genellikle monooksijenaziar (MO), flavin igeren monooksijenaziar (FMO) ve diger okside rediktazlar
tarafindan katalizlenir (Cooper vd, 1965; Jakoby, 1990; Schenkman, 1999). Kenetlenme reaksiyoniari
olan Faz-ll reaksiyonlarinda ksenobiyotik ve onun herhangi metabolitleri, vicutta bulunan polar
molekiller ile kenetlenir. Bu endojen molekiller arasinda glutatyon (GSH), glukorinik asit, sulfirik asit,
aminoasit (en fazla glisin, taurin ve glutamik asit), metil ve diger alkol gruplar bulunur. Faz-ll
reaksiyonlan baslica glutatyon S-transferazlar, asetil transferazlar, glukuronil transferazlar ve sulfo
transferazlar tarafindan katalize edilir. Faz-l reaksiyonlar genellikle ksenobiyotiklerin hidrofilik
azelliklerinde kucuk bir artis sagdlarken, Faz-1l reaksiyonlarn hidrofilik 6zellikte cok daha fazla artig ile
sonuclanir. Bu reaksiyonlar sonucunda, ksenobiyotik daha polar, daha az yagda ve daha ¢ok suda
¢ozunar hale getirilir. Bu sekilde viicuttan kolayca atilir hale donusturdlerek, bosaltim hizt artiriimis ve
toksik etkileri bertaraf edilmig olur.

ilaclari metabolize eden enzimlerin aktiviteleri, bireyler arasindaki genetik yapi farklihgi nedeniyle
degisebilmektedir. Enzim aktivitesindeki farkiiik ise ilacin farmakokinetidinde, dolayisiyla
eliminasyonunda degisikliklere yol acabilir (Spatzeneger ve Jaegger 1995; Belpaire ve Bogaert 1996,).




.

Bir ilacin eliminasyon hizinin bireyler arasinda farkiiik goéstermesi, enzimlerin genetik yapisinda
polimorfik degisikliklere bagl olabilir. Metabolizmadan sorumiu enzimlerdeki genetik polimorfizm
nedeniyle ilacin terapttik konsantrasyonundan daha dusik dizeyde olmasi, yani ila¢ etkisinin
azalmasi veya daha yiksek konsantrasyonda olmasi, yani toksik etkilerin ortaya cikmasi s6z konusu
olabilir. Bu degiskenlik terapétik indeksi dar olan ilaglan kulianan bireyler icin ciddi sonuglar
dogurabilir. Ayrica, enzim polimorfizmi kanser gibi gevresel etkenlerle dogrudan baglantih oldugu
bilinen hastaliklara duyarliigi artirdigi icin de dnemlidir (Marzo ve Balant 1996).

llaglarin vicuttaki en onemli metabolizma yollarindan biri sitokrom P450 (CYP450) enzim
sistemidir. CYP450 super ailesi oksidatif, peroksidatif ve cok cesitli endojen ve eksojen bilesimin
redaktif metabolizmasini katalize eden mikrozomal hemoproteinlerden olusur. Bu stper aile nikleik
asit sekanslarindaki homolojilere gore ailelere ve alt ailelere ayrilir (Nelson vd 1996). Cogu
ksenobiyotik biotransformasyonu CYP1, CYP2 ve CYP3 ailesindeki enzimlerce yaptimistir. Diger
aileler coguniukla yag asidi, safra asidi ve hormonlar gibi endojen yapiarina karisirlar (Gonzales
1989). CYP2 allesi Uzerinde; sigan, fare ve tavsan kullanilarak yogun calismalar yapimaktadir. CYP2
ailesi memelilerde 7 alt aileyi igerir. Insan icin en 6nemli CYP'ler ilag metabolizmasi itibariyle CYP2AS,
CYP2C9Y, CYP2C19, CYP2D6 VE CYP2E1dir. CYP2B6nin ilac metabolizmasindaki roli hentz tam
olarak netlesmemistir. insan karacigerindeki toplam P450 iceriginin sadece %1'ini teskil etse de, baz
ilac metabolizmalanndaki CYP2B6'da onemli bir payinin cidugunu ispat eden eden bazi bulgular
vardir. Insan karacigerindeki CYP enziminin %70 kadari ilac metabolizmasina kararl
immunckimyasallar olarak katilan ailelere mensuptular. Bunlardan CYP2C toplam CYP enziminin
%20'sini ve CYP3A4 %30 kadarni teskil eder. Bu enzimlar insan karaciger mikrozomlarindaki
P450'nin temel bicimleridir (Shimada vd 1994). CYP2 enzimlerinden CYP2F71'in insan karacigerinde
bulundugu henuz belirtimemekle birlikte, sadece akcigerlerde goruldugu belirtiimektedir (Raunio vd
1995).

CYP  enzimlerinin  ekspresyonu;  genetik-cevresel  faktorlerle, bazi  hastaliklardan
kaynaklanmalarina gore ikiye ayriiyor. Bu faktorler bireylerarasinda ksenobiyotikierin metabolik
yollarinda farkliliklara neden olur. Genetik faktorierin etkisine ornek olarak: populasyon icinde en az
CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19 ve CYP2D6 enzimierinin bireylerarasi cesitilige etkisinin polimorfik
ekspresyonu verilebilir. Zayif metabolize edicilerin sikligi soy ve etnik olarak ikiye ayrilir. Sigara icmek,
alkol ve/veya uyusturucu kullanmak gibi birtakim aliskanliklarda bazi CYP' lerin ekspresyonuna veya
indtksiyonuna neden olabilir (Pelkonen ve Briemer 1994, Pelkonen vd 1998). Birden fazla ilac ayn
anda verildiginde farmakokinetik bir durumun ortaya ¢cikmasi her zaman mumkunddr. Eger aym enzim
tarafindan metabolize edilmisse, bir ilag bir diger ilacin CYP-aracili metabolizmasin duzenleyebilir.
Diger yandan, bir ilag baska bir ilacin metabolizmasini, kendini metabolize etmeksizin, ayni enzimin
salgilanmasini dondurarak engelleyebilir. Bu islemler suni hepatositler veya insan karacigerinden elde
edilmis organeller kullanilarak in vitro olarak gerceklestirilebilir (Boobis 1995 Pelkonen vd 1998).
CYP4503A4 ilaclarin metabolizmasinda rol alan en énemli sitokrom P450 izoenzimi gorunimindedir.
CYP3A4, karacigerdeki sitokrom enzimlerinin %60' ini bagirsaklarda ise %70'ini olusturur ve en genis
ilag spektrumunun metabolizmasindan sorumludur. llaglarin ¢ogu vilcutta inaktif ya da daha az aktif
metabolitlere metabolize olduklari igin bu sirecin diger tedavilerle engellenmesi bu ilaglarin birinin ya
da her ikisinin farmakodinamik etkilerini arttirabilir. Bu klinik agidan énemli ilac etkilesimlerinin en sik
ortaya ¢tkma bigimlerinden biridir (Hansten 1998, Michalets vd 1998).

1.2.1. Sitokrom P450 Bagimii Monooksijenaziar

Sitokrom P450'ler endojen ve ekzojen bilesiklerin metabolizmasinda rol alan Faz | enzimlerinin
onemli bir ailesini teskil eden, Sitokrom P450'ye bagl monooksijenaziar [E.C.1.1414.1] veya karisik
fonksiyonlu oksidazlarin terminal enzimleridir (Cooper vd 1965) ve bakterilerden memelilere kadar
calisiimis tum turlerde bulunan, yapisal ve fonksiyonel olarak benzer hemoproteinler iceren bir gen
stper ailesinin Gyesidirler (Nebert vd 1991, Nelson vd 1996). Prokaryotik enzim cozunur bir
hemoprotein iken, yuksek organizmalarda membrana baghdir. Memelilerde, mitokondriyal ic
membranda ve endoplazmik retikulum membranlarin da yerlesmistir.

Bu grup protein, ilk kez Alman arastirmaci M. Klingenberg tarafindan 1958 yilinda bulundu.
Arastirmaci, karacigere ait mikrozomal preparatin sodyum ditiyonat gibi bir indirgeme ajani ile
tepkimeye sokulmasini takiben, karbonmonoksit (CO) gazi ile muamelesi neticesinde 450 nm'de 15141
absorbe eden bir pigmentin varligini goézlemledi. Daha sonra Omura ve Sato tarafindan 1964 yilinda
bir hem protein olarak tanimlanan bu pigment, sitokrom P450 olarak adiandirildi. Kisa bir slire sonra
sitokrom P450'nin katalitik fonksiyonu, steroidlerin oksidadif metabolizmasina katilimi ve ilaciarin
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oksidadif metabolizmasindaki roli gosterildi (Cooper vd 1965). Sitokrom PALUler bnbiok
deri, bagirsak, adrenal korteks, plasenta ve diger farkl dokularda bulunmasia ragmien
etkin olarak karacigerde lokalize olmuslardir; sadece diz kasta ve ertrositierde bulunmaziar (Fa
1976, Ryan vd 1979, Spies vd 1982, Collodi vd 1984, Ueng ve Alvares, 1985, Gilewicz vd
ve Aring, 1990). Sitokrom P450 enzim sistemi; steroidler, hormoniar, prostoglandinler, hipidier ve yag
asitleri gibi birgok endojen maddenin metabolizmasinda ve disarnidan alinan ilaclar, insekhisidler cogith
petrokimya Grunleri, prokanserojenler, anestezi malzemeleri, organik ¢éziciler gibi ksenobiyotkienn
metabolizmasin da bulunurlar (Goeptar vd 1995, Magnusson ve Sandstrom 2004, Szotakova vd
2004). Sitokrom P450’ye bagli monooksijenaziar endojen (steroid hormonlarin biyosentezi, doymarmis
yag asitlerinin hiicresel mesajcilara oksidasyonu gibi) ve ekzojen (antibiyotikler, kanserojenler, orgarnik
¢ozuculer, boyalar, pestisitler, alkoller, cevresel kimyasallar gibi) kaynakli gok cesitli lipofilk bilesiklen
metabolize ederler (Lu ve Levin 1974, Aring ve Philpot 1976, Nebert ve Gonzales 1987, Gonzales
1989 Porter ve Coon 1991, Hasler vd 1999, Orellana ve Guajardo 2001, Oleksiak vd 2002, Nebbia vd

2003). Sitokrom P450 enzimlerinin bazi substratiari Tablo 1.4'de veriimistir.

Tablo 1.4 Bazi Sitokrom P450 Substratlan (Porter ve Coon 1891).

Ksenobiyotikier (Ekzojen) Endojen Bilesikler
llaclar (asetaminofen) Steroidler
Karsinojenler (PAH) Eikosanoidler
Antioksidantlar Yag Asitleri
Cozuculer (hekzan) Yag hiperoksitieri
Anestetikler Retinoidier
Boyalar Aseton

Pestisitler (metil paration)
Alkoller (etil alkol)
Petrol tranleri

Koku vericiler

Sitokrom P450 tarafindan katalizlenen genel reaksiyon asagida verilmistir:
RH + O, + NADPH, H+ _» ROH + H,0+ NADP"

Reaksiyonda substrat (R) alkan, alken, aromatik halka ya da heterosiklik substituentler gibi
oksijenasyon icin olanak veren bir bolgeye sahiptir. Reaksiyon bir monooksijenasyon ve enzim bir
monooksijenaz olarak adlandirlir. MolekUler oksijenin yalnizca bir atomu substrata baglanmis, digeri
ise suya indirgenmistir. Sitokrom P450 monooksijenaz enzim sistemi cok bilesenii elektron transport
sistemi olarak fonksiyon gorar. Mikrozomal sitokrom P450'ye bagl monooksijenaz sisteminin U¢
bileseni vardir: Sitokrom P450, NADPH bagimli Sitokrom P450 reduktaz ve lipit (Lu ve Coon 1968).
Mikrozomal sistemde FAD ve FMN iceren NADPH bagiml Sitokrom P450 reduktaz NADPH' dan
sitokrom P450’ye elektron transferini katalizler. Bu enzim sistemi, hidrofobik ve hidrofilik peptid iceren
membrana bagh bir amfipatik proteindir (Gum ve Strobel 1981, Black ve Coon 1986).

Bu enzimler, bir metil grubunun karbon atomunun hidroksitasyonu, bir alkanin metilen karbonuna
hidroksil grubu sokulmasi, fenol olusturmak icin aromatik halkanin hidroksilasyonu ya da epoksit
olusturmak icin ¢ift baga oksijen atomu katimasi gibi ¢ok kompleks ve degisken reaksiyonlan
katalizler. Dealkilasyon reaksiyonlarinda, oksijen, karbon-hidrojen bagina girmektedir. Ancak son Urlin
stabil degildir ve primer alkol, amit ya da sulfidril bilesigine dontsur. Azot, kukart ve fosfor atomlannim
oksidasyon ve dehalojenasyon reaksiyonlari da sitokrom P450 tarafindan katalizlenir. Sitokrom
P450'ler tarafindan katalizlenen bazi reaksiyonlar Tablo 1.5'te gosteriimistir.




1.2.1.1. Sitokrom P450 Déngiisii

Sitokrom P450 proteinlerinin aktif bdlgesi hidrofobik etkilesimlerle bagdlanmis tek bir demir
protoporfirin IX igerir. Hem grubu demir atomunun besinci ligandi, sistein kalintisindan saglanan tiyolat
anyonudur ve P450'nin olagandig spektral ve katalitik 6zelliklere sahip olmasini saglar. Altinct ligand
su molekli tarafindan baglanmis olan substrat katalizinde demirin indirgenmesi reaksiyonunda O;'ne
baglanmaktadir.

Tablo 1.5 Ornek Substratiaria Sitokrom P450’lerce Katalize Edilen Genel Reaksiyonlar (Schenkman,
1991, Guengerich 1993)

1. Hidroksilasyon
A. Karbon

a. Aromatik: benzo(a)piren, benz(a)antrasen, acetanilid, benzen, naftalen
b. Alifatik: n-propilbenzen, palmitik asit, pentobarbital

B. Azot: N-asetilaminofioren
2. Heteroatom Oksidasyonu
A. Azot: sulfanilamid, anilin, trimetilamin, indol, kuinolin
B. Sulfur; klorpromazin, insektisitler, fenilbutazon, tiyo tlrevleri
C. Oksijen: testesteron, kumarin
3. Dealkilasyon
A. Azot: aminopiren, etilmorfin, dimetilanilin, nitrosodimetilamin
B. Oksijen: etoksirezorfin, p-nitroanizol, etoksikumarin,
C. sulfur: 6-metilmerkaptopUrin, S-metittivobenzol
4. Rediksiyon
A. Dehalojenasyontar: halothane
B. Azo: amarant
C. Nitro: p-nitrobenzoat
5. Deaminasyon: amfetamin
6. Desaturasyon: testesteron
7. Desiiifurasyon: paratiyon, malatiyon tiyobarbitai

Genel olarak, P450’ler Sekil 1.4'te gosterilen reaksiyon dongustine girerler. Cesitli bilesiklerin
hidroksilasyonu. sirasinda elektronlar NADPH'dan, NADPH Sitokrom P450 rediktaz tarafindan
sitokrom P450'ye transfer edilir. Substrat RH sncelikle Fe* formu ile kombine olur. Daha sonra
oksijenlenir ve NADPH'dan ikinci bir elektron oksijene baglanarak, oksijen radikaline donustirir. Bir ig
oksidorediiksiyon netscesmde hidroksillenmis substratin ve suyun olusumu gerceklesir. Serbest
sitokrom P450 Fe* formunda rejenere olur. NADPH-Sitokrom P450 rediiktazdan sitokrom P450'ye
elektron transferine lipitlerin yardime: oldugu gosterilmistir (Lu ve Levin 1974). Sitokrom P450'ye bagh
monoksijenaz sisteminin tum Gg bilesenide (NADPH-Sitokrom P450 rediktaz, Sitokrom P450 ve lipit)
hidroksilasyon aktivitesinin olusturulmasini saglar (Lu ve Coon, 1968, Aring ve Philpot 1976, Black ve
Coon 1986, Adalt ve Aring 1990, Oleksiak vd 2002).
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Sekil 1.4 Sitokrom P450 Reaksiyon Dongusi: Dongl, 1) Substrat ile sitokrom P450 arasinda bir
kompleksin olusmasi, 2) Olusan kompleksin NADPH'a bagimli sitokrom P450 rediktazdan bir enzim
alarak indirgenmesi, 3) Bir oksijen molekilinun indirgenmis sitokrom P450-substrat kompleksine
baglanmasinin ardindan, 4) ikinci bir indirgenmeyle peroksit dianyon-sitokrom P450 kompleksinin
olusmasi, 5) Bir oksijenin koparak su halinde ayrilmasiyla, 6) Elektron eksigi olan oksijenin substrati
okside ederek Urn olusturmasi ve 7) Olusan Grinin enzimin aktif bolgesinden ayrilarak serbest hale

gecmesi asamalarindan olusur.

1.2.1.2. Sitokrom P450’lerin Siniflandiriimasi ve Adlandinimast

Son on yilda, sitokrom P450'nin baz dizilimi ve yapisi tespit edilmis, sitokrom P450 regtlasyon ve
evrimini antamamizi saglayan bilgiler ¢1§ gibi artmustir. Son 5-50 milyon yil icinde meydana gelen gen
dublikasyonlarina bagh olarak birgcok CYP450 formlan ortaya ¢cikmis ve gesitli tirlere dagilmistir.
Gunumuizde cesitl hayvanlarda tanmimlanan farkh CYP450 formian; diyet aliskanliklar veya cevresel
etkenlere maruz kalma gibi cevresel etkenlerin selektif baskis| sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Primordiyal
genlerin endojen substratiar metabolize eden CYP450 enzimlerini Uretrmesi mumkindar. (Frey M vd
1995). Filogenetik incelemeler, olusan aminoasit dizileri ve evrimsel degisim oranlarimin sabit oldugu
farzedilerek itk CYP450'nin ortaya c¢ikmasi ile ilgih bir tahmin yapilirsa karsimiza metabolize yag
asitleri cikmaktadir. Bu nedenle, CYP450'nin ilk okaryotiarda membran butunligunde rol oynadig

sGylenebilir.

Sitokrom P450'lerin bircok reaksiyonu katalizlenmelerinden dolayr enzimlerin isimlendiriimesinde
siradan metot yetersiz kalmis ve yapisal homolojiye dayanan sistematik bir adlandirma gelistiriimistir
(Nebert vd 1987). Bu sistemde her bir sitokrom P450 icin belirli aileyi tanimlamak igin rakamlar verilir.
Bunu, alt aileyi belirlemek icin buylk harflerin kullaniimasi izler ve bir dider rakam 6zgin P450
formunu gostermek icin kullaniir. Ornek olarak 1A2 ve 2E1 verilebilir. CYP terimi ise sitokromun
“cytochrome” ilk iki harfini ve P450'nin ilk harfini temsil eder. Bu terim bir gen ya da sitokrom P450 gibi
bir proteinin baslangicinin dizaynt icin kullanihir. Bu adiandirma sisteminde sitokrom P450 1A2 ve 2E1
CYP1A2 ve CYP2E1 olarak gosterilir. Ayni ailenin Oyeleri en az %40 homolog amino asit dizisini
paylasir ve ayni alt ailenin Uyeleri en az %55 homolog diziyi paylasir {Nebert vd 1991, Nelson vd

1996).

1.2.1.3. lla¢ Metabolizmasinda Onemli Olan CYP450 Enzimleri
1.2.1.3.1. CYP1 Ailesi

Sitokrom P4501 ailesi enzimlert (CYP1A1, CYP1A2 ve CYP1B1), poliaromatik hidrokarboniar
(PAH), polikloriu bifenilleri (PCB) ve arilaminleri iceren ¢evresel kontaminantlarin hidrolize ediimesinde
énemli role sahiptirler. Bu nedenle tanimlanan ve daha sonra saflastiriian itk P450 ailelerinden birisidir,




R RN

11

indirgenmis sitokrom P450 proteinlerinin CO ile olusturulan kompleksierinin 448 nm’deki maksimum
absorbsiyonu nedeniyle P448 olarak adlandirian CYP1 Uzerinde en ¢ok ¢aiisma yapilan ailedir. CYP1
ailesi 1A ve 1B adh iki alt aileyi kapsayan kuglk bir ailedir. [k bahsedilen alt aile iki protein icerirken
sonraki bir protein icerir. CYP1A2 esasen karacigerde eksprese edilir ancak CYP1A1 ve CYP1B7in
hepatik seviyesi dusuktlr (Bhattacharryya vd 1995). Bir bagka deyisle CYP1A2'nin tersine sonraki iki
protein ekstra hepatik dokularda hissedilir oranda bulunmaktadir. Ancak yinede CYP1A2 ve aktivitesi
insan akcigeri ve diger ekstra hepatik dokularda bulundudu bildirilmistir (Mace vd 1998).

insaniann ve kemirgenlerin her ikisinin de karacigerindeki buyuk CYP450 ailesi igerigi CYP1
degildir. Sigan karacigerindeki CYP450 iceriginin %5’inden azini, insan karacierindekinin ise %10
kadarini olusturmaktadir. Ancak si§ir karaciderinde, geyikte ve bazi maymun irklarinda sican iie
karsilastinidiginda, CYP1 aktivitesi icin en sik kullanidlan marker olan etoksiresorufin ile ¢lgetldagi gibi,
daha yuksek ekpresyon duzeyleri gosterilmistir (Stevens vd 1993, Sivapathasdaram vd 2003).
Yeniden olusturuimus sistemlerde saflastinimis sitokrom P450 proteini kullanillarak  yapilan
galismalarda CYP1A2'nin uroporfirinojenin uroporfirine oksidasyonunu katalize ettigi ve bu isoformun
ve uroporfirinin Uriner bosaltimda rol aldigs bildirilmistir (Kawajiri ve Hayashi 1996, Lambrercht vd
1992, Sinclair vd 1998). Benzer buigular vahsi hayvan turlerinde uroporfirini indukleyen bireylerle
birlikte, CYP1A2 " knockout " farelerde, saptanmistir (Nichols vd 2003, De Matteis vd 1991, Zaccaro
vd 2001).

1.2.1.3.1.1. CYP1A Ait Ailesi

Sitokrom P450'ler arasinda sitokrom P4501A kanserojenlerin biyoaktivasyonunda énemili bir rol
oynar. En fazla sitokrom P450 caligmas! sitokrom P4501A (zerinedir. Insandaki CYP1A alt ailesi 3
tyeden olusur: CYP1A1, CYP1A2 ve CYP1B1'dir. CYP1A1 genelliikle ekstrahepatik dokularda
gortlurken, CYP1AZ2 genelde karacigerde gorulur. CYP1ATin indikienmesine; akciger ve plasenta
gibi ekstrahepatik dokularda sigara kullanimi ve polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) maruziyeti
neden olur. Karacigerde CYP1A1 cok dusik seviyede goriilur (Guengerich 1991, McKinnon vd 1991,
Pasanen ve Pelkonen 1994, Raunio vd 1995, Pelkonen vd 19398).

P4501A1, cesitli organik kimyasallann oksidasyonunu katalizleyerek onlarn daha hidrofilik veya
Faz Il enzimileri tarafindan ileri konjugasyonlara ugratilabilecek formlara donustirtp vicuttan atilimini
saglayan sitokrom P450 bagimli monooksijenazlarin alt ailesidir.  Sitokrom P450 bagimh
monoocksijenazlar ayrica yabanct kimyasallarin reaktif ara Grtinlere aktivasyonundan da sorumludur.
Ozellikle P4501A1 izozimi, PCB, PAH ve dioksin gibi kimyasallarin reaktif ara trinlere dénusumierini
katalize eder. PAH’larin bir (yesi olan, sigarada, petrol trinlerinde ve endustrivel atiklarda bulunan
benzo{a)piren (B(a)P), mutajenik ve karsinojenik forma CYP1A1 tarafindan katalize edilerek
dénusturalur (Conney ve Burns 1972, Heidelberger 1973). Sitokrom P4501A proteini karsinojenlerin
aktivasyonu ve metabolizmasindaki rolieri (Gelboin 1980, Conney 1882, Parkinson 1995, Stegeman
1995), cevresel kirlilik icin biyomarkér olarak kullaniima potansiyelleri nedeni ile olduk¢a genis bir
sekilde calisiimistir (Payne vd 1987, Goksoyr ve Forlin 1992, Bucheli ve Pent 1995, Aring vd 2000).
B(a)P hidroksilasyonu ve 7-etoksirezorufin O-deetilaz (EROD) reaksiyonlar icin en temel katalizérdar.
3-MC, B(a)P, 2,37 8-tetraklorodibenzo-p-dicksin (TCDD), polikloriubifenil (PCB) ve diger halojenli
bilesikler sitokrom P4501A1'in gucly indikleyicilert olarak bilinirler (Teles vd 2004). Bununla birlikte
muamele olmamis canhiarda ¢cok zor tespit edilirler.

