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OZET

Nitrorediktazlar nitro grubu tasiyan bircok bilesigin indirgenmesi
reaksiyonunu katalizleyen flavo enzimlerdir. Bu enzim ailesinin kanser terapileri ve
biyodegredasyon olmak Uzere birden fazla kullanim alani vardir.

Bu tez calismasinda iki farkli nitrorediiktaz (Ssap-NtrB ve GkNtrA) kullanilarak
cesitli biyoteknolojik uygulamalar c¢alisildi. Ozellikle bu enzimlerin kanser
terapilerinde  kullanilma  potansiyellerine yonelik E. coli NfsB/CB1954
kombinasyonuna alternatif olabilecek yeni ve daha etkili kombinasyon olusturulmasi
amaclandi. ilk bélimde GkNtrA’nin biyokimyasal karakterizasyonuna yénelik
¢alismalar yapildi. Elde edilen bulgular bu enzimin E. coli NfsB’den daha kararli ve
CB1954’e karsi daha yliksek aktiviteye sahip oldugunu gosterdi. Bu sonuglar
GkNtrA’nin  kanser terapisinde kullanilma potansiyelinin yiksek oldugunu
desteklemektedir. ikinci bélimde kanser terapilerinde kullanilma potansiyeli
olabilecegi diisuinillen bilinen veya yeni toplam 51 ilag-6nci adayinin Ssap-NtrB ve
GkNtrA kullanilarak aktivasyon taramalari HPLC analizleri ile gergeklestirildi. Her iki
enzim ile de bu bilesiklerin neredeyse tamamina yakininin indirgendigi ve LC-MS/MS
analizi sonuglarina gére hidroksilamin ve/veya amin tirevi metabolitlerin olustugu
goruldi. Kanser ve saglikh hiicre hatlariyla gerceklestirilen sitotoksisite calismalari
sonucunda 10 bilesigin kanser terapileri igin kullanilma potansiyeli olabilecegi
distndlmektedir. Tezin son bolimiinde ise S. saprophyticus (ropatojen
bakterilerisine karsi kullanilan bir antibiyotik (SMX) lzerine ¢alismalar yapildi. Sivi
kiltiir deneylerinde SMX’in pro-antibiyotik formunun (NO2-SMX) SMX’ten daha iyi
inhibisyon etki gosterdigi goruldu. Ayrica disk difiizyon deneylerinde pro-antibiyotik
formun bu patojen bakteriye ait enzim (Ssap-NtrB) kullanilarak indirgenmesi sonucu
elde edilen metabolitlerin neredeyse SMX kadar S. saprophyticus Uzerine etkili
oldugu gorildi. Bu galisma NO2-SMX ve enzimatik indirgenme urinlerinin mevcut

antibiyotikten daha iyi bulunmasina yol acabilecek bilgiler saglanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Nitrorediiktaz, ilag-6ncii, nitroaromatik bilesikler,

biyotransformasyon, enzimatik indirgeme.



SUMMARY

Nitroreductases are flavoenzymes that catalyze the reduction of many
compounds carrying nitro groups. These enzymes have several applications
including their usage in cancer therapy and biodegredation.

In the present work, several biotechnological applications were studied using
two different nitroreductases (Ssap-NtrB and GkNtrA). To get a new and more
effective NTR/prodrug combination which may be an alternative to the E. coli
NfsB/CB1954 for cancer therapy. In the first chapter, biochemical characterization
of GkNtrA was carried out. It was found that this enzyme was more stable and had
higher catalytic activity with CB1954 than E. coli NfsB. These results indicated that
GkNtrA might be used in cancer therapy. In the second chapter, known or new
prodrug candidates (51 compounds) which could be useful in cancer therapies, have
been screened for activation using Ssap-NtrB and GkNtrA through HPLC and LC-
MS/MS analysis. Nearly all of these potential prodrugs were reduced by both of the
enzymes, resulting in hydroxylamine and/or amine derivative metabolites.
Cytotoxicity studies using non-cancer and cancer cell lines showed that 10
compounds have potantials to be used in cancer therapy. In the last chapter,
studies on the usage of antibiotic, SMX used against S. saprophyticus uropathogenic
bacteria, were carried out. It was found that the pro-antibiotic form of SMX (NO»-
SMX) was much more effective than SMX itself against S. saprophyticus in liquid
medium. It was also found that the metabolites of NO,-SMX obtained using Ssap-
NtrB were as much effective as SMX in disk diffusion assays. The present study
provides information which could lead to finding antibiotics better than the

commercial ones.

Key Words: Nitroreductase, pro-drug, nitroaromatic compounds,

biotransformation, enzymatic reduction.
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Kisaltmalar
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiziNi

Aciklamalar

2,4-dinitrotoluen

2,6-dinitrotoluen

2-nitrotoluen
5-(aziridin-1-yl)-2-hidroksilamino-4-nitrobenzamid
5-(aziridin-1-yl)-4-hidroksilamino-2-nitrobenzamid
3-nitrotoluen

4-nitrobenzoik asit

4-nitrotoluen

Asetonitril

Absorption, distribution, metabolism, excrection and toxicity

Sigir serum alblimin
5-aziridinyl-2,4-dinitrobenzamid
Dimetilstlfoksit

Dinitrobenzamid mustardlar

Etanol

Flavin adenin dinlkleotit

Format dehidrogenaz

Flavin mononikleotit

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
Gen yoOnlendirilmis enzim-ilag-6ncu tedavisi
Global model quality estimation

insan karaciger kanser hiicre hatti

Yiksek performans sivi kromatografisi
insan Kolon kanser hiicre hatt

insan endometrium gébek kordon endotelyal hiicre hatt
izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranozid

Potasyum hekzasiyanoferrat (ll1)
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LC-MS/MS
MeOH
MTT
NAD(P)H
NFZ
NTOIN
NTR

OoD

PA

PC3

PYB

RT
QMEAN4
SMX
SN23862
SRB

TNT

TSE

TSK

Sivi kromatografisi-kitle-kiitle spektrometresi
Metanol
2-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-3,5-diphenyl bromid
Nikotinamid adenin dinikleotit (fosfat) indirgenmis formu
Nitrofurazon

Nitrofurantoin

Nitroreduktaz

Optik yogunluk

Pikrik asit, 2,4,6-trinitrofenol

insan prostat kanser hiicre hatti

Pepton yeast ekstrakt sivi besiyeri

HPLC kolonda alikonma siiresi

Quality model energy analysis

Stilfometoksazol
5-[bis(2-kloroetil)amino]-2,4-dinitrobenzamid
Sulforhodamine B

2,4,6-trinitrotoluen

Tampon+substrat+enzim

Tampon+substrat+kofaktor
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SEKILLER DiziNi

Sekil No:

1.1:

2.1:
2.2:

2.3:
3.1:

4.1:
4.2:

4.3:
4.4:
4.5:
4.6:
4.7:
4.8:
4.9:

4.10:

4.11:

4.12:

4.13:

Nitro grubu tasiyan bilesiklerin nitrorediiktaz tarafindan nitroso,
hidroksilamin ve amin bilesiklerine indirgenmesi.

Bakterilerde polinitroaromatik bilesiklerin indirgenme yollari.
Nitroaromatik substratlarin tip Il (oksijen hassasiyeti olan) ve tip |
(oksijen hassasiyeti olmayan) indirgenmesinin sematik gosterimi.
CB1954 indirgenmesi sonucu olusan metabolitler ve genotoksisiteleri.
Tez calismasi kapsaminda kanser terapilerinde kullanilma potansiyeli
arastirilan ilag-6ncu bilesikleri ve agik yapilari.

GkNtrA ve ticari FMN’ye ait UV-Vis spektrumu.

FMN’e ait HPLC kromatogramlari a) ticari FMN, b) GkNtrA’dan flavin
ekstraksiyon ornegi.

GkNtrA aktivitesine iyonik siddet etkisi.

pH’In GKNtrA aktivitesi Gzerine etkisi.

Sicakhgin GkNtrA aktivitesi lizerine etkisi.

GkNtrA’nin isil kararlihginin belirlenmesi.

GkNtrA aktivitesi Gizerine organik ¢ozlicl etkisi.

GkNtrA’nin kofaktor tercihine ait Michaelis—Menten grafigi.

a) NADH ve b) NADPH kullanilarak GkNtrA’nin CB1954’( indirgemesi
reaksiyonunun kararli hal kinetigi.

a) NADH ve b) NADPH kullanilarak GkNtrA’nin SN23862’yi indirgemesi
reaksiyonunun kararli hal kinetigi.

a) NADH ve b) NADPH kullanilarak GkNtrA’nin 2,4-DNT’yi indirgemesi
reaksiyonunun kararli hal kinetigi.

NFZ ve NFZ/askorbik asit iceren reaksiyonlarda GkNtrA aktivite
degisiminin karsilastiriimasi.

2-NT ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman

araliklariyla alinmis spektrumu.
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4.14:

4.15:

4.16:

4.17:

4.18:

4.19:

4.20:

4.21:
4.22:

4.23:

4.24:

4.25:

4.26:

4.27:

4.28:

3-NT ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmig spektrumu.

4-NT ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmig spektrumu.

2,4-DNT ve GKNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmig spektrumu.

2,6-DNT ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkh zaman
araliklariyla alinmis spektrumu.

TNT ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmis spektrumu.

Pikrik asit ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmis spektrumu.

GkNtrA’nin substrat segiciliginin belirlenmesinde kullanilan bilesikler
ve acik yapilari.

4-NBA’nin ve indirgeme Urlinlerinin agik yapisi.

4-NBA’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait zamana karsi
a) substrat ve kofaktor azalisi ve b) Girin olusumu.

4-NBA’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun 26. saatine ait
HPLC kromatogrami.

Artan NFZ konsantrasyonuna karsi farkli sicakliklarda olgllen
GkNtrA'nin spesifik aktivitesi.

NFZ'nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunda baslangic ve
reaksiyon sonrasi NFZ ve NADH’in miktar degisim grafigi.

NFZ’nin  GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami.

NFZ'nin GkNtrA katalizli indirgenmesi sonucu olusan toplam Grlinlerin
sicakhga ve artan NFZ konsantrasyonuna gore degisimi a) 13 dakikalik
reaksiyon b) 30 dakikalik reaksiyon.

NTOIN’in GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait zamana karsi

substrat azalisi ve Urin olusumu.
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4.29:

4.30:

4.31:

4.32:

4.33:

4.34:

4.35:

4.36:

4.37:

4.38:

4.39:

4.40:

4.41:

4.42:

4.43:

NTOIN’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun 116. dakikasina
ait HPLC kromatogrami.

2-NT'nin  GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami.

3-NT'nin  GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami.

4-NT’nin  GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami.

2,4-DNT’nin  GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami.

2,6-DNT’nin  GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami.

TNT’in  GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami.

PA'nin  GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami.

CB1954'lGin GkNtrA katalizli indirgenmesi reaksiyonunun 0, 1 ve 10.
dakikalarina ait HPLC kromatogrami.

SN23862’'nin GkNtrA katalizli indirgenmesi reaksiyonunun 0, 1, 10, 20,
30 ve 45. dakikalarina ait HPLC kromatogrami.

2,4-DNT’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait zamana
karsi substrat azaligi ve Urin olusumuna ait HPLC kromatogrami.
2,4-DNT’nin indirgenmesi sonucu olusmasi muhtemel bilesikler ve
katleleri.

2,4-DNT’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunda kontrol ve 10
s, 10 dk, 1 saatlik reaksiyona ait HPLC kromatogrami.

2,4-DNT’nin GkNtrA katalizli indirgenmesi reaksiyonunda reaksiyon
bilesenlerinin zamana karsi % alan degisimi.

2,4-DNT'nin  GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunda HPLC

analizinde zamana karsit NADH degisimi (340 nm).
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4.44;

4.45:

4.46:

4.47.

4.48:

4.49:

4.50:

4.51:

4.52:

4.53:

4.54:

4.55:

4.56:

4.57:

4.58:

2,4-DNT’in  GkNtrA katalizli indirgenme reaksyonunun GC-MS
analizine ait a) TIC (Total lon Chromatogram) ve b) 182 ve 152
kitleleri secilerek elde edilen MIC kromatogrami.

182 kiitleli 10,60 dakika alikonma siiresinde gelen pikin (2,4-DNT)
kiitle spektrumu.

152 katleli 10,71 dakika alikonma siiresinde gelen pikin (2-nitro-4-
aminotoluen) kitle spektrumu.

316 kutleli 24.81 dakika alikonma siresinde gelen pikin (azoksi
bilesigi) GC kromatogrami ve kitle spektrumu.

GkNtrA ve GkNtrA’a en yiksek benzerlik gdsteren nitrorediiktazlarin
aminoasit dizi analizi ve GkNtrA’nin muhtemel sekonder yapisi.
GkNtrA ve tip 1 (oksijen hassasiyeti olmayan) nitrorediiktaz sliper
familyasinin filogenetik analizi.

NTR katalizli Ping-Pong bi-bi reaksiyon mekanizmasi.

Model GkNtrA’nin sekonder yapisi.

FMN ile hidrojen bagi yaparak etkilesimde bulunan aminoasitler.

Tez calismasinda kullanilan potansiyel ilag-6nci bilesiklerin Ssap-NtrB
ve GkNtrA katalizli reaksiyonlarinin HPLC analizlerinden elde edilen
sonuglar.

a) Ssap-NtrB ve b) GkNtrA katalizli 14 nolu bilesigin rediksiyonu
reaksiyonunun zamana karsi HPLC kromatogrami.

a) Ssap-NtrB katalizli 8b’nin rediksiyonu reaksiyonunun zamana karsi
HPLC kromatogrami, b) zamanla driin ve substrat miktarindaki
degisim.

8c potansiyel ilag-Onclslinin  Ssap-NtrB  katalizli indirgenme
reaksiyonunun HPLC kromatogrami.

8c potansiyel ilag-6nclsinin Ssap-NtrB katalizli indirgenmesinde
reaksiyonun sdresinin Urin profilindeki degisimine ait HPLC
kromatogrami.

8c potansiyel ilag-6ncilisiiniin Ssap-NtrB katalizli indirgenmesiyle

olusan P1, P3, P7 ve P9 (riinlerinin zamanla miktarlarindaki degisim.
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8a‘nin a) acik yapisi, b) Ssap-NtrB ile reaksiyon oncesine ait LC
kromatogrami ve c) 22,35 dk’da gelen pikin MS spektrumu.

8a‘nin a) indirgenme drinlerinin acik yapisi, b) Ssap-NtrB ile
reaksiyonuna ait LC kromatogrami ve c) 6,92 dk’de gelen pikin MS
spektrumu.

8a‘nin GkNtrA ile reaksiyon oOncesine ait (a) LC kromatogrami (b)
22,35 dk’de gelen pikin LC-MS spektrumu.

8a‘nin a) indirgenme Urinlerinin acik vyapisi, b) GkNtrA ile
reaksiyonuna ait LC kromatogrami ve c) 17,04 dk’de gelen pikin MS
spektrumu.

8a’nin nitrorediiktaz aracili indirgenmesi sonucu olugsmasi muhtemel
metabolitler.

8b‘nin a) acik yapisi, b) Ssap-NtrB ile reaksiyon 6ncesine ait LC
kromatogrami ve c) 21,78 dk’de gelen pikin MS spektrumu.

8b‘nin Ssap-NtrB ile reaksiyonuna ait a) LC kromatogrami, b) 16,1
dk’de gelen pikin MS spektrumu, c) 15,9 dk’de gelen pikin MS
spektrumu ve d) 4,6 dk’de gelen pikin MS spektrumu.

8b‘nin GkNtrA ile reaksiyon 6ncesine ait (a) LC kromatogrami (b)
21,78 dk’de gelen pikin MS spektrumu.

8b‘nin GkNtrA ile reaksiyonuna ait a) LC kromatogrami b) 16,13 dk’de
gelen pikin MS spektrumu, c) 15,91 dk’de gelen pikin MS spektrumu.
NO2-SMX’(in Ssap-NtrB katalizli indirgenme reaksiyonuna ait zamana
karsi substrat azalisi ve lriin olusumuna ait HPLC kromatogrami.

8b substratinin nitrorediktaz aracili indirgenmesi sonucu olusmasi
muhtemel metabolitler.

MTT yontemi ile potansiyel ilag-6nci bilesiklerin Hep3B, HT-29 kanser
hicre hatti ve HUVEC saglikh hiicre hatti Gzerine sitotoksik etkisi.

a) Pro-antibiyotik sentezi (NO2-SMX, 3) ve b) nitrorediiktaz katalizli
indirgeme sonucu olusmasi muhtemel Grinler (NO-SMX, 4; N*-OH-

SMX, 5 ve SMX, 6).
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1. GIRIS

Nitrorediktazlar (NTR), oksidorediiktaz sinifinda yer alan bir enzim ailesidir ve
yapisinda prostetik grup olarak FMN veya FAD bulunur. Kofaktér olarak NAD(P)H
kullanarak nitro grubu tasiyan bircok bilesigin indirgenmesi reaksiyonunu
katalizleyerek sonug olarak hidroksilamin ve amin tirevi bilesikler olusur (Sekil 1.1).
Simdiye kadar sadece iki tip bakteriyal nitrorediiktaz karakterize edilmis olup bunlar

tip | (oksijen hassasiyeti olmayan) ve tip Il (oksijen hassasiyeti olan) nitrorediktazdir

[1], [2].

NTR NTR NTR
R-NO, R-NO R—-NHOH R-NH,
NAD(P)H/\‘ . NAD(P)H/_\ . NAD(P)H .
NAD(P) NAD(P) NAD(P)
(R= aril, alkil)

Sekil 1.1: Nitro grubu tasiyan bilesiklerin nitrorediiktaz tarafindan nitroso,
hidroksilamin ve amin bilesiklerine indirgenmesi.

Oksijen hassasiyeti olmayan, NAD(P)H bagimli bakteriyal nitrorediktazlar ¢ok
yonli enzimlerdir. Ticari degeri yiksek kimyasallarin sentezi [4], [5] nitroaromatik
bilesiklerin biyodegredasyonu ve kirliligin dnlenmesi [6] ve kanser terapileri gibi [7],
[8] cesitli uygulamalari mevcuttur.

Nitrorediktazlarin  medikal uygulamalarinin  basinda gelen kanser
terapilerindeki kullaniminda kararlilik ve konjuge sistemlerdeki etkinliginin diisik
olmasi gibi ©6nemli sinirlamalardan dolayr yeni nitrorediiktaz arayiginda
bulunulmaktadir. Bu sebeple biri mezofilik kaynakh digeri ise termofilik kaynakh
olmak Gzere iki yeni nitrorediiktazin klonlanmasi, ekspresyonu ve mezofilik kaynakl
olanin karakterizasyonu daha énce GTU-Biyokimya laboratuvarinda gerceklestirildi
[9], [10]. Bu enzimlerin genis biyoteknolojik uygulama alanlarinin olmasi ve mevcut
enzimlerin yeterli Ozellikleri saglamamalari dolayisiyla yeni nitrorediiktaz

gelistirilmesi 6nem tasimaktadir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Flavin tasiyan nitrorediiktazlar (NTR) oksidorediiktaz sinifina ait ve yapisal
olarak homolog olan enzim grubudur. Bu enzimler bilesiklerdeki nitro grubunun (-
NOz), hidroksilamin (-NH-OH) {(zerinden amin (-NH2) grubuna dénldsimini
katalizler. Nitrorediiktazlar cok cesitli substratlari kabul etmeleri bakimindan 6zel
enzimlerdir. Bu enzimleri énemli kilan &zelliklerinden biri de kanser tedavilerinde
kullanilma potansiyelidir. ila¢ éncii (prodrug)/NTR sistemi gen yénlendirilmis enzim
ilag-6ncii tedavisinde (GDEPT) kullanilan sistemlerden biridir [11]. Prensip olarak bu
sistemde, ilag 6ncu bilesik NTR’lar tarafindan indirgenerek aktif formuna donusur ve
olusan sitotoksik bilesik DNA capraz baglayici ajan olarak gorev yaparak timor
hiicrelerindeki DNA’ya baglanip tiimor gelisimini engeller. Bu alanda bilinen en iyi
ornek E. coliden elde edilen NTR ile CB1954 (5-aziridinyl-2,4-dinitrobenzamid)
kombinasyonunun kullaniimasidir [12]-[16]. Ancak, E. coli NTR’nin kullaniminda
kararhliginin az olmasi ve biyokonjuge sistemlerde etkinliginin diisiik olmasi gibi
sinirlamalar s6z konusudur. Tim bu sinirlandirmalarin asiimasi ve daha etkili
NTR/ilag 6ncu sistemlerin gelistiriimesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Cagimizin hastalig
olarak bilinen kansere karsi literatiire kazandirilacak her yeni bilgi, yaklasim
fazlasiyla 6nem tagsimaktadir. Su ana kadarki mevcut enzim ilag-6nci
kombinasyonlari ile gerceklestirilen gen terapinin kanser hastalari Gizerindeki klinik
denemelerinde (faz I/ll) etki gorilmesine ragmen bu etki istenilen seviyeye
ulasmamistir [17]-[22]. Daha vyiksek etki gosterebilecek kombinasyonlarin
olusturulmasina yonelik arastirma yapmak 6énem tasimaktadir. Bu tez kapsaminda
elimizdeki mevcut nitrorediktazlar kullanilarak yeni ve/veya bilinen ilag-Oncii
bilesikler ile gerceklestirecegimiz calismalardan elde edecegimiz sonuclar ile daha
etkili bir NTR/ilag-6ncl bilesik kombinasyonunun olusturulabilmesine yonelik
katkilar saglayacagimizi diisiinmekteyiz. ila¢ gelistirme, tim diinyada hiz kesmeden
devam eden bir galisma alani olup mevcut ilaglarin yan etkilerinin giderilmesi, daha
etkili yeni ilacglarin kesfi gibi amaclarla 6nemini stirdirmektedir. Cok fazla ve bilingsiz

kullanilan ilaglardan biri olan antibiyotiklerin daha disik dozda bununla birlikte



daha etkili olmalari yoninde arastirma yapmak amaciyla da bu tez icerisinde
¢alismalar yapildi.

Bitunlik saglamasi acisindan tez kapsaminda yapilan calismalar Gg¢ ayri
bélimde verilmistir. ilk bélimde klonlamasi ve ekspresyonu daha 6nce [10]
gergeklestirilen GkNtrA’nin genis biyokimyasal karakterizasyonu ve modelleme
calismalar gercgeklestirildi. ikinci béliimde NTR (Ssap-NtrB ve GkNtrA) enzimleri ile
CB1954 tirevi yeni ve/veya bilinen bilesiklerin taranmasi, tarama sonuglarindan
elde edilen sonuclara gore, biyoaktivasyonu gerceklesen bilesiklerin metabolit
profilinin ¢ikarilmasi ve biyoaktivasyona ait kinetik parametrelerin belirlenmesi ve
karsilastirilmasi  saglandi. Son bolimde ise pro-antibiyotik aktivasyonu ile
nitrorediiktazlarin yeni bir biyoteknolojik uygulamasi tGzerinde ¢aligsiimis ve mevcut

antibiyotiklere farkli bir yaklasimda bulunulmustur.