CYP1AZ insan karacigerinde PCB, PAH, sigara i¢imi, sebzelerden turpgiller grubu, ¢ok pismis et
ve cevresel Kkirleticilere maruziyet sonucu indlUklenir {Adams vd 1997). 4-aminobifenil, 2-
aminoantrasen ve 2-naftiamin gibi bazi arilaminlerin metabolizmalart  CYP1A2 tarafindan
gerceklestirilir (Guengerich 1991). insan karacigerindeki toplam CYP enzimlerinin %5'i CYP1A2'dir
(Pelkonen ve Bremier 1994, Shimada vd 1994) insan karacigerinde CYP1A2 enzim dizeyinde
bireyleraras| bazi farkiihklar vardir (Shimada vd 1994). Bu farkliliklarin ¢ok olmasi nedeniyle, in vivo
testlerle CYP1A2 aktivitesinin tayini oldukca zordur (Kunze ve Trager 1993) ve bu nedenle
propranolol, fenasetin, parasetamol, ondansentron, olanzapin, kafein ve teofillin gibi ¢ok degisik
substratlar CYP1A2 icin kullaniimaktadir. Kafein ve teofillin in vivo ¢alismalarda kulianiirken in vitro
cahsmalarda daha cok CYP1A2'nin spesifik katalizérty olarak bilinen etoksiresorufin kullaniimaktadir
(Burke vd 1985).
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1.2.1.3.1.2. CYP1B Ait Ailesi

CYP1B1 cok cesitli PAH'1 ve heterosiklik amini aktive eder (Shimada vd 1996). Ayrica CYP1BT1in;
aflatoksin  B1'in mutajenik metabolitiere donustlrtimesini ve o-hidroksillenmis  6stradioliin 4-
hidroksiostradiole donusturiimesini saglamak gibi 6zel bir aktivitesi vardir (Crespi vd 1997, Spink vd
1994, Hayes vd 1996) Insan CYP1B1'i B(a)P'nin, kanserojenik metabolit "diol epoksit 2" ye
doénusturtimesini katalize eder. Bu isi nispi oran olarak CYP2A1'den yliksek seviyede CYP1AT'den
distk seviyede yaptigr bildiriimistir (Kim vd 1988). Cin hamsteri V79un hicre hatlan insan
CYP1B1inin ve CYP1A1Inin stabil ekspresyonu igin gelistiriimis ve bugtine kadar bilinen en guglu
kanserojenik PAH olan dibenzo[a]piren’in, DNA izerindeki etkilerinin arastinimasi i¢in kullamimigtir
(Kim vd 1998). insan CYP1B1 ve CYP1A71inin DB[a]P aktivasyonununda stereokimyasal
seciciliklerine gore aynldikian saptanmistir (Luch vd 1998).

Polimorfik insan CYP1B1'inin katalitik ¢zellikleri Uzerinde Shimada (1999) calismistir. 4 allellik
CYP1B1 degiskeni insan NADPH-P450 reduktaz: ile birlikte Escherichia colide ekspres edilmistir.
Rekombinant proteinler, prokanserojen ve steroidieri de igeren tirlit P450 substratina karsi katalitik
aktivitelerini tayin etmek icin kullaniimistir. Ayni egilim; ostrojen 4-hidroksilasyonun CYP1B1 degiskeni
tarafindan katalize edilen 6strojen 2-hidroksilasyona olan oraninda da gortimdstur. Sonuclar,
insandaki CYP1B1 geninin polimorfizminin, prokanserojeniere ve meme Kkanseri ile solunum yollar
kanserlerine karst bireysel hassasiyetlere katkida bulunan  steroid hormonunun,  katalitik
fonksiyonlarinda degiskenlije neden olabilecegine isaret etmektedir. Bununia birlikte CYP1B1'in allelik
degiskenlerinin  PAH metabolizmasindaki etkisi heniz yeterli derecede anlagitamaristir. Tatan
kullanimi ve insan bas ve boyun kanserleri (SCCHN) arasindaki baglanti Ko ve ekibi tarafindan
yapilan calismalar arastinimistir. Ko ve ekibi 312 SCCHN vakast ve 300 kanser olmayan kisi Uzerinde
de CYP1A1, CYP1B1, GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 genetik dediskenlerinin SCCHN olusumlarina
sigara icmenin olusturdugu etkileri arastinidi. Ulasilan sonug CYP1AT, GSTT1, GSTM1 ve GSTP1
genlerinin tek baslarina genel bir etkileri olmadigt yoninde olmasina ragmen CYP1B1 kodon 432
polimorfizmi iciciler arasinda hassas bir faktor olarak tanimlandi. (Ko vd 2001).

1.2.1.3.2. CYP2 Ailesi

CYP1 ailesinden farkli substratiarla katalize edilen, farkh bir alt aile takimu iceren ve farkl
duzenleyici kontroli: olan en genis CYP450 ailesidir.

1.2.1.3.2.1. CYP2A Alt Ailesi

insanlarda CYP2A alt ailesinde g gen vardir; 2A7, 2A13 ve 2A6. CYP2A7 enzimi aktif degildir ve
CYP2A13 enzimi karacigerde goraimez; CYP2A6 kodiu enzimse kumarin 7-hidroksilazi katalize eder
(Pelkonen vd 2000). Mukozanin koku alma duyusuyla ilgili olarak CYP2A13 oldukga aktif bir protein
olarak belirtilmistir. Son zamanlarda CYP2A6 enziminin insan karacigerinde polimorfik olarak islev
gordugu belirtilirken CYP2A6 icin higbir endojen substrat bulunamamistir. Bununla birlikte CYP2A6
enziminin nikotin metabolizmasina ve onun metaboliti olan kodeinine katildi§ goriimustir (Nakajima
vd 1996a). Ayrica bu enzim aflatoksin gibi pek ¢ok promutajen ve prokanserojenin ve pek ¢ok
nitrosaminin metabolik aktivasyonunu katalize eder (Yamazaki vd 1992, Tiano vd 1994). Halathon ve
kumarininde dahil oldugu bazi ilac ve kimyasallar bu enzim tarafindan katabolize ediidikleri igin
aktivitesi hem in vivo hem de in vitro deneylerde, yaygin olarak arastirma maddesi olarak kullanilirlar
{(Rendic ve Di Carlo 1997, Pelkonen vd 1998).

Yapilan calismalarda arastincilar CYP2A6'nin katalize ettidi kumarin7-hidroksilazin, (zerine
etkileri hakkinda yaygin olarak kullandan P450 substrat ve inhibitdrler hakkinda genis calismalar
yapthrken, yine sikga kullanilan bazi coziculerin ayni reaksiyondaki etkilerini de gozlemlediler.
Calisilan pek c¢ok kimyasalin CYP2A6'nin inhibitorleri oldugunu buldular. Ornegin; ketokonazol
CYP3A4'un ozel inhibitérayken, hayli giclu bir sekilde CYP2AB'y1 da inhibe ettigi kesfedildi. Aynica
yaygin olarak kullandan pek cok organik c¢oziuctnin de kumarin 7-hidroksilaz't inhibe ettidi
belirtilmistir. Pek cok substrat ve inhibitorin in vivo ve in vitro deneylerde CYP2A6 tarafindan
metabolize edildigi veya bu enzimle birbirini etkiledidi bilinmektedir (Pelkonen vd 2000).

1.2.1.3.2.2. CYP2B Alt Ailesi

CYP2B6; bir genomda CYP2B7 geni bulunmus olmasina ragmen, tek aktif CYP2B alt ailesi
tyesidir (Czerwinski vd 1994). Uzun bir zaman boyunca CYP2B6&'nin her insan karacigerinde
bulunmadigi  dusuniliyordu.  Ornegin - Mimura ve arkadaslarinin 50 karaciger orneginde
"immunoblotting” analizi (anti-maymun P4502B antikoru kullanarak) ile karacigerlerin sadece %2’ Unln




CYP2B6 proteini icerdigini gosterdi. CYP2B6'nin en yiksek miktan toplam P450nin %2'si olarak
bulundu. Bugtin pek ¢ok grup bu enzimin her insanin karacigerinde géraldugint; ancak seviyesinin
bireyleraras) farkhlik gosterdigini anladi (Ekins vd 1997, Stresser ve Kupfer 1999). Bir insan
karacigerindeki CYP2B6 proteininin miktan toplam P450'nin %1 inin altindadir ve 6nceki raporlarda bu
proteinin bireylerde gortlemeyisinin nedeni muhtemelen kulianilan antikorlarin yeteri kadar hassas
olmamasi ve arastirma metotlaninin yetersizligi olabilecegi dustnilmektedir. GUnumazde ise nicel
immunolojik calismalara imkan veren oldukca hassas ve 6zel antikorlar mevcuttur (Stresser ve Kupfer
1999). Bu bize CYB2B6 enzimine dair diger ¢alismalara benzer sekilde, bu enziminin ekspresyonunun
oldukga degisken oldugunu gdstermektedir. CYP2B6'nin CYP3A4 ile yeniden dlizenlendigi ya da en
azindan kulttre alinmis insan hepatositlerindeki fenobarbital yaninda rifamfisin ve deksametazon gibi
ayni indikleyicilerle induklenebildigi varsayimistir (Strom vd 19886). CYP2B€'nin aktivitest son
zamanlarda pek cok grup tarafindan ciddi aragstirmalarda incelenmistir Ozellikle Ekins ve grubu pek
cok kimyasal ve ilaci, bu enzimin 6zel subsratlari olarak degerlendirdiler. CYP2B6 katalize edildigi 6ne
srilen reaksiyonlar arasinda 7-etoksi-4-triflorometilkumarin  (7-EFC)'nin  O-deetilasyonu ve S-
mefenitoin  N-demetilasyonu vardir. Yakin zamanda Kobayashi, CYP2B6'nin S-mefobarbital N-
demetilasyon’daki rolunii cDNA-ekspres edilmis insan sitockromiart kullanarak arastinlmistir. Sadece
CYP2B6'nin reaksiyonu katalize ettigi bulunmustur. Ayrica tayin edilen aktivite ayni érneklerden alinan
mikrozomlarda immunolojik olarak olgilen CYP2B6 seviyesi ile kuvveth bir sekilde iliskili oldugu
gosteriimistir. Eger bu substrat (S-mefobarbital), R-enantiomerindan kolayca ayrilabilirse, bu aktivite
muhtemelen oldukca kullanish olacaktir. Fenobarbital metobolitt yaygin olarak P450'yi ortaya cikarici
etken olarak kullaniimaktadir (Pelkonen vd 1988). Orfenadrin; her ne kadar isoforma yonelik seciciligi
sorgulanabilr olsa da, CYP2B6'nin yaygin sekilde kullanian inhibitéradar (Murray ve Reidy 1990,
Chang vd 1993, Ekins vd 1997, Gue vd 1997).Yogun arastirmalara ragmen, hentz CYP2B6'nin secicl
inhibitérd bulunamamistir.

1.2.1.3.2.3. CYP2C Alt Ailesi

CYP2C insan karacigerinde en ¢ok bulunan ikinci CYP proteinidir, toplam P450'nin %20 kadarini
teskil eder (Shimada vd 1994). Bu ait aile CYP2C8, CYP2C9 ve CYP2C19 isimli U¢ Gyeden olusur.
Bunlardan CYP2C9 ve CYP2C19 polimorfik olarak karakterize ediimisierdir (Goldstein ve Morais
1994, Gill vd 1999). CYP2C8' in insan karacigerinde duslk oranlarda bulundugu belirtildiginden ber,
bu enzimin ilagc metabolizmasina ¢ok énemli bir rol oynamadigr dustniimektedir. Fakat taksol gibi
gucti kanser ilaclar, kismen CYP2CS8 tarafindan metobolize ediimektedir (Haris vd 1994, Sonnichsen
vd 1995). CYP2C8 ayrica, retinol ve retinoik asit gibi endojen ajaniarin metobolizmalarina da katilir
(Leo vd 1989). CYP2C9 insan karacigerindeki temel CYP2C izoformudur ve aktif protein {ireten en az
3 farkii alelli polimorfizm gozlenmektedir (Goldstein ve de Morais 1994). S-warfarin tolbutamid,
fenitoin, sulfametoksazol gibi zayif asidik ilaglar ve pek ¢ok non-steroidal anti-enflamatuar ilaclarin
metobolizmalarinda CYP2C9'un onemli bir rolt olmasina karsin, bu polimorfizmlerin klinik sonuciar
henliz net olarak ortaya konamamistir (Pelkonen vd 1998). Zayif metabolize edici (PM) fenotipleri
CYP2C19un en az iki temel ve pek gok kuguk farkh alellerin sonucu olusurlar ve bunun sonucunda ise
CYP2C19 substratlari beklenen kadar metobolize edilemezier (Pelkonen vd 1998). Bu durum ilaglarin
viicutta birikkmesine ve in vivo konsantrasyonlarinin tedavi edici seviyeyi asmasina ve beklenmeyen
toksik etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olur. CYP2C19 secici inhibitor igin yapilan in vivo ve in vitro
calismalar, genel olarak kullanilan ve diger CYP'leri de inhibe eden omeprazolden beri devam
etmektedir (Funck-Brentano vd 1997) 2C19'da genetik mutasyon olma sikligr ¢ok fazladir. Kisilere
gore ilac etkilerinin farkiihklar bu sekilde ortaya ¢iktigi One straimektedir.

1.2.1.3.2.4. CYP2D Alt Ailesi

nsan genomu CYP2D alt ailesinde, CYP2D6 clarak adlandiran tek bir fonksiyonel geni igerir
(Nelson vd 1996). Bu genomda ayrica iki tane CYP2D7 psodo geni ve iki tane de CYP2D8 psodo geni
mevcuttur (Heim ve Meyer 1992, Nelson vd 1996). CYP2D6 icin 60'tan fazla allel oldugu belirtiimistir
(Streetman vd 2000). Bunlardan en etkilisi eksprese edilmis proteinin aktivitesidir. CYP2D6, toplam
P450'nin %1 ila %5t kadaridir ve Kafkasyalilarin %7-8'i bu enzim igin zayif metabolize (PM) edicilerdir
(Heim ve Meyer 1992). CYP2D6 i¢in endojen subsratlarin arastiriimasi yakin zaman da daha da ilgi
¢ceken bir hale gelmistir cinkt galismalar CYP2D6'nin Parkinson hastaligt (Barbeau vd 1985,
Armstrong vd 1992, Aglundez vd 1995), akciger ve karacider kanserierinin gelisime yatkinligryla
baglantih oldugunu gostermistir (Idle 1981, Ayesh vd. 1984, Aglindez vd 1994, Caporaso vd 1995,
Bouchardy vd 1996). CYP2D6 nin endojen substrati olarak bir nérotransmiter olan, triptamin
dnerilmistir (Martinez vd 1997). Triptofolde ki triptaminin metabolizmasi spesifik bir CYP2D6 inhibtori
olan, kinidin tarafindan inhibe ediimistir. CYP2D6 cok yaygin eksojen substrat 6zguilugine sahiptir.
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CYP2D6 substratlar icin yaygin ¢zelliklerden biri oksidasyon alanindan 5 veya 7A° uzaklikta en az bir
temel nitrojen atomu iceriyor olmalandir. Ikincisi oksidasyon bélgesinin yakininda bir dizlemsel
hidrofobik alan vardir. Uglinclst substratiar molekllin dizlemsel pargasinin Ustiinde negatif
molekuler elektrostatik potansiyel sergilerler (Koymans vd 1992, Strobl vd 1993, de Groot vd 1997).
Bu enzim icin substrat olarak bilinen ilaglar, antiaritmik ve diger kardiyovaskuler haplar,: -adrenerjik
bloke edici ajaniar, trisiklik antidepresanlar, noroleptikler ve yaygin olarak kullanilan pek ¢ok terapstik
ajanlar icerir (Cholerton vd 1992). In vitro model reaksiyonlarda en ¢ok kullanilanlar dekstrometorfan
O-demetilasyon, debrisokuin 4-hidroksilasyon ve bufuralol 1'-hidroksilasyon’dur. Bu substratlardan
debrisokuin, artik pazarlanmadigi icin kullanimi zorlasmis olsa da, in vivo c¢alismalarda CYP2D6
modelinin etken maddesi olarak kullaniimaktadir (Pelkonen vd 1998).

CYP2D8 inhibitori olarak kinidin, ilac metabolizmasi ¢aligmalarinda yaygin clarak kullaniir. Ki
degeri 0,06 pM olan kuinidin CYP2D6 icin 6zel ve glcli bir inhibitérdur (Broly vd 1989, Bourie vd
1996) Sitokrom P4502D6 (CYP2D8), bircok tipik ve atipik antipsikotiin ve antidepresanlann
metabolizmasinda rol oynamaktadir. Sertindol CYP2D6 (zerinden, risperidon temel olarak CYP2D6
cok az olarak CYP3A4, olanzapin CYP1A2 ve CYP2D6 ve klozapin birincit olarak CYP1A2 ve
CYP3A4 ikincil olarak CYP2C9 ve CYP2D6 (zerinden metabolize edilmektedir. CYP2D6 enzimi
trisiklik antidepresanlanin ¢ogu, bazi selektif serotonin geri alim inhibitérieri (SSGI), bazi diger
antidepresanlar (venlafaksin ve nefazodonun metaboliti m-klorofenilpiperazin ve trazodon), B-
blokorler, antiaritmikler ve opiatlarin metabolizmasindan sorumiudur (Beriz ve Granneman 1997,
Aynacioglu 1999). Bu enzimin polimorfik oldugu ve buna bagh olarak bir¢ok ilacin metabolize ediime
hizinda bireyler ve toplumlar arast farklibklarin bulundugu bilinmektedir (Aynacioglu vd 1999) Bu
enzimin aktivitesi bakimindan bireyler yavas, orta, hizli ve ultra hizh metabolizérler olmak lzere dort
alt gruba aynlirlar. Bu enzimin aktivitesi toplumdan topluma degisiklik gosterebildigi gibi psikiyatrik
hasta grubunda bu farkliliklarin normal populasyondan farkli olabilecegi belirtimektedir. AB.D. ve
Avrupa’da yavas metabolizor orani yaklasik %7 iken (Chen vd 1896, Sachse ve dig. 1997), AB.D.de
bir psikiyatri hastanesinde yatarak tedavi goren 100 hasta Gzerinde yaptlan ¢alismada hastalann
%14’anln yavas metabolizor olduklan bulunmustur (De Leon ve di§. 1998). Ultra hizli hastalarda
verilen ilacin etkili kan dluzeyine c¢ikamamasi nedeniyle psikotik semptomlar duzelmeyebilir.
Antipsikotiklerin etkisiz denebilmesi igin 4-6 hafta beklenildigi de gz 6niinde bulundurulursa hasta ve
hekim igin vakit ve maddi kayiplara neden olmaktadir. Bork ve arkadaslan (1999), 6zellikle birden
fazla ilacla tedavi edilmeye calisiian hastalarin CYP2D6 enzim aktivitesinin bilinmesinin yararh
olacagini belirtmektedirler. Diger yandan yavas metabolizérierde bazt ilaclar etkisiz de kalabilmektedir.
Ornegin, agizdan alinan kodeinin yaklasik %10'u P450-2D6 aracilig: ile metabolize olur ve morfine
dontstarilar. Bu dénisim yavas metabolizér hastalarda yapilamayacag! i¢in, bu grup bireylerde
kodeinin analjezik etkisi cok az olur veya hi¢ olmaz. Yine yavas metabolizorlerde CYP2D6 aracihid ile
metabolize edilen ilaclanin etki sUreleri uzamakta veya kan dizeyleri toksik konsantrasyonlara
yUkselebilmektedir (Coutts ve Urichuk 1999, Bork vd 1999). Piyasada CYP2D6 tarafindan metabolize
edilen ¢ok sayida ilag olmas: ve bu proteinin ekspresyonun polimorfik dogasindan kaynaklanmaktadir.
Bu enzimin varligi veya yoklugu ile Parkinson hastaligi, bazi kanserler, Alzheimer hastahgr gibi
hastaliklara duyarhligi degistirebildigi bildirilmistir.

1.2.1.3.2.5. CYPZ2E Alt Ailesi

CYPZ2E71in kodlama bolgesi farkh wklar ve turler arasinda buylk oranda korunmustur.
Polimorfizmde pek cok irklar arasi farklihklar vardir ancak herhangi bir polimorfizmin degismis bir in
vivo aktiviteyle ilgili  olduguna dair dogrudan kanit yoktur. Polimorfizmierin  endojen
biyotransformasyonunda onemli bir rolu oldugu iler strblerek, bildirilen batiin polimorfizmier genin
kodlanamayan boigesin de bulunmustur (Ronis vd 1996. Yin vd 1997). CYP2E1 ekspresyonu pek ¢ok
faktor tarafindan duzenlenir. Ornegin izoniazid translasyon etkinfigini artinp enzim stabilizasyonun
etanozol ve imidazol'e benzer sekilde etkilerken, perhiz; genin transkripsiyonunu artirarak protein ve
mRNA seviyesini dengeledi§i bilinmektedir (Park vd 1993). Genel clarak; bu enzim genis sayida
dusuk molekller agirhkh bilesigi metabolize eder (molekiler agirhgi<100), bunlardan birgogu
endistriyel cozucller (karbon tetraklorur, kloroform, vinil klorlir gibi) ve bilesenleri toksikolojik ve
kanserojenik 6neme sahip kimyasal katki maddeleridir. Ayrica birgok halojenli anestezikler (haloton,
enflaron, izoflaron) ve ilaclar (asetaminofen, kloraksazon) CYP2E1 tarafindan katalize edilirler. Cesitli
CYP2E1 substratiarindan birt olan, NDMA metilasyonu, p-nitrofenol hidroksilasyonu ve kloraksazonun
B-hidroksilasyonu bu enzim seviyesinin géruntilenmesinde en etkin olanlardir (Lieber 1999, Tanaka
vd 2000). Birgok ekzojen substratin yani sira CYP2E1, aseton, asetat gibi birgok endojen bilesikleri ve
arasidonik asit, laurik asit, linoleik asit gibi uzun zincirli yagd asitlerini metabolize edebilir (Lieber
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1999 Klotz ve Amman 1998). Aseton ve keton yapilari 2E1 tarafindan glikoz sentezinde kullaniiabilen
asetal ve metilglioksola metabolize olur. Asetonun ¢ogunlugunun bu oksidadif yolla metabolize oldugu
gosteriimistir (Landau ve Brunengraber 1987). CYP2E1 substratian pek ¢ok klinik ilaci da igerir.
Aslinda burada bahsetmeye deer olanlar sadece parasetamol, kafein, klorzoksazon ve enfluran'dir.
Cogu organik solvent ve anestezik, alkol ve ¢ogu nitrosamin ve azo kanserojenler de bu enzimin
ksenobiyotik substratlaridir (Hong ve Yang 1985, Yang vd 1985, Sohn vd 1991, Koop 1992). CYP2E1;
lipid peroksidasyon Urinleri, ketonlar, yag asitleri gibi pek ¢cok endojen maddenin metabolizmasina
katihr. Piridin  o6zel bir CYP2E1 in vitro inhibitdttdiur ve CYP2E1i nispeten daha dusuk
konsantrasyonlarda inhibe eder (Hargreaves vd 1994). Distlfram metaboliti dietilditiyokarbamat, in
vitro inhibitér olarak kullaniimistir ancak seciciligi stiphelidir.

Diger CYP2 alt ailerinden; CYP2G1 sadece hayvanlarin burun mukozalarinda ekspres edilen bir
proteindir. Bu protein herbisitlerden 2,6- diklorobenzonitrinin ve parasetamolin biyoaktivasyonunda rol
oynar (Genter vd 1998, Gu vd 1998). Bir diger CYP2 alt ailesi olan CYP2F karacierden dusuk
miktarda ekspres edilen ve tek bir gen iceren bu aile akcigerde mevcuttur. Akcigerde 3-metilindol
toksinini metabolize eder (Thornton-Manning 1991). Fare akcigerinde "clara” hucrelerinde lokalize
olmuslardir ve pulmoner bir toksin olan naftalinin  epoksidasyonuna ek olarak benzopiren
oksidasyonunu 7 8- epoksite kataliz ettigi gosteriimistir (Schuitz vd 2001). Ekstra hepatik dokularda
ekspres edilen ve indiklenebilen 2J alt ailesi ise kimyasal kanserojenierin biyoaktivasyonunda rol
almaz (Xie vd 2000, Hukkanen vd 2002, Danielson 2002).

1.2.1.3.3. CYP3 Ailesi

CYP3 karacigerde en c¢ok bulunan ailedir ve tek bir alt aileyt icerir. N-dealkilasyon
reaksiyonlarini katalize eden CYP3A4 ilac metabolizmasinda rol alan CYP450 enzimleri icinde, en
aktif olanidir. Ayrica bagirsakta yuksek yoguniukta bulunur (Rendic vd 1997, Thummel ve Wilkinson
1998). CYP3A alt allesi, protein seviyesi bireyler arasinda 40 kat degisebimesine ragmen, insan
karacigerindeki toplam P450'nin %30'unu olusturur (Shimada vd 1994, Pelkonen ve Breimer 1994).
Bu alt aile 3 Gyeden olusur (Nelson vd 1996) Insan karacigerinde en c¢ok bulunan CYP enzimi
CYP3A4'tor ve pek c¢ok dokuda ekspres edilir. Ancak ilaclarin ve diger kimyasallarin
metabolizmasinda, karaciger kadar ince bagirsaktaki ekspresyonda ¢ok Snemlidir (Guengerich 1999).
CYP3AS ise akcigerde ve kalin bagirsagin alt kisminda ekspres edilen daha 6nemsiz, polimorfik bir
CYP3A enzimidir (Kivistd vd 1996, Anttila vd 1997, Gervot vd 1996). Farklh eriskin bireylerin %20
kadari karacigerlerinde yuksek seviyede CYP3AS5 ekspres ederlerken, CYP3A7 ise fetal donemde
karacigerde ve eriskinlerde ise endometriyum ve plasentada ekpres edilirler (Guengerich 1999,
Schuetz vd 1993, Hakkola vd 1994).

CYP3A alt ailesinin uyeleri cakisan katalitik 6zelliklerin yaninda, bazi secici 6zelliklere de sahiptir.
CYP3A4 ginumuzde kullanilan ilaclarin yarisinin metabolizmasina katilir (Bertz ve Granneman 1997).
Ornegin; testosteron 6R-hidroksilasyonu, midazolam 1'- ve 4-hidroksilasyonlari, nifedipin oksidasyonu
ve eritromisin N-demetilasyonu bu enzim tarafindan katalize edilir. CYP3A4'Un bilinen substratlan,
asetaminofen (Mr 151), siklosporin A (Mr 1201) gibi dasik molektl agiriklh bilesiklerdir (Guengerich
1999). CYP3A piyasadaki ¢ok sayida ilacin metabolize edilmesinden sorumliu enzimdir. Bu ¢ok
saylda, zengin ila¢ cesidine siklosporin ve HIV proteaz inhibitorlerine ek olarak sisaprid ve artik
piyasada bulunmayan non-sedatif antihistaminler terfenadin ve astimizol de dahildir (Thummel ve
Wilkinson 1998). CYP3A rifamfisin, deksametason, karbamazepin ve fencbarbital gibi indukleyiciler
tarafindan induklenebilir.  CYP3A induksiyonunun bireyleraras: cesitlilik Uzerin de ve ilag-lag
etkilesiminde etkisi cok onemlidir (Guengerich 1989). CYP3A inhibitérlerinin genis bir kimyasal yapi
cesitliligi vardir. Ornegin; funguslar, ketokonazol ve itrakonazol gii¢ll inhibitorlerdir. Ketokonazol diger
CYP'leri CYP3A4'ten daha cok inhibe eder (Newton vd 1994 Baldvin vd 1995). Ama bir 1 uM
konsantrasyonun da, CYP3A4 icin nispeten segicilik gosterir. Bir CYP3A4 substrati olan gestadon
steroid yapisiyla birlikte bir progesteron analogtur ve CYP3A inhibitérine dayanan bir mekanizma
olarak bilinir (Pelkonen vd 1998).

Substrat ozellikleri ve CYP3A4'tGn katalitik ozellikleri son donemde aktif arastirmalarin hedefi
olmustur. CYP3A4'in ozelliklerinin henlz tam olarak agiklanamadigint pek ¢ok grup calismasi
gostermistir (Ueng vd 1997, Korzekwa vd 1998, Wang vd 2000). Ornegin sitokrom b5'in rolu ve
katalizdeki divalent katyonlarin Uzerinde hala c¢alisiimaktadir (Guengerich 1999). Wang'in, yaygin
olarak kullanilan doért CYP3A4 substratiyla in vitro olarak ilag-ila¢ etkilesim Uzerine yaptdi
galismalarda; CYP3A4'iin ¢cok kompleks bir enzim oldugunu ve gerceklesen etkilesimlerinde substrat
bagimh oldugu tespit edildi (Wang vd 2000). CYP3A4'le yapilan calismalarda takip edilen enzimatik




aktivitelerin yarigsmal inhibisyon kinetiklerini takip etmeyen CYP3A4 tarafindan katalize edildigi
gosterilmistir. Bir substrat, hem bir baska substratin in vitrc metabolizmasint inhibe edebilir veya
harekete gecirebilir hem de kendi metabolizmasini harekete gegirebilir (Shou vd 1994) Kinetikler hem
isbiriigi icinde hem de allostretik, yani 2 substratin/inhibitérin mciektlierinin veya 2 substratin her
birinin molekuilerinin veya bir efektor ve bir substratin bir moiektitinin baglanma bolgesine baglh
olabilirler {Shou vd 1994, Ueng vd 1997, Korzekwa vd 1998, Guengearich vd 1599, Wang vd 2000).

CYP3A4 katalize edilmis reaksiyonun mekanizmalan konusunda, uzun zamandir bilinen
isbirligine ragmen, hala blytk bir ilerleme clmamistir. Calismalarin buyuk cogunlugu substrat ve
efektor icin en az iki ayr baglanma bolgesi oldugunu gostermektedir. Efektor baglanma bdélgesinin
konumu (aktif alanda mi yoksa ayrt allostretik alanda mi oldugu) henlz bilinememektedir (Ueng vd
1997). Harlow ve Halpert (1998); substrat ve efekior molekilermin bitisik alaniarda bagh oldugu ve
her ikisinin de aynt genis baglanma boslugunun parcasi oldugu, isbirligi modelini ortaya koyar. Bu
model Shou tarafindan ortaya konan modelle aym gorasleri yansitir. Bir istisna haric, Shou ve ekibi
(1994) her ki katalitik alanin her ikisinin de reaktif oksijene ulasmak icin islem yaptig gortstndedir,

Bu sonuclara bakarak, taiebi genis bir substrat secenegivle karsilanmis CYP3A4 akuf
bolgesinin ¢ok genis ve esnek oldugu sonucuna ulasilmistir. Shou ve ekibi aktivitorun: aktif bolgeye
baglanma yaparken su molekillerini substrat boslugunun disinda tuttugunu ve hidrojen peroksit
salinimini engelledigini 6ne strmuisttr. Bu modelier hep birlikte ele alinarak atipik CYP3A4 kinetikleri;
aktivasyon, otoaktivasyon, mutual inhibisyon, kismi inhibisyon, substrat inhibisyonu, bifazik doyguniuk
egrisi ve bolgeye spesifik alterasyonunu da icerir sekilde acikianabilir. CYP3A4 (zerinde yapilan
arastirmalara ¢ok fazla emek harcanmasina ragmen, hala bu enzimin Uzerinde gahsilmasi gereken
pek cok ozelligi olabilir. Bu enzim ksenobiyotik metabolizmasinda ¢cok dnemii bir rol oynadigindan,
sadece bir inhibitore veya substrata dayanarak varilmis sonuclar, gecict deneysel sonuglar olarak
goruimelidir.

1.2.1.3.4. CYP4 Ailesi

CYP4; 125 milyar yil once, steroid bicsentetik genlerinin formasyonundan hemen
sonra, evrim geciren en eski P450 aillesi Uyelerinden birisidir. Bu atlenin kolestrol metabolize eden
enzimlerle akraba oldugu ve bu iki ailenin, ilk dkaryotlardaki membran battinlugunun surdurtimesinde
birlikte yer aimis olabiiecedi konusunda gorusler vardir (Nebert and Gonzalez, 1987) CYP4 gen ailesi,
hem yapict hem de induklenebilir ekspresyon gosteren izozimleri kodlayan 22 alt aileyi icenr. CYP4
allesi insanlarda ve sicanlarda daha ¢ok bobrekierde ekspres edilirken, ozellikie CYP4A sigir ve
geyiklerde karacigerde ekspres edilir (Sivapathasundaram vd 2003). Bu aiie ksenobiyotiklere gore,
yag asitlerin ve eikonosoidlerin metabolizmasinda daha baskin rol alir

1.2.1.3.5. CYP19 (Aromataz)

Aromataz, testesteron ve androstenedione gibi androjenlern ostradiol ve ostron gibi ostrojenlere
donustliren ve oOstrojen biyosentezinden sorumlu olan sitokrom P450 slperailesinin Gyesi olan bir
enzim kompleksidir. Bu enzim kompleksi hicrenin endoplazmik retikulumunda bulunur ve iki ana
proteinden ibarettir. Birinci protein olan sitokrom P450 aromataz, C19 steroidlerini {androjenler) fenolik
A halkast iceren C18 steroidlerine (dstrojenler) donusturen bir hem proteinidic. Ikinci protein olan
NADPH-sitokrom P450 reduktaz ise indirgen degeriikient sitokrom P450 aromataza transfer eder.
Sitokrom P450 aromataz ve NADPH-sitokrom P450 redukiaz proteinteri enzimatik aktivite i¢in
gereklidir ve bu enzim kompleksi duz endoplazmik retikulumda yer aimistir. Birinci protein sitokrom
P450 aromataz bir hemoprotein olup C19 steroidlerint (androjenier) fenolik A halkasi iceren C18
steroidlerine  (8strojenler) donustarar Ikinci protein NADPH-sitokrom P450 reduktaz, indirgeyici
degerlikleri sitokrom P450 aromataza transfer eder. Aromataz geni CYP19 seklinde kodlanmis olup
sitokrom P450 aromatazi kodlar (Simpson vd 1994). Bu gosterim C19 acisal metil grubunun oksijen
tarafindan atak bolgesi oldugu gerceginden temeil almistir (Thompson ve Siiteri 1974). Bir mol
substratin bir mol @strojene donusiminde 3 mol NADPH ve 3 mol oksijen kullantir. Ik iki oksijen
molekult standart hidroksilasyon mekanizmalar e C19 agisal metil grubunu okside etmek icin
kuliandmakta, Gcuncu oksijen molekall ise C19 ac¢isal metil grubu Uzerine peroksidatif atak
yapmaktadir. Dolayisiyla bu 3 mol oksijen molektluntin  nepsi  ostrojenlerin fenolk  yapi
karakteristiklerinin vermek icin A halkasinin aromatizasyonu ile ayni zamanda C19 agisal metil
grubunun formik asite oksidasyonunda kullaniimis olur. Bu enzim itk defa 1959'da K. J. Ryan
tarafindan insan plasenta dokularinda rapor edilmistir. insanlarda, aromataz menapoz ¢ncesindeki
kadinlarda yumurtaliklarda, hamile kadinlarda plasentada ve erkek ve kadinlarn periferal adipoz
dokutarinda bulunur ve bu dokular kan damarinda oOstrojen sirkiilasyonu icin ana kaynaklardir
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{(Simpson vd 1999). Aromataz ayrica ostrojenin yerel doku Uretimi icin de 6nemlidir. Aromataz
aktivitesi meme dokusunda in vitro gosterilmistir. Ayrica, aromatazin ekspresyonu meme dokusu
icinde veya yaninda, aromataz enzimini igeren erkek ve kadinlarin beyninin cesitli bolgelerinde, erkek
testisinde ve ekek ve kadinlarin kemiklerinde en ylksek dizeydedir (James vd 1987). Aromataz
geninin buytkluga 70 kilo bazi asmakta olup 10 ekzondan ibarettir. Insan aromataz geni 15q21.1.
kromozomu Gzerinde yer almaktadir (Simpson vd 1994). 3.4 kilo bazlik tam uzunluktaki cDNA yaklasik
55.000 daiten molekil agirhdindaki 503 amino asitlik bir proteini kodiar. Aromatazin cesitli dokularda
regulasyonu komplekstir ve CYP19 genini upstream bolgesinde birkag doku spesifik promotor
bolgeleri tarumlanmistir. Bu doku spesifik promotorlar P1.1, P1.2, P1.3 P1.4 ve Pli dir. Pll promotoru
yumurtalik ve meme kanseri dokularinda kullanidmakta olup cAMP cevap elementini icerir. Promotor
1.3 ve P1.4 adipoz doku gibi ekstraglandular bolgelerde kullanilan asil promotorlardir ve IL-1B, I1L-6
ve TNFa gibi sitokinler ve glukokortikoyitlere uyumliudur. Promotor P1.1 plasental dokularda kullanilan
promotor olup regilasyonu halen genis bir sekilde arastinimaktadir (Simpson vd 1997).

1.2.2.Glutatyon S-Transferaz Enzimleri

GST'ler aerobik bakterilerden omurgaliiara kadar genis bir dagihma sahiptir (Stenersen vd 1987,
Kalinina vd 1988, Hayes ve Pulford 1995). Bu enzimler temel olarak karacigerin sitozolik
fraksiyoniarinda lokalize olmalarina ragmen butin dokularda buiunurlar (Sijm ve Opperhuizen 1989).
Bu enzimler yiksek organizmalarda, 6zellikle de memeli tirlerinde oldukga genis sekilde arastiriimistir
(Mannervik vd 1885). Glutatyon S-transferaz enzimleri (GSTler) [EC251.18] faz |l
biyotransformasyon enzimlerinden ¢ok fonksiyonlu ve dimerik yapis) olan bir ailedir, protein dizilerine,
izoelektrik noktalarina, substrat spesifikligine, inhibitdrlere olan hassaslklarina ve imminolojik
Ozelliklerine dayanarak 8 sinifta toplanmiglar ve aerobik organizmalarda oldukca genis olarak
tanimlanmuslardir (Habig vd 1974, Keen vd 1976, Clark 1989, Meyer vd 1991, Rouimi vd 1996,
Armstrong 1997, Board vd 1997, Perez-Lopez vd 2000). Cesitli ekzojen veya endojen kaynakl
elektrofilik, hidrofobik bilesiklerin glutatyon (GSH) ile konjugasyonunu katalize ederler. Kataliz
reaksiyonlarinda GST'ler, elektrofilik substratlar Gzerine glutatyon (GSH) tripeptidin nikleofilik atagini
kataliz ederler (Jakoby ve Habig 1980, Hayes ve Pulford 1995, Armstrong 1997). Boylece GSTler,
digsandan alinan toksik yabanci maddelerin veya oksidatif basamakta olusan Urinlerin, vicutta
bulunan diger makromoleklller ile birlesmesini onleyip, hiicre komponentlerine zarar vermeden
atimasini saglarlar (Mosialou vd 1993, Bulavin vd 1996) Bu anlamda GST'ler, vicut icin hayati
koruyuculuk fonksiyonu ustlenmis olan enzim gruplanindan biridir. Ancak bunun yam sira GSTler
toksik ve karsinojenik bilesikleri iceren cesitli kimyasallarin aktivasyonunda da rol alirlar (Jacoby ve
Habig 1980, Ketterer 1988, Eaton ve Bammler 1999).

Cok genis bir substrat spekirumuna sahip olan GST'lerin belirli substratlara karst, spesifik
aktiviteleri yeni tespit edilen GST'lerin siniflandinimasina imkan saglar. Omegin, a-siif GST'ler
kumen hidroperoksidine karsi oldukga reaktiftir (Mannervik vd 1985, Meyer vd 1991), M-sinif GST'ler
epoksitler icin oncelige sahip iken, P-simif GST'ler de etakrinik asite kars! oldukca reaktiftirler (Meyer
vd 1991). CDNB substrati sinif spesifik degildir ve alfa, mu, pi, teta sinifi GST'ler ile etkilesebilir
(Takamatsu ve Inaba 1994, Meyer vd 1991). GST ler, konjugasyon olusumunu kataliz etmelerinin yani
sira peroksidaz veya izomeraz akliviteleri de gosterirler ve cok cesitli kimyasallara kovalent veya
kovalent olmayan sekilde baglanabilirler (Mannervik ve Danielson 1988). Bu sekilde bu metabolitierin,
makromolekuller ile olasi etkilesimlerinin 6nlenmesi ile, ekzojen ve endojen olarak tanimlanan
elektrofilik intermediyer bilesiklere karst vicudun ¢ok onemli savunma sistemlerinden birini olustururiar
(Jakoby ve Habig 1980). GST'lerin varh@i ik kez sican dokularinda gosteriimis (Booth vd 1961) ve
birka¢ GST izozimleri sigan karacigerinden saflastinimistir (Habig vd 1974a ve 1974b. Keen vd 1976).
Ortuisen substrat spesifikligine sahip olan ¢ok fazla GST izozimlerinin kesfi (Habig vd 1974a) ve bu
enzimierin cesitli toksik bilesiklerin  metabolizmasindaki rollerinin  gosteriimesi, GSH-peroksidaz
aktiviteleri (Prohaska ve Ganther 1977), hidrofobik molekullerin hicre ici transportundaki katalitik
olmayan baglanmalan sayesinde toksik bilesiklerin detoksifikasyonunda rol almalarinin gosteriimesi
(Jakoby 1978, Listowsky vd 1988) bu enzimlere olan ilgiyi arttirmistir. Son zamanlarda gesitli patolojik
ve cevresel fakidrierin bu izozimlerin ekspresyonunu etkilediginin gosteriimesi de bu ilgiyi daha da
arttirmigtir. Buna bagh olarak, tumoér markorleri olarak GST'lerin kullaniminin mumkin  oldugu
Onerilmistir (Satoh vd 1985, Tsuchida ve Sato 1992, Kato vd 1995, Nielsen vd 1996).
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1.3. ilag Metabolizmasinda Etkin Rol Alan Dokular
1.3.1.Karaciger

Vicut dokularina girisin bir portali olarak karaciger, gastrointestinal sistemler yoluyla; diyetlerden,
yiyecek katki maddelerinden, kontaminantlardan ve ila¢lardan kaynaklanan pek cok toksik maddenin
etkisine aciktir ve deney hayvanlarinda ¢oguniukla bir hedeftir. Insanda karaciger hasar daha az
yaygindir ve Kkarsit ilag reaksiyonlarinin sadece %9 kadart karacifere etki eder. Karaciger
konumundan, yapisindan, fonksiyonundan ve biyokimyasindan dolay), toksik bilesimlerden gelen
zarara Kkarst hassastir. Gastrointestinal sistemler yoluyla vicuda alinan maddeler, hepatik-portal
dolasima alinir ve portal damar yoluyla karacigere gecer. Bbylece gastro-intestinal mukoza ve kandan
sonra karaciger; vucuda alinan maddelerin etkisine acgtk hale gelmis bir doku olur ve sistemik
dolasimdaki metabolik yolda diger dokularinkine kiyasla daha ylksek konsantrasyonlarda ortaya
¢ikar. Vicuttaki en blyuk bez olan karaciger, insan adiridinin ve sigan gibi diger memelilerin vicut
agihiklarinin %2-3'0 kadandir. Karacier, yaklasik iki hiicre kalinhigindaki bir tabaka olarak
duzenlenmis hepotositlerden meydana gelmistir. Karaciger toksik maddeler icin 4 nedenden dolay
hedef organ konumundadir: Karacierin birgok metabolik yetenedi pek cok yabanct bilesimi
metabolize etmeyi mumkin kilar, ama metabolizma her zaman detoksifikasyonla sonuclanmayabilir.
Karaciger metabolizmada ve sentezlerde kapsamb bir role sahiptir ve bu nedenle endojen
metabolizmada toksik etkilerin bertaraf edilmesinde etkin gorev alir. Karaciger tarafindan salgilanan
safra salgisi da bir faktordir. Diger bir ihtimal enterohepatik dolasim karacigerdeki uzayan yiksek
konsantrayonlarin artisint saglar. Kan akist ise; karacigerin, mide ve bagirsak sistemleri tarafindan
emilmis toksik maddelerin yiksek konsantrasyonlarina a¢ik hale gelmesini saglar.

1.3.2.BObrek

Bobregdin fonksiyonu; fazia Grint kandan stzerken, glikoz, aminoasit ve iyonlar (sodyum gibi) gibi
zarurt maddeleri muhafaza etmektir. Bobregin fonksiyonel bolumi nefrondur. Bobrek cesitli
nedenlerden dolay toksiklerin hedef organt konumundadir. Renal kan akisi: Bobregin vicutta sadece
% 1 oraninda yer tutmasina karsin, kalpten gelen kanin %25 kadarn memelilerin bobreklerinden gecer.
Bu nedenle bobrek dokularinin kan dolasimindaki yabanci bilesimlere acikh§i, dzellikle medulladan
daha fazla kan alan korteksin agikhigl, goreceli olarak daha faziadir. Bobredin konsantre edebilme
yetenegi: Glomerular filtrelemeden sonra, su ve sodyumun %98-99 kadarn yeniden emilir. Bundan
otlrt yabanct maddelerin konsantrasyonlari, kandakinden ve tubller sividakinden oldukcga fazladir.
Ornegin sulfonamidler yuksek dozda verildiklerinde, tubul iumeninde daha az ¢ozilebilir, nekrozlara
neden olabilirler. Tubuler hicreler araciligiyla bilesimierin aktif tasinmasi. Kandan tibuler siviya aktif
olarak tasman bilesimler proksimal tubiler hicrelerde yigiabilirter, bu 6zellikie de tasima sisteminin
doygunlugunun oldugu konsantrasyonlarda gorGlir. Metabolik aktivasyon: Boébrek, karaciger kadar
sitokrom P450 icermese de, bobrekte de metabolik aktiviteden sorumiu olmaya yetecek kadar P450
vardir. Ayni sekilde prostaglandin sentetaz sistemi gibi oksidatif enzimler zaten mevcuttur. Boyle
metabolik aktivasyonlar kloroform ve parasetamolun renal toksisitesinin temelini olusturabilir.