2. NITROREDUKTAZLAR

2.1. Nitroaromatik Bilesikler ve Toksisitesi

Toksik bilesikler, dogal Griinler ve ksenobiyotik kimyasallar olarak iki gruba
ayrilir. Yasayan organizmalarin metabolik faaliyetleri sonucu olusturduklarini dogal
urdnler olarak tanimlarken endustriyel faaliyetler veya diger insan aktiviteleri
sonucu olusan bilesiklere ksenobiyotik denilmektedir [23], [24]. Dinyamizda
bulunan nitroaromatik bilesiklerin ¢ok azinin dogal Urin oldugu sdylenebilir. Dogal
Urtnlere 6rnek olarak kloramfenikol [25] ve bazi bitkilerin savunma mekanizmasi
olarak sentezledikleri nitroglikozidler [26] verilebilir. Mevcut nitroaromatiklerin ¢ok
blylk ¢ogunlugu ise 6zellikle plastik, pestisid, boya, ilag ve patlayicilarin endistriyel
prosesinde olusmaktadir [23]. Nitroaromatik bilesikler tretim, tasima, kullanma ve
asiri  askeri faaliyetler sonucu c¢evreye vyayillmaktadir. Bakteri, alg, bitkiler,
omurgasizlar ve memeliler Uzerine yapilan degisik calismalar sonucu bircok
nitroaromatik bilesigin toksik ve mutajenik oldugu gorilmastir [27]-[29]. Nitrolu
bilesiklerin toksisitesi bilesikteki nitro gruplarinin indirgenmesi sonucu olusan
triinlerle iliskilidir. indirgenme sonucu olusan hidroksilamin tirevleri DNA gibi
biyomolekdller ile etkilesime girerek sonucta toksik ve mutajenik etkilere yol
acabilmektedir. Toksisite olusan Urunlerin elektrofilik karakteri ile iliskili iken
mutajenik etki esas olarak hidroksilaminin guanidine eklenmesiyle olusan yapidan
kaynaklanmaktadir [30]. Memelilerde nitroaromatik bilesiklerin bagirsak mikrobiyal
florasinda yer alan bakteriler tarafindan doniisime ugramasi sonucu olusan konjuge
metabolitler yine bu flora sayesinde daha ileri reaksiyonlara ugrayip indirgenebilir
veya parcalanabilirler. Bagirsak mikrobiyal florasinda nitrorediiktaz bulunmasi dis
kaynakli nitroaromatik kimyasallarin metabolize edilebilmesinde kilit rol
oynamaktadir. Aksenik (axenic, yabanci maddeler bulasmamis) ve aksenik olmayan
(nonaxenic, yabanci maddeler bulasmis) hayvanlar lzerinde yapilan arastirmalar
nitro gruplarinin ilgili hidroksilamin tirevlerine indirgenmesi nedeniyle bu
kimyasallarin kanserojen metabolitlere doéntsimlerinde nitrorediktazlarin rol

oynadigini  ortaya c¢ikarmistir  [31].  Olusan arilhidroksilaminler  veya



asetoksiarilaminler ve elektrofilik nitreniyum iyonu (-N*) DNA ile etkilesime

girebilmekte ve sonug olarak mutajenik etkilere yol agabilmektedir [32].

2.1.1. indirgenme Yollari

Nitroaromatik bilesiklerdeki aromatik halkada elektronlarinin delokalizasyonu
bilesigi kimyasal olarak kararl kilmaktadir. Bu kararhliga ragmen mikroorganizmalar
aromatik halkayi parcalayip merkezi metabolik yolaklara ara Grlinler olusturacak bir
yol bulmuslardir. Oksijen bir¢ok aromatik bilesigin yikimina katkisi olan reaktif bir
molekildir. Mono- ve di-oksigenazlarin oksijeni kullanilarak katalizledikleri
reaksiyonlarda birgok aromatik bilesigin pargcalanmasi saglanir [24]. Ancak
polinitroaromatik bilesiklerdeki nitro grubunun belirgin elektron gekici karakteri
aromatik halkada elektron eksikligine sebep olmakta ve bundan dolayr bu
bilesiklerin yikiminda &ncelikli olarak indirgenme reaksiyonlari desteklenmektedir.
Oksidatif yol aerobik sartlarda gerceklesirken rediktif metabolizma hem aerobik
hem de anaerobik sartlarda gerceklesebilmektedir.

Bu nedenle, aromatik halkanin mono- ve di-oksigenazlar yoluyla oksidasyonu
sonucu hidroksil tlirevleri olusumu, ardindan aromatik halka acilmasi,
mononitroaromatik bilesiklerin ve hatta bazi dinitroaromatiklerin aerobik
bozunmasi icin beklenen mekanizmadir [33]-[37]. Bilesikteki nitro grubu sayisi
arttikca oksidatif pargalanma olasilhigl azalmaktadir. Clinkl nitro gruplari aromatik
halkadan elektronlari ¢ektikce elektron eksikligi ortaya ¢cikmakta ve bu da oksigenaz
aracih elektrofilik atak yapilmasina negatif etki olusturmaktadir. Sonug olarak ¢oklu
nitro grubu iceren TNT gibi bilesiklerin degredasyonu genellikle rediktif yollarla
gerceklesmektedir. Nitroaromatik bilesiklerin indirgenme hizini aromatik halkaya
bagl diger substitlielerin kimyasal 0Ozellikleri belirlemektedir. Nitro grubun
indirgenme  hizi  aromatik halkada para pozisyonundaki diger grubun
NH2<OH<H<CH3<COOH<NO; siralamasiyla artacaktir [38]. Bu sebeple birinci nitro
grubunun amino grubuna indirgenmesi diger nitro gruplarinin indirgenmesini
zorlastirmaktadir. TNT’nin  biyotransformasyonunda aminodinitrotoluen ve
diaminonitrotoluen baslica (rlnleri olarak olusurken (¢ nitro grubunun

indirgenmesi de mimkdndur [39]-[41].



R
O:N NO,
aromatik halka indirgei@ NO. nitro grup indirgenmesi
R
O,N NO,
NHOH
R
degredasyon O:N NO;
arunleri
NH,
—> N-kaynaji -«—— NH,*
degredasyon
arunleri

Sekil 2.1: Bakterilerde polinitroaromatik bilesiklerin indirgenme yollari. R, —CH3
(TNT) veya —OH (pikrik sit).

Polinitroaromatik  bilesikler iki tip indirgenme yoluyla donilsime
ugrayabilmektedir: (1) hidrid transferazlar tarafindan aromatik halkaya hidrid iyonu
ilavesiyle hidrid- Meisenheimer kompleksi olusumu ve beraberinde meydana gelen
ileri metabolik reaksiyonlarla nitrit salinimi yoluyla aromatik halkanin indirgenmesi,
veya (2) nitrorediiktazlar tarafindan katalizlenen reaksiyon sonucu nitro grubunun
hidroksilamin veya amin grubuna indirgenmesidir. Olusan indirgeme (Urlinlerinin
daha ileriki pargalama reaksiyonlari sonucu meydana gelen nitrit veya amonyum

bakteriyal bliyiime icin azot kaynagi olarak kullanilabilmektedir [3] (Sekil 2.1).

2.2. Bakteriyal Nitrorediiktazlar

Nitroreduktazlar flavin bagli oksidorediiktaz sinifinda yer alan ve ¢ok ¢esitli

aromatik bilesiklerdeki nitro gruplarinin indirgenmesi reaksiyonlarini katalizleyen



enzim ailesidir. Bu enzimler iki fonksiyonel sinifa ayrilir. Tip | nitrorediktazlar oksijen
hassasiyeti olmayan ve oksijenli ortamda nitroso, hidroksilamin ve/veya amin son
Urlinlerini olusturken tip Il nitrorediiktazlar sadece oksijensiz ortamda s6z konusu
drdnleri olusturabilir [42]. Mekanistik temelli bu ayrim ile tip Il enzimleri birbirini
izleyen tek elektron transferi ile nitro gruplarini indirger. Bunun sonucu olarak da
olusan nitro radikal anyon ara Urlini molekiler oksijen ile hizlica okside olarak
baslangic bilesigine donisir. Tabi bu durum faydasiz bir redoks dénguisii icerisinde
siiperoksit anyonu olusumunu beraberinde getirir [43]. Buna karsin tip |
nitrorediiktazlar ortamda oksijen olup olmadigina bakmaksizin iki elektron yoluyla

indirgeme saglayarak son Uriin(ler)i basariyla olusturmaktadir [44] (Sekil 2.2).

Tip |
Rediktaz
2e”
AN o]
b ®
© g
o)) - c
o NO, NO, NO NHOH NH, ¢
o Tip I Tip I x
£ Rediiktaz Rediiktaz o
I OO0 =0 =~
L e e 2e” 2e” \V
inaktif ilag-6nci aktif ilag-6nct formu
O, varliginda
hizli geri oksidasyon

Sekil 2.2: Nitroaromatik substratlarin tip Il (oksijen hassasiyeti olan) ve tip |
(oksijen hassasiyeti olmayan) NTR ile indirgenmesinin sematik gosterimi.

Tip | nitrorediiktazlar oOzellikle GDEPT tedavisi igin ilgi ¢ekici durumdadir.
Bunun nedeni bu enzimlerin insan kaynakli olmayip blyik cogunlukla bakteri
kaynakli olmalarindan gelir. Tip | NTR’lar hem oksijenli hem de dusiik oksijenli
(hypoxic) timor dokularinda nitroaromatik ilag-6ncilerin (prodrug) biyolojik olarak
indirgenerek aktivasyonunu katalizleme yetenegine sahiptir. Aromatik halkaya bir
veya daha fazla glicll elektron cekici nitro substitiie eklenmesi ilag-6nci tasariminda
cokca kullanilan bir stratejidir. Nitro grup(lar) diger yiiksek reaktif substitielerden
elektron yogunlugunu kendine dogru ¢cekmesiyle onlari kismen inert hale getirirler

[45]. Nitro grubunun tek bir enzim katalizi ile dort veya alti elektron indirgemesi



sonucu hidroksilamin (-NHOH) veya amin (-NH2) olusumu bilesikte blyik bir
elektronik etki yaratir [46]. Bu gecis ile bir nevi elektronik anahtar aciimis olup
elektronlar halka icine itilir ve boylece reaktif substiitieler serbest kalir (Sekil 2.2).
Bakteriyal tip | nitrorediiktazlarin biyik c¢ogunlugu birbirinin aynisi iki
zincirden meydana gelir. Genellikle her monomerine bir FMN prostetik grup (daha
az yaygin olarak FAD de olabilir) bagli olarak homodimerik kuaternal yapidadirlar
[2], [47], [48]. Ping Pong bi bi kinetik mekanizmasina [3] gore kataliz gerceklestiren
bu enzimlerin her bir aktif bolgesine NAD(P)H kofaktori girer. iki elektronu flavine
aktarip okside nikotinik kofaktor aktif bélgeden gikar. Sonrasinda ikinci substrat ayni
aktif bolgeye girerek elektron ciftini indirgenmis flavinden alarak kendisi
indirgenirken flavini ylkseltger ve boylece flavin baslangi¢ haline doner bununla
birlikte indirgenmis Grlin aktif bolgeden ayrilir. Nitroaromatik bilesiklerin
indirgenmesinde tim bu dongi hidroksilamin veya amin olusumuna dek
tekrarlanabilir (Sekil 2.2). Tim bu doéngl boyunca flavinin semikuinon halinin
kararsiz olmasindan dolayr tek elektron vermesi termodinamik agidan tercih

edilmeyen bir durumdur [49], [50].

2.2.1. Yapi ve Fizyolojik Fonksiyonu

Nitrorediktaz ismi bu enzimlerin fizyolojik rolinden ziyade etkiledikleri
fonksiyonel gruptan gelmektedir. Ne dogada olduk¢a az bulunan nitroaromatik
bilesiklerin ne de insan aktiviteleri sonucunda ¢okca cevreye yayilmis ksenobiyotik
nitrolu bilesiklerin (6rnegin 2,4,6-trinitrotoluen (TNT)) bu enzimlerin muhtemel
birinci substrati oldugu kabul edilmektedir [3]. Ornegin biyoliiminesans bakteride
tip | nitrorediiktaz, flavin rediktaz gibi goérev yapmakta olup biyoliminesans
reaksiyonlarinda gerekli indirgenmis FMNH; saglar [51]. Diger bakterilerdeki bu
enzimlerin bazisinin ise kuinon rediiktaz gibi davranarak indirgenmis kuinon
olusturdugu ve bu sayede bakterinin antioksidan savunmasina katki yaptig
Onerilmistir. Suphesiz tip | nitrorediktazlarin ¢ogunlugunun cok cesitli ve genis bir
spektrumda substratlari kabul etmelerinden dolayr 6ncelikli fizyolojik roliinin
aydinlatiimasi oldukga glictlir. Nitro-heterosiklik molekdllerin, flavin ve kuinonlarin

yani sira hekzavalent krom [52], [53] demir [54] ve azo boyalarin [55] da



indirgenmesi reaksiyonunu katalizledigi gorildii. Bu sekilde genis bir substrat
cesitliligi gosteren bazi enzimlerin oldukga elastik aktif bolgeye sahip olabilecegi ve
bu sekilde farkh buyuklikteki substratlari kabul edebildigi diisiniilmektedir [49].
Oncelikli fizyolojik roliiniin ne oldugu tam bilinmemesine ragmen tip |
nitrorediiktazlar sentetik ilag-6ncii substratlarin biyo-indirgeme ile aktiflesmesini

sagladigi icin ok amagli enzimatik araglar olarak buylk Gmit vaat etmektedir [44].

2.3. Nitrorediiktazlarin Uygulama Alanlari

2.3.1. CB1954 ve E. coli NfsB: GDEPT icin Prototip Enzim/ilag-Oncii
Ikilisi

CB1954, GDEPT igin lizerinde en ¢ok galigilan ilag 6nci bilesigidir (Sekil 2.3).
ismini Londra’daki Chester Beatty Laboratuvarindan almis ve 1960l yillarin sonuna
dogru sentezlenmistir. Sonrasinda CB1954 ve beraberinde bir seri bilesigin
transplantasyona uygun rat Walker 256 kanserine karsi aktiviteleri test edilmistir
[56]. CB1954’Uin tedavi boyunca ¢ok az toksisite gdstererek bu modelde tek basina
sasirtict bir etki gosterdigi gorualdd [57]. Beklenildigi gibi bu etkinin nasil bir
mekanizma ile gergeklestigini anlamak buyuk ilgi uyandirmistir. Mekanizmayi
anlamak amaciyla Knox ve arkadaslarinin énemli bir arastirmasi mevcuttur [58].
Nihayetinde CB1954’lin ilag-6ncli olarak davrandigi kesfedilmis ve rat NQO1
(NAD(P)H kuinon oksidorediiktaz 1, bilinen ismi ile DT diaphorase, tip |
nitrorediiktaz) tarafindan 4-hidroksilamin tilirevine donustirildiga kaydedilmistir
[59]. CB1954 ve indirgenmis formu 4-hidroksilamindeki aziridin grubunun DNA
alkilleme kapasitesi birbirinden farkli olmakla birlikte diisik seviyede oldugu
gorulmastir. Ancak 4-hidroksilamin tirevinin spontane olarak asetil-CoA veya diger
hiicresel tiyoesterlerle reaksiyona girebilme yeteneginden dolayl bilesik bi
fonksiyonel alkilleme ajanina doénismekte ve sonug olarak DNA’nin capraz
baglanmasina yol agmaktadir [44], [60] (Sekil 2.3). Kati timoérlerde NQO1’in yliksek
seviyede eksprese edilmesinin [61] yani sira Walker 256 timorlerinde capraz bagli
DNA’nin tamirinin basarili olamamasi CB1954’e karsi duyarlihigi artiran sebeplerdir

[62].
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Sekil 2.3: CB1954 indirgenmesi sonucu olusan metabolitler ve
genotoksisiteleri.

Diger rat hiicre hatlarinda Walker 256 hiicrelerine gore genellikle daha disiik
seviyede olmakla birlikte CB1954’e karsi duyarlilik gorildi. Maalesef insan
timoérlerinde benzer etki gézlenmemistir. insan hiicre hatlarinda NQOZ1’in yiiksek
seviyede eksprese olmasina ragmen CB1954’iGn 500-5000 kat daha az toksik oldugu
goruldu [63]. Daha sonraki biyokimyasal ¢alismalar géstermistir ki saf rekombinant
rat NQO1'in CB1954’G indirgemesini insan enzimine goére c¢ok daha etkili
gerceklestirmektedir (kcat/Km bakimindan) [64]. iki enzim arasindaki bu farkin
aminoasit dizilimindeki tek bir aminoasitten kaynaklanabilecegi atfedilmektedir
(104. rezidi rat NQO1’de tirozin iken insan NQO1’de glutamindir) [65].

Bu olumsuz sonuglara ragmen CB1954 (izerine ilgi azalmamis ve yonlendirilmis
enzim/ilag-Oncli stratejilerinde (directed enzyme—prodrug strategies) kullaniima
potansiyeli 6ngorilmustir. E. coli kaynakli rekombinant NfsB tip | nitrorediiktazinin
rat NQO1’e gore CB1954’( indirgemesini 90 kat daha (kcat/Km bakimindan) etkin
gerceklestirdigi rapor edilmistir [8]. NQO1’den farkl olarak E. coli NfsB hem 2- hem
de 4-hidroksilamin tirevi olusturmaktadir. Olusan indirgeme Grinleri yaklasik ayni
oranda olusmakla birlikte ayni molekilde iki nitro grubunun indirgenmesi mimkiin
olmamistir [66]. ilk yapilan c¢alismalarda 4-hidroksilamin tirevinin aksine 2-
hidroksilamin tlrevi monofonksiyonel alkilleyici ajan olarak (DNA’nin ¢apraz
baglanmasini saglayamadigi; Sekil 2.3) geri planda kalmis ve bir siire istenmeyen yan
Uriin olarak goruldiu [67]. Ancak daha sonralari 2-hidroksilamin tirevinin daha
kiymetli olduguna yoénelik bulgular elde edilmistir. Soyle ki 2-hidroksilamin redoks

reaksiyonlarinin 6zel bir tirii olan disproporsiyonlamayla 2-amin ve 2-nitroso
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olusturmaktadir. 2-amin sadece bir c¢ok insan kanser hiicre hattinda 4-
hidroksilaminle vyarisacak potansiyele sahip olmak bakimindan degil ayrica
bystander etki bakimindan da daha Ustiin goriildi [68]. Dahasi suan bilindigi izere
arilamin N-asetiltransferaz (NAT2) 4-hidroksilamini asetilleyerek sitotoksik metabolit
verimini 6nemli ol¢lide etkilemekte ve bystander etkiyi kisitladigi bilinmektedir [69].
Bu sebeple suan CB1954’lin 2-nitro grubunun indirgenmesiyle olusan trtn(ler) DEPT
stratejileri bakimindan daha etkin bystander etki gostermesi sebebiyle ¢cok daha
kiymetlidir.

insan denemelerindeki basariyi etkileyen temel faktdriin biyiik ihtimalle
CB1954’Gin serumda ulasabildigi konsantrasyonu ile E. coli NfsB’nin 79 uM ile 17
mM arasinda gozlenen Kwm degerleri ile olan uyusmazlktan kaynaklandig
ongorilmektedir (Tablo 4.2) [44]. E. coli NfsB ile calisan bircok arastirmaci
CB1954’Gn hastalardaki ulasabildigi serum konsantrasyonunun E. coli NfsB Kw
degerinin %1’inin altinda oldugu sonucunda birlesmistir [70]. Bu sebeple CB1954'(in
NfsB katalizli indirgenmesi ile olusan aktif metabolitlerin hastalardaki etkisinin
oldukca disik olmasi muhtemeldir ve disik ilag-0ncli konsantrasyonlarinda
CB1954’G1 etkin bir sekilde donistirecek alternatif nitrorediktazlara yonelik

¢alismalar dikkat gekici olmakla birlikte Gnem arz etmektedir [44].

2.3.2. CB1954 Aktive Eden Alternatif Nitrorediiktazlarin Kesfi

E. coli NfsB’den sonra GDEPT potansiyeli tasiyan ilk bakteriyal nitrorediktaz
Bacillus amyloliquefaciens kaynakh YwrQO’dur [71]. B. amyloliquefaciens YwrQO’nun E.
coli NfsB’ye gore CB1954’l daha iyi bir substrat olarak gordiigi kinetik etkinliginin
(kcat/Km )yaklasik 2 kat daha yiksek olmasindan gériilmektedir [8] (Tablo 4.2). Ancak
bu kinetik etkinlik V79 Chinese hamster ovaryum hiicreleri ile yapilan denemeye
yansimamistir. Saf rekombinant enzim, CB1954 ve NAD(P)H kofaktoriini iceren
kiltlr ortaminda inkibe edilen V79 Chinese hamster ovaryum hicrelerinin yarisini
oldlirecek CB1954 konsantrasyonu YwrO’ya goére NfsB’de >20 kat daha dislk
bulunmustur [71]. Bu iki enzim arasinda dikkate deger farkliliklar NfsB’nin gliclG bir
kofaktor tercihinin olmamasina ragmen ise YwrO’'nun NADPH’de cok daha aktif

olmasi ve NfsB katalizi ile hem 2- hem de 4-hidroksilamin tlrevi olusurken YwrQO’nun
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CB1954’Gin sadece 4-nitro pozisyonunu indirgemesidir (Tablo 4.2). Daha sonra
yapilan bir arastirmada farkh bakteriyal kaynaklardan E. coli NfsB ve B.
amyloliquefaciens YwrO homologlari elde edilerek karsilastiriimistir [72]. Bu
¢alismada 6zellikle 4-nitro gurubunu indirgeyen enzimlerin genellikle E. coli NfsB’ye
kiyasla kcat/Km degeri bakimindan daha Ustliin olsalar bile NfsB’nin altinda
performans gosterdikleri goralda.

Birgok arastirmaci etkin Michaelis—Menten kinetik gosterecek nitrorediiktaz
arayisinda bulunmustur. Tablo 4.2’de E. coli NfsB ile karsilastirmali olarak kinetik
veriler ve literatirde yer alan ¢ogu nitrorediktazin CB1954 indirgemesinde
olusturduklari indirgeme UGrinleri verilmistir. Ancak bu tabloda yer alan farkli
¢alismalardan elde edilen farkli nitrorediktazlarin tim kinetik Olglimlerin ayni
metodla yapilmadigina dikkat edilmelidir. Daha ¢ok tercih edilen yontem ayni molar
absorbansa sahip 2- ve 4-hidroksilamin son drinlerinin 420 nm’de olusumunun
spektroskopik olarak siirekli takip edilmesidir [73]. 340 nm’de NAD(P)H tliketiminin
takibi ile daha yuksek aktivite gdzlenebilir. Clinkl ¢ogu nitrorediktazin disiik seviye
de de olsa NAD(P)H oksidaz aktivitesi gosterdigi bilinmektedir. Bu ylizden dlglimler
oksijensiz ortamda olmadikca molekiiler oksijene bazi elektron kacaklari olacaktir
[44]. Literatlrde yer alan diger bir yontem ise siirekli olmayan HPLC metodudur
(discontinuous HPLC method). Bu metod ile tahmin edilen Kw degeri
spektrofotometrik metoda gore oldukga (10-100 kat) duslktir [44].