1.4. Deney Hayvani
Gahsmalarimizda kullanilan Wistar albino sicanlarin sistematigi Tablo 1.6°da verilmistir.

Tablo 1.6 Wistar albino sicanin sistematigi

Superalem - Eukaryota
Alem - Animalia
Filum - Chordata
Altfilum - Vertabrata
Sinif - Mammalia
Takim - Rodentia
Alttakim - Myomorpha

Aile - Muridae
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Cins : Rattus
Tar - Rattus norvegicus

Gelismis uyum glct ve dayanikhihklian nedeniyle sicanlar birgok deney icin uygun hayvan
modelidirler. GUnumuzde hayvan deneylerinin 1/5'inde sicanlar kullandmaktadir. Fizyolojik olarak
insana buylk benzerlik gostermektedirler. Bu nedenle endokrinoloji, biyokimya, farmakoloji, deneysel
fizyoloji, norofizyoloji, onkoloji alanlannda siklikla kullaniimaktadiriar.  Son  yillarda 6zeliikle
mikrocerrahi ve transplantasyon c¢alismalarinda ve e@itim amagh kullanimiar artmistir. Siganlann
deney hayvani olarak kullaniimasina ilk defa 19. yizyilda, kahverengi vahsi sigan (Rattus norvegicus)
ile baslanmistir. Ginumiuizde kullanilan laboratuvar sicanlarinin atast bu turdar. Sicanlar sistematik
olarak evcillestiriimis ilk memeli turtddr. Laboratuvar sicani olarak kullanilan 3 dnemli sican soyu
bulunmaktadir. Bunlardan Wistar albino Wistar enstitistnde 1906 yiinda gelistiriimis bir soydur.
Sprague-Dawley albino 1925 yilinda Wisconsin'de R.W. Dawley tarafindan ticari amacla gelistiriimis
bir soydur. Long-Evans kukuletalist 1910 yilindan itibaren c¢esitli Wistar albinolar ile yabani erkek
sicanin melezlenmesi ile elde ediimistir. Siyah, mavimsi siyah veya beyaz renktedirler. Bu soya
“kukuletali rat” da denir. Bu ¢ soy icinde en ¢ok kullanilanlart Wistar ve Sprague-Dawley albinolaridir.
Wistarlar digerlerine gore daba genis bir kafa yapisina sahip ve daha kisa kuyrukludurlar. Ayrica
kullanimi ¢ok yaygin olmayan Osborne-Mendel, Sherman ve Holtzman albino gibi soylar da
bulunmaktadir.

Wistar albino sicanianin killan sert, kalin ve uzundur. Pullarla 6rtild olan kuyrudu bedeninden kisa
veya bedeni kadardir. Kuyruk hem denge hem de termoregulatdr gorev tstlenmistir. Disleri kdkstizdar
ve yasam boyu buyur. On ayaklar bes arka ayaklar dort parmakhidir. Dislerde genellikle alti cift meme
bast bulunur. Beden uzunlugu bastan kuyruk ucuna kadar 20-25 cm’dir. Ergin sicanlarnin beden agirhg:
genetik yap! ve beslenme durumu gibi fakidrlerle degismekle beraber erkeklerde 300-800 g, disilerde
200-400 g civarindadir. Yasam slresi soylar arasinda ¢ok farkhlik gostermekle birlikte erkeklerde 2 5-
3 yil, disilerde 3-3,5 yil kadardir. Albino olanlar yaygindir. Birgok 6zellik bakimindan farelere benzerler,
baslica cusselerinin iriligi ile farelerden ayrilirlar. I¢ organ anatomisindeki tek farkhilik safra keselerinin
olmayisidir. Omnivordurlar. Seltllozun sindirimi ¢ekumda olur ve olusan B vitaminleri koprofaji yoluyla
sican tarafindan alinir.

Sicanlar yiksek adaptasyon kabiliyetine sahip, ¢ok degisik iklimlerde ve c¢evre sartlarinda
yasayabilen ve Ureyebilen hayvanlardir. Sicanlarin arastirma ve kesif icglidtleri vardir, merakl fakat
cekingendirler. Koku ve isitme duyulart ¢ok gelismistir, buna karsin gérme duyulan ¢ok zayiftr.
Normalde obur degillerdir ve ginlik yem thketimlerini kontrol edebilirler. Ancak kafeslerinde egzersiz
yapabilecekleri alan olmazsa oburlasabilirler. Kemirme kabiliyetleri ¢ok yuksektir, sinirli yem ve dar
alanlara maruz kaldiklarinda her seyi hatta birbirlerini (kanibalizm) dahi kemirebilirler. Amag
kendilerine daha genis bir yasam alani bulmak veya karinlarini doyurmaktir. Sicanlar vahsi hayatta
coplik veya lagimlarda yasamalarnina ragmen temiz hayvanlardir. Siganlar genellikle yumusak
bashdiriar. Narin ve tyi muamele gorduklerinde evcil davraniriar ve kolaylikla egitilebilirler. Noktirnal
hayvanlardir, yani geceleri aktiftirler, cogu fizyolojik aktivitelerini (yeme, igme, gezinti, ciflesme,
dogum) gece gerceklestiririer. Gunduzleri ise inaktiftirler, kafesin bir kdsesinde yatip dinlenirler.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyaller

Deneysel ¢alismalarimiz sirasinda; Black Decker, V2600 homojenizator, Sigma 3K30 yiksek hizh
sogutmall santrifij (12156 rotor, PO Box 1713, D-37507, Germany), Cary Eclipse (Varian Lid., 28
Manor Road, Walton-on-Thames, Surrey KT12 2Qf England) florometre ve Shimadzu UV-1600A
spektrofotometre, Mettler Toledo MP 220 pH metre, Nive ST 402 su banyosu, Vortex mixer VM-20,
Hirayama Hiclave HVE-50 otoklav, Scaltec analitik terazi, Nuaire -85°C Ultralow Freezer, Human
Power Scholar-UV saf su sistemi ve Electro-mag M 420P etuv kullanimistir.

2.1.1.Kimyasallar

Sigir serum albumin (BSA; A-7906), butilehidroksitoluen (BHT, B-1378), 1-kloro-2 4-dinitrobenzen
(CDNB; 06298), etilen diamin tetra asetik asit disodyum tuzu (EDTA; 4931), 7-etoksirezorufin (E-
3763), Folin reaktifi (F-9252), glutatyon indirgenmis formu (GSH; G-6013), p-nikotinamid adenin
dintkleotid fosfat (B-NADPH; N-7505), feniimetan stlfonil florid (PMSF; P-7626), HEPES (H-3375),
rezorufin pentil eter (P-2456), 7-penziloksi rezorufin (B-1532), N-Nitrosodimetilamin (N-7756), anilin
(A-9880), 4-metilamino antipiren (D-8015), kafein (C-0750), Eritromisin (E-8376), glukoz 6-fosfat
(49280), Glukoz 6-fosfat Dehidrogenaz (G-7877), rezorufin metil eter (M-1544), sodyum potasyum
tartarat (5-2377), Polioksietilen-sarbiton-monolaurat (Tween 20; P-1379), N.N' N-Tetrametil-etilen-
diamin (TEMED; T-8133), Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, USAYden elde edilmistir.
Bakir sulfat pentahidrat (61240), gliserol (15524), potasyum klortr (60129), sodyum karbonat (31432),
asetil aseton (00909), p-aminofenol (1009), kolik asit (27029), magnezyum klorur penta hidrat (63072),
sodyum klorur (13423), Tris (33742), Fluka Chemie (GmbH Industrie Strasse 25 CH-9471
Buchs/Switzerland) den elde edilmistir. Potasyum monohidrojen fosfat (1.05101), potasyum dihidrojen
fosfat (1.04873), hidroklorik asit (00314) E. Merck (Darmstadt, Germany)'ten elde edilmistir. Etanol
(32221), formaldehit (15512) ve fenol (16017) Riedel firmasindan elde edilmistir. Bunlarin disindaki
butan kimyasal ve ¢ozeltiler eldeedilebilecek maksimum safsiziikta elde edilmistir.

2.2. Metotlar
2.2.1.Dokular

Bu calismada kullanilan Wistar Albino sicanlar Pamukkale Universitesi Tip Fakultesi Deneysel
Arastirma Biriminden temin edildi. Yaklasik 300-400 g agirhgindaki sicanlar kontrol ve sulfit oksidaz
yetersiz olarak iki gruba aynidi. Sulfit oksidaz yetersiz olan gruba olan gruba Sigma'ya ait AIN-76
kodlu yem 7 hafta boyunca yedirildi. Ayrica bu grubun suyuna her gun 200 ppm tungsten eklendi. 7
haftalik strenin ardindan her iki gruba ait Wistar Albino sicanlar 30 cc alfazin (alphazyne) ve 50 cc
alfamin (alphamine) karigimi 40 cc olarak anestezik amach hayvanlara enjekte edildi ardindan tartim
yapildi. Dokular (karaciger, bobrek, akciger, ince bagirsak) ve kan diseksiyon sirasinda temin edildi.
Dokular ilk olarak buz tstune alindi ve once soguk distile su, daha sonra da soguk fizyolojik serum ile
yikanarak dokularin kant uzaklastirildi. ince bagirsak dokusu sogutulmus fizyolojik ile steril siringalar
kullanilarak temizlendi. Dokular once steril buzdolabi posetlerine kondu ve daha sonrada aliminyum
folyo ile sarilip etiketlenerek sivi azotta donduruldu. Ardindan PAU Fen Edebiyat Fakiltesi Biyoloji
Bolumi Molekaler Arastirma Laboratuart I'e getirilen numuneler, dokular -80°C'ye kaldinidi, kanlar ise
10.000 rpm 5 dakika 4°C'de santrifyj edilerek derin dondurucuya kaldinlarak muhafaza edildi.

2.2.2 Dokulardan Sitozolik ve Mikrozomal Fraksiyonlarin Hazirlanmasi

Laboratuarda -80°C'den cikartilan dokular temiz filtre kagidi Gzerinde hizla tartiidi. Bundan sonraki
batun islemler 0-4°C arasinda buz tzerinde gergeklestirildi. Makas ile dokular buz Uzerinde kuglk
parcalara ayriidi. Kesilen dokulara 2> mM EDTA, 0,25 mM PMSF, 0,15 mM BHT, %0,05 Kolat ve %10
gliserin iceren %1,15'lik KCl cozeltisi iginde, buz igine oturtulmus olan Potter-Elvehjem teflon cam
homojenizatorde homojenizasyon islemi uygulandi. Homojenizator tupune alinan dokunun 3 kati
homojenizasyon ¢ozeltisi eklendi. Teflon cubuk cam tup iginde 10 defa asagi-yukar sekilde hareket
ettirilerek ve dakikada 2600 donus yapacak sekilde gevrilerek homojenizasyon islemi gerceklestirildi.
Teflon cubugun dondurtimesi islemi matkap (Black Decker, V2600) kullanilarak yapildi. Homojenat,
daha sonra postmitokondriyal fraksiyon elde etmek icin 12000 xg' de 25 dakika santrifyj edildi.
Supernatant (Sup) cift katli steril sargi bezinden stzilerek cokelekten ayristinidi. Gikan sup miktar
olculerek Slgilen sup miktarinin 0.5 katt hacminde 16 mM CaCl, supun {zerine eklendi ve 20000 xg’
de 75 dakika santrifij edildi. Santriflj sonucu cikan sup Uzerine %10 gliserin olacak sekilde soguk
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gliserin eklendi, elle homojenize edilip eppendorf tiplere konup -80°C’de muhafaza edildi. Mikrozom
fraksiyonlarini elde etmek icin kalan ¢okelek homojenizasyon solUsyonu ile yikandi ve tekrar 20000
xg'de 75 dakika santrifuj edildi. Santrifij sonucu ¢ikan cokelek Uzerine doku agirhginin 0,5 kati kadar
stispansiyon ¢ozeltisi (0,1 M EDTA iceren %10'1uk gliserin gozeltisi) eklendi ve elle homojenize edilip
eppendorf tuplere konup -80°C’de muhafaza edildi.

2.2.3.Analitik islemler
2.2.3.1. Protein Miktari Tayini

Wistar Albino sicanlara ait dokulardan elde edilen sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlarin protein
miktari tayini, BSA (sigir serum albumin) standart olarak kuilanilarak Lowry vd (1951)'nin metoduyla
yapildi. 1:200 oraninda seyreltimis olan fraksiyonlar test tuplerine 0,1 miden 0,5 miye degisen
hacimlerde alindi ve son hacim deiyonize distile su ile 0,5 ml'ye tamamlandi. Sonra % 2'lik bakir
stlfat, %2'lik sodyum potasyum tartarat ve % 2'lik sodyum karbonat iceren 0,17 N NaOH'in 1:1:100
oraninda karismaslyla olusan 2,5 mi alkali bakir reaktifi ile karistinidi ve oda sicakhiginda 10 dakika
inkibe edildi. Inkiibasyon sonunda, deiyonize distile su ile 1.1 oraninda seyreltiimis olan Folin
(fosfomolibdik-fosfotungstik asit) reaktifinden her bir tupe 0,25 mi ilave edildi. Folin reaktifini koyar
koymaz hemen karstinid: ve 50°C’lik sicak su banyosunda 10 dakika inkube edildi. Olusan rengin
siddeti her bir tap icin 660 nm'de kore karsi olctldu. Protein miktariar elde edilen egim degeri
kullanifarak hesapland!.

2.2.3.2. Siilfit Oksidaz (SOX) Aktivitesinin Tayini

Cohen ve Fridovich tarafindan o¢nerilen metoda goére Wistar Albino sican karaciger
homojenatlarinda sulfit oksidaz enzim aktivitesi tayin edildi. Bu yontem; SOX aktivitesi ile SO 5'e bir
oksijen daha eklenerek SO, olusmasi ve bu esnada acida ¢ikan bir elektronun, sitokrom c'de bulunan
okside demirin Fe'*e transfer edilerek rediksiyona ugramastyla okside formdan redukte forma gecen
demirin absorbans artisina neden olmast prensibine dayanir. Homgojenizasyon islemi sirasinda elde
edilen homojenat Tablo 2.1’de verilen reaksiyon karigimi ile 550 nm dalga boyunda oda sicakhginda
SOX aktivitesi kaydedilmis ve absorbanstaki 0.100 birimiik artis 1 Onite SOX aktivitesi olarak ifade
edilmistir.

Tablo 2.1 Wistar Albino sican karaciger homojenatindaki SOX aktivitesinin tayini icin reaksiyon
karnigtmmin bilesenleri.

igerik Stok Solusyonlar Eklenen Hacim (ml)  Son Konsantrasyon
Tris-HCI pH:8,50 50 mM 1.6 80 mM
Sitokrom ¢ 0.2 mM 05 1mM

KCN 10 mM 0.1 1mM
Na,50; 0,01 mM 0.1 0,001 mM
Homojenat 0,2 -

Ultra saf su 3 ml'ye tamamla -

Toplam hacim 3

2.2.3.3. Anilin 4-Hidroksilaz (A4H) Aktivitesinin Tayini

Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger ve ince bagirsak mikrozomlarindaki anilin 4-
hidroksilaz aktivitesi, Imai vd (1966) tarafindan 6nerilen metoda gore p-aminofenol (pAP) miktarinin
dlctilmesiyle tespit edildi. Tablo 2.2'de verilen tipik reaksiyon kansimina gore tuplere 100 mM HEPES
tamponu, pH 7,60 ve 10 mM anilin, karaciger i¢in 1 mg mikrozomal protein ve 0,5 mM NADPH Gretim
sistemi kullanilarak son hacim 0,5 ml'e tamamiandi. NADPH aretim sistemi; test taptne 0,5 unite
glikoz 6-fosfat dehidrogenaz, 2,5 mM glikoz 6-fosfat, 2,5 mM MgCl,, 14,6 mM HEPES tamponu, pH
7 80 ve 0,5 mM NADP" eklenmesiyle hazirlandi. Daha sonra uretim sistemi igeren test tupu 37°C'de 5
dakika inkube edildikten sonra buz Uzerinde muhafaza edildi. Reaksiyon 0,075 ml NADPH uretim
sisteminin eklenmesiyle baslatildi ve icinde mikrozomiarin yer aldigi sifinnct zaman kort denilen
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tuplere reaksiyonu sifirlamak icin NADPH dretim sistemi eklemeden once 0,25 ml % 20 TCA eklendi.
Inkiibasyon 37°C de, 25 dakikada calkalamali su banyosunda gerceklestirildi. Inkibasyon siresi
sonunda reaksiyon tuplerine 0,25 ml % 20 TCA eklenmesiyle sona erdirildi. Daha sonra karisim
eppendorf tuplerine transfer edilerek 12500 xg de 15 dakika santrifij edildi. Sonugta 0,5 ml
slipernatant yeni taplere transfer edilerek 0,25 mi % 20 Na,CO, eklenerek notralize edildi. Ardindan
0.4 N NaOH igeren % 20 fenol eklenerek renk olusumu saglandi. Renk olusumu icin 30 dakika 37°C
sicaklikta inkUbasyonun ardindan 630 nm'de spektrofotometrik olarak kore karsi olguldi.

Sanhin P Ananafenol

Sekil 2.1 Anilin 4-hidroksilasyonu

Tablo 2.2 Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki anilin 4-
hidroksilaz aktivitesinin tayini icin inkUbasyon karisiminin bilesenleri.

icerik Stok Solusyonlar  Eklenen Hacim (ml)  Son Konsantrasyon
Hepes tamponu pH; 7,60 400 mM 0,125 100 mM
Anilin 100 mM 0,050 10 mM
Mikrozomal protein 1 mg/ml
NADPH Uretim sistem 0,075 0,25 mM
Glikoz 6-fosfat 100 mM 0,025 25mM
MgCl, 100 mM 0,025 2,5 mM
Hepes tamponu pH 7,80 200 mM 0,073 14,6 mM
NADP+ 20 mM 0,025 0,5 mM
Glikoz 6-fosfat dehidrogenez 500 u 0,001 05u
Ultra saf su 0,5 ml'ye tamamla
Toplam hacim 0,5mi

2.2.3.4. Mikrozomal N-demetilaz Aktivite Tayinleri

Wistar Albino sigan karacier, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki N-
Nitrosodimetilamin, eritromisin, kafein ve aminopiren N-demetilaz aktiviteleri Cochin ve Axelrod (1959)
tarafindan onerilen Nash metoduna gére formaldehit miktarinin Slcilmesiyle tespit edildi.

2.2.3.4.1. N-Nitrosodimetilamin N-demetilaz Aktivite Tayini

Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki N-
Nitrosodimetilamin aktiviteleri Tablo 2.3’de verilen tipik reaksiyon karisimina gore tiplere 400 mM
HEPES tamponu, pH 7.70, substrat (25 mM N-Nitrosodimetilamin) belirtilen miktarlarda mikrozomal
protein ve 0.5 mM NADPH Gretim sistemi ve ultra saf su kullanilarak son hacim 0,5 mi'e tamamlandi.
0.075 ml NADPH uretim sisteminin (test tupine sirasiyla; 0,5 mM NADP”, 14,6 mM HEPES tamponu,
pH 7,80, 2,5 mM MgCl,, 2,5 mM glikoz 6-fosfat ve son olarakta 0,5 Unite glikoz 6-fosfat dehidrogenaz
eklenerek 37°C'de 5 dakika inkibe edildikten sonra buz Uzerinde muhafaza edildi) ortama
eklenmesiyle reaksiyon baslatildi. Icinde mikrozomlarin yer aldigi sifirinci zaman kori denilen tuplere
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reaksiyonu sifirlamak icin NADPH Gretim sistemi eklemeden énce 0,5 mi 0.75 N'lik perklorik asit
eklendi. ilk inkiibasyon 37°C de, 25 dakikada calkalamali su banyosunda gerceklestirildi. ik
inkiibasyon sonunda, inkGbasyon ortamindan alinan tuplere 0,5 mi 0,75 Nlik perklorik asit
eklenmesiyle reaksiyon sona erdirildi. Ardindan karisim eppendorf tiplerine transfer edilerek 12500 xg
de 15 dakika santrifuj edildi. Santrif(j sonrast 0,5 ml stpernatant yeni tiplere transfer edildikten sonra,
Nash reaktifinden (100 ml distile su da 30,5 gr amonyum asetat, 0,6 ml mutlak asetik asit ve 0,4 ml
asetil aseton) 0,5 ml eklendi. Renk olusumu igin 10 dakika 50°C sicaklikta gerceklestirilen ikinci
inkiibasyonun ardindan 412 nm’de spektrofotometrik olarak kére karsi olglidt. Standart olarak
kullanilan formaldehitin  farkh konsantrasyonian yardimi ile olusturulan kalibrasyon grafiginin
egiminden vyararlanilarak aktiviteler hesapland:. N-nitrosodimetilamin N-demetilaz (NDMA-ND) olarak
adlandiriian enzim aktivitesinin katalizledigi reaksiyon Sekil 2.2'de belirtiimistir.

N-nitroso
metilamin

N nitroso
dimetilamin

Sekil 2.2 N-nitrosodimetilamin N-demetilasyon

Tablo 2.3 Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki N-
Nitrosodimetilamin N-Demetilaz (NDMA-ND) Aktivite Tayini icin inkiibasyon karigiminin bilesenleri.

icerik Stok Solusyonlar Eklenen Hacim (ml) Son Konsantrasyon
HEPES pH 7,70 400 mM 0,125 50 mM
NDMA 25 mM 0,100 25mM
Mikrozomal protein 1 mg/mi
NADPH dretim sistemi 0,075 0,25 mM
Ultra saf su 1 mi'ye tamamla
Toplam hacim 1 mi

2.2.3.4.2. Kafein N-demetilaz Aktivite Tayini

Wistar Albinoc sican karacider, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki kafein N-
demetilaz aktiviteleri Tablo 2.4'te verilen tipik reaksiyon karigimlarina gore tiplere 400 mM HEPES
tamponu, pH 7,80, substrat (1 mM kafein) belirtilen miktariarda mikrozomal protein ve 0,5 mM NADPH
Uretim sistemi ve ultra saf su kullanilarak son hacim 0,5 mle tamamilandi. NADPH Uretim sisteminin
(test tuptne sirasiyla; 0,5 mM NADP® 146 mM HEPES tamponu, pH 7,80, 2,5 mM MgCl,, 2,5 mM
glikoz 6-fosfat ve son olarakta 0,5 unite glikoz 6-fosfat dehidrogenaz eklenerek 37°C'de 5 dakika
inkliibe edildikten sonra buz Uzerinde muhafaza edildi) ortama eklenmesiyle reaksiyon baslatildi.
{cinde mikrozomlarin yer aldig sifirinci zaman kéri denilen tuplere reaksiyonu sifirlamak icin NADPH
tretim sistemi eklemeden 6nce 0,5 ml 0,75 N'lik perklorik asit eklendi. ilk inkubasyon 37°C de, 25
dakikada calkalamali su banyosunda gerceklestirildi.

ilk inkiibasyon sonunda, inkibasyon ortamindan alinan tuplere 0,5 ml 0,75 Nlik perklorik asit
eklenmesiyle reaksiyon sona erdirildi. Ardindan karisim eppendorf tiplerine transfer edilerek 12500 xg
de 15 dakika santrifij edildi. Santrifij sonrasi 0,5 ml sipernatant yeni tiplere transfer edildikten sonra,
Nash reaktifinden (100 m! distile su da 30,5 gr amonyum asetat, 0,6 ml mutlak asetik asit ve 0,4 m|
asetil aseton) 0,5 ml eklendi. Renk olusumu igin 10 dakika 50°C sicaklikta gergeklestirilen ikinci
inkibasyonun ardindan 412 nm'de spektrofotometrik olarak kére kars: olctidu. Standart olarak
kuflandan formaldehitin  farkli konsantrasyonlari yardimi ile olusturulan kalibrasyon grafiginin
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egiminden yararlanilarak aktiviteler hesaplandi. Kafein N-demetilaz (CN3D) olarak adiandirilan enzim
aktivitesinin katalizledigi reaksiyon Sekil 2.3'te belirtilmistir.

Kafein Morkafein

Sekil 2.3 Kafein N-demetilasyonu

Tablo 2.4 Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki Kafein N-
Demetilaz (CN3D) Aktivite Tayini icin inkiibasyon karisiminin bilesenleri.

igerik Stok Soltsyonlar Eklenen Hacim (ml) Son Konsantrasyon
HEPES pH 7,80 400 mM 0,125 50 mM
Kafein 1TmM 0,100 0,1 mM
Mikrozomal protein 1,5 mg/mi
NADPH uretim sistemi 0,075 0,25 mM
Ultra saf su 1 mi'ye tamamia

Toplam hacim 1 mi

2.2.3.4.3. Eritromisin N-demetilaz Aktivite Tayini

Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki kafein N-
demetilaz aktiviteleri Tablo 2.5'te verilen tipik reaksiyon karisimiarina gore tuplere 400 mM HEPES
tamponu, pH 7.80, substrat (50 mM eritromisin) belirtilen miktarlarda mikrozomal protein ve 0,5 mM
NADPH Uretim sistemi ve ultra saf su kullanilfarak son hacim 0,5 ml'e tamamlandi. NADPH dretim
sisteminin (test tuptne sirasiyla; 0,5 mM NADP*, 14,6 mM HEPES tamponu, pH 7,80, 2,5 mM MgCl,,
2,5 mM glikoz 6-fosfat ve son olarakta 0,5 nite glikoz 6-fosfat dehidrogenaz eklenerek 37°C'de 5
dakika inkiibe edildikten sonra buz Uzerinde muhafaza edildi) ortama eklenmesiyle reaksiyon
baslatildi. icinde mikrozomlarin yer aldigi sifirnc zaman kort denilen tuplere reaksiyonu sifirlamak
icin NADPH dretim sistemi eklemeden 6nce 0,5 ml 0,75 N'lik perklorik asit eklendi. ik inkibasyon
37°C de, 25 dakikada calkalamali su banyosunda gergeklestirildi.

fik inkibasyon sonunda, inkiibasyon ortamindan alinan tuplere 0.5 ml 0,75 N'lik perklorik asit
eklenmesiyle reaksiyon sona erdirildi. Ardindan karisim eppendorf tiplerine transfer edilerek 12500 xg
de 15 dakika santrifij edildi. Santrif(j sonrasi 0,5 mi supernatant yeni tiplere transfer edildikten sonra,
Nash reaktifinden (100 ml distile suda 30,5 gr amonyum asetat, 0,6 ml mutlak asetik asit ve 0,4 mi
asetil aseton) 0,5 ml eklendi. Renk olusumu igin 10 dakika 50°C sicaklikta gerceklestirilen ikinci
inktitbasyonun ardindan 412 nm'de spektrofotometrik olarak kore karsi olctidi. Standart olarak
kullamilan formaldehitin farkli konsantrasyonlari yardimi ile olusturulan kalibrasyon grafiginin
ediminden yararlanilarak aktiviteler hesapland:. Eritromisin N-demetilaz (END), olarak adlandirlan
enzim aktivitesinin katalizledigi reaksiyon Sekil 2.4'te belirtilmistir.
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Sekil 2.4 Eritromisin N-demetilasyonu

Tablo 2.5 Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomiarindaki Eritromisin
N-demetilaz (END) Aktivite Tayini igin inkUbasyon karisiminin bilesenleri.

icerik Stok Solusyonlar Eklenen Hacim (mi) Son Konsantrasyon
HEPES pH 7,80 400 mM 0,125 50 mM
Entromisin 50 mM 0,100 5mM
Mikrozomal protein 1 mg/mi
NADPH uretim sistemi 0,075 0,25 mM
Ultra saf su 1 mi'ye tamamla

Toplam hacim 1 mi

2.2.3.4.4. Aminopiren N-demetilaz Aktivite Tayini

Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomiarindaki aminopiren N-
demetilaz aktiviteleri Tablo 2.6’da verilen tipik reaksiyon kansimlarina gore tiplere 400 mM KPi,
tamponu, pH 7,50, substrat (1 mM 4-dimetilamino antipiren (aminopiren)) belirtilen miktarlarda
mikrozomal protein ve 0.5 mM NADPH Oretim sistemi ve ultra saf su kullanilarak son hacim 0,5 mli'e
tamamlandi. NADPH Gretim sisteminin (test tuptne sirasiyla; 0,5 mM NADP', 146 mM HEPES
tamponu, pH 7,80, 2,5 mM MgCl,, 2,5 mM glikoz 6-fosfat ve son olarakta 0,5 Unite glikoz 6-fosfat
dehidrogenaz eklenerek 37°C’de 5 dakika inkibe edildikten sonra buz Gzerinde muhafaza edildi)
ortama eklenmesiyle reaksiyon baslatildi. icinde mikrozomlarin yer aldigr sifirinci zaman kort denilen
tiplere reaksiyonu sifirlamak icin NADPH Uretim sistemi eklemeden 6nce 0,5 ml 0,75 N'lik perklorik
asit eklendi. ilk inkiibasyon 37°C de, 25 dakikada calkalamali su banyosunda gergeklestirildi.

ilk inkiibasyon sonunda, inkibasyon ortamindan alinan tuplere 0,5 ml 0,75 Nlik perklorik asit
eklenmesiyle reaksiyon sona erdirildi. Ardindan karigim eppendorf tiplerine transfer edilerek 12500 xg
de 15 dakika santrifij edildi. Santriftij sonrasi 0,5 mi sipernatant yeni tiplere transfer edildikten sonra,
Nash reaktifinden (100 ml distile su da 30,5 gr amonyum asetat, 0,6 ml mutlak asetik asit ve 0,4 mi
asetil aseton) 0,5 ml eklendi. Renk olusumu icin 10 dakika 50°C sicakitkta gergeklestirilen ikinci
inkibasyonun ardindan 412 nm'de spektrofotometrik olarak kore karst olclldi. Standart olarak
kullanilan formaldehitin  farkli konsantrasyonlan yardimi ile olusturulan kalibrasyon grafiginin
egiminden yararlanilarak aktiviteler hesapland:. 4-dimetilamino antipiren N-demetilaz (Aminopiren N-
demetilaz APND), olarak adlandinfan enzim aktivitesinin kataliziedigi reaksiyon Sekil 2.5te
belirtilmistir.
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Sekil 2.5 Aminopiren N-demetilasyon

Tablo 2.6 Wistar Albino sigan karaciger, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki 4-
dimetilamino antipiren N-demetilaz (Aminopiren N-demetilaz APND) aktivite tayini igin inkibasyon
karisiminin bilesenleri

Igerik Stok Solusyoniar Eklenen Hacim (ml) Son Konsantrasyon
%g KPi pH 7,50 400 mM 0,250 100 mM
%%é Aminopiren 1 mM 0,100 0,1 mM
% Mikrozomal protein 1 mg/ml
NADPH dretim sistemi 0,075 0,256 mM
Ultra saf su 1 mi'ye tamamia
Toplam hacim 1ml

2 2.3.5. Alkoksirezorufin O-Dealkilaz (AROD) Aktiviteleri Tayini

Wistar Albino sicanlara ait karaciger, bobrek, akciger ve ince bagirsak mikrozomlarimin AROD
aktivitesi Burke ve Mayer (1974) metodu ile tespit edildi. Bu aktivite tayininde substrat olarak 7-
etoksirezorufin, 7-metoksirezorufin, 7-pentiloksirezorufin ve 7-benziloksirezorufin kullanitmigtir.
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Sekil 2.6 Alkoksirezorufin dealkilasyon

2.2.3.5.1. 7-Etoksirezorufin O-Dealkilaz (EROD) Aktivite Tayini

Wistar Albino sicanlara ait karaciger, bobrek, akciger ve ince bagirsak mikrozomlarinda EROD
aktivite tayininde kullanilan reaksiyon ortami Tablo 2.7'de verilmistir. Tipik reaksiyon ortami sirastyla;
100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,80); 100 mM NaCl; 1,2 mg BSA; 100 pg mikrozomal protein;
1,5 uM substrat ve 0,1mM NADPH icermektedir.

Reaksiyon karigiminin hazirlanmasinda Tablo 2.7'de belirtilen hacimlerde stok cozeltilerden
alinarak, florometre kivetinde 1 ml reaksiyon karigimi hazirland). Reaksiyon en son substrat ilave
edilerek baslatildi ve Gary Eclipse (Varian Ltd., 28 Manor Road, Walton-on-Thames, Surrey KT12
2Qf, England) Florometre'de 2 dakika boyunca takip edildi. Son olarak, reaksiyon karigimina [0
standart olarak rezorufinin bilinen miktan eklendi ve florosans'taki artis kaydedildi. Enzim aktiviteleri,
rezorufin eklenmesinin neden oldugu fiorosans artis kullanilarak hesaplandi.
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Tablo 2.7 Wistar Albino sigan karaciger, bébrek, akciger, ince badirsak mikrozomlarindaki EROD
aktivite dlcm karnisiminin icerigi

icerik Stok Sollsyoniar Eklenen Hacim (mi) Son Konsantrasyon
KPipH 7,80 400 mM 0,250 100 mM

NaCl 1M 0,100 0,1 mM

BSA 12 mg/mi 0,100 1.2mg
Mikrozomal protein 1 mg/ml 0,05-0,100 50-100 ug
NADPH 10 mM 0,010 0,1 mM
7-Etoksirezorufin 10 uM 0.15 1,5 UM

Ultra saf su 1 ml'ye tamamia

Toplam hacim 1 mi

2.2.3.5.2. Pentiloksirezorufin O-Dealkilaz (PROD) Aktivite Tayini

Wistar Albino siganlara ait karaciger, bobrek, akciger ve ince bagirsak mikrozomlarinda PROD
aktivite tayininde kullanifan reaksiyon ortami Tablo 2.6'da verilmistir. Tipik reaksiyon ortami sirasiyla;
100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,80); 100 mM NaCl; 1,2 mg BSA; 100 yg mikrozomal protein;
0,225 uM substrat ve 0,1mM NADPH icermektedir.

Reaksiyon kansiminin hazirlanmasinda Tablo 2.8'de belirtilen hacimlerde stok cozeltilerden
alinarak, florometre kivetinde 1 mi reaksiyon kansimi hazirlandi. Reaksiyon en son substrat ilave
edilerek baslatildi ve Gary Eclipse (Varian Ltd., 28 Manor Road, Walton-on-Thames, Surrey KT12
2Qf, England) Florometre’de 2 dakika boyunca takip edildi. Son olarak, reaksiyon karisimina ic
standart olarak rezorufinin bilinen miktarn eklendi ve florosans'taki artis kaydediidi. Enzim aktiviteleri,
rezorufin eklenmesinin neden oldugu florosans artis kullantlarak hesaplandi.

Tablo 2.8 Wistar Albino sigan karaciger, bobrek, akcider, ince bagirsak mikrozomiarindaki PROD
aktivite 6lcim kansiminin icerigi

Icerik Stok Solusyonlar Eklenen Hacim (ml) Son Konsantrasyon
KPi pH 7,80 400 mM 0,250 100 mM

NaCl M 0,100 0.1 mM

BSA 12 mg/ml 0,100 1,2 mg
Mikrozomal protein 1 mg/mi 0,100-0,200 100-200 pg
NADPH 10 mM 0,010 0,1 mM
7-Pentiloksirezorufin 1,5 mM 0.15 0,225 uM
Ultra saf su 1 mi'ye tamamla

Toplam hacim 1ml

2.2.3.5.3. Metoksirezorufin O-Dealkilaz (MROD) Aktivite Tayini

Wistar Albino siganlara ait karaciger, bobrek, akcider ve ince bagdirsak mikrozomlarinda MROD
aktivite tayininde kullanilan reaksiyon ortami Tablo 2.7'de verilmistir. Tipik reaksiyon ortami sirasiyla;
100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,80); 100 mM NaCl; 1,2 mg BSA:; 100 ug mikrozomal protein;
0,225 uM substrat ve 0,1 mM NADPH icermektedir.

Reaksiyon karisiminin hazirlanmasinda Tablo 2.9'da belirtilen hacimlerde stok ¢ozeltilerden
alinarak, florometre kuvetinde 1 mi reaksiyon karnsimi hazirlandi. Reaksiyon en son substrat ilave
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edilerek baslatildi ve Gary Eclipse (Varian Ltd., 28 Manor Road, Walton-on-Thames, Surrey KT12
2Qf, England) Florometre’de 2 dakika boyunca takip edildi. Son olarak, reaksiyon karisimina ic
standart olarak rezorufinin bilinen miktari eklendi ve fiorosans'taki artis kaydedildi. Enzim aktiviteleri,
rezorufin eklenmesinin neden oldugu florosans artis kullanilarak hesaplandi.

Tablo 2.9 Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki MROD
aktivite élcum kansiminin igerigi

icerik Stok Solusyonlar Eklenen Hacim (ml) Son Konsantrasyon
KPipH 7,80 400 mM 0,250 100 mM

NaCl 1M 0,100 0,1 mM

BSA 12 mg/ml 0,100 1.2 mg
Mikrozomal protein 1 mg/ml 0,100 100 pg
NADPH 0,010

7-Metoksirezorufin 1,6 mM 0,15 0,225 uM
Ultra saf su 1 ml'ye tamamla

Toplam hacim 1mi

2.2.3.5.4. 7-Benziloksirezorufin O-Dealkilaz (BROD) Aktivite Tayini

Wistar Albino siganlara ait karaciger, bobrek, akciger ve ince bagirsak mikrozomlarinda BROD
aktivite tayininde kullanilan reaksiyon ortami Tablo 2.10’da verilmistir. Tipik reaksiyon ortami sirastyla;
100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,80); 100 mM NaCl; 1,2 mg BSA; 100 ug mikrozomal protein;
0,225 uM substrat ve 0,1 mM NADPH igermektedir.

Reaksiyon kansiminin hazirlanmasinda Tablo 2.10’da belirtilen hacimlerde stok ¢ozeltilerden
alinarak, florometre kivetinde 1 ml reaksiyon karigimi hazirlandi. Reaksiyon en son substrat ilave
edilerek baslatildi ve Gary Eclipse (Varian Ltd., 28 Manor Road, Walton-on-Thames, Surrey KT12
2Qf, England) Florometre'de 2 dakika boyunca takip edildi. Son olarak, reaksiyon karigimina ic
standart olarak rezorufinin bilinen miktari eklendi ve florosans'taki artis kaydedildi. Enzim aktiviteleri,
rezorufin eklenmesinin neden oldugu florosans artis kullantarak hesaplandi.

Tablo 2.10 Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince ba@irsak mikrozomlarindaki BROD
aktivite olcim karisiminin icerigi

icerik Stok Sollsyonlar Eklenen Hacim (ml) Son Konsantrasyon
KPipH 7,80 400 mM 0,250 100 mM

NaCli 1™ 0,100 0,1 mM

BSA 12 mg/ml 0,100 1,2 mg
Mikrozomal protein 1 mg/ml 0,100 100 pg
NADPH 0,010

7-Benziloksirezorufin 1,5 mM 0,15 0,225 uM
Ultra saf su 1 ml'ye tamamla

Toplam hacim 1
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2.2.3.6. Dibenzofloresein O-Debenzilaz (DBFOD) Aktivite Tayini

Wistar Albino sigcanlara ait karaciger mikrozomlannda aromataz aktiviteleri DBF substrati
kullandarak fluorometrik metotla tayin edildi. DBF ve NADPH her ¢alismada taze olarak hazirland.
Standart olarak fluoresein kullamldi. Bu metod DBF'in aromataz tarafindan NADPH varli§inda
fluoroseine yukseltgenmesi sonucu olugan sari rengin 485 nm eksitasyon ve 512 nm emisyon dalga
boylarinda florometrik olarak oélgimine dayanmaktadir (Bkz Sekil 2.2).

Fluorosem

I'BF

Sekil 2.7 DBFOD aktivitesinin tayini.

Tablo 2.11" de verildigi gibi tipik reaksiyon ortami 0,5 ml hacimde belirtilen hacimlerde 400 mM KPi
tamponu, 10 mM NADPH, mikrozomal protein ve 20 uM DBF kullanilarak hazirlanmistir.

Tablo 2.11 Tipik karaciger aromataz aktivite dlcim kansiminin igerigi.

icerik Stok Soliisyoniar Eklenen Hacim (mi) Son Konsantrasyon
KPipH 8,25 400 mM 0,125 100 mM
Mikrozomal protein 1 mg/ml 0,040 100 g
NADPH 10 mM 0,010 0,1 mM

DBF 20 uM 0,050 2 uM

Ultra saf su 0,275

Toplam hacim 0,5 mil

Tablo 2.11" de verilen tipik reaksiyon karisimina goére tuplere 400 mM Kpi tamponu, 10 mM
NADPH, mikrozomal protein ve distile su eklenip vortekslendi ve tiipler 30°C'de 5 dakika inkiibe edildi.
Ardindan tuplere 20 uM DBF eklenerek 30°C de, 30 dakika calkalamall su banyosunda inkube edildi.
inkiibasyon suresi sonunda reaksiyon tuplerine 0,6 ml 1N NaOH eklenerek reaksiyon sona erdirildi.
Daha sonra karisim eppendorf tuplerine transfer edilerek 12000 xg de 25 dakika santrifiy edildi.
Sonugta 0,1 mi siipernatant yeni tuplere transfer edilerek renk olusumu icin 2 saat 37°C sicaklikta
inklibasyonun ardindan Cary Eclipse Florometre’'de 485 nm eksitasyon ve 512 nm emisyon dalga
boylarnnda kérlere karst okundu.

2.2.3.7. Sitozolik Glutatyon S-Transferaz Aktivite Tayini
2.2.3.7.1. 1-Kloro-2,4-Dinitrobenzen (CDNB) Aktivitesinin Tayini

Wistar Albino siganiara ait karaciger, bobrek, akcider ve ince bagirsak sitozollerinde GST aktivitesi
1-kloro-2 4-dinitrobenzen (CDNB) substrati kullanilarak Habig vd, (1974) tarafindan onerilen
spektrofotometrik metotla ve $Sen ve Kirtkbakan'in optimize ettidi sartlar kullanilarak tayin edildi. Habig
metodu, GST tarafindan CDNB ile GSH konjugasyonu sonucu olugsan 2 4-dinitrofenil glutatyon
kompleksinin 15191 340 nm'de absorpsuyonuna dayanmaktadir.
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Sekil 2.8 GST-CDNB enzimatik reaksiyonu

Tablo 2.12°deki gibi tipik reaksiyon ortami son 1 mi hacimde 100 mM potasyum fosfat tamponu
(pH 7,50); 1 mM redikte glutatyon (GSH); 25 g sitozolik protein ve 1 mM CDNB icermektedir.

Tablo 2.12 Tipik GST-CDNB aktivite 6lcim karigiminin icerigi

icerik Stok Solusyoniar Eklenen Hacim (ml) Son Konsantrasyon
KPi pH 7,50 400 mM 0,250 100 mM

GSH 50 mM 0,020 1mM
CDNB 20 mM 0,050 1 mM
Sitozolik protein 0,050 50 ug

Ultra saf su 1 mi'ye tamamla -

Toplam hacim 1 ml -

Reaksiyon c¢ozeltisinin hazirlanmasinda Tablo 2.11de belirtilen hacimlerde stok c¢ézeltilerden
alinarak, spektrofotometre kivetinde 1 ml reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon en son CDNB
ilave edilerek baslatildi ve reaksiyon 10 sn'lik bir bekleme siresinden sonra absorbans degisimi
Shimadzu UV-1600A Spekirofotometre de 340 nm'de 1 dakika boyunca takip edildi. Enzim aktiviteleri,
elde edilen dakikada absorbans degisimleri ve 96 mM'cm™ olan molar absorblama katsayis
kullanilarak hesapland.

2.2.3.8. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) iyonik deterjan sodyum dodesil silfat (SDS), varliginda
kesintili bir tampon sisteminde %8,5 ayirma ve %4 sikistirma jellerinde yapiimistir. sitokrom ¢ (Mr
11700), gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (Mr 36000), yumurta albumini (Mr 45000), katalaz (Mr
60000), BSA (Mr 66000), molekuler agdirlik standartlari ofarak kullaniimistir. SDS-PAGE'in detaylar
asagida verilmistir.

2.2.3.8.1. Stok ¢ozeltiler

2.2.3.8.1.1. 10X elektrot tamponu (25 mM Tris, 192 mM Glisin, pH 8,30)

30 g Tris ve 144 g glisin distile suda ¢6zuldt ve son hacim 1 It'ye tamamlandi. Tamponun pH'si
asit veya bazla ayarlanmadi. Tampon kullanimdan énce 1 It tampona 1 g SDS eklenerek 10 kez
sulandirdarak kullaniidi.

2.2.3.8.1.2. Stok aynistirma jel tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,80)

18,15 g Tris yaklasik 60 ml distile suda ¢6zuldi, pH'si 10 M HCI ile 8,80'e ayarlandi ve son hacim
100 mlye tamamiandi.
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2.2.3.8.1.3. Stok sikistirma jel tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,80)

6 g Tris yaklasik 40 mi distile suda ¢ozulda, pH'si 10 M HCl ile 6,80'e ayarland: ve son hacim 100
mi'ye tamamlandt.

2.2.3.8.1.4. Stok jel ¢cbzeltisi (Akrilamid-BIS, %30 T, %2,67 C)

29,2 g akrilamid bir miktar distile suda ¢6zuldi; 0,8 g BIS (Bis-akrilamid) eklendi ve ¢ozelti distile
su ile 100 ml'ye tamamlandi. Daha sonra ¢6zelti kaba filtre kadidindan stizldi. %T toplam akrilamid
monomer konsantrasyonunun ylzdesini gosterir ve %C asafida gosterildigi gibi capraz badlanan
monomer konsantrasyonunu tanimlar,

%T= (g Akrilamid + g BiS/toplam hacim) x 100
%C= (g BIS/g Akrilamid + g BIS) x 100
2.2.3.8.1.5. %10 SDS
10 g SDS isititarak distile suda ¢ozulda ve son hacim 100 mi'ye tamamiand:.

2.2.3.8.1.6. %10 Amonyum persiiffat (APS)

0,1 g amonyum persulfat 1 mi distile suda ¢ozlldu. Her seferinde taze olarak hazirland:.

2.2.3.8.1.7. 4X Numune seyreltme tamponu

%8 SDS, %40 gliserin, %20 B-merkaptoetanol ve %0,01 bromfenol mavisi iceren 0,25 M Tris-HClI
(pH 6,80) Tablo 2.12'de verilen ¢bzeltilerin belirtilen hacimlerde karistirilmasi ile hazirlandi. Tamponun
pH’si son hacme tamamlanmadan 6nce 1 M HCl ile 6,80e titre edildi.

Tablo 2.13 4X numune sulandirma tamponunun icerigi

Stok ¢ozeltiler Eklenen Hacim (ml)
1 M Tris-HCI (pH 6,80) 2,5
Gliserin 40
B-merkaptoetanol 2,0

SDS 08g
Bromfenol mavisi 1,0 mg
Toplam Hacim 10

2.2.3.8.1.8. Stok molekiiler agiritk standart ¢ozeltileri

Molekuler agirhk standart proteinleri, sitokrom ¢, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz, yumurta
albumini, katalaz ve BSA 1 mflik volumetrik sise icinde 1 mg ¢ozllerek 2 mg/ml stok ¢ozeltisi seklinde
hazirlandi. Stok standartlar derin dondurucuda saklandi.

2.2.3.8.1.9. Jel polimerizasyon coézeltilerinin hazirlanmast

Ayristirict ve sikistirict jel solisyonlar Tablo 2.13'de belirtildigi gibi verilen miktarlarin karistiriimasi
ile verilen sirayla kullammdan hemen 6nce hazirlandi.