Nitrorediiktazlarin ¢ift substratli oksidorediiktaz olmalari ve Ping Pong kinetik
mekanizma gostermeleri farkli NAD(P)H konsatrasyonlarinda CB1954 indirgeme
hizini etkilemekteyken kofaktor konsantrasyonu keat/Km oranini etkilememektedir.
Tablo 4.2'de sabit kofaktor konsantrasyonunda goézlenen kinetik parametreler
verilmistir.

GDEPT icin olduk¢a umut vaat eden nitrorediiktaz ailesinden E. coli NsfA ve
homologlarinin simdiye kadar bu kontekste c¢alisiimamis olmasi sasirtici bir
durumdur. E. coli NsfA’nin CB1954 rediiktaz aktivitesi ilk olarak 2006 yilinda [74] not
edilse de detayli karakterizasyonu sonraki yillarda gergeklestirilmistir [75], [76]. E.
coli NfsB’den farkh olarak NfsA, hemen hemen tim denemelerde 2-nitro
pozisyonunu indirgemekte ve kofaktoér olarak NADH’e gére NADPH'i ¢ok daha gligll

tercih etmektedir. Saf enzimin CB1954 ile aktivitesinin dogrudan karsilastiriimasinda
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NfsA’'nin NfsB’ye gore UstinlUgl acik sekilde goriilmektedir [75], [76]. NfsA, NfsB’ye
kiyasla 2,5-5 kat disik ket degeri gostermekle birlikte 50-60 kat daha disik Kw
degerine sahiptir (Tablo 4.2). GDEPT kapsaminda CB1954’(in 2-nitro pozisyonunun
indirgenmesinin daha iyi bystander etki yaratmasindan dolayi tercih edildigi not
edilmistir. Saf rekombinant NfsA’nin SKOV3 ovaryum kanser hicrelerinin
oldirilmesinde saf rekombinant NfsB’den 20 kat daha etkili oldugu yapilan hiicre
kiltir denemelerinden gorildi [76].

Tablo 4.2’de yer almis ve CB1954 temelli GDEPT'de umut vaat ettigi diisiiniilen
NfsB ailesinden iki Gye; Vibrio vulnificus NfsB ve B. Subtilis YfkO’nun E. coli NfsB’ye
benzer ket ve en az 4 kat daha disiik Kwm degeri gosterdigi goriilmektedir. Buna
karsin NfsA ailesi Uyeleri NfsB’ye gore 1,5-5 kat daha duslik kcat olmakla birlikte en
az 40 kat daha disik Km degerleri gostermektedir. Yapilan degerlendirmelerde
maksimum turnover hizi disik fakat daha ylksek afiniteye sahip (yani oldukga
disiik Km) olan NfsA ailesi’nin NfsB ailesine kiyasla GDEPT i¢in daha fazla umut veren
aile oldugu soylenebilir [44]. Ancak NfsA enzimleri igin potansiyel bir dezavantaj
mevcuttur ki o da NfsA’larin kofaktor tercihinin NADPH yoniinde olmasidir. Clnki
hem bakteri hem de memeli hiicrelerinde genellikle NADPH’In NADH’a goére diisiik
konsantrasyonda olduguna yénelik bazi kanitlar mevcuttur [77]-[79]. ki
nitrorediiktaz ailesi arasindaki diger bir farklilik ise simdiye kadar karakterize edilmis
tiim NfsA enzimlerinin CB1954’lin sadece 2-nitro pozisyonunu indirgerken NfSB’nin
4-nitro pozisyonunu veya hem 2- hem de 4-nitro pozisyonunu indirgeyerek Griin
olusturdugu yoniindedir (Tablo 4.2). 2-amino indirgeme Urini bystander etkiyi
artirmakta ve yiksek toksisiteye sahiptir [68]. Bu sebeple 2-nitro pozisyonunun
indirgenmesinin GDEPT igin daha c¢ok tercih edilebilecegi sdylenebilir. Ancak bi
fonksiyonel alkilleme ozelligindeki 4-hidroksilamin indirgeme Uriininiin [60] baz

kontekslerde daha etkin olabilecegi distiniimektedir.

2.3.3. Nitrorediiktaz Temelli GDEPT i¢in Alternatif ilag-Onciiler

Tedavideki her bir farkli bilesenin givenli olmasini saglanmak icin gerekli
diizenleyici maliyetler GDEPT’in klinik gelisimini engellemektedir. Klinik gelismeden

bagimsiz olarak ilag-6ncu bilesiklerin belirli bir amaca uygun olmasina yoénelik
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yapilan calismalarla bu durum hafifletebilir. GDEPT agisindan 6zel énem tasiyan
nitrorediiktazlar ¢ok cesitli bilesikleri kullanabilmektedir. Hipo-oksi ortamda aktive
edilen ilag-6nciiler bunlardan biridir [80]. Hipo-oksi, 1 mm?3 ten daha biiyik kati
timorlerin  blylk ¢ogunda gorilen anormal disik oksijen seviyesini ifade
etmektedir. Bu durum tedaviyi negatif yonde etkileyen bir etmendir [81]. Buna
karsin hipooksinin saglkh dokularda gorilmemesi hedefli kanser tedavileri icin
benzersiz fizyolojik bir ortam saglamaktadir [80]. Hipooksik dokularda tip Il (oksijen
hassasiyeti olan) insan oksidorediiktazlari tarafindan ilag-6nciilerinin (hypoxia-
activated prodrugs) aktivasyonu ile oldukca toksik forma dontsim gerceklesir. Bu
enzimler sadece ortamda oksijen yok ise donisimi saglayabilmekte ve toksik trini
olusturabilmektedir [42], [82]-[84]. GDEPT'te tip | nitrorediiktazlarin kullanimi ile bu
ilag-onclilerin aerobik tiimoér dokularinda da tedavi edici potansiyeli olabilecektir.

Dinitrobenzamid mustardlar (DNBMs), GDEPT igin yeni nesil nitroaromatik
ilag-onciileri olarak hipo-oksi ortamda aktive edilen ilag-6nciiler sinifinda 6nemli
Olcide dikkat ceken bilesiklerdir. Tip | veya tip Il nitrorediiktazlar tarafindan
katalizlenen elektron cekici nitro grubunun elektron verici hidroksilamin veya amine
donisimi ile molekdl icinde gizlenmis olan mustard kismin aktivasyonu saglanir
[45]. Aktive edilen azotlu mustard N7 pozisyonundaki guanidine baglanarak
akabinde DNA’nin capraz baglanmasina yol acar [85]. Aktif metabolitlerin kayda
deger bir yarilanma 6mri olup olustugu hiicreden diflize olarak komsu hiicrelerin de
olimine sebep olur bu durum bystander etki olarak adlandirilir [86], [87].

GEPT  modellerinde  dinitrobenzamid mustardlarin CB1954 ile
karsilastirildiklarinda daha etkili olduklari soylenebilir. SN23862 5-[bis(2-
kloroetil)Jamino]-2,4-dinitrobenzamid, CB1954’Un diklor mustard analogu; Sekil
3.10) hipooksi seciciligi gosteren ilk DNBMs bilesigidir [88]. E. coli NfsB icin CB1954’e
kiyasla cok daha iyi bir substrattir (SN23862 icin kcat/Km 10,6 mM~1st ve CB1954 icin
7,0 mM1s?) [8], [89]. Reaksiyon sonucunda olusan DNBM metabolitlerinin doz

etkisini ve bystander hiicre 6limint artirdig) gorildi [68], [90].
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2.3.4. Diger Uygulama Alanlan

NAD(P)H bagimh bakteriyal nitrorediktazlar nitroaromatiklerin
biyodegredasyon ve biyoremediyasyonla bertaraf edilmesinde kullanilabilirlikleri
bakimindan da 6nem arz etmektedirler [24], [41], [91], [92]. Biyoremediyasyon,
organizmalari veya enzimlerini kullanarak cevredeki kirliliklerin yok edilmesini
saglayan biyoteknolojik bir uygulamadir. Bakteriyal nitrorediiktaz geni tasiyan
transgenik bitkiler veya bitki ve mikroorganizmalarin birlikte uygulamalari ile
nitroaromatik bilesiklerin degredasyonuna yonelik ¢ok sayida galisma olup yakin
gelecekte etkili dekontaminasyon prosediri olarak kullanilacagi disinilmektedir
[6], [93]-[95]. Nitrorediiktazlar ayrica 6nem arz eden cesitli kimyasallarin segici bir

sekilde sentezinde kullanilabilme potansiyeli de tasimaktadir [4], [5].
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Enzimler

Klonlamasi ve ekspresyonu daha once GTU Biyokimya Laboratuvarinda
gercgeklestirilen rekombinant Ssap-NtrB ve GkNtrA nitrorediktazlari literatlrde
belirtildigi sekilde saflastiriip deneylerde saf enzim kullanildi [9], [10]. Kofaktor
rejenerasyon sistemi icin ise NADP* bagimli FDH kullanildi. FDH, Dr. Ayhan CELIK
tarafindan temin edildi ve literatiirde belirtildigi sekilde saflastirilip reaksiyonlarda

saf enzim kullanildi [96].

3.1.2. Kullanilan Sarf Malzeme ve Cihazlar

Tez calismasinda kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar Tablo 3.1’de ve Tablo
3.2°de verildi. Sekil 3.1’de agik yapilari verilmis potansiyel ilag 6nci bilesiklerinin ve
Bolim 3.4’te kullanilmis pro-antibiyotik bilesiginin sentezi ve siilfometoksazoliin
(SMX), antibiyotik tabletlerden (ticari adi Kemoprim, i.E. ULUGAY) saflastiriimasi
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Organik Kimya Béliimiinde Prof. Dr. Mehmet

AY ve ekibi tarafindan 110T754 nolu Tibitak projesi kapsaminda gerceklestirildi.

Tablo 3.1: Tez calismasinda kullanilan sarf malzemeler.

Kullanilan Sarf Malzemeler Marka ve Kodu
2,4,6-Trinitrotoluene solution SUPELCO 47244
2,4-Dinitrotoluene Merck 803515
2,6-Dinitrotoluene Fluka 31565
2-Nitrotoluene, 99+% A. Aesar A13446
3-Nitrotoluene, 99% A. Aesar A17418
4-Nitrobenzoic acid 98% Aldrich 461091
5-Nitro-2-furaldehyde semicarbazone Aldrich 73340
96 well mikrotiterplatten Brand 781602
Acetonitrile gradient grade Merck 1.00030.2500
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Tablo 3.1. Devam.

Kullanilan Sarf Malzemeler

Marka ve Kodu

Albumin fraction V

AppliChem A1391,0025

Ammonium formate

Riedel de Haen 25204

Ampicillin trihydrate

Mustafa Nevzat 3108127014A

Bradford reagent

Sigma B6916

CB1954

Morvus ltd.

D(+) Glucose monohdyrate

Riedel-de Haen 16301

Dimethyl sulfoxide

Merck 1.02952

Ethanole gradient grade

Merck 1.11727

Ethyl acetate

VWR 6282

FAD disodium salt hydrate, 94%

A. Aesar A14495

Formik asit

Merck K36947164

Glycine, electrophores grade

MP BIO 808822

Glyserol %99.5

VWR 24388.320

Hydrochloric acid >37 %

Sigma Aldrich 30721

Imidazol

Merck 8.14223.1000

IPTG, dioxane free

QIAGEN 129921

Lyzozyme from hen egg white

Fluka 62971

Methanol for HPLC, gradient grade

Merck 1.06007.2500

Muller Hilton Agar

Biolife 4017402

NAD*

Merck 1.24542.005

NADH disodium salt trihydrate

Applichem a1393

NADP* sodium salt approch 98%

Roche-10128031001

NADPH tetrasodium salt approch 98%

Roche-10107824001

Ni-resin

G-Biosciences- 786-407

Nitrofurantoin crystalline Sigma N7878
Nutrient broth HIMEDIA M002
p-aminobenzoic acid free acid 99+% Sigma A9878

PD-10 column Sigma GE17-0851-01
Peptone from caseine Fluka 82303

Picric acid Aldrich 239801
Potassium hexacyanoferrate(lll) 299% Sigma 31253
Proteinase K, from Tritirachium album Sigma P2308

FMN sodium salt dihydrate Sigma F6750
SN23862 Morvus Ltd.

Sodium chloride

Sigma Aldrich 31434

Sodium formate

Riedel de Haen 25210

Sodium phosphate dibasic dihydrate Fluka-71662
Sodium sulphate Sigma 239313
Sulphuric Acid % 95-97 Honeywell

Trizma base Sigma T1503
Tryptone Biosciences 131904
Yeast extract Fluka 09182
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Tablo 3.2: Tez calismasinda kullanilan cihazlar.

Kullanilan Cihazlar

Marka ve Model

+4 Buzdolabi

VESTEL

-80 Derin Dondurucu

New Brunswick Scientific, U410 Premium

FT-IR Spektrofotometresi

Perkin Elmer Spectrum 100

GC-MS

Shimadzu QP2010 Ultra

Hassas Terazi

Sartorius

Homojenizator

IKA T25 Digital Ultra-Turrax

HPLC sistemi

Shimadzu

SPD-20A prominence UV-Vis dedector
DGU-20A5 prominence degasser

LC-20AT prominence liquid chromatograph
SIL-20AC HT prominence autosampler

CTO-10AS VP column oven

inkiibator-calkalayici

New Brunswick Scientific, Excella E25

LC-MS/MS

Shimadzu LC-MS 8040

LC-MS/MS

Thermo Fisher Scientific

Thermo TSQ Quantum Access Max

Magnetik Karistirici

Heidolph MR 3003

Mikropipet

Eppendorf

Mikroplaka Okuyucu

Moleculer Devices Spectromax Plus 384

Mikrosantrifuj

Eppendorf

NMR Spektrofotometresi Varian 500 MHz
pH metre InoLab, WTW
Rotavapor BUCHI, R-200
Santrifdj Eppendorf
SDS-PAGE sistem BIORAD

Sonikator

Bandelin Sonopuls

UV-Vis-NIR spektrofotometre

Shimadzu, UV-3600

Vorteks

Vortex-Genie

18



3.2. GkNtrA’nin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.2.1. Enzim Uretimi ve Saflastiriimasi

GkNtrA dretimi ve saflastiriimasi klonlama, ekspresyon ve saflastirma
asamalarinin yer aldigi yiksek lisans tezi temel alinarak gergeklestirildi [10]. Kisaca
PET14b-Gk-Ntr vektorini tasiyan gecelik E. coli BL21 DE3 kiltlriinden Studier oto-
indliksiyon besiyerine [97] (100 pg/ml ampisilin ihtiva eden) asilama yapilarak 16
saat sireyle 30°C’de 180 rpm’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda flasklardaki
kalturler 4°C’de santrifiij edilip pellet elde edildi. Elde edilen bakteri pelleti PMSF ve
lizozimden igeren bir ¢ozeltide buz igerisinde karistirilarak 30 dk inkibasyona
birakildi.  Yine buz icerisinde sonikasyon islemine tabi tutulup hiicrelerin
parcalanmasi saglandi. Agiga c¢ikan hicresel atiklar santriflij ile uzaklastirildi.
Sonikasyon sonrasi yapilan santrifiijden elde edilen slipernetant Ni-afinite kolona
yiklendi ve sonrasinda kolondan artan imidazol gardientinde c¢ozelti gecirilerek
fraksiyonlar ayri ayri toplandi. Protein ekspresyonu ve saflastirma asamalari SDS-
PAGE elektroforez ile belirlendi. Protein miktar tayini Bradford yontemi ile belirlendi

[98].

3.2.2. Nitrorediiktaz Aktivite Olgiimii

GkNtrA’nin nitrorediiktaz aktivite 6lgimiinde reaksiyon % 5 DMSO igeren 25
mM pH 8,5 tris/Cl tampon ¢o6zeltisi icerisinde 50 uM Nitrofurazon 100 uM NAD(P)H
45°C'de 440 nm’de nitrofurazon (NFZ) azalisinin baslangi¢ hizinin spektroskopik
olarak élctilmesi ile gerceklestirildi (NFZ icin €440=880 M1cm™ [99]). Spesifik aktivite
(U/mg), NFZ’nin 440 nm’deki baslangic lineer degisimi (azalisi) 6lctilerek 1 mg enzim
tarafindan dakikada donlisime ugratilan NFZ'nin  pumol miktari  olarak

tanimlanmistir.
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3.2.3. Flavin Analizi

470 ul GkNtrA (3 mg/ml), 20 ul CaCly ¢ozeltisi (100 mM) ve 20 pul proteinaz
K’dan (5 mg/ml) alinip 37°C’'deki su banyosunda 30 dakika inkiibe edilip buza alindi.
Sonrasinda 15 dakika 13500 devir/dk’de santrifij edilip stipernatant cut off degeri
10000 Da olan vivaspin filtreden gegirildi. Filtrede Ustte kalan ve altta toplanan
ornekler HPLC'de analiz edilinceye kadar -15°C'de muhafaza edildi.

Flavin grubunun enzimden ekstraksiyonu ve HPLC analizi gergeklestirildi. ACE
5 C18 (250 mmx4,6 mm, 5um) HPLC kolonu kullaniimis, analiz HPLC'de UV
dedektorle takip edildi. Metanol ve 10 mM pH 7,0 sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi
ile gradient gerceklestirildi. Uygulanan program ile 0-5. dakika % 10 metanol-% 90
tampon, 15-25. dakika % 50 metanol-% 50 tampon ve 28-32. dakika % 10 metanol-%
90 tampon gradienti saglandi. Kolon akis hizi 1 ml/dk olup, analiz 30°C'de (oven
temp. 30°C, autosampler 15°C, cell temp. 40°C) 375 nm ve 445 nm’de okuma
yapilarak gerceklestirildi.

3.2.4. Saf Enzimin Flavin ile Doyurulmasi

Enzimin saflastiriimasi asamasinda Ni-NTA afinite kolondan 100 mM imidazol
iceren tris tamponu (20 mM tris/Cl tampon c¢ozeltisi (pH 7,8), 200 mM NaCl) ile
alinan fraksiyon ikiye boliinerek enzimin bir kismi PD-10 kolona yiklenmis ve
ortamdaki imidazol uzaklagtiriimis diger kismina ise FMN konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde disaridan ticari FMN ilave edilmis ve 3 saat 4°C'de 70 devir/dk
karistirma hizinda inkibe edildi. Sonrasinda enzim ¢o6zeltisi PD-10 kolona yuklenip
hem imidazol hem de baglanmamis serbest FMN uzaklastirildi. PD-10 kolondan
alinan 3,5 ml enzim 2,5 ml’'ye kadar konsantre edilip tekrar PD-10 kolona yuklendi.
Saf enzimin 200-600 nm arasinda spektrumu alinip flavin i¢in 12500 Mcm™ [100]
ve enzim icin de aminoasit icerigine gére hesaplanmis 20010 M1cm™ katsayilari

kullanilarak flavin: protein orani hesaplandi.
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3.2.5. iyonik Siddet

GkNtrA aktivitesine iyonik siddet etkisini belirlemek igin 10, 25 ve 50 mM
tris/Cl pH 8,0 tampon ¢ozeltileri ve 12,5 mM, 25 mM, 50 mM ve 100 mM NacCl ilave
edilmis 50 mM tris/Cl pH 8,0 tampon ¢ozeltilerinde NFZ substrat olarak kullanilarak
NTR aktivitesine bakildi. Her bir tampon ¢o6zeltide, enzim aktivitesi 0,200 mM NFZ, 9
ug/ml GkNtrA, 198 uM NADH ve % 2 DMSO kullanilarak 49°C’de belirlendi. 440
nm’de NFZ azalisinin baslangic hizinin  spektroskopik olarak olcllmesi ile

gerceklestirildi.

3.2.6. Optimum pH, Sicaklik ve Isil Kararlilik

GkNtrA’nin pH-aktivite profilini ¢ikarmak icin NFZ kullanildi. iyon siddetini
esitlemek icin hesaplanan miktarda NaCl ilave edilerek sabit iyon siddetinde (23
mM) tampon c¢ozeltiler hazirlandi. pH 7,1-9,0 araliginda Tris/Cl ve pH 8,5-10,0
araliginda ise etanolamin tampon ¢o6zeltisi kullanildi. Ortamda % 4 DMSO bulunan
her bir tampon ¢ozeltide, enzim aktivitesi 0,150 mM NFZ, 11 pg/ml GkNtrA ve 263
UM NADH kullanilarak 50°C’de belirlendi.

GkNtrA’nin sicaklik profili 5-70°C arahginda c¢esitli sicakliklarda NFZ ile
belirlendi. Her bir sicaklikta, enzim aktivitesi 0,100 mM NFZ, 15 pg/ml GkNtrA ve
221 uM NADH ve ortamda % 2 DMSO olacak sekilde 23 mM pH 8,0 sodyum fosfat
tampon ¢ozeltisinde gergeklestirildi. Tipik bir reaksiyonda NFZ iceren 800 pl tampon
¢Ozelti istenilen sicakhga gelene kadar inkibe edildi. 50 pl enzim ilave edilip 3 dakika
inklibasyondan sonra NADH ilavesiyle reaksiyon baslatildi. NFZ azalisi 440 nm’de 2
dakika boyunca spektroskopik olarak takip edildi.

Isil kararlihk deneylerinde, 25 mM fosfat tampon (pH 8,2) ¢ozeltideki protein
ornekleri (0,4 mg/mL, 20 uL) 50, 60, 70, 75 ve 80°C’'de 0-350 dk inklbe edildikten
sonra buz lizerine alindi. 180 pL 25 mM fosfat tampon (pH 8,2) ¢ozeltisi ilave edildi.
Kalan enzim aktivitesine, 25 mM fosfat tampon (pH 8,2) ¢ozeltisinde 52,5 uM NFZ,
% 2 DMSO ortaminda bakildi. En son kofaktér ilave edilmesiyle reaksiyon basglatiimis

olup 440 nm’de substrat miktarinin azalmasinin baslangic hizi takip edildi. Isi ile
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muamele edilmemis enzim 6rnegi en yiksek etkinligi ifade edecek sekilde % 100

aktivite olarak alindi ve diger hesaplamalar buna bagl olarak goreceli verildi.