Tablo 2.14 SDS-PAGE aynistinicl ve sikistirier jellerin formilasyonlar

Ayristinict Jel (%8,5) Sikistirict Jel (%4)

icerik 4
(0,375 M Tris, pH 8,80) (0,125 M Tris, pH 6,80)

Jel Cozeltisi{ml) 8,5 1.5
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Distile Su (ml) 13,55 5,88
Ayristirict Jel Tamponu (ml) 7.5 -
Sikistirict Jel Tamponu (mi) - 2,5
%10 SDS (mi) 0.4 0,186
%10 APS (ml) 0,15 0,065
TEMED (mi) 0,015 0,012

Toplam Hacim 30 10

2.2.3.8.2. Jelin hazirlanmasi

Poliakrilamid slab jelleri, jel sandvicinin hazirlanmast ile The Emperor Penquin Water Cooled Dual
Gel Electrophoresis System Model PODS (Owl Separation Systems, Inc. Portsmouth, NH USA)
elektroforez sistemi kullanilarak gergeklestirildi. ilk once jel sandvici temiz ve diiz bir zemin Uzerinde
ance uzun camin (14 x 16 cm), bunun uzerine 0.8 mm'lik teflon ayiricilar ile sabitleyici plastik levhanin
ve son olarakda kisa camin (12,5 X 16 cm) Ust Uste yerlestirimesiyle olusturuidu. Bunu, sandvigin
sisteme oturtularak vidalarla sikistirimasi ve sandvicin oturtuldugu tabandaki kuyucuga %Z2'lik agaroz
dokulerek sisteme sabitlenmesi izledi. Daha sonra ayristirict jel polimerizasyon soliisyonu Tablo
2 13'de belirtilen oranlarda hazirlanarak sandvic icindeki ¢ozeltinin istenilen yukseklige (8-9 cm)
ulasincaya kadar 10 mllik bir pipet yardimi ile teflon ayiricilanin bir késesinden jel sandvicin icine
dogru transfer edildi. Ucu pbuktimis igneli bir sinnga kullanilarak, duz bir jel yuzey olusumunu
saglamak icin nazikce bosluklarin  bir koésesinden fiskirtiimak  suretiyle  jel polimerizasyon
solusyonunun yizeyi yaklagik 0.1 cm kaliniginda bir izopropil alkol tabakasiyla kaplandi. Jel sonradan
oda sicakhiginda 15-20 dak slreyle polimerizasyona birakildi. Polimerizasyondan sonra alkol tabakasi
tamamen bosaltildi ve hazirlanan stkistirict jel polimerizasyon solusyonu 5 mllik pipet kullanitarak
sandvic tamamen dolana kadar bir teflon ayiricinin kosesinden jel sandvicinin igine dokaldu. Sikistincl
jel eklendikten sonra 15 tane dis iceren 0,8 mm'lik teflon tarak, taragin disi icinde hava kabarcigt
kalmayacak sekilde sikistirici jel polimerizasyon sollisyonu katmanina yerlestirildi. Polimerizasyon oda
sicakhginda yaklasik 30 dak'da tamamlandi.

2.2.3.8.3. Ornegin ve molekiler agirlik standartlarinin hazirianmasi

Analiz edilecek proteinlerden alinan bir 6rnek 4X numune seyreltme tamponu ile 3:1 oraninda (3
kisim érnek ve 1 kisim tampon) seyreltildi ve sicak su banyosunda 2 dakika sure ile kaynar suda
kaynatildr.

Molekiiler agirlik standartlan da su sekilde hazirlandt: 16 ul sitokrom ¢, 14 pl gliseraldehit 3 fosfat
dehidrojenaz, 16 ul yumurta albumini, 12 yl katalaz, 12 ul BSA, 20 pl distile su ve 30 pl 4X numune
seyreltme tamponu (standartlarin - miktar cok sayida denemenin sonucunda tespit edilmistir).
Seyreltiimis karisim daha sonra 2 dak sureyle sicak su banyosunda kaynatild.

22 .3.8.4. Orneklerin yiiklenmesi

Teflon tarak disleri yirtmadan dikkatlice sikistirici jelden gikariidi. Kuyucuklar eger varsa herhangi
bir hava kabarcigini uzaklastirmak icin ince igneye sahip bir sinnga kullanilarak elektrot tamponu ile
dolduruldu. Daha sonra blok alt ve Ust rezervuarlar elektrot tamponu ile dolu olan elektroforez tankina
yerlestirildi.

Uygun igneli bir Hamilton siringasi kullanilarak 30 pl protein orneklerinden ve 10 yl molekuler
agirhik standartlanindan kuyucuklarin tabaninda ince bir katman olacak sekilde kuyucuklara yuklendi.
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2.2.3.8.5. Elektroforetik aynigtirma

Sistern Thermo EC 1000-90 (100 Colin Drive Holbrook, NY 11741-4306, USA) glc¢ kaynagina
bagland:. Sisteme ayni anda iki jel sandvici hazirlanarak ayni anda iki elektroforetik ayristirma yapildt.
Elektroforetik ayristirmanin yapilacag iki jel icin stkigtirict jel tizerinde 20 mAlik sabit akim ylaratme
islemi yapildi. Yol gosterici boya ayristirici jele ulagtiginda akim 30 mA'e sikistirict jelden ciktiginda
ise 40 mA'e cikarildi (Eger tek jel kullanilarak elektroforetik ayristirma yapilacaksa mA degerleri
yarilandi). Elektroforetik ayristirma stiresince isinmay! engellemek igin sisteme 5°C’ye ayarlanmisg
Nuve (Nuve Cooling Bath Type BS 302 (S) Esenboga Yolu 22 km Akyurt 06287 Ankara-Turkiye)
Sogutmali Su Banyosu baglandi. Yol gosterici boya tabana ulasacag! zaman (aynstirici jelin
baslangicindan yaklasik 6-7 cm) gg kaynag! kapatildi. lyi bir aynistirma saglamak icin toplam 5-5,5
saat yiratme yapildi.

2.2.3.8.6. Jelin boyanmasi ve baglanmayan boyanin uzaklastirimasi

Elektroforez tamamilandiktan sonra, jel blogu aparattan alindi ve ilistiritmis jel sandvig gikarilarak
kisa cam tabaka dikkatlice acildi. Jel yol gosterici boyanin oldugu yerden, kenarlardan, sikistirici jel
bitiminden kesildi ve Ustten sol kosesi (1 numarali kuyucuk) kuyucuklarin siralarini belirlemek icin
isaretiendi. Jel uzun cam tabakadan dikkatlice alindi ve oda sicakhginda 45 dak sureyle %0,2
Coomassie Pirlanta Mavisi R 250, %50 metanol ve %12 glasial asetik asit igeren boya ¢ozeltisiyle bir
karistirict kullanarak hem boyandi hem de sabitlendi. Uygun bir stre (en azindan 24 saat)
baglanmayan ¢ozinmis boyanin uzaklastinimasi icin %7'lik asetik asit iceren %30'luk metanol
cozeltisi ile inkibe edildi (bu sire zarfinda soliisyon birkag kez degistirildi). Sonug olarak, jellerden
bazilari fotograflandi ve boyasi cikariimis jeller %7'lik asetik asit cozeltisi iginde sakland1.

2.2.3.9. Western blot analizleri

Western blot prosediri Khyse-Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo (1987) tarafindan tanimlandigs
gibi uygulanmistir. Ancak bizim laboratuar kosullarimiza gore optimize edilmistir.

Secilen mikrozomlar yukaridaki bolumlerde tanimlandigr gibi denature kosullar altinda %410k
sikistirict ve %8,5'luk ayristirict jeller icinde elektroforez edildi. Elektroforezi takiben, jeller transfer
tamponu (25 mM Tris, 192 mM glisin ve %10 metanol) icersinde 10 dakika sureyle sabit hizh bir
calkalayicida inkiibasyona birakildi. Jelin 6n dengelenmesi SDS ve elektroforez tampon tuziannin
uzaklastirimasini kolaylastirir ve elektroforetik transferlerden onceki jelin son seklinin ayarlanmasina
yardimci olur. Aksi takdirde transfer suresince jeller metanol igerisinde ebat degisikligine ugrayabilir.

Nitroseltloz membran jel boyutlarindan 0,2 mm daha genis olmak Uzere kesildi ve 5 dak streyle
transfer tamponu ile inkibe edilerek islatildi. Membranin bitin yzeyinin islatiimasi proteinierin
membrana baglanmasi igin son derece onemlidir. Eger membran 5 dak icinde islanmazsa, bu
membran proteinlerin transferi igin kullanilamaz, cunkil bu durum depolama sirasinda membranin
dehidrasyona ugradigini ve proteinleri baglama yetenegini kaybettigini gosterir. Bu islem sirasinda
membranlarin tasinmasi, tutulmasi igin yumusak uglu forsep kullanildi ve kontaminasyonlardan
kacinmak igin eldiven giyildi. Daha sonra dort adet Whatman #1 jel boyutlarindan 0,1 mm daha buylk
olculerde kesildi ve transfer tamponu ile 1slatildi, ancak iclerinde sakh kalan hava kabarciklarinin
tamamen ayriimasini saglamak icin ilk olarak saf suyla ve daha sonra transfer tamponu ile 1slatild.

Elektroforetik transfer The Panther Semidry Electroblotter Model HEP-3 221663 (55 Heritage
Avenue Portsmouth, NH 03801 USA) kullanilarak Yari-kuru Western blot yontemi uygulanarak yapiidti.
The Panther Semidry Electroblotter Model HEP-3 221663 (55 Heritage Avenue Portsmouth, NH
03801 USAYin platinyum tabanina onceden nemlendiriimis Whatman #1 yerlestirildi ve olasi
kalabilecek hava kabarciklarini gidermek amaciyla bir deney tupu tizerinde yuvarlandi. Whatman #1
uzerine 1 nolu kuyucugu gosteren centik sagda kalacak sekilde dikkatlice yerlestirilen jelin Uzerine
membran da dikkatlice yerlestirildi. Proteinlerin transferini bloke edecek olan jel ile membran arasinda
hava kabarciklart kalmasinin engellenmesi bakimindan bu kritik basamaklardan biridir. Bu nedenle
membran birbirine zit uclardan tutularak oncelikle jelin ortasina degecek sekilde iki tarafa dogru
yayarak yerlestirildi. Daha sonra membran Uzerine 6nceden islatiimig baska bir Whatman #1 konarak
sandvic tamamlandi. Hava kabarciklarinin tamamen uzaklastirimasini saglamak igin membrani kendi
pozisyonunda sabit tutarken bir deney tupl nazikce Uzerinde yuvarlandi ve sandvic etrafina tasan
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fazla transfer tamponlar temizlenerek alan kurulandi. Sandvi¢ hazirlandiktan sonra Ust aparat
dikkalice yerlestirildi ve sistemin vidalan sikildi.

2.2.3.9.3. Elektroforetik transfer

Sistem Thermo EC 1000-90 mode! gii¢ kaynagina bagland:. Voitaj ve maksimum akim limiti 10 V
ve 400 mA’e ayarlandi ve 1 sa siresince proteinler elektroforetik olarak transfer edildi. Stre sonunda
guc kaynag kapatildi, hucrenin bagdlantisi kesildi ve sistemin vidalar agildi. Sonug olarak Uzerinde
transfer edilmis proteinleri barindiran membran, ‘Blot', elde edildi.

2.2.3.9.4. Proteinierin immiinokimyasal tespiti

Transfer tamamlandiktan sonra transferin ne derecede gerceklestigini tespit etmek icin jel 45 dak
streyle %0,2 Coomassie Pirlanta Mavisi R 250, %50 metanol ve %12 glasial asetik asit iceren boya
cozeltisiyle bir kanistirici kullanarak boyandi ve sabitlendi. Uygun bir sure (en azindan 24 saat)
baglanmayan ¢oziinmis boyanin uzaklastinimas! icin %7'lik asetik asit igeren %30'luk metanol
cozeltisi ile inkuibe edildi (bu sure zarfinda solisyon birkag kez degistirildi). Sonug olarak, jelden
membrana transfer olamayan protein miktari tespit edilmeye ¢alisiidi.

Ayni zamanda membran, protein igeren yuzeyi Uste gelecek sekilde kiguk plastik bir tepsinin icine
yerlestirildi ve membran 1 sa siireyle bloke cozeltisi (TBST iginde yagsiz %5'lik stt tozu) ile calkalayic
da inkiibe edildi.

Sure sonunda 40 ml bloke cozeltisi icinde 100 ul ¢ézulerek hazirlanan primer antikorlar (anti-Rat
CYP1A1-IgG ve anti-Rat CYP4A-IgG), membranin Uzerine bosaltildi ve 2 sa inklibe edildi. Daha sonra
membran TBST soliisyonunda her biri 5 dak olmak tizere 3 defa yikandi. Yikama ¢ozeltisi, membranin
tamamen temizlenmesini saglamak icin yapilan her yikama basamagi arasinda plastik tepsiden
tamamen uzaklastirildi. Membran daha sonra 1 saat sireyle isaretleyici enzim-alkali fosfataz (anti-
rabbit IgG-ALP konjugati) ile bagi olan ikinci antikorlarla inkilbe edildi. Membran énceden tarif edildigi
gibi yikandi. Sonug olarak membran, antikor baglanan proteinlerin tespiti igin Ey ve Ashman (1986)
tarafindan Tablo 2.14'de verilen substrat ¢ozeltisi ile inkube edildi. Gérintl elde edildikten sonra
membran havada kurutuldu, strech film ile kaplandi ve karanlikta saklandi. Substrat ¢ozeltisi her
seferinde taze olarak hazirlandi ve kullanimdan sonra atild!.

SR R

Tablo 2.15 Nitroseltloz membran tizerinde transfer edilen proteinlerin immunolojik tayini igin substrat
¢cozeltisi hazirlama

Cozelti A Cozelti B: Cozelti C:

2.97 mi 1,5 M Tris-HCI, pH 8,80 2 mg fenazin 5,44 mg BCIP 0,136
metasiifat 1 ml saf mi N, N-dimetil

4.0mi 1 MNaCt 4,0 ml suda ¢cozildi formamid iginde

0,82 ml 100 mM MgCl, ¢ozildu

0,04 mi 100 mM ZnCl,
0,096 mi Dietanolamin
12,2 mg NBT

Son hacim 40 m|

NBT/BCIP substrat cozeltisi A cozeltisi ile C ¢ozeltisi ve 0,268 ml B ¢ozeltisinin
karisimindan hazirlandi.

* A gozeltisinin pH’s1, son hacmine tamamlanmadan 6nce sature Tris ile 9,55'e ayarlandr.

2.3. istatiksel Analizler

Elde edilen sonuclar her biri veri noktas! igin Ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir.
Farkli gruplar icinde ve arasinda kayda deger bir fark olup olmadigini analiz etmek igin t-testi
uygulandt.
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3. BULGULAR

3.1. Dokularin Protein Miktarlar

Postmitokondriyal, sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlarin protein miktarlanni hesaplamak  icin
0’'dan 200 mg BSA’ya kadar olan standart BSA egrisi kullaniidi.

3.2. Karaciger, Bobrek, Akciger ve ince Bagirsak Mikrozomal MO Aktiviteleri

3.2.1.Anilin 4-Hidroksilaz Aktivite Tayini

Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomianndaki anilin 4-
hidroksilaz aktivitesi, Imai ve ark., (1966) tarafindan o¢nerilen metoda gore 630 nm'de
spektrofotometrik olarak, p-aminofenol (pAP) miktarinin dlgiimesiyle tespit edildi. Elde edilen sonuglar
Sekil 3.2’de gosterilmistir.

Yaptigimiz olgimler sonucunda karacigerde anilin 4-hidroksilaz enzim aktivitesi slfit oksidaz
yetersiz olan gruplarda kontrol grubuna gére yaklagik 2,5 kat artis gosterdi. Kontrol grubuna ait
ortalama aktivite degeri 0,306 + 0,028 nmol/dakika/mg protein olarak tespit edilirken, sulfit oksidaz
yetersiz olan grupta ise 0,79 + 0,023 nmol/dakika/mg protein olarak belirlendi.

Anilin 4-hidroksilaz enzim aktivitesinin 6lcildigi bobrek, akciger ve ince bagirsakta kontrol ve
sulfit oksidaz yetersiz gruplarda énemli bir farliik gézlenmedi. Buna gore; bdbrekte kontrol grubu
0,163 + 0,003 nmol/dakika/mg protein, silfit oksidaz yetersiz olan grupta 0,168 + 0,003
nmol/dakika/mg protein, akcigerde kontrol grubu 0,051 + 0,006 nmol/dakika/mg protein, sulfit oksidaz
yetersiz olan grupta 0,054 t 0,004 nmol/dakika/mg protein ve ince bagirsakta ise; kontrol grubunda
0,058 + 0,0004 nmol/dakika/mg protein, sulfit oksidaz yetersiz olan grupta 0,061 + 0,0003
nmol/dakika/mg protein olarak tespit edildi.
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Sekil 3.1 Anilin 4-Hidroksilaz enzim aktivitesinin Wistar albino sican karaciger, bobrek, akcijer ve
ince bagirsaktaki degigimi her bir nokta iki set deney ve her bir deney Ug dlgimin ortalamast alinarak
verilmistir. *p<0,005 **p<0,001 (kontrol grubu icin n=8, SOX yetersiz grup icin n=30 olarak
belirlenmigtir)

3.2.2.N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz Aktivite Tayini

Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince badirsak mikrozomlarindaki N-
Nitrosodimetilamin N-Demetilaz aktivitesi Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan onerilen Nash
metoduna gére 412 nm'de spektrofotometrik olarak formaldehit miktarinin dlcilimesiyle tespit edildi.
Eide edilen sonuglar Sekil 3.2'de gosterilmistir. .
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NDMA aktivitesi oicilen dokulardan karacigerde sulfit oksidaz yetersiz grupta, kontrol grubuna
gore yaklasik 2 kat artis gézlenirken, bdbrek, akciger ve ince bagirsakta belirgin bir artis gézlenmedi.
Buna gore karaciger NDMA aktivitesi kontrol grubunda 0,277 + 0,007 nmol/dakika/mg protein, silfit
oksidaz yetersiz olan grupta ise 0,456 + 0,011 nmol/dakika/mg protein olarak tespit edildi. Boébrek
kontrol grubunda 0,239 + 0,006 nmol/dakika/mg protein olarak belirlenen NDMA aktivitesi, sulfit
oksidaz yetersiz grubunda 0,211 + 0,009 nmol/dakika/mg protein olarak belirlendi. Akciger kontrol
grubunda 0,061 £ 0,006 nmol/dakika/mg protein, sllfit oksidaz yetersiz grubunda 0,097 + 0,009
nmol/dakika/mg protein olarak belirlenen enzim aktivitesi, ince bagirsakta kontrol grubunda 0,052 #
0,001 nmol/dakika/mg protein, sulfit oksidaz yetersiz grubunda 0,06 + 0,001 nmol/dakika/mg protein
olarak
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Sekil 3.2 NDMA-ND enzim aktivitesinin Wistar albino sigan karaciger, bobrek, akciger ve ince
bagirsaktaki degisimi her bir nokta iki set deney ve her bir deney G¢ 6lgimin ortalamasi alinarak
verilmistir *p<0,005 **p<0,001 (kontrol grubu igin n=8, SOX vyetersiz grup icin n=30 olarak
belirlenmistir)

3.2.3.Eritromisin N-Demetilaz Aktivitesinin Tayini

Wistar Albino sigan karaciger, bébrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki Eritromisin N-
Demetilaz aktivitesi Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan 6neriten Nash metoduna gére 412 nm'de
spektrofotometrik olarak formaldehit miktarinin élgllmesiyle tayin edildi. Elde edilen sonuglar Sekil
3.3'te gosteriimistir.

Yapilan dlgumler sonucunda Eritromisin N-Demetilaz aktivitesi karaciger kontrol grubunda; 0,159
+ 0,02 nmol/dakika/mg protein, stifit oksidaz yetersiz grubunda 0,535 + 0,016 nmol/dakika/mg protein
olarak belirlendi. Ince bagirsakta kontrol grubunda; 0,131 = 0,008 nmol/dakika/mg protein, sulfit
oksidaz yetersiz grubunda 0,212 + 0,005 nmol/dakika/mg protein olarak belirlendi. Bobrek ve
akcigerde ise iki grubun aktiviteleri arasinda fark gézlenmemistir.
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Sekil 3.3 Eritromisin-ND enzim aktivitesinin Wistar albino sigan karacider, bobrek, akciger ve ince
bagirsaktaki degisimi her bir nokta iki set deney ve her bir deney u¢ olgimun ortalamasi alinarak
verilmistir *p<0,005 **p<0,001 (kontrol grubu icin n=8, SOX yetersiz grup igin n=30 olarak
belirlenmistir)

3.2.4.Kafein N-Demetilaz Aktivitesinin Tayini

Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki Kafein N-
Demetilaz aktivitesi Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan onerilen Nash metoduna gore formaldehit
miktarinin 412 nm’de spektrofotometrik olarak olglimesiyie tespit edildi. Elde edilen sonuglar Sekil
3.4'te gosterilmistir.

Kafein N-Demetilaz aktivitesi slfit oksidaz yetersiz grubunda kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat
artis gosterdi. Karaciger kontrol grubunda; 0,29 + 0,066 nmol/dakika/mg protein olarak olgtlen Kafein
N-Demetilaz aktivitesi, sulfit oksidaz yetersiz grubunda 0,657 + 0,06 nmol/dakika/mg protein olarak
belirlendi. Bobrekte ise; kontrol grubunda; 0,165 + 0,003 nmol/dakika/mg protein olarak Olgulen
aktivite,

Sulfit oksidaz yetersiz grubunda 0,081 + 0,006 nmol/dakika/mg protein olarak belirlendi ve
aktivitede azalma gozlendi. Akciger ve ince bagirsak Kafein N-Demetilaz aktivitelerinde ise iki grup
arasinda farklilik gozlenmedi.

3.2.5.Amino piren N-Demetilaz Aktivitesinin Tayini

Wistar Albino sican karacider, bébrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki 4-Dimetilamino
antipiren N-Demetilaz aktivitesi Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan onerilen Nash metoduna gore
412 nm'de spektrofotometrik olarak formaldehit miktarinin olgtimesiyle tayin edildi. Elde edilen
sonuclar Sekil 3.5'te gosteriimistir.

Yapilan olcumlerde 4-Dimetilamino antipiren N-Demetilaz aktivitesi karaciger kontrol grubunda;
0,779 + 0,03 nmol/dakika/mg protein olarak belirlenirken, sulfit oksidaz yetersiz grubunda ise 0,948 +
0,041 nmol/dakika/mg protein olarak belirlendi. Bobrek 4-Dimetilamino antipiren N-Demetilaz aktivitesi
ise kontrol grubunda; 0,582 + 0,048 nmol/dakika/mg protein, sulfit oksidaz yetersiz grubunda 0,54 *
0,034 nmol/dakika/mg protein olarak olcildi. Akcigerde iki grup arasinda fark gozlenmedi. ince
bagirsakta kontrol grubunda; 0,336 + 0,003 nmol/dakika/mg protein olarak &lgtlen 4-Dimetilamino
antipiren N-Demetilaz aktivitesi, sulfit oksidaz yetersiz grubunda ise 0,355 + 0,001 nmol/dakika/mg
protein olarak belirlendi.
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Sekil 3.4 Kafein-ND enzim aktivitesinin Wistar albino sican karaciger, bobrek, akciger ve ince
badirsaktaki degisimi her bir nokta iki set deney ve her bir deney (¢ olcimin ortalamast alinarak
verilmistir *p<0,005 **p<0,001 (kontrol grubu igin n=8, SOX vyetersiz grup igin n=30 olarak
belirlenmistir)
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Sekil 3.5 Aminopiren-ND enzim aktivitesinin Wistar albino sigan karaciger, bobrek, akciger ve ince
badirsaktaki degisimi her bir nokta iki set deney ve her bir deney (¢ dlgimin ortalamasi alinarak
verilmistir *p<0,005 **p< 0,001 (kontrol grubu igin n=8, SOX yetersiz grup i¢in n=30 olarak
belirlenmigtir)

3.2.6.Etoksirezorufin O-Deetilaz (EROD) Aktivitesinin Tayini

Wistar Albino sican karaciger, bobrek, akciger, ince badirsak mikrozomlarindaki Etoksirezorufin O-
Deetilaz aktivitesi florometrik olarak Burke ve Mayer (1974) metodu kullanilarak tespit edildi. Elde
edilen sonuglar Sekil 3.6'da gosterilmistir.