3.2.7. Organik Coziici

GkNtrA aktivitesi Gzerine dimetilsilfoksit (DMSO), etanol (EtOH), asetonitril
(ACN) ve metanol (MeOH) etkisi incelendi. % 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 ve 50 (v/v)
oraninda organik ¢ozicl varliginda enzim aktivitesi spektroskopik olarak 600 nm’de
substrat (resazurin) miktarindaki azalsin mikro plaka okuyucuda takip edilmesiyle
Olculdu. Reaksiyon 25 mM pH 8,5 tris/Cl tampon ¢ozeltisinde 20 uM resazurin, 4,5
ug/mL GkNtrA ve 60 UM NADPH son derisimlerinde 37°C'de gergeklestirildi.

3.2.8. Kofaktor Tercihi

GkNtrA'nin kofaktor tercihi (NADH veya NADPH) belirlenirken yapay elektron
ahcisi (akseptorii) olarak Ks[Fe(CN)s] kullanildi. Reaksiyon 25 mM pH 8,3 tris/Cl
tampon ¢ozeltisinde 0,8 mM Ks[Fe(CN)s] (doygun derisimi) ve 0,4 ug/mL GKNtrA
(NADPH icin) ve 23 pg/mL GkNtrA (NADH icin) 50°C'de 2 dakika inkibe edildikten
sonra cesitli derisimlerde NAD(P)H ilavesiyle baslatildi. Reaksiyon 340 nm'de
spektroskopik olarak 2 dakika boyunca takip edildi (NAD(P)H icin €340=6220 M-tcm*
[101]).

3.2.9. Kararli-Hal (Steady-State) Kinetigi

GkNtrA'nin kararli hal kinetigi CB1954 ve SN23862 ila¢-onci bilesikleri, 2,4-
DNT patlayici bilesik ve nitrofurazon, nitrofurantoin antibiyotikleri kullanilarak
gerceklestirildi.

ilag-dnciilerle gergeklestirilen tipik bir reaksiyon, 0-1,2 mM araliginda CB1954
(veya 0-210 pM SN23862) serileri % 4 DMSO iceren 25 mM tris/Cl (pH 8,3) tampon
¢oOzeltisinde hazirlandi. Bu c¢o6zelti icerisine son derisimi 2 pg/mL olacak sekilde

GkNtrA ilave edildi. Son derisimi 100 uM olacak sekilde NADPH (veya 183 uM
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NADH) ilavesiyle reaksiyon baslatilip spektroskopik olarak reaksiyon takip edildi.
CB1954’in indirgenmesi sonucu 2- ve/veya 4-hidroksilamin indirgenme Uriinlerinin
olusmasinin baslangic hizi 420 nm’de takip edildi (CB1954 icin €420=1200 M1cm*
[73]). SN23862 reaksiyonu i¢cin 340 nm’de kofaktoér azalisinin baslangi¢ hizi takip
edildi.

Kirletici ve patlayicilar grubundan 2,4-DNT’in GkNtrA katalizli indirgenmesi
reaksiyonu 0-1200 uM 2,4-DNT, 7,0 pug/ml GkNtrA, 150 uM NADPH (198 uM NADH)
% 5 DMSO iceren 25 mM pH 8,5 tris/Cl tampon c¢ozeltisinde gergeklestirildi.
NAD(P)H ilavesiyle reaksiyon baslatilip mikro plaka okuyucu spektrofotometre ile
42°C’'de 340 nm’de kofaktor azalisinin baslangic hizi takip edildi.

Artan NFZ konsantrasyonuna bagl olarak aktivitedeki degisime askorbik asit
etkisi incelemek icin askorbik asit ilaveli ve ilavesiz olarak reaksiyonlar
gergeklestirilip 340 nm’de mikro plaka okuyucu spektofotometre ile kofaktor
azalisinin baslangi¢ hizi takip edildi. Reaksiyon 0-850 uM NFZ, 6 pug/ml GkNtrA, 1,4
mM askorbik asit ve 214 uM NADH varliginda % 8,5 DMSO iceren 25 mM pH 8,2
tris/Cl tampon ¢ozeltisinde 37°C’'de gergeklestirildi. Kofaktor hari¢ diger reaksiyon
bilesenleri eklenip 37°C'de 5 dakika inkiibe edildikten sonra kofaktor ilavesiyle
reaksiyon baslatilip baslangic hizi Olglildii. Kontrol reaksiyonlarinda askorbik asit
ilave edilmedi.

Tum kinetik 6l¢iimler aksi belirtilmedigi sirece UV-Vis spektrofotometresi
(devir daim su banyosu takili sistemde) ile 50°C’'de gergeklestirildi (Shimadzu UV-
3600). Michaelis—Menten grafikleri OriginPro 9.0 software kullanilarak nonlineer fit

(OriginLab, Northampton, MA) modunda cizildi.

3.2.10. Substrat Segiciliginin Belirlenmesi

CB1954, SN23862, 4-nitrobenzoik asit (4-NBA), nitrofurantoin (NTOIN), NFZ,
2,4-dinitrotoluen (2,4-DNT), 2,4,6-trinitrofenol (pikrik asit, PA), 2-nitrotoluen (2-NT),
3-nitrotoluen (3-NT), 4-nitrotoluen (4-NT), 2,6-dinitrotoluen (2,6-DNT) ve 2,4,6-
trinitrotoluen (TNT) bilesikleri ile GkNtrA’nin bu bilesikleri indirgeme potansiyeli
Uzerine reaksiyonlar gergeklestirilip UV-Vis spektrofotometre, HPLC ve GC-MS ile

analizler yapildi.
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3.2.10.1. Spektrum Taramasi ve Kinetik Ol¢iimler

Spektrum taramalari 200-800 nm arasinda 5 nm aralikla 1 cm’lik quvartz kiivet
kullanilarak mikro plaka okuyucu spektrofotometre cihazinda yapildi. ilk olarak 740
ul 25mM pH 8,5 tris/Cl tampon ¢ozeltisinin spektrumu alinip bu koér sayilarak sirayla
40 pl substrat (1 mM) eklenip spektrum taramasi yapildi, 10 pl GkNtrA (0,6 mg/ml)
eklenip spektrum taramasi yapildi ve en son 10 pl NADH (12 mM) eklenerek
reaksiyon baslatiip hemen ve sonrasinda belirli zaman araliklariyla 42°C'de
spektrum alindi.

GkNtrA’'nin mono, di- ve trinitrotoluenli ve nitrofenolik bilesiklere karsi
spesifik aktivitesinin belirlenmesinde 50 UM substrat (TNT igin 55 uM), 7,0 pg/mil
GkNtrA ve 150 uM NAD(P)H varliginda % 5 DMSO igceren 25 mM pH 8,5 tris/Cl
tampon c¢ozeltisinde 42°C’de gerceklestirilen reaksiyon 5 dakika siireyle takip edildi.
340 nm’de kofaktor azalisinin baslangic hizi 6lglldi. Spesifik aktivite (U/mg),
NAD(P)H’in 340 nm’deki baslangic lineer degisimi (azalisi) olclilerek 1 mg enzim
tarafindan dakikada donisiime ugratilan NAD(P)H’in  umol miktari olarak
tanimland.

Ug farkh sicaklik (30°C, 37°C ve 45°C) segilerek artan NFZ konsantrasyonuna
bagl olarak aktivitedeki degisim 440 nm’de 96 kuyucuklu plakalarda mikro plaka
okuyucu spektrofotometre ile NFZ indirgenmesinin baglangi¢ hizi takip edildi. Ayni
orneklere 13 ve 30 dk sonra ACN ilavesi yapilarak reaksiyon durduruldu ve HPLC
analizleri gerceklestirildi. Bu deneyde hem sicaklik hem NFZ konsantrasyonu hem de
surenin substrat azaligi ve Girlin olusumuna etkisi ¢alisildi. Reaksiyon 0-3400 uM NFZ
(0-0,8 umol NFZ), 6 pug/ml GkNtrA ve 1090 uM NADH (0,22 pumol NADH) varliginda %
8,5 DMSO igeren 25 mM pH 8,2 tris/Cl tampon ¢ozeltisinde gergeklestirildi.

3.2.10.2. Zamana Karsi Metabolit Profilindeki Degisimin incelenmesi

CB1954 ve SN23862 ile gerceklestirilen reaksiyonlarda substratlar, % 2,5
DMSO igeren ortamda final konsantrasyonlari 50 uM (SN23862 igin 25 uM) olacak

sekilde 25 mM Tris-Cl (pH 8,3) tampon c¢ozeltisinde hazirlandi ve filtre edildikten
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sonra ¢ozeltilerden 10 dakika argon gazi gecirildi. Reaksiyonlar anaerobik ortamda
gerceklestirildi. Bunu saglamak icin de reaksiyon ortamindan devamli olarak argon
gazi gecirildi. GkNtrA ve NADPH final konsantrasyonlari da sirasiyla 45 pg/ml ve 112
puM’dir. Reaksiyon 37°C’'de gergeklestirilip en az 45 dakika devam ettirildi ve belirli
zaman araliklarinda érnekler alindi ve HPLC analizleri yapildi.

4-NBA’in enzimatik indirgenmesi reaksiyonu zamana karsi takip edilerek 0, 10,
30, 60, 120, 180, 190, 240 ve 1560. dakikada 6rnek alinip HPLC analizi yapildi.
Reaksiyon 45°C’deki su banyosunda % 0,5 DMSO iceren 25 mM pH 8,3 tris/Cl
tampon c¢ozeltisinde gerceklestirildi. Reaksiyon ortamindaki bilesenlerin final
konsantrasyonlari; 50 uM 4-NBA, 0,6 pg/ml GkNtrA ve 110 uM NADH’dir. Kontrolde
enzim hari¢ diger bilesenler reaksiyondaki konsantrasyonunda hazirlanip 45°C’de
1560 dk inklbe edildi. 180 dakikadaki 6rnek alindiktan sonra tekrar NADH ilave
edildi (finalde 110 uM NADH olacak sekilde).

NTOIN’nin de enzimatik indirgenme reaksiyonu zamana karsi takip edilerek 0,
1, 3, 6,12, 24, 54, 76 ve 116. dakikada 6rnek alinip HPLC analizi yapildi. Reaksiyon
45°C'deki su banyosunda % 5 DMSO iceren 25 mM pH 8,3 tris/Cl tampon
¢cOzeltisinde  gerceklestirildi.  Reaksiyon  ortamindaki  bilesenlerin  final
konsantrasyonlari; 50 uM NTOIN, 0,52 pg/ml (5,2 pg/ml) GkNtrA ve 200 puM
NADH’dir. Kontrolde enzim harig diger bilesenler reaksiyondaki konsantrasyonunda
hazirlanip 45°C'de 146 dk inkilbe edildi.

2,4-DNT’nin GkNtrA katalizli indirgenmesi reaksiyonunda 50 ul 2,4-DNT (220
mM, 40,1 mg/ml), 950 pl DMSO, 600 ul NADH (40 mg/ml) eklenip hacim 18,8 ml‘ye
25 mM pH 8,5 tris/Cl tampon c¢ozeltisi ile tamamlandi. Substratin tamamen
¢ozlinmesi saglandiktan sonra 50 ul 6rnek 50 pl methanol igerisine alindi (6rnek
TSK), sonrasinda 200 pl GkNtrA (0,6 mg/ml) ile reaksiyon baslatildi. Enzim eklenir
eklenmez 50ul 6rnek 50 pl methanol igerisine alindi (6rnek rxn 10 s). 44°C'de
gercgeklestirilen reaksiyonda 10. dakikada ve 60. dakikada yine 50 ser pl 6érnek 50 pl
methanol icerisine alindi (6rnekler sirasiyla rxn 10 dk ve rxn 60 dk). 1 saatlik
reaksiyonun kalan hacmine 20 ml etil asetat eklenerek reaksiyon sonlandirilip
ekstraksiyon islemi baslatildi. Ekstraksiyon islemi 3 kez tekrarlanip her seferinde Ust

fazlar alinarak ayri bir tlpte birlestirildi. Ekstraktin hacmi ~10 ml’ye kadar rotada
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(63°C) indirilip buradan ~200 pl 6rnek alinip lizerine susuz sodyum siilfat eklenerek
pamuk yardimiyla stizme islemi gergeklestirilip GC-MS analizi yapildi.

HPLC analizleri icin gerceklestirilen reaksiyonlarin sonlandiriimasi icin 1:1 (v/v)
soguk ACN veya MeOH eklendi. 1,5 saat 76°C'de inklibasyondan sonra 13500

devir/dk hizda 10 dk santriflij edilip siipernetantlarin HPLC analizleri yapildi.

3.2.10.3. ikili Enzim Sistemi ile Nitroaromatik Bilesiklerin indirgenmesi

2-NT, 3-NT, 4-NT, 2,4-DNT, 2,6-DNT, TNT, PA, 4-NBA, NTOIN, NFZ, CB1954 ve
SN23862 substratlarinin  GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunda kofaktor
rejenerasyonunu saglamak amaciyla yardimci enzim olarak FDH kullanildi. Tampon
(280 pl 35 mM pH 8,5 Tris/Cl), substrat (20 ul, 2 mM), FDH (20 pl, 0,42 mg/ml),
amonyum format (20 pl, 1 M), NADP* (20 ul, 2 mM), NADPH (20 ul, 0,2 mM) ilave
edildikten sonra drnek alindi. Kontrolde GkNtrA harig diger bilesenler mevcuttur. En
son GkNtrA ilavesiyle reaksiyon baslatilip 37°C'de 30 dakika reaksiyon devam
ettirildi. 30 dk sonra 1:1 hacim ACN ilavesiyle reaksiyon sonlandirilip buza alindu.

Reaksiyonlar HPLC'de analiz edilene kadar -76°C'de muhafaza edildi.

3.2.11. Metabolit Karakterizasyonu

3.2.11.1. HPLC Analizleri

Analizler koruyucu kolon (30 mm x 4,6 mm, 3 um) takili C18 (250 mm x 4,6
mm, 5 um, ACE-HPLC, UK) kolonda gergeklestirildi. Nitrotoluenli bilesiklerin
reaksiyon Urinleri icin ayarlanan programda mobil faz metanol-su kullanildi.
Nitrotoluenli bilesikler i¢cin metanol (% 45 v/v)-su (% 55 v/v) mobil fazi izokritik
akista 1 ml/dk kolon akisina ayarlanip 6lglimler 230 ve 340 nm dalga boyunda
gerceklestirildi. Toplam analiz sliresi 30 dk’dir.

NFZ ve NTOIN’in reaksiyon Grlnleri icin 0-5 dk % 5 ACN v/v, 15-20 dk % 15
ACN v/v ve 23-28 dk % 5 ACN v/v gradient metodu uygulandi. Akis hizi 1,5 ml/dk

olarak ayarlanip 300 ve 340 nm’de analiz yapildi. Toplam analiz stresi 28 dk’dir.
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Pikrik asit icin mobil faz olarak % 0,1 formik asit iceren metanol-su karisimi
kullanildi.  Pikrik asit igin uygulanan gradient 0-4 dk % 20 MeOH v/v, 15-25 dk % 70
MeOH v/v ve 30-35 dk % 20 MeOH v/v program ayarlandi. 1 ml/dk akis hizinda 254
ve 280 nm’de analiz yapildi. Toplam analiz siiresi 35 dk’dir.

4-NBA ve reaksiyon Urinleri icin ayarlanan programda mobil faz ACN ve % 0,1
formik asit iceren su kullanildi. 0-3 dk % 5 ACN v/v, 10. dakikada % 15 ACN v/v ve
15. dakikada % 30 ACN’ye ulasilip 15-20 dk % 30 ACN v/v, 23-30 dk, % 5 ACN v/v
program ayarlandi. 1 ml/dk akis hizinda 280 ve 340 nm dalga boyunda
gerceklestirildi. Toplam analiz sliresi 30 dk’dir.

CB1954 reaksiyon (rinleri icin uygulanan gradient metod; 0-5 dk % 10 ACN
v/v, 20-25 dk % 30 ACN ve 30-35 dk % 10 ACN v/v olup 1 ml/dk akis hizinda 260 ve
350 nm’de analiz yapildi. Toplam analiz stresi 35 dk’dir.

SN23862 reaksiyon Urinleri icin uygulanan gradient metod; 0-5 dk % 10 ACN
v/v, 20-30 dk % 60 ACN ve 35-40 dk % 10 ACN v/v olup 1 ml/dk akis hizinda 390 ve

450 nm’de analiz yapildi. Toplam analiz stresi 40 dk’dir.

3.2.11.2. GC-MS Analizleri

Analizler MS kolonunda (Rxi®-5ms Crosbond® 5% diphenyl/95% dimethyl
polysiloxane 30 meter, 0,25 mmID 0,25 um df (max prog. Temp 350°C))
gercgeklestirildi. Kolon firin sicakligi 90°C, enjeksiyon sicakligi 250°C enjeksiyon modu
split ve split orani -1 olarak ayarlandi. Kullanilan GC programi; 90°C'de 2 dk ile
baslamakta ve sonrasinda 10°C/dk hizla 280°C’ye ¢ikmakta ve bu sicaklikta 5 dakika
sireyle durulmasi seklindedir. MS programinda iyon kaynagi sicakligi 200°C ve
araylz (interface) sicakligi 210°C olarak ayarlandi. MS dedektoéri 2-25 dk ve 50-550

m/z araliginda scan mod ile data toplamasi icin ayarlandi.

3.2.12. Modelleme Calismalari

Goklu dizi analizleri BioEdit programinda CLUSTRAL W metodu ile olusturuldu
[102]. GkNtrA'nin sekonder yapisi, kristal yapisi belirlenmis ve GkNtrA ile % 71 gibi
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yiksek bir benzerlige sahip NfrAl (PDB kodu 5HDJ) model alinarak ESPript web
tabanh program kullanilarak gizildi [103]. Filogenetik aga¢ olusturulmasi igin ise
MEGA 6 programi kullanilip Neighbor-Joining (NJ) metodu ile filogenetik agac
olusturuldu [104]. GkNtrA’nin yapisi hakkinda daha ¢ok bilgi elde edebilmek adina
SWISS-MODEL Workspace web tabanli software kullanilarak protein yapi homoloji
modeli olusturuldu. SWISS-MODEL sablon kitiphanesinden (SMTL version
2016-05-18, PDB release 2016-05-13) Blast [105] ve HHBIist [106] yoluyla GkNtrA
aminoasit dizisi (target sequence) taratilarak benzer yapiya sahip sablon proteinler
belirlendi. Bu sekilde bulunan 153 sablon GkNtrA’ya benzerlik yoniinden siralanmig
olup 1. siradaki protein NfrAl (PDB kodu 5HDJ) [107] ile GkNtrA dizileri temel

alinarak ProMod Version 3.70 kullanilarak model olusturuldu.

3.3. Alternatif ila¢g-Oncii Arastirmasi

3.3.1. Potansiyel ila¢g-Oncii Bilesiklerin NTR (Ssap-NtrB ve GkNtrA)
Katalizli indirgeme Reaksiyonlari

Ssap-NtrB ile gerceklestirilen reaksiyonlar 21°C’'de 25 mM pH 7,5 tris/Cl
tampon ¢ozeltisinde ve GkNtrA ile gergeklestirilen reaksiyonlar 45°C'de 25 mM pH
8,5 tris/Cl tampon ¢ozeltisinde gergeklestirildi. Reaksiyonlari sonlandirmak igin 1:1
hacim soguk ACN eklendi. Ornekler analiz edilinceye kadar -76°C’de muhafaza

edildi.
3.3.1.1. HPLC Analizleri i¢in Gergeklestirilen Reaksiyonlar

Potansiyel ilag-6nciilere karsi nitrorediktazlarin  (Ssap-NtrB ve GkNtrA)
aktivitelerinin olup olmadigi HPLC analizi ile arastirildi. Bir substratin taranmasi
isleminde alti ayri HPLC analizi gerceklestirildi. Bunlar; (1) Sadece substrat, (2) Ssap-
NtrB ile enzimatik reaksiyon (3) GkNtrA ile enzimatik reaksiyon, (4) Ssap-NtrB igin
kofaktoriin olmadigi durum (kontrol; tampon-substrat-enzim, kisaca (TSE), (5)
GkNtrA icin kofaktériin olmadigi durum (kontrol, TSE) ve (6) enzimin olmadigl

durum (kontrol; tampon-substrat-kofaktor, kisaca (TSK)). Reaksiyon bilesenlerinin
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konsantrasyonlari hem reaksiyon ve hem de kontrollerde ayni olacak sekilde
ayarland.

2c, 8a, 8b, 8c, 10 ve 14 kodlu bilesiklerinin Ssap-NtrB ile reaksiyonunda Ssap-
NtrB miktari 14 kodlu bilesik i¢in 7,8 pug/ml; 8a, 8b, 8c, 10 kodlu bilesikler igin ise
32,6 ug/ml olacak sekilde kullanildi. Kullanilan substratlarin konsantrasyonu 158 uM
ve NADH 289 uM sekilde olup, reaksiyon % 5 DMSO olacak sekilde gergeklestirildi.
En son kofaktér ilave edilmesiyle reaksiyon baslatilip 13 dakika (8b ile
gerceklestirilen reaksiyon 25 dakika) sonra reaksiyon sonlandirildi.

2a, 2d, 2e, 2i, 6 ve 9 kodlu bilesiklerin Ssap-NtrB ile reaksiyonu, 13 pg/ml Ssap-
NtrB, 150 uM substrat, 298 uM NADH ve ortamda % 5 DMSO olacak sekilde
gercgeklestirildi. En son kofaktor ilave edilmesiyle reaksiyon baslatiip 5 dakika
reaksiyon sonlandirildi.

2b, 2b', 2f, 3a, 3d, 7a, 19, 2b (tekrar sentez), 3b, 3¢, 3i, 3i’, 11a, 12c, 3g, 2i
(tekrar sentez), 3f ve 2g numarali bilesiklerin Ssap-NtrB ile reaksiyonu asagidaki gibi
gerceklestirildi. Reaksiyon 150 uM substrat, 636 uM NADH ve ortamda % 5 DMSO
olacak sekilde gerceklestirildi. 2b, 2b', 2f, 3a, 3d, 7a, 19 bilesikleri icin 13 pg/ml
Ssap-NtrB alinmis ve reaksiyon siresi 15 dakikadir. 2b (tekrar sentez), 3b, 3c, 3i, 3,
11a, 12c, 3g, 2i, 3f ve 2g bilesikleri igin 30 ug/ml Ssap-NtrB alinmis reaksiyon siiresi
10 dakikadir. En son kofaktor ilave edilmesiyle reaksiyon baslatilip belirtilen sire
sonunda reaksiyon sonlandirildi.

3e, 8c (tekrar sentez), 11b, 12a, 16, 17, 18, 25d, 25e, 25f ve 26’ kodlu
bilesiklerin Ssap-NtrB ile reaksiyonu, 37 pug/ml Ssap-NtrB, 100 uM substrat, 429 uM
NADH ve ortamda % 5 DMSO olacak sekilde gerceklestirildi. En son kofaktor ilave
edilmesiyle reaksiyon baslatilip 10 dakika sonra reaksiyon sonlandirildi.

2k, 2j, 8f, 13a, 15, 3g (tekrar sentez), 3j, 3k, 25 cm, 25h, 9 (tekrar sentez), 19
(tekrar sentez), 24e, 26”, pikrilamin ve 25i kodlu bilesiklerin Ssap-NtrB ile reaksiyonu
asagidaki gibi gerceklestirildi. 44 pug/ml Ssap-NtrB, 111 uM substrat, 444 UM NADH
ve ortamda % 5 DMSO olacak sekilde gerceklestirildi. En son kofaktor ilave
edilmesiyle reaksiyon baslatilip 10 dakika sonra reaksiyon sonlandirildi.

2c, 8a, 8b, 8c, 10 ve 14 kodlu bilesiklerinin GkNtrA ile reaksiyonu; 6 pg/ml
GkNtrA, 150 pM substrat, 268 uM NADH ve ortamda % 5 DMSO olacak sekilde
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gergeklestirildi. En son kofaktor ilave edilmesiyle reaksiyon baslatilip 5 dakika sonra
(8b ile gerceklestirilen reaksiyon 10 dakika) sonra reaksiyon sonlandirildi.

2a, 2d, 2e, 2i, 6 ve 9 kodlu bilesiklerin GkNtrA ile reaksiyonu; 12 ug/ml GkNtrA,
150 puM substrat, 298 puM NADH ve ortamda % 5 DMSO olacak sekilde
gergeklestirildi. En son kofaktor ilave edilmesiyle reaksiyon baslatilip 5 dakika (8b ile
gerceklestirilen reaksiyon 10 dakika) sonra reaksiyon sonlandirildi.

2b', 2f, 3a, 3d, 7a, 19, 2b (tekrar sentez), 3b, 3¢, 3i, 3i’, 11a, 12c, 3g, 2i, 3f ve
2g kodlu bilesiklerin icin GkNtrA ile indirgenmesi asagidaki gibi gerceklestirildi. 150
UM substrat, 636 uM NADH ve ortamda % 5 DMSO olacak sekilde gergeklestirildi.
2b, 2b', 2f, 3a, 3d, 7a, 19 bilesikleri icin 12 pg/ml GkNtrA alinmis ve reaksiyon siiresi
15 dakikadir. 2b (tekrar sentez), 3b, 3c, 3i, 3i’, 11a, 12c, 3g, 2i, 3f ve 2g bilesikleri icin
15 pg/ml GkNtrA alinip reaksiyon suresi 10 dakikadir. En son kofaktor ilave
edilmesiyle reaksiyon baslatilip belirtilen slire sonunda reaksiyon sonlandirildi.

3e, 8c (tekrar sentez), 11b, 12a, 16, 17, 18, 25d, 25e, 25f ve 26’ kodlu
bilesiklerin GkNtrA ile reaksiyonu, 23 pg/ml GkNtrA, 100 uM substrat, 429 uM
NADH ve ortamda % 5 DMSO olacak sekilde gerceklestirildi. En son kofaktor ilave
edilmesiyle reaksiyon baslatilip 10 dakika sonra reaksiyon sonlandirildi.

2k, 2j, 8f, 13a, 15, 3g (tekrar sentez), 3j, 3k, 25 cm, 25h, 9 (tekrar sentez), 19
(tekrar sentez), 24e, 26", pikrilamin ve 25i bilesiklerin GkNtrA ile indirgenmesi
asagidaki gibi gerceklestirildi. 40 pg/ml GkNtrA, 111 uM substrat, 444 uM NADH ve
ortamda % 5 DMSO olacak sekilde gerceklestirildi. En son kofaktor ilave edilmesiyle

reaksiyon baslatilip 10 dakika sonra reaksiyon sonlandirildi.

3.3.1.2. LC-MS/MS Analizleri igin Gergeklestirilen Reaksiyonlar

8a, 8b ve 10 numaral substratlar DMSQO’da c¢oziilerek 3 mM ana c¢ozeltileri
hazirlandi. Reaksiyon ortamindaki her bir reaktifin son derisimleri 150 uM substrat,
580 uM NADH, % 5 DMSO olacak sekildedir. Reaksiyon baslatiimadan 6nce 100 pL
ornek alinip (reaksiyon oncesi (TSK)), 39 pug/mL Ssap-NtrB (veya 44 pg/mL GkNtrA)
eklenerek reaksiyon baslatildi. 10 dakika sonrasinda reaksiyon ve reaksiyon
oncesine 1:1 hacim sogutulmus asetonitril ilave edilip 4000 devir/dk’de 10 dakika

santriflj edilip ¢ozelti (slipernatant) temiz mikrotiipe alindi.
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Substratlar ( 3a, 3b, 3c, 3d, 3f, 3i, 3i’,2b (yeni sentez), 2b’, 2c, 2d, 2e, 2g, 2i, 73,
11a, 12c, 14) DMSQO’da ¢ozdirilerek 2 mM stok c¢ozeltileri hazirlandi. Reaksiyon
ortamina final konsantrasyonlari 100 uM substrat, 398 uM NADH, % 5 DMSO (3c ve
3d ile reaksiyonlarda %10 DMSO) olacak sekilde ekleme yapilip 100 pl 6rnek alindi
(reaksiyon 6ncesi (TSK)) ve 50 pg/ml Ssap-NtrB (veya 45 pg/ml GkNtrA) eklenerek
reaksiyon bagslatildi. 3 serisi icin 6 dk ve diger substratlarla gergeklestirilen
reaksiyonlar igin de 10 dk sonrasinda reaksiyon ve reaksiyon dncesine 1:1 hacim
sogutulmus asetonitril ilave edilip buz lizerine alindi.

Substratlar (8c, 2f, 3e, 11b, 12a, 16, 17, 18, 25d, 25e, 25f, 26’) DMSOQO’da
¢Ozdirilerek 2 mM stok c¢ozeltileri hazirlandi. Reaksiyon ortamina final
konsantrasyonlari 100 uM substrat, 429 uM NADH, % 5 DMSO ve 37 pg/ml Ssap-
NtrB (veya 23 pug/ml GkNtrA) olacak sekilde ekleme yapilarak reaksiyon baslatildi. 10
dakika sonrasinda reaksiyona ve reaksiyon 6ncesine (TSE) 1:1 hacim sogutulmus

asetonitril ilave edilip buz Gizerine alindi.

3.3.2. Zamana Karsi Metabolit Profilindeki Degisimin incelenmesi

Ssap-NtrB aracili gergeklestirilen 14 nolu bilesigin indirgenmesi reaksiyonu, 9,3
ug/mL Ssap-NtrB, 300 uM 14 nolu substrat, 923 uM NADH ve ortamda % 1,6
metanol olacak sekilde gergeklestirildi. En son kofaktor ilave edilmesiyle reaksiyon
baslatilip 5, 10, 20 ve 30. dakikada 6rnek alindi.

GkNtrA ile gerceklestirilen 14 nolu bilesigin indirgenmesi reaksiyonu 11,2
ug/mL GkNtrA, 300 uM 14 nolu substrat, 905 uM NADH ve ortamda % 1,6 metanol
olacak sekilde gerceklestirildi. En son kofaktor ilave edilmesiyle reaksiyon baslatilip

5, 10, 20 ve 30. dakikada 6rnek alindi.

3.3.3. ikili Enzim Sistemi ile Potansiyel ilag-Oncii Bilesiklerin
indirgenmesi

Ssap-NtrB aracili 8b’nin redlksiyonu reaksiyonu, 25 uM 8b, 0,1 mg/ml BSA,
0,2 M amonyum format, 24 pg/ml FDH, 24 pg/ml Ssap-NtrB, 500 uM NADP*, 50
KM NADPH ve % 20 DMSO olacak sekilde gergeklestirildi.
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Ssap-NtrB katalizli 8c’nin indirgenmesi reaksiyonu asagida yazan final
konsantrasyonunda gerceklestirildi. 70 uM 8c, 0,1 mg/ml BSA, 0,2 M amonyum
format, 6,4 pg/ml FDH, 0,4 pg/ml Ssap-NtrB, 1000 uM NADP*, 101 uM NADPH ve
%20 DMSO olacak sekilde gergeklestirildi.

3.3.4. Metabolit Karakterizasyonu

3.3.4.1. HPLC Analizleri

Orneklerin HPLC analizi 6ncesinde 6n islem uygulandi. -76°C’de en az 1,5 saat
inkiibe edilen 6rnekler 13500 devir/dk’de 15 dakika santrifij edildi. Karisimin 20
ul’si koruyucu kolon takili (30 mmx4,6 mm, 3 um) ACE 5 C18 kolona (250 mmx4,6
mm, 5 um) enjekte edildi ve 1 mL/dk kolon akis hizi saglandi. 0-5 dk % 20 ACN-% 80
HPLC sinif su, 15-22 dk % 80 ACN-% 20 HPLC sinif su, 27-32 dk % 20 ACN-% 80
HPLC sinif su degisken akisini saglayacak program uygulanip reaksiyon urinlerinin

takibi 254 ve 350 nm’de yapildi.

3.3.4.2. LC-MS/MS Analizleri

Ssap-NtrB ve GkNtrA katalizli reaksiyon ve kontrollerinin 5 pl’si kolonsuz
olarak dogrudan LC-MS cihazina gonderilip analiz edildi. ‘quick scan’ modu ile
negatif ve pozitif modda 100-500 m/z araliginda tarama yapildi. Sadece 8a ve 8b ile
gergeklestirilen calismalarda 6rnekler HPLC kolona (Inertsil® ODS-4, 3 um 4,6x150
mm) yUklenip substrat ve Grlinlerin ayrilmasi saglandi. Q3 scan ile negatif ve pozitif
modda kitle taramasi yapilip ana iyonlar belirlenip o kitleler icin 70-350 m/z
araliginda Grln iyon (product ion) taramasi yapildi. HPLC metodu olarak 0-5 dk % 30
ACN v/v, 25-35 dk % 90 ACN v/v, 40-42 dk % 30 ACN v/v artisi (gradienti) uygulanip
kolon akis hizi 0,5 mL/dk’dir. Diger substratlar ile gegeklestirilen analizlerde kolon
kullanilmamis (analiz siresini kisaltmak amaciyla) olup Q3 scan ile negatif ve pozitif
modda kitle taramasi yapilip ana iyonlar belirlenip o kitleler icin 70-350 m/z

araliginda Uriin iyon (product ion) taramasi gergeklestirildi.
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3.3.5. Kararli-Hal (Steady-State) Kinetigi

2b (yeni), 2b’, 2e, 2i, 3a, 3b, 3¢, 3d, 3f, 3i, 3i’,7a, 8a, 8b, 8c, 10, 11a, 12c ve 14
bilesiklerinin Ssap-NtrB ve GkNtrA ile reaksiyonun baslangi¢ hizlar élclilerek kinetik
calismalar gergeklestirildi. Substratlar % 20 DMSO iceren 25 mM pH 7,5-8,5 tris/Cl
tampon c¢ozeltisinde hazirlanmis (2e % 40 DMSQ’da, 2b’ % 60 DMSQO’da hazirlandi)
olup DMSQO’nun reaksiyon ortamindaki son derigsimi % 5’tir. Ancak bu deger 2e igin
gergeklestirilen reaksiyonlarda % 10 ve 2b’ icin ise % 15’tir. Tipik bir reaksiyonda, 0-
800 puM arasinda degisen substrat derisiminde, 0,4-31 pg/mL Ssap-NtrB (veya
GkNtrA) ve 200 uM NADPH varliginda 25 mM tris tampon ¢ozeltisinde (Ssap-NtrB
icin pH 7,5 ve GkNtrA igin pH 8,5) gerceklestirildi. Ssap-NtrB katalizli reaksiyonlar 20-
23°C’de ve GkNtrA katalizli reaksiyonlar ise 43°C’de gergeklestirildi. 3i, 3i’, 10 ve 3d
substratlari ile gerceklestirilen reaksiyonlar sirasiyla 420, 420, 450 ve 410 nm’lerde
takip edildi. 410, 420 ve 450 nm’lerde substrat azalisi ve substrat veya Uriinden
herhangi birinin belirli bir dalga boyunda sogurma vermedigi reaksiyonlarda da 340
nm’de kofaktér azalisinin baslangi¢ hizi mikro plaka okutucu spektrofotometre ile
takip edildi. (NAD(P)H icin €340=6220 Mcm™ [101], 3i icin €420=0,0093 uM-*cm?, 37’
icin €220=0,0079 puM1cm?, 3d igin €410=0,0109 uM2icm? ve 10 nolu bilesik igin
€450=0,0152 uM*cm?). Michaelis—Menten grafikleri OriginPro 9.0 software
kullanilarak nonlineer fit kullanilarak cizildi. Spesifik aktivite (U/mg), belirtilen
deneysel sartlar altinda 1 mg enzimin 1 dakikada donlsime ugrattigi substratin

umol miktari olarak tanimlandi.

3.3.6. Sitotoksisite Calismalar

Sitotoksisite calismalari Balikesir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimiinde Prof. Dr. Feray KOCKAR ve Dr. Esra TOKAY tarafindan 1132706 nolu
Tubitak projesi kapsaminda gergeklestirildi.

NTR (Ssap-NtrB ve GkNtrA) katalizli indirgenme reaksiyonlarinin HPLC analiz
sonuglarina gore belirlenen 40 bilesigin sitotoksik aktivite ¢alismalart MTT (2-(4,5-

dimethyl-2-thiazolyl)-3,5-diphenyl bromid) metodu kullanilarak Hep3B hiicreleri
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(insan karaciger kanser hiicre hatti) Uzerine gerceklestirildi. Sitotoksisite
¢alismalarinda maddelere ait 5 farkli konsantrasyon hicrelere uygulanip 24 ve 48
saat zaman dilimlerindeki etkileri arastirildi. Ayni zamanda bu 40 bilesik icerisindeki
15 bilesik icin HT-29 (insan kolon kanser hiicre hatti)) ve HUVEC (insan
endometriyum godbek kordon endotelyal hiicre hatti) hiicreleri Gzerine sitotoksisite
¢alismalari yapildi. Potansiyel ilag-6ncllerin son konsantrasyonu 150 uM, 75 uM,
37,5, 18,8 uM, 9,4 uM ve 0 uM (sadece DMSO) olacak sekilde 96 kuyulu plakalara
paylastiriimis olan hiicreler (izerine uygulandi (substratlar DMSQO’da ¢ozdirildi).
Madde uygulanmis olan hiicreler 24 ve 48 saat boyunca 37°C'de inkibe edildikten
sonra MTT protokoliine [108] gore en son 550 nm dalga boyunda 6l¢iim alindi.
Ayrica potansiyel ilag-6nculerin hicre disi Ssap-NtrB katalizli reaksiyon
deneyleri gerceklestirildi. Hiicre disi olusturulan reaksiyon sonucu olusan
metabolitlerin toksisitesi Hep3B, HUVEC ve PC3 (insan prostat kanser hiicre hatti)
hiicreleri Gzerine arastirildi. Olusan metabolitlerin sitotoksik aktivitesi MTT yontemi
yerine NADH bagimsiz yontem olan Sulforhodamine B (SRB) teknigi kullanilarak
gergeklestirildi. MTT teknigi NADH bagimh oldugu icin reaksiyon deneylerinde
ortama ilave edilen NADH kofaktorii sonuglarda sorun teskil ettiginden SRB deneyi
MTT’ye alternatif olarak denendi. Final konsantrasyonlari 150 uM substrat, 31
ug/ml Ssap-NtrB ve 600 uM NADH olacak sekilde 25 mM pH 7,5 tris/Cl tampon
¢ozeltisinde 10 dk (CB1954 igin 30 dakika) siire ile gergeklestirilen reaksiyondan 100
uL 96 kuyulu plakalara paylastiriimis olan hiicreler lizerine eklendi. 24 ve 48 saatlik
inklibasyon sliresinden sonra SRB protokoliine [109] gore islemler devam edip en
son 492 nm dalga boyunda 6lciim alindi. Reaksiyon denemelerinde CB1954’te yer
aldi ve potansiyel ilag-Onciilerden elde edilen sonuglarla CB1954 sonuglari
karsilastirildi. Hicre sayisi calisilan hiicreye gore degismistir. Yapilan calismalar
sonucunda Hep3B hiicreleri icin 30.000 hiicre sayisi yeterli olurken, HUVEC ve HT-29

hiicreleri 10.000 hiicre sayisi ile optimize edildi.
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3.4. Nitrorediiktaz Kullanilarak Pro-Antibiyotik Aktivasyonu

3.4.1. Spektrum Taramasi ve Kararli-Hal (Steady-State) Kinetigi

Spektrum taramalari 200-600 nm arasinda 5 nm aralikla 1 cm’lik quvartz kiivet
kullanilarak spektrofotometrede yapildi. ilk olarak 565 pl 25 mM pH 7,5 tris/Cl
tampon ¢ozeltinin spektrumu alinip bu kor sayilarak sirayla 200 pl NO2-SMX (3) (200
UM, %20 DMSO da hazirlandi) eklenip spektrum taramasi yapildi, 5 pl SsapNtrB (1,6
mg/ml) eklenip spektrum taramasi yapildi ve en son 30 pl NADH (5,5 mM) eklenerek
reaksiyon baslatiip hemen ve sonrasinda belirli zaman araliklariyla 24°C’de
spektrum alindi.

Pro-antibiyotik olan  NO;-SMX’lGin  Ssap-NtrB  katalizli  indirgenmesi
reaksiyonunun baslangi¢ hizi dlglilerek kinetik galismalar gergeklestirildi. Tipik bir
reaksiyonda, 0-500 uM arasinda degisen NO>-SMX derisiminde, 8 pug/ml Ssap-NtrB
ve 275 uM NADH varliginda 25 mM pH 7,5 tris tampon ¢ozeltisinde gergeklestirildi.
Spektrum taramasinda substrat ve Urlinln takibini saglayacak absorbans degisimi
gozlenemediginden reaksiyonda 340 nm’de kofaktor azalisi takip edildi. Michaelis—
Menten grafigi OriginPro 9 software kullanilarak nonlineer fit (OriginLab,
Northampton, MA) kullanilarak izildi. Spesifik aktivite (U/mg), belirtilen deneysel
sartlar altinda NADH’in 340 nm’deki baslangic lineer degisimi (azalisi) dlcllerek 1 mg
enzim tarafindan dakikada dontsliime ugratilan NADH’in umol miktari olarak

tanimlandi (€340=6,220 M*cm[101]).

3.4.2. NO2-SMX’iin Ssap-NtrB/FDH ikili Enzim Sistemi Katalizli
Reaksiyonu

10,79 mg NO2-SMX 1 ml DMSO igerisinde ¢ozdirildi. Sirasiyla pH 7,5 tris/Cl
tampon ¢ozeltisi (15,5 ml, 25 mM), BSA (0,2 ml, 10 mg/ml), sodyum format (1 ml, 4
M), FDH (1 ml, 0,2 mg/ml), NADP* (0,15 ml, 100 mM), NADPH (0,15 ml, 10 mM)
ilave edildi. En son Ssap-NtrB (1ml, 0,8 mg/ml) eklemesiyle reaksiyon baslatildi.
22°C’de su banyosunda 20 devir/dk karistirma hizinda reaksiyon gercgeklestirildi. 20
saat 30 dakika sonunda reaksiyon karisimi -76°C’ye kaldirildi.
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Reaksiyon Urinlnin liyofilize edilmesi icin 50 ml’lik falkon tiip icerisindeki 20
ml hacminde reaksiyon karisimi 6énce sivi azotta donduruldu. Liyofilizatére konan
tlp icerisindeki hacmin 26 saat sonunda daha fazla azalmadigl ve sabit kaldig
gozlendi ve liyofilizasyon islemi sonlandirildi. Yaklasik 2 ml hacimde viskoz sari renkli

karisim elde edildi. Daha sonra kullaniimak Gizere -20°C’ye kaldirild1.

3.4.3. Analitik Metodlar

3.4.3.1. HPLC Analizleri

NO,-SMX'lin  enzimatik olarak indirgenip Urin olusup olusmadigini
gozlemlemek icin HPLC analizleri gerceklestirildi. Orneklere HPLC analizi éncesinde
on islem uygulandi. -76°C'de en az 1,5 saat inkibe edilen oOrnekler 13500
devir/dk’de 15 dk santriflj edildi. Karisimin 20 pl’si koruyucu kolon takili (30
mmx4,6 mm, 3 um) ACE 5 C18 kolona (250 mmx4,6 mm, 5 um) enjekte edildi. NO,-
SMX ve enzimatik reaksiyon Urlinleri icin uygulanan gradient metod; % 20 ACN v/v 5
dk, % 35 ACN 20 dk ve % 20 ACN v/v 5 dk olmak tzere 1 ml/dk akis hizinda 254 ve
340 nm’de analiz yapildi. Toplam analiz siiresi 43 dk’dir. Mobil faz olarak asetonitril-

% 0,1 formik asit iceren su (18,2 MQ cm) kullanildi.

3.4.3.2. LC-MS/MS Analizleri

ThermoDionex Ultimate 3000 LC unitesi mevcut olan Thermo TSQ Quantum
Access Max LC-MS/MS cihazinda analizler gergeklestirildi. Analizlerde C18 (50 mm x
4,6 mm, 1,8 um, Zorbax SB-C18) kolon kullanildi. LC-MS/MS analizlerinde kullanilan
gradient metod; % 15 ACN v/v 1 dk, % 85 ACN 2 dk ve % 15 ACN v/v 6 dk olmak
Uzere 0,5 ml/dk akis hizinda analiz yapildi. Toplam analiz siiresi 15 dk’dir. Mobil faz
olarak asetonitril-% 0,1 formik asit iceren su (18,2 MQ cm) kullanildi.

Liyofilize reaksiyon drund (ikili enzim sistemi (SsapNtrB/FDH) ile kofaktor
sinirlamasi kaldirilarak gerceklestirilen 20 saat 30 dk’hk reaksiyonuna ait 1:1 hacim

hazirlanan ACN-25 mM pH 7,5 tris/Cl ile 9 kat seyreltilip negatif ve pozitif modda LC-
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MS/MS analizi (fullscan ve product fragmentation) gerceklestirildi. Sadece negatif

modda sonug alindi.

3.4.4. Antibakteriyel Duyarlilik Testleri

3.4.4.1. Besiyerleri ve Bakteri Biiyiime Sartlari

0,5 McFarland standardinin hazirlanmasi igin 25 ul % 1,75 w/v BaCl2.2H,0 ve
4975 ul % 1 v/v HSOs karistirlhp 625 nm’deabsorbans olcimia yapildi. 0,5
McFarland standardinin 1 cm’lik 1sik yolunda 625 nm’de OD 0,008-0,1 dir.

S.saprophyticus, pepton yeast ekstrakt sivi besiyerinde (PYB) [110] ve nutrient
broth besiyerinde buyituldi. PYB besiyeri; 10 gL pepton, 5 gL yeast ekstrakt, 1 gL
lglukoz, 5 gL' NaCl, 1gL* Na;HPO4.2H,0, pH 7,3 bilesenlerinden olusmaktadir. E. coli
ise LB besiyerinde blyutllda. Disk difizyon denemelerinde ise Mueller Hinton Agar

Il (MHA-II) kullanildi.