EROD aktivitesi karaciger kontrol grubunda; 128,1274 + 3,5 pmol/dakika/mg protein olarak
belirlenirken, silfit oksidaz yetersiz grubunda ise 92,8337 + 1,8 pmol/dakika/mg protein olarak
belirlendi. Bobrekte; kontrol grubunda; 13,3413 + 1,3 pmol/dakika/mg protein olarak ¢éigiilen EROD
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aktivitesi, silfit oksidaz yetersiz grubunda 6,9251 £ 2,1pmol/dakika/mg protein olarak belirlendi. ince
bagirsakta kontrol grubunda; 31,5570 + 2,5 pmol/dakika/mg protein, silfit oksidaz yetersiz grubunda
94730 + 0,9 pmol/dakika/mg proteindir. Akcigerde ise aktivite gozlenmedi.
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Sekil 3.6 EROD enzim aktivitesinin Wistar albino sican karaciger, bobrek, akciger ve ince
bagirsaktaki degisimi her bir nokta iki set deney ve her bir deney G¢ 6lcumun ortalamas: alinarak
verilmistir. “p<0,005 **p<0,001 (kontrol grubu icin n=8, SOX yetersiz grup igin n=30 olarak
belirlenmistir)

3.2.7.Pentoksirezorufin O-Depentilaz (PROD) Aktivitesinin Tayini

Wistar Albino sican karaciger, bsbrek, akciger, ince bagirsak mikrozomlarindaki Pentoksirezorufin
O-Depentilaz (PROD) aktivitesi florometrik olarak Burke ve Mayer (1974) metodu kullanilarak tespit
edildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.7'de gosterilmistir.

PROD aktivitesi silfit oksidaz yetersiz grubunda kontrol grubuna gore azalis goziendi. Karaciger
kontrol grubunda; 20,998 + 1,66 pmol/dakika/mg protein olarak ¢igtilen PROD aktivitesi, sulfit oksidaz
yetersiz grubunda 13,4549 + 0,6 pmol/dakika/mg protein olarak belirlendi. Bobrek ve akcigerde; iki
grup arasinda fark goézlenmedi. ince bagirsak PROD aktivitelerinde ise kontrol grubunda; 39,8865 +
2,86 pmoal/dakika/mg protein olarak olgulen PROD aktivitesi, stlfit oksidaz yetersiz grubunda 45,2914
+ 1,6 pmol/dakika/mg protein olarak belirlendi.

Benziloksiresorufin O-debenzilaz (BROD) ve metoksiresorufin O-demetilaz (MROD) aktiviteleri de
olguldu fakat orneklerde bu enzimierin aktiviteleri gézlenemedi.
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$ekil 3.7 EROD enzim aktivitesinin Wistar albino sican karaciger, bébrek, akciger ve ince bagirsaktaki
degisimi her bir nokta iki set deney ve her bir deney ¢ olgimin ortalamas! alinarak verilmigtir *p<
0,005, **p< 0,001 (kontrol grubu i¢cin n=8, SOX yetersiz grup igin n=30 olarak belirlenmistir)

3.2.8.DBFOD Aktivite Tayini

Wistar Albino sicanlara ait karaciger mikrozomlarinda DBFOD aktiviteleri DBF substrati
kullanilarak fluorometrik metotla tayin edildi. Eide edilen sonuglar Sekil 3.8'de gosterilmistir.

Sulfit oksidaz yetersiz grubunda kontrol grubuna gore azahs gozlendi. Karaciger kontrol
grubunda; 4,022 + 0,058 pmol/dakika/mg protein olarak Olgllen Aromataz aktivitesi, sulfit oksidaz
yetersiz grubunda 2,926 + 0,061 pmol/dakika/mg protein olarak belirlendi.
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$ekil 3.8 DBFOD enzim aktivitesinin Wistar albino sigan karaciger, bobrek, akcijer ve ince
bagirsaktaki degisimi her bir nokta iki set deney ve her bir deney (¢ dlgiimiin ortalamasi alinarak
verilmistir *p<0,005, **p<0,001 (kontrol grubu i¢in n=8, SOX yetersiz grup i¢in n=30 olarak
belirlenmistir)
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3.2.9.GST-CDNB Aktivite Tayini

Glutatyon S-transferazlar dokulara ait sitozollerde 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) substrati
kullanifarak galsildi. Maksimum enzim aktivite optimum sartlar tespit edildi. GST aktivitesi
spektrofotometrik olarak 340 nm'de Habig ve ark., (1974a) tarafindan onerilen metoda gére CDNB
substrat! kullaniarak tayin edildi ($ekil 3.9).

& Kontrol
3 SOX Yetersiz

160 -

140 -

120 -

100 -

GST (nmol/dakika/mg protein)
&

‘ -
Karacijer  Bobrek Akciger ince
Bagirsak

Sekil 3.9 GSTenzim aktivitesinin Wistar albino sigan karaciger, bobrek, akciger ve ince bagirsaktaki
degisimi her bir nokta iki set deney ve her bir deney g olgimin ortalamasi alinarak
verilmigtir. *p<0,005 **p<0,001 (kontrol grubu igin n=8, SOX yetersiz grup icin n=30 olarak
belirlenmistir)
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4. TARTISMA

Vicudumuza disandan alinan ilaglarin metabolize edilmesinde, enzimlerin  aktiviteleri ve
ekspresyonunda; beslenme, tur, genetik polimorfizm, yas, 6nceden gecirilmis hastaliklar patofizyolojik
sartlar, mikrobiyolojik ya da parazitolojik ajanlar gibi birgok faktér rol oynar. llag metabolizmasi ilag
etkilegimlerini de kapsayan farmakokinetik bir suregtir. Bu sirecte, temel hedef sistem bagirsaklar,
bobrekler, akciger ve beyinde de bulunmakla birlikte; ¢ogunlukla karacigerde hepatositlerin
endoplazmik retikulumlarinda bulunan CYP450 izoenzim sistemidir (Ament PW vd 2000). CYP450
izozimlerinin aktiviteleri, genetik yapt farkiiigi nedeniyle tirler arasinda da degismektedir. Enzim
aktivitesindeki farklilik ise ilacin farmakokinetiginde, dolayisiyla eliminasyonunda degisikliklere yol
acabilir (Belpaire ve Bogaert 1996, Spatzeneger ve Jaegger 1995). Sitokrom P450 bagimii ilag
metabolizmas) ve enzim aktiviteleri ve ekspresyonlan hastalik durumlarinda 6nemii degisiklikler
gostermektedir. Hastaliklar tarafindan baskilanan ya da indiklenen sitokrom P450 enzimlerinin
seviyeleri ilag atiimi ve potansiyel ilag toksisitesinin degismesine neden olabilirler. Sitokrom P450
enzimleri degigmis olan hastalann gevresel kirleticiler, kanserojenler ve diger ksenobiyotikler igeren
kimyasallarin yan etkilerine hassasiyeti de ayni zamanda ¢ok énemii sorundur. Ek olarak, hastalardaki
sitokrom P450 izozimlerin analizleri, steroid hormoniari ve yag asitleri gibi, sitokrom P450 tarafindan
katalize edilen bazi endojen substratlarin metabolizmasini agiklamada da yardimci olur.

llag metabolizmas, ilag-ilag etkilesimleri, ilag-diyet etkilesimleri, ila¢g kullaniminin yasa bagh
degisimi, ilaglarin gesitli hastaliklarla etkilesimi ve farkh tirlerdeki etkisi bircok arastiric tarafindan
caligtimistir (James vd 2005). Bu ¢alismalardaki temel amag; insan fonksiyonlarini ve bu islevierdeki
fonksiyon bozuklugunun nedenlerini olusturan mekanizmalarini anlayarak, daha saghkh bir yasam igin
uygun modeller gelistirilebilmesidir. Farmakolojik ve toksikolojik ¢alismalarda sicanlar gerek insanlara
benzer metabolik yollara sahip olmalari, gerekse birtakim benzer anatomik ve fizyolojik karakteristikleri
nedeniyle tercih edilirler. Bu karakteristikler emilim, dagiim ve atiim ozellikleridir. Sicanlar uygun
blyuklakleri, kisa yagam ve gebelik streleri, bulunma kolayligi, ekonomik olusu, daha uysal olmalari
ve Ozellikleri hakkinda genis veri tabaninin olmasi nedeniyle bilimsel arastirmalar icin oldukca
uygundurlar (Kacew S 2003). Bu nedenlerle bizde galismamizda Wistar albino sicanlarla ¢alistik.

Her ne kadar ilaglar, cevresel kirleticiler, diyetsel bilesenier ile kimyasal etkilesimleri ve ilaglarin
CYP450 genlerinin ifadelerinin Gzerine etkilerini arastiran birgok detayli calismalar yapiimasina
ragmen, CYP450 enzimlerinin patofizyolojik kosullarda dizenlenmeleri Gzerine yapilan ¢alismalar son
derece kisithdir. Son dénemde bu caligsmalar arastiricilar icin ilgi odag) haline gelmistir. Bizde benzer
nedenler ile bu galismamizda; otozomal resesif olarak ortaya gikan ve toksik olan silfitin detoksifiye
edilmesinde rol oynayan SOX enzim yetersizliginde, yine vicuda alinan ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonunda rol oynayan enzim sistemlerinin nasil etkilendigi ve bu hastalarda, hastalik
harici ilag kullaniminin etkilerinin nasil olabilecegi arastiriidi.

Siganlarda SOX yetersizligi ik olarak Gunnison ve arkadaslan tarafindan olusturulmus ve sulfit
toksisitesi caligmalarinda kullaniimigtir (Johnson ve Rajagopolon 1976). Bu deneysel modelin
insanlara uyarlanabilecek silfit toksisitesi calismalarinda kullaniimasinin ana sebepleri, sicanlarin
sulfit metabolize etme kapasitelerinin insana gére 20 kat fazla olmas! ve basta siganlar olmak (zere
deneysel sulfit toksisitesi caligmalarinda kullanilan pek gok tiiron farkli duzeyde silfit metabolize etme
yeteneklerinin  olmasidir (Gunnison vd 1981). Bu model, hayvaniarin diyetinden molibdenin
¢ikartilmasi ve igme sularina tungsten (W) ilave edilmesi sureti ile olusturulmaktadir. W verilmesinin
veya molibdensiz diyetin toksisitesi ile ilgili literatirde olduk¢a az sayida c¢alisma yapilmistir.
Toksisitesi hakkinda bilinenlerin oldukga az olmasina ragmen, W'in en disiik toksisiteye sahip metal
oldugu ileri striimektedir (Abedinzadeh 2001, Meng 2003). Bu ¢alismada SOX yetersizligi olusturma
metodunda kullanilan ve 7 hafta boyunca hayvanlarin igme suyuna ilave edilen 200 ppm’lik veya daha
yuksek tungsten dozu ile yapilmig bir toksisite galismasina rastlanmamistir. Tungsten verilmeksizin
diyetten molibden gikanimasinin ise herhangi bir toksisiteye neden olmadig bildiriimistir (Jakus V
2000). Tungsten verilmesi ve diyetten molibdenin ¢ikariimasi ile organizmada bulunan 3 enzimin
aktivitesinde eksikiik ortaya gikmaktadir. Bunlar stilfit oksidaz (SOX), ksantin oksidaz (XO) ve aldehit
oksidaz (AOX) enzimleridir (Cohen vd 1971, Johnson vd 1974). Daha ¢nce de bahsedildigi gibi SOX
enzim eksiklidi ile ortaya ¢ikan patolojik tablo ¢ok iyi bilinmekie birlikte, XO ve AOX enzim aktivitelerin
genetik olarak yoklugunda dahi yasami tehdit eden bir sorunun ortaya gikmadidi bildirilmistir (Johnson
ve Rajagopolon 1976).
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SOX yetersizligi olusturulan gruplarin daha az yem tukettikleri halde agirlik artiglarinin SOX enzimi
agisindan normal gruplardan farkl olmadig: saptanmistir. Bu, AIN-76 yeminin enerji degerinin (3902
kcal) normal sican yeminin enerji degerine gore (2300 kcal) daha fazla olmasina baglanabilir. igili
gruplarda SOX enzim aktivite yetersizliginin olusturuldugunu teyit etmek amaciyla karaciger SOX
enzim aktivitesi 6lgtimustur. Bu 6lgimlerin sonuglan etkin bir yetersizligin gelistigini gostermektedir.
Literatirde bu protokol uygulanarak karaciger SOX enzim aktivitesinin yaklasik %90-95 oraninda
azaldidr bildirilmigtir. Bu ¢ahsmada ol¢llen karaciger SOX enzim dizeyinin de yaklastk bu oranda
baskilandigi bulunmustur (Johnson ve Rajagopolon 1976, Hui vd 1989). Bu ¢alismada kontrol ve sulfit
oksidaz grupta bulunan deneklerin ortalama vicut agirliklan yaklasik olarak degiskenlik
gostermemistir (kontrol grup; 291 £ 32 ve silfit oksidaz yetersiz grup; 283 + 42).

Bu cahismada sulfit oksidaz yetersizlijinde ilag metabolize eden enzimlerin aktivitesi arastiridi. Bu
amagcla 7 hafta boyunca AIN-76 yemi ve 200 ppm W iceren suyla beslenen siganlardan elde dilen
karaciger, bobrek, akciger ve ince bagirsak dokularninda ilag metabolizmasinda rol oynayan enzimierin
aktiviteleri arastinidi. Caligmamizda anilin 4-hidroksilaz (A4H), N-nitrosodimetilamin N-demetilaz
(NDMA-ND), eritromisin N-demetilaz (ERND), kafein N-demetilaz (C3ND) ve aminopiren antipiren N-
demetilaz (APND) etoksirezorufin O-deetilaz (EROD), metoksirezorufin O-demetilaz (MROD),
pentiloksirezorufin O-depentilaz (PROD), benziloksirezorufin O-debenzilaz (BROD), glutatyon S-
transferaz (GST), aktiviteleri sulfit oksidaz yetersizlidi saglanmis olan siganlarda olgilerek, elde edilen
veriler kontrol gruplariyla karsilastinidr.

Calismamizda karaciferde A4H enzim aktivitesi silfit oksidaz yetersiz olan gruplarda kontrol
grubuna gore yaklagik 2,5 kat artis gosterdi. A4H enzim aktivitesinin dlglildigi bobrek, akciger ve ince
bagirsakta kontrol ve silfit oksidaz yetersiz gruplarda 6nemli bir farlilik gézlenmedi. Aktivitedeki artigin
en cok karacigerde oldugu goraldi. A4H aktivitesini katalizteyen CYP izoziminin CYP2E bir diger
aktivitesi olan NDMA N-demetilaz aktivitesinin incelendidi gruplarda ise karacigerde sulfit oksidaz
yetersiz olan gruplarda kontrol grubuna goére yaklasik 2 kat artis gézlemienmistir. Digandan besin ve
diger yollarla alinan, nitrosoamin bilesikleri, CYP2E geninin induksiyonunu artirmaktadir. Bu nedenle
nitrosoamin ve dijer kanserojen maddelerin biyotransformasyonunda rol almalarindan dolayt 6nem
kazanmustir. Elde edilen sonuglara gore, karacierde NDMA N-demetilaz aktivitesi artis gostermekle
birlikte, dlgim yapian diger dokularda belirgin bir artis gézlenmemistir. A4H ve NDMA-ND aktiviteleri
kontrol ve SOX yetersiz denek gruplarina ait dokularda paralellik géziendi.

CYP2E aktivitesi en ¢ok karaciderde artis gosterirken dier dokularda belirgin bir artis gézlenmedi.
Bu da karaciferin gastrointestinal sistemdeki konumu nedeniyle birgok yabanci maddenin
metabolizmasindan sorumlu, ilag toksisitesi igin hedef organ olmasindan kaynaklandig: gercedi ile
ortismektedir. CYP2E1 kanserojen bir madde olan N-nitrozaminle aktive olmaktadir. Viicuda alinan
azotiu gida maddelerinin metabolize edilmesi sirasinda muhtemelen CYP2E geninin indiksiyonu
artmaktadir. Bu genin induksiyonunun artmast, viicuda alinan cesitli besin maddelerinin hidroksile
edilerek polaritelerinin artirlmasini igermektedir. Sulfit oksidaz yetersizlidinde CYPZ2E aktivitesinin
karacigerde artis gostermis olmasi cesitli ilaglar, kanserojenier, antioksidanlar, anestezikler gibi
eksojen ksenobiyotiklerin  ve steroidler, ya§ asitleri aseton gibi endojen bilesiklerin
detoksifikasyonunda rol oynayan CYP2E ile sulfit oksidaz bagimli metabolizma arasinda iligki oldugu
ileri surilebilir.

Siganiarda obezitenin CYP2E1'nin Uzerindeki etkisi, 1990 yilinda Raucy ve arkadaslan tarafindan
test edilmistir. Hepatik CYP2E1 seviyelerinin bu hastalikta yikseldigini bulmuslardir. Yogun enerji
diyeti ile obez hale getirimis sican karacier mikrozomlarinda ve toplam P450 igeriginde %28
yikselme gozlenmistir. CYP2E1 ile iligkili katalitik aktivitelerden NDMA N-demetilasyon %66, anilin
hidroksilasyon %52, p-nitrofenol hidroksilasyonu %28 kuvvetlenmistir. Tersine obezite siganlarda
P4502C11 ve P4503A1 ile bagintili benzfetamin N-demetilasyonu ve eritromisin N-demetilasyonunu
degistirmemistir. Obezitenin patofizyolojik durumu ile CYP2E?'in induksiyonu gizli karaciger hastalig
insidansinin artmasi ve obezlikteki belirli kanserler igin biyokimyasal bir temel olusturabilecegi ileri
suriimostiur (Raucy vd 1990). Buna gore; boyle bireyler CYP2E1-aracili toksisiteler ve gevresel
ajanlarin CYP2E1-aracili metabolitlerinin olusumunun neden oldugu yan etkiler agisindan artmisg risk
tagirlar. Ayni gikanimin bizim ¢alismamizin temasi olan SOX yetersizlidi bulunan bireyler iginde ileri
s{riimesi mimkindar,

CYP2E'nin ekspresyonu arttidinda bu enzimle metabolize edilen ksenobiyotiklerin metabolizmasi
da hizlanir. Bu da hepatotoksik metabolitlerin gok miktarda Uretilerek metabolitieri toksik olan
hepatotoksisite olusturmasina neden olur. Bu tur ksenobiyotiklerin ve CYP2E'nin substratiarindan
birisi olan parasetamol, kireglenme dnleyici ve agn kesici olarak kullanian bir ilagtir.




CYP2E1, CYP4A ile birlikte yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve lipid peroksidasyonunu
baslatabilen uyarilabilir karacier sitokrom P450° lerden bir tanesidir. Artmis CYP2ET1
ekspresyonunun, hicresel hasar ile sonuglanan hiicre membraniarini perokside ederek hepatit
patogenezinde rol oynamaktadir. Weltman, deneysel bir nonalkolik steatohepatit modelinde CYP2E1
ekspresyonunun arttigint gostermistir. Imminohistokimyasal yéntemlerle, sican karacigerindeki
immdnolojik olarak boyanan CYP2E1 deseninin karacijer yaglanmasindakine ¢ok benzedigi ve
CYP2E1 ekspresyonunun insanlarda da arttigi saptanmistir. Ayrica CYP2E1'nin dagihm deseni alkolik
hepatit ile olduk¢a benzerlik gostermektedir (Weltman vd 1998). Arastirmacilar, nonalkolik
steatohepatit de artmig CYP2E1 ekspresyonunun hepatosit membraninda lipit peroksidasyonunu
indUkleyen serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden olabilecegdini distinmektedirler (Leclercq vd
2000). Bu nedenie artan CYP2E1 aktivitesinin eksojen metabolizmanin yani sira endojen
metabolizmada dahepatotoksisiteye neden olmasi SOX vyetersiz bireyler icin dahada &nemli
olabilecedi, parasetamol ve benzeri ilaglarin kullanimi SOX yetersiz hastalarda asin hepatoksik
reaksiyonlarin olusmasina neden olur. Bu tiir hastalarda bu ilaglann kullaniimasinda dikkatli olmasi
onerilir.

Karaciger, bobrek, akciger ve ince bagirsak mikrozomlarinda eritromisin N-demetilaz aktiviteleri
Slelldi. Karaciger ve ince bagirsak mikrozomlarindaki eritromisin N-demetitaz aktivitesi sulfit oksidaz
yetersiz olan gruplarda kontrol grubuna gére karacigerde yaklasik 3 kat, ince bagirsakta ise 2 kat artig
gosterdi. Sulfit oksidaz yetersizligi olan hastalarda kullanilan aritmik, antihistaminik ilaglarin etken
maddeleri CYP3A geninin indiksiyonunu artirmakta bununla baglantili olarakta, Eritromisin N-
demetilaz aktivitesinde de artig gozlenebilmektedir. Aktivite duzeyindeki degisimler tabi ki sadece
alinan ilaglarla degil birgok faktorin etkisiyle de degisebilmektedir. CYP3A vicuda giren
ksenobiyotiklerin ¢ogunun itk karsilastidi ksenobiyotik metabolize eden sitokrom P450 enzimidir ve
bagirsak duvan boyunca Karacifere kadar enterohepatik siklusta ¢ok miktarda bulunur. Bagirsak
duvarlarinda baglayan CYP3A'nin metabolik faaliyetleri karacigerde de devam eder. Bu durumda, her
hangi bir yolla alinan terap6tik bir ajan karacigere geldiginde, artmis CYP3A aktivitesiyle karsilaginca,
ilacin yikimi normaide olmasi gerektiginden daha hizl gergeklesecektir. Bu da ilacin beklenen plazma
konsantrasyonlarinda bir dUguse neden olur ve dozun arttirlmasini gerektirebilecektir. Bu da
beklenmedik hepatotoksisiteye sebebiyet verebilir. Bu durumun SOX yetersiz hastalarda kullaniimasi
Onerilir.

CYP3A ile metabolize edilen ilaglardan ilk akla geleni siklosporin'dir. Siklosporin, organ
transplantasyonlaninda, immin sistemin bireye nakledilen organi reddetmemesi icin bir
immunosuppressant olarak klinikte kullaniimaktadir. Siklosporin, hidroksilasyon ve N-demetilasyon
yoluyla farmakolojik olarak inaktif birgok Urline metabolize edilir ve sonug olarak yarilanma émri
seyrinde immin baskilayici aktivitesini kaybeder. Bu ilacin kanda dar bir konsantrasyon araliinda
kalmasi sarttir ve eger etkin konsantrasyonun altina diserse hepato ve bobrek toksisitesiyle doku
reddi gergeklegebilir.

Sitokrom P450 enzimleri arasinda, CYP3A4'in hem kesesi, b6yle buyik molekiler agirhkl
bilegiklere yer verebilen genig ve agik bir substrat bagtanma yerine sahiptir (Lewis 1996). Bu nedenle
cok degisik yapida, genis spektrumda birgok ilacin metabolizmasindan sorumiudur. Bu kadar fazla
ilacin metabolizmasindan sorumiu olmasindan dolayt SOX yetersiz bireylerde artis gostermesi de goz
onine ahnarak bu bireylerin diJer patofizyolojik tedavilerinde kullanilan ilaglarnin saptanmasinda
olduk¢a énem arz eden bir durum olarak degertendirilmelidir.

Bunlar arasinda HIV-1 enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan indinavir de CYP3A’nin ¢ok dnemii
bir substratidir. CYP3A4 nevirapin metabolizmasinin esas katalizorlerinden birisidir (Erickson 1999).
CYP3A ile metabolize edilen bir diger ilag, antikoagllant aktiviteye sahip olan ve damar i¢i pihti
olusumu ve gelisimini engellemek igin kronik olarak kullanilan varfarin’dir. Varfarinin insan
metabolizmasi, CYP3A4'l iceren birgok sitokrom P450 proteinini kapsar (Kaminsky ve Zhang
1997).CYP3A'nin akciger ve boébrekte artan aktivitesinin yol acacag: varfarin biyoyetenek kaybina,
karacigerde ise doz birikiminden dolayi hepatotoksisiteye yol acabilecegi olasidir.