3.4.4.2. Disk Difiizyon Testi

S. saprophyticus duyarlilik testi igin S. saprophyticus nutrient agar petrisinden
4-5 koloni pipet ucu ile alinarak 5 ml’'lik nutrient broth besiyerine asilandi. 37°C'de
220 devir/dk’de buyuimeye birakilip 4 saat sonra 625 nm’de absorbans oOlcimii
yapildi. 0,5 McFarland standardina denk gelecek sekilde 4h’lik kiltirden 100 ul
alinip Mueller Hinton Agar Il petrisine cam boncukla ekimi yapildi. 6 mm lik steril
disklere (Bioanalyse) 10 ul antibiyotik stoklarindan ve NO;-SMX’un Ssap-NtrB ile
gerceklestirilen 20 saat 30 dakikalik liyofilize reaksiyon karisimindan emdirilip
petriye kondu. 37°C'de 16-20 saat inklibasyona birakildi.

IPTG indiksiyonu ile E. coli duyarhlik testi icin E. coli BL21 DE3 kompetent
hiicre gliserol stoktan ve p-SsapNtrB plasmidi iceren E. coli BL21 DE3 gliserol stoktan
10’ar pl alinip LB besiyerine ayri tuplere ekim yapildi. 37°C'de 220 devir/dk’de
blyimeye birakilip 4 saat sonra 625 nm’de absorbans olcimi yapildi. Mueller

Hinton Agar Il petrisine 100 pl 21 mM IPTG eklenip ve cam boncukla tim petriye
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yayildi. Sonra 0,5 McFarland standardina denk gelecek sekilde E. coli BL21 DE3 4
saatlik kltirden 100 pl alinip 100 pl nutrient broth eklenerek seyreltilerek buradan
100 pl Mueller Hinton Agar Il petrisine cam boncukla ekimi yapildi. 6 mm lik steril
disklere 10 ul antibiyotik stoklarindan ve NO»-SMX’un Ssap-NtrB ile gerceklestirilen
20 saat 30 dakikalik liyofilize reaksiyon karisimindan emdirilip petriye kondu.
37°C'de 16-20 saat inklibasyona birakildi.

3.4.4.3. Sivi Kiiltlir YOntemi

3.4.4.3.1. Sivi Besiyerinde S. saprophyticus Biiyimesine DMSO
Etkisinin incelenmesi

PYB, DMSO ve gecelik kiltirden Tablo 3.3’te verilen miktarlarda alinarak
toplamda 5 ml’lik kiltirler hazirlandi. icerisinde % 0-10 DMSO bulunan kiltiirler
25°C ve 250 devir/dk karistirma hizinda inklbasyona birakilip belirli zaman
aralklarinda 6rnek alinarak 600 nm de OD olciimleri spektrofotometre yapildi.
Tabloda yer alan gecelik kiltir 17 saatlik S. saprophyticus kiltiridir ve ODeoo

degeri 0.844 olarak olcilmistar.

Tablo 3.3: Sivi besiyerinde S. saprophyticus biylimesine DMSO etkisinin incelenmesi
deneyinde bilesenler.

Final PYB DMSO iiclf::(

0,

% DMSO | (ul) (ul) ()
0 4500 0 500
1 4450 50 500
2 4400 100 500
3 4350 150 500
4 4300 200 500
6 4200 300 500
8 4100 400 500
10 4000 500 500

Tablo 3.3'te PYB, DMSO ve gecelik kiltirden alinan miktarlar ve her bir

deneydeki son DMSO yizdesi verilmistir.
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3.4.4.3.2. Sivi Besiyerinde S. saprophyticus Biliyiimesine SMX ve NO--
SMX Etkisinin incelenmesi

18,5 mg SMX tartihp 146 pl DMSO ile ¢ozlinmesi saglandi. 0,5 M (127 mg/ml)
SMX stogu hazirlandi. 19,5 mg NO2-SMX tartilip 137 ul DMSO ile ¢b6ziinmesi
saglandi. 0,5 M (142 mg/ml) NO,-SMX stogu hazirlandi. Tablodaki gibi hazirlanan her
bir deneme 25°C'de 250 devir/dk karistirma hizinda inkiibasyona birakilip belirli
araliklarla alinan orneklerin 600 nm’de OD odlcimleri 1 cm’lik plastik kiivetler
kullanilarak spektrofotometrede gerceklestirildi. Blylime saatine karsi OD degerleri

grafige gecirilerek biyliime egrisi ¢cikarildi.

Tablo 3.4: Sivi besiyerinde S. saprophyticus bliyimesine DMSO ve (pro)antibiyotik
etkisinin incelenmesi deneyinde bilesenler.

Stoklar S;Ic::;ann Gk?:l:te:rk PYIB (yl:)i:,aléo D F.in'all
() () (1) 4 erisimler
- 0 1000 9000 0 % 0 DMSO
DMSO 100 1000 8900 1 % 1 DMSO
500 mM SMX 100 1000 8900 1 5 mM SMX
500 mM NO,-SMX 100 1000 8900 1 5 mM NO,-SMX

16 saatlik S. saprophyticus kiltlriinin ODggo degeri 0.761 olarak olcildi. Tablo
3.4te DMSO, SMX (500 mM), NO2-SMX (500 mM), gecelik kiltiir ve PYB’den alinan

miktarlar ve her bir deneydeki son derisimler verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. GkNtrA’nin Biyokimyasal Karakterizasyonu

4.1.1. Flavin Analizi

Bazi flavorediiktazlar eski sari enzim ailesindendirler (old yellow enzyme
family). Nitrorediiktazlar yapilarinda prostetik grup olarak FMN veya FAD
bulundururlar [3]. Saf enzime sari rengini veren flavinin hem spektrum hem de HPLC
analizi sonucu FMN oldugu belirlendi. GkNtrA’dan flavin ekstraksiyonu sonrasi
numunenin HPLC analizi yapilmis ve ticari FMN standart olarak kullanildi.
GkNtrA’dan eksrakte edilen flavinin kolonda alikonma siresi 14,26 dk ve standart
FMN’in alikonma siresi 14,25 dk olarak gorildi (Sekil 4.2). Ayrica saf enzime ait UV-
Vis spektruma bakildiginda 366 nm ve 450 nm degerlerinde pikler gozlendi. Bu
pikler ticari FMN’de de (372 nm ve 445 nm) mevcuttur (Sekil 4.1).

= FMN (7.2 uM)
— =GkNtrA (0.25 mg/ml, 8 uM)

0.20

0.15

Absorbans

0.05+

0.00

-—
200 250 300 350 400 450 500 550 600
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.1: GkNtrA ve ticari FMN’ye ait UV-Vis spektrumu. Diiz ¢izgi (—) ticari FMIN
(7,2 uM), kesikli ¢izgi (---) GkNtrA (0,25 mg/ml, 8 uM).

42



Saf enzimin FMN ile doyurulmasi deneyi 6ncesi ve sonrasinda kaydedilen UV-
Vis spektrumlari (200-600 nm araliginda) dikkate alinarak yapilan hesaplama
sonrasinda GkNtrA icin 1 mol enzimin 0,3 mol FMN icerdigi hesaplandi. Enzimin

FMN ile doyurulmasi isleminden sonra ise bu oranin 0,7’ye ¢iktig gérildu.

Tablo 4.1: GkNtrA ve ticari FMN’ye ait spektrum verileri.

Absorbans Flavin Enzim Flavin:
Absorbans L C .
280 nm 445 Derisimi | Derisimi | Protein
nm (uM) (M) Orani
FMN standardi 0,13 0,090 7,2 - -
GkNtrA+fmn 0,24 0,066 5,3 7,4 0,7
GkNtrA 0,13 0,021 1,7 5,1 0,3

Tablo 4.1’de saf enzime, FMN ile doyurulmus saf enzime ve ticari FMN’ye ait

spektrum verileri ayrica bu verilere dayanarak hesaplanmis konsantrasyonlar verildi.

25
1 a)
20 -
15
10
5
= o -
< T T T T T
£ 801 p) 120 135 15.0 165 18.0
60 -
40 -
20
0
12.0 135 15.0 165 18.0
Alikonma zamani (dk)
Sekil 4.2: FMN’e ait HPLC kromatogramlari a) ticari FMN, b) GkNtrA’dan flavin

ekstraksiyon ornegi.
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4.1.2. iyonik Siddet

GkNtrA aktivitesine iyonik siddet etkisini belirlemek icin pH 8,0’de farkli iyonik
siddetteki tris/Cl tampon sistemleri kullanildi. 10 mM tris/Cl (u=0 mM), 25 mM
tris/Cl (u=1 mM), 50 mM tris/Cl (u=2 mM) ve 12,5-100 mM NaCl ilave edilmis 50
mM tris/Cl pH 8,0 tampon sistemlerinin iyonik siddetleri sirasiyla 14,5 mM, 27 mM,
52 mM ve 102 mM’dir. En yiiksek aktivite iyonik siddetin en az oldugu 10 mM tris/Cl
tamponunda goriilmiis olup iyonik siddet arttikca enzim aktivitesinin distugi
belirlendi (Sekil 4.3). Sonraki ¢alismalarda tampon konsantrasyonu 25 mM kullanildi.
Bu sekilde hem tampon sistemi zayif kalmamakta hem de enzimin maksimum

verimde ¢alisabilmesi amaglandi.

25+

AN

5 ™~

l\l\
04 n
T T —7/ T T T T T T T T T
0 5 20 40 60 80 100 120
iyonik siddet (mM)

Sekil 4.3: GkNtrA aktivitesine iyonik siddet etkisi. Reaksiyon, 100 uM NFZ, 9 ug/ml
GkNtrA, 198 uM NADH ve % 2 DMSO kullanilarak 49°C’de gergeklestirildi.

4.1.3. Optimum pH, Sicaklik ve Isil Kararlilik

GkNtrA’in pH profilini ¢ikarmak igin nitrofurazon kullanildi. Tampon
sisteminde iyon siddeti sabit tutulmus ve toplam iyon siddeti 23 mM olacak sekilde
tamponlar hazirlandi. iyon siddetini esitlemek icin NaCl kullanildi. GkNtrA’nin

calistigl optimum pH aralg! 8,0-9,0 olarak belirlendi (Sekil 4.4). Enzim aktivitesi 5-
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70°C araliginda cesitli sicakliklarda 6l¢tlmis olup enzimin calistigi optimum sicakhk

45-65°C araligi olarak belirlendi (Sekil 4.5).

Relatif Aktivite (%)

110

100

90 +

®
o
|

70
60
50
40
304

20

10

—B— 23 mM tris/Cl

%\_O_ 23 mM ethanolamin

E P

Sekil 4.4: pH’'In GKNtrA aktivitesi Gizerine etkisi. Reaksiyon 11 pg/ml GkNtrA, 150 uM

NFZ, 263 uM NADPH ve ortamda % 4 DMSO olacak sekilde 50°C de belirtilen

tamponlarda gerceklestirildi.

Relatif Aktivite (%)
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Sekil 4.5: Sicakligin GKNtrA aktivitesi Gizerine etkisi. Reaksiyon, 100 uM NFZ, 15

ug/ml GKNtrA ve 221 uM NADH ve ortamda % 2 DMSO olacak sekilde 23 mM pH 8,0

sodyum fosfat tamponunda gergeklestirildi.
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GkNtrA'nin  1sil - kararhliginin  belirlenmesi, 50-80°C araliginda cesitli
sicakliklarda ve 0-400 dakika araliginda degisen inkibasyon siresinde tutulan
enzimin kalan aktivitesinin optimum sicaklikta olclilmesiyle saglandi. Enzimin

aktivitesinin yariya dusttga sicakhk (yarilanma 6mri) belirlendi.

100{ p=—B—"""—"—8— "
1 \i

N
"~ — . & S0C
~

G\é/g 60°C

[o]
o
1

O

D
o
1
/>
IS
~
o
J
o

Relatif Aktivite (%)
8

T T T T T T T
0] 8 100 200 300 400
80 - \7
] NN
60 \v\ﬁ
i %,
20 v
1 % 80°C
0 -
T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

inkiibasyon Siiresi (dk)

Sekil 4.6: GKNtrA’nin 1sil kararhliginin belirlenmesi.

Enzimin optimum c¢alisma sicakhgl olan 50°C’'de 390 dakikalik (6,5 saat)
inkGibasyon sonrasinda enzimatik aktivitenin yalnizca % 12’sini kaybettigi goruldi.
60°C'de 320 dakikalik (5 saat 20 dak) inkiibasyon sonrasinda ise aktivitenin % 24
azaldig gorildi. 70°C'de ise 120 dakikada (2 saat) enzim aktivitesinin % 50’sini
kaybettigi ve bu sicakliktan sonra aktivitenin dramatik bir sekilde distigi gozlendi.
Enzimin yarilanma émrinin 75°C'de 2 dakika ve 80°C’de 1 dakika oldugu belirlendi

(Sekil 4.6).

4.1.4. Organik Coziicu

DMSO, EtOH, ACN ve MeOH’Iin GkNtrA aktivitesi izerine etkileri incelendi ve

ortamda hig¢ organik ¢ozlici olmayan durumdaki aktivite degeri 100 kabul edilerek
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digerleri bu degere gore oranlanmis ve goreceli aktivite degerleri hesaplandi. Buna
gore ortamda % 5 DMSO, EtOH, ACN ve MeOH oldugundaki aktivite degerleri
sirasiyla % 92, 85, 89, 77’dir.

120
—— DMSO
—0— EtOH
100 —3—ACN
R{ MeOH

:\o\ 80 \i :
2
s 601
=
4
<
w— 404
=
)
)
oc 20 4

0 -

T T T T T T T
0 10 20 30 40 50
Organik Céziicii (%)

Sekil 4.7: GkNtrA aktivitesi Gizerine organik ¢ozlicu etkisi.

Organik ¢ozlicl yuzdesi arttikga aktivitede diists gorildi. % 40 ACN varliginda
aktivitenin tamamen vyitirildigi gorulirken % 40 DMSO, EtOH ve MeOH’de sirasiyla %
19, 40 ve 35 aktivite gorildi. Bununla birlikte % 50 organik ¢ozlicli varliginda ise
GkNtrA aktivitesinin, EtOH hari¢c olmak Ulzere % 29 aktive mevcut hala, tamamen

yok oldugu goruldu (Sekil 4.7).

4.1.5. Kofaktor Tercihi

GkNtrA’nin kofaktor tercihinin belirlenmesi deneyinde yapay elektron alic
olarak Ks[Fe(CN)e] kullanildi. NAD(P)H oksidasyonu takip edildi. Km degeri NADH icin
91,08+23,37 uM ve NADPH igin 8,27+1,10 uM olarak ve kobs NADH ve NADPH igin
sirastyla 0,52+0,06 s ve 42,01+1,25 s olarak hesaplandi.
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Sekil 4.8: GkNtrA’nin kofaktor tercihine ait Michaelis—Menten grafigi. Aktivite
degerleri 0,8 mM Ks[Fe(CN)e] , 0,4-23 pg/ml GkNtrA, 25 mM pH 8,3 tris/Cl
tamponunda 50°C’'de belirlendi.

Enzimin her iki kofaktort de kullanabildigi ancak katalitik etkinlikleri (kcat/Km)
karsilastirildiginda NADPH’a ilgisinin NADH’e gore 890 kat daha yiksek oldugu
goruldu (Sekil 4.8).

4.1.6. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

CB1954, SN23862, 2,4-DNT, NFZ ve NTOIN ile Michaelis—Menten kinetigine
yonelik calismalar gerceklestirildi. CB1954 indirgenmesinde her iki kofaktorle de
gercgeklestirilen reaksiyonlarin Michealis Menten’e uygunlugu goézlenirken SN23862
ile gerceklestirilen reaksiyonlarda kofaktor olarak NADH kullanildiginda inhibisyon
gozlendi (Sekil 4.10, a)). Substrat konsatrasyonuna karsi baslangi¢ hizi ile gizilen
grafiklerde Origin programi kullanilarak non-lineer fit opsiyonu ile kinetik
parametrelerden ket ve Kv hesabi yapildi. CB1954 indirgenmesinde GKNtrA icin Km
degeri NADH ile gergeklestirilen reaksiyonlar igin 52,0414,27 uM ve NADPH ile
gergeklestirilen reaksiyonlar icin ise 248,96+21,42 uM olarak hesaplandi. Ayrica kops
NADH ve NADPH icin sirasiyla 12,06+0,24 s ve 29,56+0,80 s olarak hesaplandi.
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Sekil 4.9: a) NADH ve b) NADPH kullanilarak GkNtrA’nin CB1954’( indirgemesi

reaksiyonunun kararli hal kinetigi. Aktivite degerleri 0-1,2 mM CB1954, 2 pg/ml

GkNtrA, 100 uM NADPH (veya 183 uM NADH) %4 DMSO iceren 25 mM pH 8,3
tris/Cl tamponunda 50°C’de belirlendi.

GkNtrA'nin CB1954’Gi indirgemesi reaksiyonuna ait kcat/Km degerleri ise
231745 s'M* ve 118734 s*M? (sirasiyla NADH ve NADPH icin) olarak hesaplandi
(Sekil 4.9). Kanser terapileri icin ilag 6ncli maddesi olan diger bilesik SN23862’ye
karsi GkNtrA'nin aktif oldugu gorildi. NADH ile gergeklestirilen reaksiyonlarda 52,5
UM substrat konsantrasyonundan sonra aktivitenin azaldig gorildi. Reaksiyonda
NADPH kullanildiginda ise 140 pM’dan sonra dusls gozlendi. Km degeri NADPH ile
gerceklestirilen reaksiyonlar icin 43,03+5,30 uM olarak ve kobs 8,51+0,39 s olarak
hesaplandi (Sekil 4.10). kcat/Km degeri 197788 s'M! olarak hesaplandi.

Nitrotoluenli bilesiklerden 2,4-DNT’nin GkNtrA katalizli indirgemesi NAD(P)H
kofaktort kullanilarak gergeklestirilmis ve kinetik parametreler hesaplandi. Kw
degeri NADH ile gerceklestirilen reaksiyonlar icin 58,62+10,11 uM ve NADPH ile
gergeklestirilen reaksiyonlar icin ise 120,81+9,23 uM olarak hesaplandi. Ayrica kobs
NADH ve NADPH icin sirasiyla 4,08+0,19 s ve 7,04+0,13 s olarak hesaplandi.
keat/Km degerleri ise 69596 s*M ve 58273 s'M (sirasiyla NADH ve NADPH igin)
olarak hesaplandi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10: a) NADH ve b) NADPH kullanilarak GkNtrA’nin SN23862’yi indirgemesi
reaksiyonunun kararl hal kinetigi. Aktivite degerleri 0-140 pM SN23862, 2 ug/ml
GkNtrA, 100 uM NADPH (180 uM NADH) %4 DMSO iceren 25 mM pH 8,3 tris/Cl

tamponunda 50°C’'de belirlendi.
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Sekil 4.11: a) NADH ve b) NADPH kullanilarak GkNtrA’nin 2,4-DNT’i indirgemesi

reaksiyonunun kararli hal kinetigi. Aktivite degerleri 0-1200 uM 2,4-DNT, 7,0 pg/ml

GkNtrA, 150 uM NADPH (198 uM NADH) % 5 DMSO igeren 25 mM pH 8,5 tris/Cl

tamponunda 42°C’de belirlendi.
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CB1954 ve 2,4-DNT substratlarinin indirgenmesine ait kinetik verilere
bakildiginda NADPH kullanilan reaksiyonlarda maksimum katalitik hiz daha yliksek
olmasina ragmen Ky degerleri NADH kullanilan reaksiyonlarda daha diisiik gozlendi.
Bu durumun enzimin yuksek afiniteyle NADPH’a baglanmasindan ve ayrilmasinin
daha zor olmasindan kaynaklandigi dislinilmektedir. Bu sebeple de katalitik
etkinlikleri karsilastirildiginda NADH ile gergeklestirilen reaksiyonlarin  kcat/Kwm
degerleri daha yilksek gozlendigi sdylenebilir. Tablo 4.2’de literatlirde mevcut tip |
NTR’lardan bazilarina ait kinetik veriler karsilastirildi. Burada NTR’larin Ping Pong
kinetik mekanizmaya goére indirgeme yapan iki substratli oksidorediiktaz olmalar
onemli bir noktadir. Substrat indirgenme hizi farkli NAD(P)H konsantrasyonlarinda
degisiklik gosterecektir. Tabloda verilen kinetik parametreler farkh olmakla birlikte

bu durum relatif kcat/Km degerini etkilemedigi belirtilmektedir [44].

Tablo 4.2: Literatirde yer almis tip | NTR’larin CB1954’e karsi aktiviteleri.

kohs kcat/KM .
Nitrorediiktaz Aile | Km (uM) Kofaktor | Uriin(ler) | Referans
(s | (s*M?)
NfsB NADH 2HX:4HX
) NfsB 880 6 6800 [111]
(E. coli) (60 uM) (1:1)
NfsB NADH 2HX:4HX
) NfsB 900 6,2 7000 [73]
(E. coli) (60 uM) (1:1)
NfsB NADH 2HX:4HX
, NfsB | 17000 | 140 | 7000 [112]
(E. coli) (0-1 mM) (1:1)
NfsB NADH 2HX:4HX
) NfsB 8000 50 6000 [76]
(E. coli) (50 uM) (1:1)
NfsB NADPH 2HX:4HX
) NfsB 2600 15 5800 [76]
(E. coli) (50 uM) (1:1)
NfsB NADH 2HX:4HX
. NfsB 11000 62 5600 [75]
(E. coli) (250 uMm) (1:1)
NfsB NADPH 2HX:4HX
. NfsB 3600 26 7300 [75]
(E. coli) (250 uMm) (1:1)
NfsB NADPH 2HX:4HX
) NfsB 79 2 26000 [113]
(E. coli) (60 uM) (1:1)
FRasel NADPH
. . NfsB 890 11 12000 - [114]
(A. fischeri) (250 uMm)
NfsB NADH 2HX:4HX
. NfsB 21000 200 9600 [115]
(K. pneumoniae) (250 uMm) (1:1)
RdxA NADPH
) NfsB 35 10 300000 - [113]
(H. pylori) (90 uM)
Ydgl NADH 2HX:4HX
» NfsB 1800 7,7 4300 [115]
(B. subtilis) (250 uMm) (3:2)
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Tablo 4.2: Devam.

kobs kcat/KM .
Nitrorediiktaz Aile | Km (uM) Kofaktér | Uriin(ler) | Referans
(sY) | (stm?)
YfkO NADPH
. . . NfsB 30 1100 | 3,5x10° 4HX [100]
(B. licheniformis) (500 uMm)
YfkO NADPH
(8. subtilis) NfsB 2400 60 25000 (250 uM) 4HX [115]
. subtilis i
Ssap-NtrB NADPH 2HX:4HX
. NfsB 1065 2,3 2120 [9]
(S. saprophyticus) (200 uMm) (1:1)
NfsA NADPH
) NfsA 140 21 150000 2HX [76]
(E. coli) (50 uM)
NfsA NADH
, NfsA 18 2,6 | 150000 2HX [76]
(E. coli) (50 um)
NfsA NADPH
, NfsA 220 16 | 73000 2HX>>4HX | [75]
(E. coli) (250 uMm)
NfsA NADH
, NfsA 46 2,9 | 63000 2HX>>4HX | [75]
(E. coli) (250 uMm)
Fr NADPH
P NfsA 100 22 | 220000 2HX [115]
(V. harveyi) (250 uMm)
NfrA NADPH
B NfsA 150 14 | 97000 2HX [115]
(B. subtilis) (250 uMm)
NfsA NADPH
, , NfsA 53 14 | 260000 - [115]
(A. fischeri) (250 uMm)
NfsA NADPH
, NfsA 1700 37 | 22000 2HX [115]
(K. pneumoniae) (250 uMm)
NfsA NADPH
. NfsA 21 0,4 18000 2HX [115]
(S. enterica) (250 uMm)
YcnD NADPH
. NfsA 35 15 430000 - [115]
(B. subtilis) (250 uMm)
GkNtrA NADH Tez
. NfsA 52 12 231745 2HX
(G. kaustophilus) (183 uM) calismasi
GkNtrA NADPH Tez
. NfsA 249 30 118734 2HX
(G. kaustophilus) (100 um) calismasi
YwrO NADPH 71],
. . YwrO 620 8,2 13000 4HX [71]
(B. myloliquefaciens) (250 uMm) [72]
AzoR NADPH
) AzoR 1400 0,15 110 4HX [75]
(E. coli) (250 uMm)
AzoR NADH
) AzoR 6600 0,15 23 4HX [75]
(E. coli) (250 uMm)
NemA NADPH
) NemA 56 0,22 3900 4HX [75]
(E. coli) (250 uMm)
NemA NADH
, NemA 55 0,048 | 880 4HX [75]
(E. coli) (250 uMm)
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Tablo 4.2’de verilen kinetik parametrelerin kesintili HPLC metodu datalarindan
turetilmis olanlar italik yazilmistir. Digerleri ise spektroskopik olarak devamli takip
edilen datalardan elde edilmistir.

NFZ ve NTOIN’in GkNtrA ile indirgenmesi reaksiyonlarinda her iki kofaktorle de

substrat konsantrasyonu arttikca aktivitenin distigd gorulda.

m NFZ
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Sekil 4.12: NFZ ve NFZ/askorbik asit iceren reaksiyonlarda GkNtrA aktivite
degisiminin karsilastiriimasi. Reaksiyon 0-850 uM NFZ, 6 pg/ml GKNtrA ve 214 uM
NADH % 8,5 DMSO igeren 25 mM pH 8,2 tris/Cl tamponunda 37°C'de
gerceklestirildi. Kare: kontrol, yuvarlak: 1,4 mM askorbik asit varliginda
gercgeklestirilen reaksiyon. 340 nm kofaktor azalisi takip edildi.

NFZ model substrat alinarak reaksiyonda yliksek substrat konsantrasyonunda
aktivitenin diismesinin sebebi substrat inhibisyonu mu yoksa tip Il (oksijen
hassasiyeti olan) nitrorediiktazlarin tek elektron Uzerinden indirgemeyi saglarken
ortamda olusan siperoksit radikalinden [3] dolayr mi diye arastirilmak Uzere
askorbik asitli ortamda reaksiyon hizi dlguldi. Bilindigi gibi askorbik asit, indirgeyici
aktivitesinden dolayi glicli bir antioksidandir. Stperoksit radikali (O2~) ve hidroksil
radikali (OH*) ile reaksiyona girerek onlari ortamdan temizler. Hipotezimize gore
GkNtrA eger tip Il nitrorediiktaz sinifindan ise reaksiyon sirasinda olusacak
radikalden dolayr enzimin aktivitesinde diisis meydana gelmis olabilirdi. Ancak

askorbik asitli ortamda radikallerin tutulmasi sebebiyle enzim aktivitesinde disus

53



gorulmemeliydi. Sekil 4.12'de gorildigu gibi askorbik asitin ortamda bulunmasi
aktivitenin diismesine engel olmadig gdzlendi. Bu durumda stiperoksit radikali (O27)
ve hidroksil radikali (OH*) disinda baska bir radikal (NfrA1 (PDB kodu 3N2S) daki gibi
hidrojen peroksit (H202)) olusuyor olabilir veya normal bir substrat inhibisyonu
durumu s6z konusu olabilir.

GkNtrA’nin nitrofenolik ve nitrotoluenli bilesiklere kargi aktivitesi olup
olmadigina ilk énce spektrum taramasi ile bakildi. Spektrum tarama sonuglarina
bakildiginda net bir kofaktér azalisi gozlendi (Sekil 4.13-4.19). Sonrasinda
GkNtrA’nin bu bilesiklere karsi spesifik aktivitesi hem NADH hem de NADPH
varhiginda 6l¢lildi. Kinetik 6lciimler sonucu Tablo 4.3’te verilen tim bilesiklere karsi
GkNtrA’nin aktivitesi oldugu gorildi ancak HPLC sonuglarina bakildiginda 230 ve
340 nm’lerde 2-NT, 4-NT ve TNT icin herhangi bir trin pikine rastlanilmadi. Bununla
birlikte kofaktdr ve substratta net bir azalis gézlendi. Bu durumda gesitli olasiliklar
akla gelmektedir. Literatliirde mevcut bir NTR gibi GkNtrA’'nin da NADH oksidaz
aktivitesi [116] olabilir ve reaksiyon sonunda radikalik bilesikler olusmasindan dolayi
substrat miktarinda azalma gozlenmis olabilir. Yani Grin olusmuyor da enzim
kofaktorlii bosa harciyor olma ihtimali de mevcuttur. Ya da olusan urinler
parcalaniyor olabilir, reaksiyon sirasinda ¢okiyor, enzime baglaniyor veya
polimerlesiyor olabilir ki TNT reaksiyonunda rengin bulaniklastigi gozle goriildi. Bu
sebeplere bagl olarak HPLC'de UV dedektérle tespit edilememis olabilirler. Bu
sebeple sadece kinetik calisma yapilarak, nitrorediiktazlar icin soylemek gerekirse,
enzimin aktivitesi oldugunu séylemek ¢ok dogru bir yaklasim olmayacaktir. Clnki
kofaktor oksidayonuna dayal kinetik oOlcimlerde enzimin kofaktori (rin

olusturmaksizin kullanma ihtimali mevcuttur.
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Sekil 4.13: 2-NT ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmis spektrumu. KagiltiImis grafik; reaksiyon siiresine karsi 340
nm’deki absorbans degisimini (AAbszao) gostermektedir.
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Sekil 4.14: 3-NT ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmis spektrumu. KagiltiImis grafik; reaksiyon siuiresine karsi 340
nm’deki absorbans degisimini (AAbszao) gostermektedir.
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Sekil 4.15: 4-NT ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmis spektrumu. KagiltiImis grafik; reaksiyon siuiresine karsi 340
nm’deki absorbans degisimini (AAbszao) gostermektedir.
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Sekil 4.16: 2,4-DNT ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmis spektrumu. KagiltiImis grafik; reaksiyon siuiresine karsi 340
nm’deki absorbans degisimini (AAbsza0) gostermektedir.
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Sekil 4.17: 2,6-DNT ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmis spektrumu. KagiltiImis grafik; reaksiyon siiresine karsi 340
nm’deki absorbans degisimini (AAbszao) gostermektedir.

58 uM TNT

58 UM TNT+ 7,5 pg/ml GKNIrA

58 uM TNT+ 7,5 ug/ml GKNtrA 5dk sonra

58 uM TNT+ 7,5 ug/ml GkNtrA+ 148 M NADH

g

2.0 xn 2 dk
:: xn 5 dk ::
mxn 7 dk
0.6 11 dk
7 ~n 1.79 dk
c 4
1]
£
o 04+
[72]
] .
<
0.2
0.0 1
T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.18: TNT ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmis spektrumu. Kagiltilmis grafik; reaksiyon siuiresine karsi 340
nm’deki absorbans degisimini (AAbszao) gostermektedir.

57



1.0

11 uM PA

1 11 uM PA+ 6,3 pg/ml GKNITA
=11 uM PA+ 6,3 pg/ml GkNrA+156 uM NADH

0.8

rxn 2 dk

mn 5 dk

—mn8dk

Absorbans

T T T T
400 450 500 550 600

Dalga Boyu (nm)

T T
300 350

Sekil 4.19: Pikrik asit ve GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmis spektrumu. KagiltiImis grafik; reaksiyon siiresine karsi 340
nm’deki absorbans degisimini (AAbszao) gostermektedir.

Tablo 4.3: GkNtrA’nin gesitli nitro substitiye bilesiklere karsi spesifik aktivitesi.

Enzim aktivitesi

Substrat | _#mol/dk/mg Aciklama

NADPH | NADH
CB1954 21,3+1,9 | 16,5¢0,8 | 140 uM CB1954, 180 uM NADH (100 uM NADPH), % 4 DMSO, 50°C, 420 nm
SN23862 9,5¢0,9 | 6,5:0,0 | 52,5uM SN23862, 180 uM NADH (100 uM NADPH), % 4 DMSO, 50°C, 340 nm

85 uM NFZ, 214 uM NADH, % 8,5 DMSO, 37°C, 340 nm

NFZ 9,50,5
- 14,420,0 | 85 uM NFZ, 1090 uM NADH, % 8,5 DMSO, 37°C, 440 nm

NTOIN - 18,4+1,0 | 35 uM NTOIN, 178 uM NADH, % 4 DMSO, 50°C, 420 nm
4-NBA - 2,8+0,2 | 50 pM 4-NBA, 114 uM NADH, % 0,5 DMSO, 37°C, 340nm
2-NT 0,940,1 0,4+0,1 | 50 pM 2-NT, 150 uM NAD(P)H, % 5 DMSO, 42°C, 340nm
3-NT 0,1+0,0 0,7#0,1 | 50 pM 3-NT, 150 uM NAD(P)H, % 5 DMSO, 42°C, 340nm
4-NT 0,740,1 1,120,1 | 50 uM 4-NT, 150 uM NAD(P)H, % 5 DMSO, 42°C, 340nm
2,4-DNT 3,240,3 4,0£0,4 | 50 uM 2,4-DNT, 150 uM NAD(P)H, % 5 DMSO, 42°C, 340nm
2,6-DNT 0,5+0,3 0,7#0,0 | 50 pM 2,6-DNT, 150 uM NAD(P)H, % 5 DMSO, 42°C, 340nm

TNT 9,6%0,3 1,940,0 | 50 uM TNT, 150 pM NAD(P)H, % 5 DMSO, 42°C, 340nm




Tablo 4.3: Devam.

Enzim aktivitesi

Substrat | Mmol/dk/mg Aciklama
NADPH | NADH

PA 0,60,0 ND 50 UM PA, 150 uM NAD(P)H, % 5 DMSO, 42°C, 340nm

Tablo 4.3’te verilen enzim aktivitesinin bir initesi 1 mg enzim tarafindan 1

dakikada kofaktoriin (oksidasyonu) veya substratin (indirgenmesi) umol olarak

dontsimiint ifade etmektedir. Enzimatik reaksiyon 25 mM tris/Cl (pH 8,3-8,5)

tamponunda gergeklestirildi.

4.1.7. GKNtrA’nin Substrat Segiciligi

GkNtrA’'nin substrat seciciliginin belirlenmesinde antibiyotikler ve

ilag

prekirséri, patlayict ve kirleticilerden olusan bir seri nitroaromatik bilesik ile

calisildi (Sekil 4.20). Nitroaromatik bilesiklerin nitrorediiktaz katalizli indirgenmesiyle

nitroso, hidroksilamin ve amin tirevi bilesikler olusmakta ve bununla birlikte azoksi

turevi birlesme Urinleri de yan Urin olarak olusabilmektedir [117].

ilag-onciimaddeleri

ar >N

SN23862

CH3

2-nitrotoluen

CHgy

2,6-dinitrotoluen

Patlayici ve kirleticiler

O,N
O,N \©

CHj

3-nitrotoluen

NO,

CHjg

4-nitrotoluen

NO,

CHa

2,4,6-trinitrotoluen

ilag prekiirsorii

NO,

O~ "OH

4-nitrobenzoik asit

NO,

O2N
CHg

2,4-dinitrotoluen

NO,

OH

2,4,6-trinitrofenol

Sekil 4.20: GkNtrA’nin substrat segiciliginin belirlenmesinde kullanilan bilesikler ve

acik yapilari.
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4-NBA, amino ester grubuna sahip lokal anestezik ilaglardan “Procaine” ve
folik asitin prekilrsori olan organik bir bilesiktir. 4-NBA’in indirgenmis formu PABA
cesitli mikroorganizmalarin biylmesini artirmaktadir. Bazi mikroorganizmalarin
anaerobik metabolizmalari igin ise esansiyel bir bilesik olmakla birlikte bakteriyel
vitamin H ve sulfonamid ilaglarin antagonisti olarak bilinmektedir. Kullanim
alanlarinda ise 6zellikle ilag endustrisi 6ne ¢ikmakla birlikte besin takviyesi olarak ve
politiretan ve boyalarin capraz baglanmasinda ajan olarak kullanilmaktadir [118].

4-NBA’'nin GkNtrA katalizli indirgenmesi sonucu temel olarak Ug¢ Grindn
olustugu HPLC analizlerinde gozlendi. Kofaktoriin yaklagik 3 saat sonra bittigi énceki
calismalardan bilindigi icin reaksiyonun 3. saatinden sonra tekrar NADH ilavesi
yapildi. Kofaktorin ilavesiyle birlikte 4,7 dk’da gelen pik miktarinin tekrar artisi ve
36,9 dk’da gelen pikin de azalisi gbzlendi. Sireye bagli olarak olusan tiim Grinlerin,
substrat ve kofaktériin miktarindaki degisim Sekil 4.22’de gésterildi. ilk olusan ve
4,7 dakika alikonma siresine sahip Uriniin daha sonra miktarinin azalmasina ve
PABA’dan once kolondan gelmesine dayanilarak 4-hidroksi amino benzoik asit
oldugu disinilmektedir. Daha o©nce vyapilmis bir calismada yine 4-NBA’in
nitrorediiktaz katalizli indirgenmesinin C18 kolonda analizi yapilmis ve 4-hidroksi
amino benzoik asit, PABA ve 4-NBA sirasiyla kolondan geldigi gorildi. Ayrica s6z
konusu calismada 4-NBA, enzimatik olarak sadece hidroksilamin basamagina kadar
indirgenebildi amine indirgemek igin gesitli indirgeyici ajanlar kullanildi [119]. PABA
standart olarak kullanilmak tizere Sigma’dan temin edildi ve HPLC analizi sonucu 5,3
dk alikonma siresinde kolonda tespit edildi. Reaksiyonun 26. saatinde de 5,3
dakikada gelen pik gozlemis ve standart ile karsilastirildiginda ayni alikonma
suresinde gelmesi sebebiyle bu pikin 4-NBA’in amine kadar indirgenmis formu olan
PABA’ya ait oldugu disiintlmektedir (Sekil 4.23). 4-NBA’ten daha sonra kolondan
gelen yani daha apolar bir bilesik olmasi beklenen diger bir Girinin (alikonma siiresi
36,9 dk) nitroso ve hidroksilamin bilesiklerinin spontane olarak birlesmesi sonucu

olusan azoksi bilesigi oldugu distnilmektedir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21: 4-NBA’nin ve indirgeme Urlinlerinin acik yapisi.
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Sekil 4.22: 4-NBA’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait zamana karsi a)
substrat ve kofaktor azalisi ve b) tirtin olusumu. Reaksiyon 50 uM 4-NBA, 0,6 pg/ml

GkNtrA ve 110 uM NADH % 0,5 DMSO iceren 25 mM pH 8,3 tris/Cl tamponunda
45°C'de gerceklestirildi. % Alan HPLC verilerine gore hesaplandi.
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Sekil 4.23: 4-NBA’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun 26. saatine ait
HPLC kromatogrami. Reaksiyon 50 uM 4-NBA, 0,6 pg/ml GkNtrA ve 110 uM NADH %
0,5 DMSO iceren 25 mM pH 8,3 tris/Cl tamponunda 45°C’de gerceklestirildi.

NFZ ve NTOIN’nin GkNtrA ile indirgenmesine yonelik ¢alismalarda elde edilen
sonuclarda her iki substrat ile de substrat konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
enzim aktivitesinde azalis gozlendi. NFZ model substrat olarak segilerek farkli
sicakliklarda aktivite 6lgimi (NFZ azalisi takip edilerek) gergeklestirilmis ve ayni
orneklerin HPLC analizleri de vyapilarak kinetik sonuglarla HPLC sonuglari
karsilastirildi. Reaksiyonun baslangic hizi dlgulerek hesaplanan spesifik aktivite
degerleri her li¢ sicaklik degeri icin de birbirine yakin olarak gézlendi ve daha onceki
deneylerde gorildugi gibi NFZ konsantrasyonu arttik¢a aktivitenin azaldig1 gézlendi
(Sekil 4.24). HPLC'den alinan sonuclara gore 13 dakikalik reaksiyon sonucunda
harcanan ve geriye kalan substrat ve harcanan NADH miktarlari grafige gegirilmis ve
buna gore reaksiyonda NADH’In NFZ’'ye oranla biraz daha fazla olmakla birlikte
neredeyse bire bir oraninda harcandig goézlenmektedir. 0,6 pmol (2250 uM)
NFZ'den sonra NFZ harcanmasinin azaldigi ancak bunun NADH’e yansimadigl

gozlendi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.24: Artan NFZ konsantrasyonuna karsi farkh sicakliklarda 6lctilen GKNtrA'nin
spesifik aktivitesi. Reaksiyon 0-0,8 pumol NFZ, 6 pug/ml GkNtrA ve 0,22 umol NADH %

8,5 DMSO iceren 25 mM pH 8,2 tris/Cl tamponunda 30, 37 ve 45°C’'de
gerceklestirilmis olup 440 nm’de NFZ azalisi takip edildi.
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Sekil 4.25: NFZ'nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunda baslangic ve

reaksiyon sonrasi NFZ ve NADH’in miktar degisim grafigi. Reaksiyon 0-0,8 umol NFZ,

6 ng/ml GkNtrA ve 0,22 umol NADH % 8,5 DMSO iceren 25 mM pH 8,2 tris/Cl

tamponunda 30°C'de 13 dk siiresince gerceklestirildi.
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NFZ'nin GkNtrA katalizli enzimatik indirgenmesi sonucu baslica bir Griin
(Alikonma zamani 3,3 dk) olusmaktadir (Sekil 4.26). Bu Urin alikonma zamani olarak
daha Once Ssap-NtrB ile gerceklestirilen reaksiyonda elde edilip karakterize edilen
hidroksilamin Urlintine denk gelmektedir [9]. 6,6 dk alikonma siiresinde NFZ; 1,8 dk
alikonma siresinde NADH kolonda goruldi. Ayrica 2,2 dk, 2,9 dk ve 4,5 dk alikonma

sirelerinde gelen pikler ise mindr Urlinler olarak adlandirildi.

50

P1

40

30 kofaktor »

mAU,

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Alikkonma zamani (dk)

Sekil 4.26: NFZ’'nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami. Reaksiyon 500 uM NFZ, 6 pug/ml GkNtrA ve 1090 uM NADH % 8,5
DMSO iceren 25 mM pH 8,2 tris/Cl tamponunda 30°C’'de 13 dk slireyle
gerceklestirildi.

Uriinlerin tamami bir biitiin olarak diisiintliip artan NFZ konsantrasyonuna
karsi grafige gegirildiginde; 13 dakikalik reaksiyonda ¢alisilan Gg sicaklik degerinde
de (30, 37 ve 45°C) NFZ artisina bagli olarak belirli bir noktaya kadar Griin miktari
artmis sonrasinda azaldi (Sekil 4.27 (a)). 30 dakikalk reaksiyonda ise hiperbolik bir
egri gorilmekte 13 dakikalik reaksiyondan farkli olarak yiksek substrat
konsantrasyonunda Uriin miktarinda azalis gozlenmedi (Sekil 4.27 (b)). Reaksiyon
suresi uzadikga Urin olusumunu etkileyen faktorin (substratin inhibisyon ve/veya

radikal olusumu) de etkisinin azaldigi gozlendi. Her iki siire ¢alismasinda da sicaklik
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arttikca olusan Griin miktari azaldi. Bu durum sicakligin ylikselmesinin tiréin olusumu

Uzerine negatif bir etkisinin oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.27: NFZ'nin GkNtrA katalizli indirgenmesi sonucu olusan toplam Urinlerin
sicakliga ve artan NFZ konsantrasyonuna gore degisimi a) 13 dakikalik reaksiyon b)
30 dakikalik reaksiyon. Reaksiyon 0-3400 uM NFZ, 6 pg/ml GkNtrA ve 1090 uM
NADH % 8,5 DMSO igeren 25 mM pH 8,2 tris/Cl tamponunda 30, 37 ve 45°C’de
gerceklestirildi.
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NTOIN’nin indirgenme reaksiyonunda iki farkli enzim konsantrasyonunda (10
kat fark) ¢ahisildi. Enzim konsatrasyonu 10 kat yiksek olan reaksiyonda enzim ilave
edilir edilmez (0. dk 6rnegi) substratin neredeyse 2/3’Uniin tikendigi ve 1 dakika
sonra tamamen bittigi gorilirken enzim konsantrasyonu duslk reaksiyonda 24.
dakikada sadece % 43’Uniin tliikendigi ve 116. dakikaya kadar izlenen reaksiyonda da
substratta daha fazla azalisin gériilmeyerek reaksiyonun sabit kaldig gozlendi (Sekil
4.28). GkNtrA NTOIN’i substrat olarak kabul etmis ve baslica alikonma siiresi 2,4 dk
ve 8,1 dk olmak lzere iki trin olustugu gozlendi. Bunun yaninda birden ¢ok kigik
pikler olusmus ve bunlarin toplami da minér Grinler olarak adlandirildi (Sekil 4.29).
2,4 dk’da gelen Urin reaksiyonun ilk dakikalarinda hizli bir artis géstermis ve artis
hizi azalsa da Urin miktari artmaya devam ettigi gozlendi. Alikonma siiresi 8,1 dk
olan Giriin de ise bu lriin miktarinin reaksiyonun 24. dakikasindan sonra stirekli
azaldigi gozlendi. Minér Urunler de basta artistan sonra neredeyse sabit kaldiklari

gozlendi.
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Sekil 4.28: NTOIN’in GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait zamana karsi
substrat azalisi ve Grlin olusumu. Reaksiyon 50 uM NTOIN, 0,52 pg/ml GkNtrA ve
200 uM NADH % 5 DMSO iceren 25 mM pH 8,3 tris/Cl tamponunda 45°C'de
gercgeklestirildi. % Alan HPLC verilerine gore hesaplandi.
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Sekil 4.29: NTOIN’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunun 116. dakikasina ait
HPLC kromatogrami. Reaksiyon 50 uM NTOIN, 0,52 pg/ml GkNtrA ve 200 uM NADH
% 5 DMSO iceren 25 mM pH 8,3 tris/Cl tamponunda 45°C’de gerceklestirildi.