Antidepresan ilag olan amitriptilin ve nortriptilin CYP2C ve CYP3A ile katalizlenir. Bu sitokrom
P450'lerin karacigerde inhibisyonu, bu ilaglarin plazma konsantrasyonlarinin artmasina yol agarak doz
dasartimesini gerektirebilir. Hiperkolesterolemi'yi 6nlemek igin kullanilan simvastatin, CYP3A ilk gegis
metabolizmasina ugrayan ilaglardandir. Bagisilik baskilayict ilaglarin (siklosporin), antibiyotiklerin
(eritromisin), antiepileptiklerin  (difenilhidantoin), steroidlerin  (etinilostrodiol) antidepresaniarin
(imipramin), kalp hastahgi (nifedepin) ve kanser (tomoksijen) tedavisinde kullanilan ilaglar
bulunmaktad:r.
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CYP1A2 enzim aktivitesi, bireyler arasinda dnemli élctide degisiklik gosteriren P450 aktivitesinden
birisidir. Aktivitesi dislik olanlarda etkilesmenin klinik énemi artar.

Kafein N-demetilaz aktivitesi ise sadece karacigerde slifit cksidaz yetersiz olan grupta kontrol
grubuna goére yakiasik 2 kat artis gostermistir. kafein vicudumuzda evrimsel kokenli olarak bulunan
bitkisel kokenli bir bilegskendir ve CYP1A2 tarafindan metabolize edilmektedir. Kafein hayvan
calismalarinda segici olarak hepatik CYP1A2Yyi yukselimistir ve daha az oicide CYP2Byi de
ylukseltmistir (Ayalogu 1995). Benzer buigular, farelere kisa dénem 3 gin intragastrik (50-150 mg/kg)
verimini takiben etoksi- ve metoksirezorufin O-dealkilaz aktivitelerinin doz bagimh stimulasyonunda ve
CYP1A1 ve 1A2 mRNA seviyelerinde karacigerde bir yikselis gozlenmistir (Goasduff 1998). Ayni
yazarlar ayrica, kafeinle aynt muameleyi takiben bobreklerde CYP1A1 aktivitesi ve mRNA
seviyelerinde bir yukselis rapor etmislerdir. Bunun yaninda, kafeinin yesil ve siyah ¢ayla muamele
edilen sicanlarda gérilen CYP1A2'nin ylkseltimesinden sorumiu oldugu ileri strlimistir (Bu-Abbas
1999). Bu calismada EROD akcigerde gtzlenmezken, diger dokularda ozellikie karacigerde SOX
yetersiz grupta kontrol grubuna gore azalis gozlenmigtir. CYP1AZ tarafindan katalize edildigi bilinen
MROD aktivitesi, hichir denek grubunda ve dokuda &igllebilir duzeyde gdzlemlenmemistir. Buna
ragmen butin veriler birlikte degerlendirildiginde CYP1A2 bagimh aktivitelerin (EROD, MROD ve
C3ND) bu calismada elde edilen veriler arasinda anlami bir iligki kurulamamistir. Kafein, ¢ok yaygin
toketilen mesrubatiarin icinde bulunmasindan dolayi, potansiyel olarak insanlarda sitokrom P450
aktivitesinin 6nemli bir modulatérudar. Asin kahve igiciler gunlok 3 g kadar kafein tiketebilirler (Barone
and Roberts 1996). Balk ve et vb hayli ytksek proteinli yiyecekierin pisimi esnasinda Uretilen yiyecek
kanserojenlerinin 6nemii bir sinifi olan heterosiklik aminlerin biyoakiivasyonu ve metabolizmasinda
degisimler gerceklestirdigi gozlenmistir (McArdle 1999, Embola 2001a, b). Buna gére kafeinin diyetle
ahmi, teofillin, fluvoksamin, melatonin ve fakrin gibi metabolizmasi ve atihmi CYP1A2 lzerine bagimh
flaclarin etkinligi Uzerinde dnemli bir etkiye sahip olabilir.

Sitokrom P450 ekspresyonunu arttiran diger besinler arasinda ¢ay bulunur. Sicanlarda yapilan
calismalarda yesil ve siyah caylara maruz kalinmasinin CYP1A2'nin artmasiyla sonuclandig
gorulmus, ancak dekafeinize edilmis cay bu etkiyi géstermediginden diger birgok besinde bulunan
kafeinin bu etkiden sorumiu oldugu dustntimektedir. Gergekien de sicanlarin icme suyuna kafein
katihinca CYP1A2'nin arthigi ve bir miktar da CYP2B aktivitesinin artti§i gozlenmistir (Ayalogu vd
1995). Bu caylar ayni zamanda baz! Faz Il konjugasyon enzim aktivitesini arttinir. Caydaki bitkisel
kimyasallar, besinsel alim miktarinda, karaciger sitokrom P450 profilini degistirdigi ve konjugasyon
aktivitesini duzenledigi anlasiimistir. Agir kahve igicilerinin ganluk 3 gr kafein tikettikleri kayda deger
bir bulgudur (Barone ve Roberts 1996).

PROD aktivitesi, karaciger mikrozomiarinda sulfit oksidaz yetersiz olan grupta kontrol grubuna
gére azalis gozlemlenirken, bobrek, akciger ve ince bagirsakta degisiklik gozlemlenmemistir. PROD
aktivitesi memelilerde, CYP2B ve benzeri izozimlerce kataliziendigi bilinmektedir. CYP2B ailesinin tek
aktif Uyesi olan CYP2B6'nin aktivitesi son zamanlarda pek ¢ok grup tarafindan ciddi arastirmalarda
incelenmistir. Ozellikle Ekins ve grubu pek ¢ok kimyasal ve ilaci, bu enzimin 6zel subsratlari olarak
degerlendirmektedirler. CYP2B6'nin katalize ettigi 6ne slrtlen reaksiyonlari arasinda 7-etoksi-4-
triflorometilkumarin  (7-EFCYnin  O-deetilasyon’'u  ve S-mefenitoin  N-demetilasyonu  vardir.
Siklofosfamid, diazepam gibi antideprasanlarin metabolizmasinda rol alan CYP2B6 aktivitesinin silfit
oksidaz yetersizligi bulunan sicanlarda baskilandigi gézlemlenmistir. Bu durumda CYP2B iligkili
protein seviyesinin azaldi§ diyabetik durumlarla benzerlik gostermektedir.

Amino piren N-demetilaz aktiviteleri incelenmis olan Wistar albino sican boébrek, akciger ve ince
bagirsaklarinda kontrol ve sulfit oksidaz yetersizligi olan gruplarin aktiviteleri arasinda farkliik
gozlenmezken, karacigerde sulfit oksidaz yetersiz olan grupta kontrol grubuna gore degiskenlik
gozlenmemistir. Onemli sitokrom P450 ilag metabolizatorlerinden bir digeri CYP2C'dir. CYP2C'nin
aktivite oicimleri Aminopiren N-demetilaz aktivite testleriyle belirlendi Antikoagulant varfarin,
CYP3A’nin oldugu kadar CYP2C'nin de 6nemli bir substratidir. CYP2C’nin diger bir substrati, agn
kesici olarak kullantlan ve bas, kas, sirt, dig, romatik ve sinirsel agnlar gidermede ve ates disurmede
kullanilan ibuprofen'dir. [buprofen’in, sulfit oksidaz vyetersizligi olan hastalarda karacigerde
aktivitesinde artis olmasi CYP2C ile gerceklesen metabolizmasint arimasina neden clacaktir. Bununla
baglantili olarakta ilacin konsantrasyonlarinin azalarak ve disik ve etkin olmayan dozlari ortaya
sebebiyet verecektir. Bu durumda doz seviyelerinin arttiriimast tavsiye edilir. CYP2C'nin bagka bir
substratt da, agn ve inflamasyona neden olan hormonlari indirgeyen, romatid kireglenme,
menstruasyonla iligkili abdominal kramplar ve eklem kireglenmesi gibi durumiarda olugan aciy
dindirmede kullanilan diklofenaktir. CYP2C'nin karacier ve akcigerlerde inhibe ediimesi, bu ilacin
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konsantrasyonlarini arttirarak asiri dozla iliskilendirilen organ toksisitesine yol acabilir. Fakat
bobreklerde induklenmis CYP2C aktivitesini takiben ilacin kierensi artar ve bu durumda bébrekle ilgili
bir klinik vakanin sagaltimi icin ilacin doz artinmi gerekebilir. Antidepresan ila¢ olan amitriptilin ve
nortriptilin CYP2C ve CYP3A ile katalizlenir. insan karacigerinde diazepam en fazla CYP3A4 ve
CYP2C19 ile katalizlenen oksidasyon ile metabolize olur.

flac metabolizmasinda sitokrom P-450 enzimlerinden CYP2D6, 2C19 ve 2C9'un roll daha fazladir
ve ilaclarla tedavi yanitini énemli oranda etkileyen sitokrom P450 enzimlerinin basinda da debrizokin
4- hidroksilaz (CYP2D6) gelmektedir (Eichelbaum ve Gross 1990). CYP2D6'nin 6nemi antiaritmikler,
antihipertansifler, blokérler, monoamin oksidaz inhibitorleri, morfin turevleri ve psikiyatrik hastalikliarin
tedavisinde sikca kullanilan antipsikotikler ve trisiklik antidepresanlar gibi onemli ilag gruplarini
metabolize etmesinden kaynaklanmaktadir

Sadece trisiklik antidepresaniar degil, yeni kullanima giren antidepresan ilaglardan biri olan
venlafaksin de CYP2D6 uzerinden metabolize edilmektedir ve yavas metabolizorierde kardiyovaskuler
toksisitenin daha fazla géruldugu bildiriimistir (Lessard vd 1999). Ancak su an igin bu veriler az sayida
hasta icin gecerlidir. Diger bir antidepresan grubu olan selektif serotonin geri alim inhibitorleri de
(SSRI) CYP2D6 ile etkilesmektedir. Paroksetin, fluvoksamin ve fluoksetin kismen CYP2D6 ile
metabolize edilirler. Ancak bu ilaclarin terapétik indeksleri géreceli olarak genis oldugundan, plazma
konsantrasyonlari ya da klirenslerindeki fenotip farkliliklan fazla degildir. Diger yandan, paroksetin ve
fluoksetin CYP2D6'nin kompetitif inhibitorleridir. Dolayisiyla, paroksetin ve fluoksetine ek olarak
CYP2D6'nin diger substratlaninin (trisiklik antidepresanlar gibi) birlikte ve-riimeleri durumunda, ek
olarak verilen ilaclarin eliminasyonlar bozulur. Sitalopram, fluvoksamin ve sertralinin bu tur inhibitor
etkileri yoktur ve CYP2D6 enzimiyle spesifik etkilesimlere neden clmazlar. Fluvoksamin ayni zamanda
CYP1A2 substrati ve gugli bir inhibitoradur. CYP1A2 enzimiyle kismen metabolize olan klomipramin,
imipramin, klozapin ve teofilin ile 6nemli etkilesimiere neden olabilir. Maprotilin ve mianserin gibi
tetrasiklik bilesiklerin metabolizmast da CYP2D6 polimorfizmi ile gesitli derecelerde etkilenmektedir.

Parkinson depresyonunda en gok kullanilan trisiklik antidepresan (TSA) grubu ilaglar klomipramin,
imipramin, amitriptilin'dir. Bu ilaglarin etkililik ve gvenilirlik profilleri agisindan belirgin bir farklibklarinmn
olmadigi belirtimektedir (Koller vd. 1994). Bu ilaglar kullanirken ana izoenzimlerden biri CYP2D6'dir.
Bu izoenzim haloperidol, perfenazin, tioridazin, TSA grubu antidepresanlar, kodein, bazi beta-
blokerler, tip 1-C antiaritmikler, methamfetamin ve fenitoin gibi ilaglarin metabolize edilmesinde de
énemli gorevier stlenmektedir (Stoudemire 1995). Fluoksetin ve major metaboliti olan norfluoksetin
CYP2D6'nin potent inhibitérleridir. CYP2D6'nin substrati olan desipraminin kan duzeyi, terapotik
dozlarda fluoksetin alan normal géniliilerde 4 kata dek artis gostermektedir. Fluvoksaminin metabolik
yollari tam olarak bilinmemekle birlikte CYP1A2 ve 2D6 ile metabolize oluyor olmasi gucli bir
olasiliktir. Bu nedenle de 1A2 ve 2D6'nyn indUktor ve inhibitorleri ile de etkilepir. Sigara igenlerde 1A2
indiksiyonu nedeni ile fluvoksaminin kan dizeyi duser. CYP2D6 aktivitesi distk olanlarda ise
fluvoksaminin kan dizeyt yikselir.

Paroksetin yiksek oranda CYP2D6 ile metabolize olur ve bu enzimin gugli bir inhibitridur. Diger
P450 enzimleri Uzerinde de orta derecede etkisi vardir. Sertralin fluoksetin ve paroksetine gore
CYP2D6'nin cok zayif ir inhibitorudur. Bu etkisi fluoksetin ve paroksetinden belirgin olarak az,
sitalopram ve fluvoksaminden fazladir. Sertraline bagh bazal 2D6 aktivitesi yiksek olanlarda daha
fazladir. Bu kisilerde ekilesmeler énemli olabilir. Mirtazapin CYP1A2 ve 2D6 ile 8-hidroksi metabolitine,
3A4 ile N-desmetil ve N-oksit metabolitierine dontsur.

Bu enzimin polimorfik oldugu ve buna bagl olarak birgok ilacin metabolize edilme hizinda bireyler
ve toplumiar arasi farkliliklarin bulundugu bilinmektedir (Aynacioglu vd 1999). Bu enzimin aktivitesi
bakimindan bireyler yavas, orta, hizli ve ultra hizli metabolizorler olmak tzere dort ait gruba ayrilirtar.
Bu enzimin aktivitesi toplumdan topluma degisiklik gosterebildigi gibi psikiyatrik hasta grubunda bu
farkhiliklarin normal populasyondan farkli olabilecedi belirtimektedir. AB.D. ve Avrupa'da yavas
metabolizér orani yaklasik %7 iken (Chen vd 1996, Sachse vd 1997), AB.D’de bir psikiyatri
hastanesinde yatarak tedavi géren 100 hasta Uzerinde yapilan ¢alismada hastalarin %14’Unin yavas
metabolizér olduklar bulunmustur (De Leon vd 1998). Ultra hizli hastalarda verilen ilacin etkili kan
duzeyine ¢ikamamasi nedeniyle psikotik semptomlar dizelmeyebilir. Antipsikotiklerin  etkisiz
denebilmesi icin 4-6 hafta beklenildigi de g6z onunde bulundurulursa hasta ve hekim icin vakit ve
maddi kayiplara neden olmaktadir. Bork ve arkadaslari (1999), ¢zellikle birden fazla ilagla tedavi
ediimeye calisilan hastalarin  CYP2D6 enzim aktivitesinin  bilinmesinin  yararli  olacagini
belirtmektedirler. Diger yandan yavas metabolizorlerde bazi ilaglar etkisiz de kalabilmektedir. Ornegin,
agizdan alinan kodeinin yaklasik %10'u P4502D6 araciligi ile metabolize olur ve morfine donustaralur.
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Bu donusum yavas metabolizor hastalarda yapilamayacagi icin, bu grup bireylerde kodeinin analjezik
etkisi cok az olur veya hi¢ olmaz. Yine yavas metabolizérlerde CYP2D6 aracihdi ile metabolize edilen
ilaglarin etki sreleri uzamakta veya kan dizeyleri toksik konsantrasyonlara yiikselebilmektedir (Coutts
ve Urichuk 1999, Bork vd 1999).

Bu galismada; karaciger, bdbrek, akciger ve ince badirsak sitozollerinde faz il enzimlerinden GST-
CDNB kullanilarak aktiviteleri tayin edildi. Yapilan Si¢ctimler sonucunda; Wistar albino sican karaciger
sitozollerindeki GST-CDNB aktivitesinde sulfit oksidaz yetersiz grupta kontrol grubuna gotre tim
dokularda degisiklik olmadigi géziemlenmistir. Glutatyon S-tranferazlar birgok elektrofiik maddeyi
veya faz | metabolitlerini glutatyon ile konjige eden faz il enzimlerinin énemli bir grubudur. SOX
yetersiz bireylerde GST aktivitesinde azalma olmamasi detoksifikasyon igin bir avantaj olarak kabul
edilebilir. Ancak bu durumun tam anlamiyla tespit edilebiimesi igin digder faz |l enzimlerinden en az
birka¢ tanesininde incelenmesi gereklidir.

Sekil 4.1 Kontrol grubuna gore SOX yetersiz grubun enzim aktivitesinin degisimleri

Aktiviteler Karaciger Bébrek Akciger Bagirsak
A4H 1 — - —
NDMA-ND 1 - — -
END 1 — - T
C3ND 1 - - -
AP-ND — — — —
EROD ! - - -
PROD - — — —
MROD * * * *
BROD * * * *
AROMATAZ ! ** ** **
GST ! - — —

T Artis | Azalis — : Degiskenlik gézlenmedi *: Aktivite tayin edilemedi **: Olgiim yapiimadi

Tablo 4.1’de kontrol grubuna gore SOX yetersiz gruptaki farklar gdéz énine alinarak Tablo 4.2'de
verilen llaglarin regete edilmesinde SOX yetersiz bireyler gdz dniine alinmalidir.
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Sekil 4.2 CYP450 ile metabolize olan ilaglar

CYP2E1
Anestetikler
Enfluran
Halotan
izofluran
Metoksifluran
Sevofluran
Anilin
Asetaminofen
Benzen
Etanol
Halotan
Karbontetraklorir
Kloroform
Klorzoksazon
Teofilin
CYP2CS
Amitriptilin
Rosiglitazon
irbesatran
Losartan
Valsartan
Fenitoin
Fluoksetin
Glipizid
Varfarin
Diklofenak
ibuprofen
Naproksen

Piroksikam

CYP2C19
Amitriptilin
Antiepileptikler
Mefenitoin
Diazepam
S-mefenitoin
Diazepam
Diklofenak
Heksobarbital
Varfarin
indometazin
Klomipramin
Mefobarbital
Moklobemid
Nelfinavir
Nilutamid
Primidon
Progesteron
Proguanil
Propranolol
Proton pompasi
Tolbutamid
Lansoprazol
Omeprazol
Pantoprazol
Siklofosfamid
Sitalopram
S-mefenitoin

Teniposid

CYP1A2
Amitriptifin
Antiprin
Asetaminofn
Estradiol
Fenasetin
Fluvoksamin
Haloperidol
imipramin
Kafein
Klomipramin
Kiozapin
Meksiletin
Naproksen
Olanzapin
Ondansetron
Parasetamol
Propranolol
Riluzol
Ropivakain
Siklobenzaprin
Takrin
Tamoksifen
Teofilin
Varfarin
CYP2B6
Bupropion
Diazepam
Mianserin

Nikotin

CYep2Ds
Antiaritmikler
Aprindin
Enkainid
Flekainid
Meksiletin
Propafenon
Beta blokérler
Alprenolol
Bufuralol
Karvedilol
Metoproloi
Propranolol
Timolol
Noroleptikler
Perfenazin
Haloperidoi
Tiyoridazin
Zuklopentiksol
Risperidon
Klozapin
Perfenazin
Opiyatlar
Dekstrometorfan
Dihidroergokodein
Etilmorfin
Hidrokodon
Kodein
Tramadol
SSRrlar

CYP3A4
Antiaritmikler
Amiodaron
Lidokain
Propafenon
Kinidin
Antihistaminikler
Astemizol
Klorfeniramin
Antikanser ilaglar
Ifosfamid
Tamoksifen
Toremifen
Vinblastin
Kortizol
Midazolam
Triazolam
Alprazolam
Bromazepam
Diazepam
Eritromisin
Indinavir
Nelfinavir
Simvastatin
Hormonlar
Etinilestradiol
CYP2A6
Kotinin
Kumarin

Nikotin
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5. SONUGC

Gunumizde gelisen endistri ve artan cevre kirliligi ile birlikte birgok kimyasal maddeye maruz
kalinmaktadir. llag sektorii de, sosyal gelismelerin yani sira, uygulanan saghk politikalarina da paralel
olarak ileri teknoloji kullanan ve hizla gelisen bir sekior olarak bu biiyiimeden payini almistir.
Hastaliklarin tani ve tedavileri igin gerekli olacak ilaglarin tarafsiz ve bilimsel bicimde etkinliginin ve
guveniliriginin tespit edilebilmesi icin aydinlatici ¢calismalar yapiimalidir. Bunu yani sira kullanilan
ilaglarin metabolizasyonu ve bu metabolik yollarda rol oynayan bilesenlerin etkinliginin ve aralarindaki
etkilesimin arastinimasinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda;, GST (glutatyon S-transferaz), EROD (etoksirezorufin O-Deetilaz), MROD
(metoksirezorufin O-Demetilaz), PROD (pentiloksirezorufin O-Depentilaz), BROD (benziloksirezorufin
O-Debenzilaz), anilin 4-hidroksilaz (A4H), N-Nitrosodimetilamin N-demetilaz (NDMA-ND), eritromisin
N-demetilaz (ERND), kafein N-Demetilaz (CN3D) ve aminopiren N-demetilaz (APND) ve aromataz
aktivitelerinin  silfit oksidaz enziminin yetersizligindeki etkileri tammlanmistir.  Sulfit oksidaz
yetersizliginde ozellikle karacigerde A4H, NDMA-ND, CN3D ve ERND aktiviteleri artris, EROD,
aromataz ve GST aktiviteleri azalmis ve APND ve PROD aktivitelerinde degiskenlik gézlenmezken,
MROD ve BROD aktiviteleri tayin edilememistir. Bu ¢alismamizda vicuda eksojen ya da endojen
olarak alinan stlfitin detoksifiye edilmesinde rol oynayan suifit oksidaz enzimiyle, yine viicuda ahlinan
ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda rol oynayan enzim sistemleri arasindaki iligki arastinimis,
suffit oksidaz enzim eksikliginin ksenobiyotik metabolizmasi Uzerine olan etkileri ile ilgili literatirde
referanslara rastlanmamistir. Yapilan ¢alisma sonuglar kendi iginde degerlendirildiginde slfit oksidaz
yetersizligi bulunan ve cesitli hastaliklardan dolayi ilag kullanmak zorunda olan hastalarda ilaglann
daha dikkatli recetelenmesi ve aradaki etkilesimlerin gdz 6niinde bulundurulmasi énerilebilir.
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0z: Bu calismada 7 hafta boyunca AIN-76 yemi ve 200 ppm W igeren suyla beslenen sulfit
oksidaz yetersizligi saglanmis olan siganlardan elde edilen dokularda ilag metabolizmasinda rol
oynayan anilin 4-hidroksilaz, N-Nitrosodimetilamin N-demetilaz, eritromisin N-demetilaz, kafein N-
demetilaz ve aminopiren antipiren N-demetilaz etoksirezorufin O-deetilaz, metoksirezorufin O-
demetilaz, pentiloksirezorufin O-depentilaz, benziloksirezorufin O-debenzilaz, glutatyon S-
transferaz- aktiviteleri 6igilerek elde edilen veriler kontrol gruplanyla karsilagtinidi. Yapian
olcimler sonucunda; anilin 4-hidroksilaz, N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz, eritromisin N-
Demetilaz ve kafein N-demetilaz aktivitelerinde karacigerde kontrol grubuna gore sulfit oksidaz
yetersiz grupta artig gézlemlendi. Eritromisin N-Ddemetilaz aktivitelerinde ince bagirsaktada artis
tespit edildi. Aminopiren N-demetilaz, etoksirezorufin O-deetilaz, pentiloksirezorufin O-depentilaz
aktivitelerinde, yaklasik olarak bir degiskenlik gézlenmezken, yapilan élgimlerde metoksirezorufin
O-demetilaz ve benziloksirezorufin O-debenzilaz aktiviteleri ise tayin edilemedi. GST-CDNB
aktivitesinde de karacigerde de sulfit oksidaz yetersiz grupta kontrol grubuna gore azalig
gozlenirken ¢ok buyuk bir degiskenlik tespit edilemedi.

Anahtar Kelimeler: Stlfit oksidaz, Sitokrom P450 enzimleri, {lagian metabolize eden enzimler

Projeden Yapilan Yayinlar: Heniiz Yayin Yapiimamigtir ($u an Food Chem. Toxicol igin bir yayin

hazirlanmaktadir).
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