2-NT, 3-NT, 4-NT, 2,4-DNT, 2,6-DNT, TNT ve pikrik asitin ikili enzim sistemi
(GkNtrA/FDH) ile gerceklestirilen indirgenme reaksiyonlari HPLC ile takip edildi. FDH
yardimci enzimi kofaktor rejenerasyonunu saglayarak reaksiyondaki kofaktor
sinirlamasini kaldirmak amaciyla kullanildi. 3-NT, 2,4-DNT, 2,6-DNT ve pikrik asitte
urdn olusumu goézlenirken 2-NT, 4-NT ve TNT'de takip edilen dalga boyunda
herhangi bir Urin piki gozlenmedi (Sekil 4.30-4.36). Buna karsin bu substratlarin
miktarlarinda kontrole gore reaksiyonlarda sirasiyla % 28, % 32 ve % 35 azalma
tespit edildi. 2-NT, 4-NT ve TNT’'nin kolonda alikonma siireleri sirasiyla 20,8 dk, 22,3
dk ve 13,6 dk’dir. Bu Ug¢ substratin GkNtrA katalizli reaksiyon sunucunda HPLC
kromatograminda herhangi bir triin gézlenmezken UV-Vis spectrum taramasinda
NADH’In belirgin bir bicimde zamanla azaldigi gozlendi (Sekil 4.13-4.19). Bu
durumda ya enzim kofaktori Griin olusturmaksizin harcamakta ya da olusan urdnler
Ol¢tligimiz dalga boyunda takip edilememektedir. Bazi nitrorediiktazlarin NADH
oksidaz aktivitesinden soz edilmektedir. GkNtrA’nin da boyle bir aktivitesi olabilir bu
durumda enzim herhangi bir indirgenme Urind olusturmaksizin indirgenmis
kofaktorii okside ediyor olabilir. Ayrica literatiirde gecen NADH oksidaz aktivitesi

olan NTR’la yapilan reaksiyonlarda H,02 olusumu gozlendi [116].
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Sekil 4.30: 2-NT'nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami. a) Reaksiyon; 98 uM 2-NT, 21 pug/ml FDH, 49 mM amonyum format,
98 uM NADP*, 10 uM NADPH, 4 pg/ml GkNtrA ve % 5 DMSO iceren 24 mM pH 8,5
tris/Cl tamponunda 37°C’de 30 dk sireyle gergeklestirildi. b) Kontrol; GkNtrA haric

reaksiyondaki bilesenleri icermektedir.
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Sekil 4.31: 3-NT'nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami. a) Reaksiyon; 98 uM 3-NT, 21 pg/ml FDH, 49 mM amonyum format,
98 uM NADP*, 10 uM NADPH, 4 pg/ml GkNtrA ve % 5 DMSO iceren 24 mM pH 8,5
tris/Cl tamponunda 37°C’de 30 dk sireyle gergeklestirildi. b) Kontrol; GkNtrA harig

reaksiyondaki bilesenleri icermektedir.
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Sekil 4.32: 4-NT'nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami. a) Reaksiyon; 98 uM 4-NT, 21 pug/ml FDH, 49 mM amonyum format,
98 uM NADP*, 10 uM NADPH, 4 pg/ml GkNtrA ve % 5 DMSO iceren 24 mM pH 8,5
tris/Cl tamponunda 37°C’de 30 dk sireyle gergeklestirildi. b) Kontrol; GKNtrA harig

reaksiyondaki bilesenleri igermektedir.
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Sekil 4.33: 2,4-DNT’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami. a) Reaksiyon; 98 uM 2,4-DNT, 21 pg/ml FDH, 49 mM amonyum
format, 98 uM NADP*, 10 uM NADPH, 4 pg/ml GkNtrA ve % 5 DMSO iceren 24 mM
pH 8,5 tris/Cl tamponunda 37°C’de 30 dk slireyle gerceklestirildi. b) Kontrol; GKNtrA
haric reaksiyondaki bilesenleri icermektedir.
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Sekil 4.34: 2,6-DNT’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC
kromatogrami. a) Reaksiyon; 98 uM 2,6-DNT, 21 ug/ml FDH, 49 mM amonyum
format, 98 uM NADP*, 10 uM NADPH, 4 pg/ml GkNtrA ve % 5 DMSO iceren 24 mM
pH 8,5 tris/Cl tamponunda 37°C’de 30 dk sureyle gergeklestirildi. b) Kontrol; GKNtrA
harig reaksiyondaki bilesenleri igermektedir.
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Sekil 4.35: TNT’in GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC kromatogrami.
a) Reaksiyon; 98 uM TNT, 21 pug/ml FDH, 49 mM amonyum format, 98 uM NADP*,
10 uM NADPH, 4 pg/ml GkNtrA ve % 5 DMSO iceren 24 mM pH 8,5 tris/Cl
tamponunda 37°C'de 30 dk siireyle gerceklestirildi. b) Kontrol; GkNtrA harig
reaksiyondaki bilesenleri icermektedir.
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Sekil 4.36: PA’'nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait HPLC kromatogrami.
a) Reaksiyon; 98 uM PA, 21 pug/ml FDH, 49 mM amonyum format, 98 uM NADP*, 10
UM NADPH, 4 pg/ml GkNtrA ve % 5 DMSO iceren 24 mM pH 8,5 tris/Cl
tamponunda 37°C'de 30 dk siireyle gerceklestirildi. b) Kontrol; GkNtrA harig
reaksiyondaki bilesenleri igermektedir.

4.1.8. Metabolit Karakterizasyonu

Kanser terapilerinde NTR kombinasyonlu olarak en c¢ok kullanilan ilag oncii
bilesiklerinden CB1954 ve SN23862'nin GkNtrA katalizli indirgenmesinin Griin profili
HPLC ile gahsildi. Sekil 4.37’de HPLC kromatogramina bakildiginda 18,08 dakikada
CB1954’e ait bir pik ve 13,04 dakikada 2HX [5-(aziridin-1-yl)-2-hidroksilamino-4-
nitrobenzamid] Grlndne ait pik gortilmektedir (literatirdeki bilgilere dayanilarak)
[9]. Deneysel sartlari yukarida belirtilen kosullarda gergeklestirilen reaksiyonun 1
dakika sonrasinda Urin profili degistigi ve 2HX Urunil azalirken bagka Urlinlerin
olustugu gozlendi (Sekil 4.37). Bu durumun buyik olasilikla olusan Uriniin kararsiz
yapisindan kaynaklandigi séylenebilir. CB1954’ten sonra kromatogramda goriilen
pikler muhtemelen nitroso ve hidroksilamin indirgeme Grinlerinin birlesmesinden
olusan azoksi bilesikleridir [120]. Literatirdeki NTR’lara bakildiginda CB1954

indirgemesinde, NfsA ailesine mensup NTR’larin sadece 2HX indirgeme Urlnlni

olusturduklari gorilirken NfsB ailesine ait olanlarin bliylk cogunlukla 2HX ve 4HX

71



karisimi (oranlari degisiklik gostermekte) veya 4HX indirgeme Grind olusturduklari
gorilmektedir [44]. CB1954’(in 4HX indirgenmis formu daha toksik [120] olmasina
karsin 2HX ile karsilastirildiginda 2HX metabolitinin bystander etkisi daha yuksektir
[68].
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Sekil 4.37: CB1954’(in GkNtrA katalizli indirgenmesi reaksiyonunun 0, 1 ve 10.
dakikalarina ait HPLC kromatogrami. Reaksiyon, % 2,5 DMSO iceren 25 mM pH 8,3
tris/Cl tamponunda 50 uM CB1954, 45 pug/ml GkNtrA ve 112 uM NADPH
icermektedir. (0. dk’de kofaktor haric diger reaksiyon bilesenleri mevcuttur.)

SN23862’'nin Ssap-NtrB ile gerceklestirilen reaksiyonun aksine [9] GkNtrA
katalizli reaksiyon sonucunda alikonma zamani 25,01 dakika olan tek bir Griin
olustugu gozlenmis olup CB1954’te oldugu gibi reaksiyonun 1 dakika sonrasindan
itibaren olusan Urlinlin baska lrinlere donilstligl gozlendi. SN23862'nin alikonma

zamani 21,46 dakikadir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38: SN23862'nin GkNtrA katalizli indirgenmesi reaksiyonunun 0, 1, 10, 20, 30
ve 45. dakikalarina ait HPLC kromatogrami. Reaksiyon, % 2,5 DMSO iceren 25 mM
pH 8,3 tris/Cl tamponunda 25 uM SN23862, 45 pg/ml GkNtrA ve 112 uM NADPH
icermektedir. (0. dakikada kofaktor haric diger reaksiyon bilesenleri mevcuttur.)

Mono ve di-nitrotoluen bilesiklerinden GkNtrA kataliziyle indirgenme sonucu
HPLC'de Uriin gbzlenenler arasindan, metod kisminda acik¢a anlatilan reaksiyon
sartlarinda, en yiuksek verimle lriine donisen substratin 2,4-DNT oldugu goruldu.
Diger nitrotoluenli bilesiklerde oldugu gibi spektruma bakildiginda net bir sekilde
kofaktor azalisi gozlendi (Sekil 4.33). 2,4-DNT substrati model alinarak ayrintili
reaksiyon takibi yapildi. HPLC analizi sonucu C18 kolonda 2,4-DNT, urin 1 ve drdn
2’nin alikonma siireleri sirasiyla 16,0 dk, 7,2-7,3 dk ve 20,8-21,1 dk olarak gozlendi.
Oncii ¢alismalardan elde edilen bilgiyle kofaktér bitiminde reaksiyonun devamini
saglamak icin 30. dakika o6rnegi alindiktan sonra tekrar NADH ilavesi yapildi (Sekil
4.39). Kromatogramda P1 miktarinin NADH ilavesiyle tekrar artmis olarak gorild.
Bu reaksiyonun ve reaksiyonda kullanilan konsantrasyonda substratin GC-MS analizi
yapildi ancak ne substrat ne de uriin tespit edildi. Bunun sebebi olarak baslangic
maddesinin yani substratin tespit edilme limitinin altinda c¢alisiimis olabilecegi

distinalda.
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Sekil 4.39: 2,4-DNT’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonuna ait zamana karsi

substrat azalisi ve irin olusumuna ait HPLC kromatogrami. Reaksiyon 50 uM 2,4-

DNT, 3,8 pug/ml GkNtrA ve 150 uM NADH % 5 DMSO iceren 25 mM pH 8,3 tris/Cl

tamponunda 45°C'de gergeklestirildi. 30. dk 6rnegi alindiktan sonra tekrar NADH
eklemesi yapildi.

Bu sebeple daha yiliksek miktarda substrat kullanilarak tekrar reaksiyon
yapilmis ve HPLC ile takibi de gergeklestirildi (Sekil 4.41). Bu reaksiyonda enzim
eklenir eklenmez kofaktoriin neredeyse yarisinin harcandigi ve 10. dakikada ise
tamamen bittigi gozlendi (Sekil 4.43). 1 saatlik reaksiyon etil asetat ile ekstrakte
edilip GC-MS analizi yapildi. GC-MS analizinde standart madde, literatlir ve NIST
kGtliphanesindeki karsilastirmayla; GC kromatograminda alikonma siresi 10,60 dk
olan pikin 2,4-DNT’e, 10,71 dk olan pikin 2-nitro-4-aminotoluen ve 24,81 dk olanin
ise birlesme Urinl olan azoksi bilesigi oldugu duslinilmektedir. Bu sonuclara gore
HPLC kromatograminda P1 olarak adlandirdigimiz pikin 4 pozisyonundaki nitro
grubunun amine kadar indirgenmis formu olan 2-nitro-4-aminotoluen oldugu ve
substrattan sonra gelen P2 (rinlnin de nitroso ve hidroksilamin {rinlerinin
kendiliginden birlesmesi sonucu olusan azoksi bilesigi oldugu duslintlmektedir

[117], [121]. Sekil 4.44-4.47’de GC kromatogramlari ve MS spektrumlari verildi.
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2,4-dinitrotoluen 2-nitro-4-nitrosotoluen 2-nitro-4-hidroksilaminotoluen 2-nitro-4-aminotoluen
NO, NO NHOH NH,
—_— —_— —_—
O2N O2N O,N O.N
CHs CHs CHs CHs
182 m/z 166 m/z 168 m/z 152 m/z
l |
¢ CHy
NO,
azoksitoluen
N—NO
316 m/z
O,N
H;C

Sekil 4.40: 2,4-DNT’nin indirgenmesi sonucu olusmasi muhtemel bilesikler ve
katleleri.

Nitroaromatik patlayicilarin ve kirleticilerin biyolojik olarak yikimina yénelik
arastirmalar giinden giline artmaktadir [122-124]. 2,4-DNT’in enzimatik olarak
indirgenmesinde E. coli NfsB nitrorediktazinin bu bilesigi sadece hidroksilamin
basamagina kadar indirgeyebildigi yapilan mutasyonlarla da sadece regiosecicilik
yoniinde degisme meydana geldigi gorildi [123]. GkNtrA hidroksilaminden amine
gecen basamagl da katalizleme giiciine sahip olmasi bakimindan 6nemli bir

nitrorediiktaz olarak 6ne ¢gikmaktadir.

~ p1 — kontrol
~2,4-DNT —— reaksiyon 10's
—— reaksiyon 10 dk
reaksiyon 1 sa

P2

mAU,,,

5 10 15 20 25 30
Alikonma zamani (dk)

Sekil 4.41: 2,4-DNT’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunda kontrol ve 10 s,
10 dk, 1 saatlik reaksiyona ait HPLC kromatogrami. Kontrol (TSK; GkNtrA harig diger
bilesenler) ve 10 s, 10 ve 60. dakika 6rnekleri 550 uM 2,4-DNT, 6 pug/ml GkNtrA ve
1,7 mM NADH ve % 5 DMSO iceren 25 mM pH 8,3 tris/Cl tamponunda 44°C’de
gerceklestirildi.
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Sekil 4.42: 2,4-DNT’nin GkNtrA katalizli indirgenmesi reaksiyonunda reaksiyon
bilesenlerinin zamana karsi % alan degisimi. Kontrol (TSK) ve 10 saniye, 10 ve 60.
dakika ornekleri 550 uM 2,4-DNT, 6 pug/ml GkNtrA ve 1,7 mM NADH ve % 5 DMSO
iceren 25 mM pH 8,3 tris/Cl tamponunda 44°C’de gergeklestirildi. % alan hesabi
HPLC datalarina gore yapildi.

180

NADH kontrol
——reaksiyon 10 s

160 1 —— reaksiyon 10 dk
1 —— reaksiyon 60 dk
140
120
100 4
80
60+
40
20
] B
T T T T T T T T
1 2 3

Allkonma zamani (dk)

mAU,,,

Sekil 4.43: 2,4-DNT’nin GkNtrA katalizli indirgenme reaksiyonunda HPLC analizinde

zamana karst NADH degisimi (340 nm). Kontrol (TSK) ve 10 s, 10 ve 60. dakika

ornekleri 550 uM 2,4-DNT, 6 pug/ml GkNtrA ve 1,7 mM NADH ve % 5 DMSO iceren

25 mM pH 8,3 tris/Cl tamponunda 44°C’de gerceklestirildi.
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Sekil 4.44: 2,4-DNT’in GkNtrA katalizli indirgenme reaksyonunun GC-MS analizine ait
a) TIC (Total lon Chromatogram) ve b) 182 ve 152 kitleleri secilerek elde edilen
MIC kromatogrami.

165-|
7001
£ 80 3
> 7 1
2 3
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E 1 13 14
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E ‘H\ \““ H\H‘\ L ‘\ ‘H\ ‘\ 5-! 8-\|\ ‘ “_
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
m/z

Sekil 4.45: 182 kutleli 10,60 dakika alikonma siresinde gelen pikin (2,4-DNT) kiitle
spektrumu.
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Sekil 4.46: 152 kutleli 10,71 dakika alikonma siliresinde gelen pikin (2-nitro-4-
aminotoluen) kiitle spektrumu.
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Sekil 4.47: 316 kitleli 24.81 dakika alikonma sliresinde gelen pikin (azoksi bilesigi) a)
GC kromatogrami ve b) kiitle spektrumu.
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4.1.9. GkNtrA Modelleme Calismalari

NTR’lar nitroaromatik bilesikleri bir veya iki elektron transferi yoluyla
indirgeyebilmesi bakimindan diger bir deyisle oksijenli ortamda verdikleri cevap
bakimindan tip | ve tip Il olarak ikiye ayrilirlar. Tip Il (oksijen hassasiyeti olan)
nitrorediiktazlar nitro grubunu tek elektron ile indirgeyip nitro anyon radikali
olusturmakta, olusan radikal faydasiz bir donglye girerek oksijenli ortamda tekrar
okside olurken sliperoksit anyonu olusumuna sebep olmaktadir [3], [125]. Tip |
(oksijen hassasiyeti olmayan) nitrorediktazlar ise NAD(P)H’den elektron cifti alarak
nitro grubunu nitroso, hidroksilamin ve amin tiirevleri seklinde sirali indirgeme
reaksiyonunu katalizler [1], [42]. Bununla birlikte genellikle enzimatik reaksiyonun
son (riini hidroksilamin tiirevi olmaktadir. ikinci basamaktaki iki elektron transferi
birinci basamaktaki transferden ¢ok daha hizli gergeklestiginden nitroso ara Griini
belirlenememektedir [99], [126]. Tip | NTR’lar kofaktor tecihine gore de bir alt gruba
ayrildi. E. coli NfsA major grubu, E. coli NfsB ise mindr grubunu temsil etmektedir.
Major nitrorediktazlar kofaktér olarak sadece NADPH’i kullanirken mindr
nitrorediktazlar hem NADPH hem de NADH'’i kullanabilmektedir [1], [127].

GCoklu dizi analizleri BioEdit programinda CLUSTRAL W metodu ile olusturuldu.
GkNtrA'nin sekonder yapisi, kristal yapisi belirlenmis ve GkNtrA ile % 71 gibi yliksek
bir benzerlige sahip NfrAl (PDB kodu 5HDJ) model alinarak ESPript web tabanh
program [103] kullanilarak gizildi. Bu sekilde GkNtrA’nin muhtemel sekonder yapisi
belirlendi. Ayrica GkNtrA’a en yiiksek benzerlik gbsteren nitrorediiktazlardan NfrAl
(B. megaterium, PDB kodu 5HDJ) [106], NfrA1l (B. subtilis, PDB kodu 3N2S) [110] ve
NfsA'nin (E. coli, PDB kodu 1F5V) [122] aminoasit dizileri karsilastirilarak korunan
bolgeler farkli renkler ile belirtildi (Sekil 4.48). GkNtrA’nin tip 1 (oksijen hassasiyeti
olmayan) nitrorediktaz sliper familyasindaki yerini bulmak icin MEGA 6 programi

kullanilip Neighbor-Joining (NJ) metodu ile filogenetik aga¢ olusturuldu (Sekil 4.49).
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Sekil 4.48: GkNtrA ve GkNtrA’a en yiksek benzerlik gosteren nitrorediiktazlarin
aminoasit dizi analizi ve GKNtrA’nin muhtemel sekonder yapisi. Sekonder yapi
ESPript 3 programinda NfrAl (B. megaterium, PDB kodu 5HDJ) sablon alinarak

olusturuldu.
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Sekil 4.49: GkNtrA ve tip 1 (oksijen hassasiyeti olmayan) nitrorediiktaz sliper
familyasinin filogenetik analizi.

Filogenetik agac olusturulmasinda protein dizileri kullanilan tip 1 (oksijen
hassasiyeti olmayan) nitrorediiktazlar; S. saprophyticus Ssap-NtrB [9], E. cloacae NR
[128], E. coli_NfsA [129], S. typhimurium SnrA [130], V. harveyi FRP [131], P. putida
PnrA ve PnrB [132], S. typhimurium Cnr [133], B. licheniformis YfkO [100], [134], E.
coli_NfsB [135], V. fischeri FRasel [51], E. coli ydjA [136], P. putida PnbA [137], M.
Smegmantis NfnB [138], B. amyloliquefacien YwrO [71], S. aureus NfrA [139], S.
typhimurium NRSal [117], P. aeruginosa NfsB_Pa [140], P. aeruginosa MsukE, E. coli
SsuE_Ec, P. syringae SsuE_Ps [141], B. subtilis Frb [142], B. megaterium NfrAl, B.

megaterium NrfA2/YcnD [107], B. subtilis NfrA1 [116], B. subtilis YcnD [143].

PDBsum ile yapilan dizi analizi sonuna gore GkNtrA 185 protein ile benzerlik
gostermis olup bunlarin ilk Ggl % 71 ayni (identity) ile B. megaterium NfrAl, % 60
ayni (identity) ile B. subtilis NfrA 1 ve % 42 ayni (identity) ile E. coli NfsA’dir.
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Literatlirdeki mevcut NTR’lar ile dizi karsilastirma sonucu olusturulan filogenetik
agaca (Sekil 4.49) gore ve GkNtrA'nin biyokimyasal karakterizasyonunda elde edilen
bilgiler 1siginda GkNtrA’nin NfsA FRP ailesi nitro-FMN rediktaz siiperfamilyasina (tip
| oksijen hassasiyeti olmayan nitrorediiktaz) dahil oldugu soylenebilir. Bununla
birlikte daha 6nce yapilan major mindr NTR gruplamasinin aksine GkNtrA, cok diisiik
afiniteyle de olsa NADH kofaktorini de kullanabilmektedir. (kofaktor tercihi
deneyinde GkNtrA, NADH’e gore NADPH’i 890 kat daha fazla tercih ettigi belirlendi).

Kristal yapisi aydinlatilmis olan ve dizi karsilastirma sonucunda GkNtrA ile
benzerlik gosteren bir NTR’dan (E. coli NfsA [2]) elde edilen yapisal bilgiler i1siginda
henliz kristal yapisi ¢ozimlenmemis bir NTR olan GkNtrA'nin katalitik bolgesi,
reaksiyon mekanizmasi, kofaktor baglanma yeri ve kofaktor tercihi gibi cesitli
konular hakkinda yorum yapabilmekteyiz. Buna gore NfsA’'nin aktif merkezinde
Arg203 ve Arg208 korunmus rezidiler olarak goérilmekte ve bu aminoasitlerin
katalitik merkezde NADPH baglanma bolgesinde 6nemli rol oynadigi
soylenmektedir. NfsA’daki Arg203 ve Arg208 aminoasitlerine GkNtrA’da Arg212 ve
Arg217 rezidileri tekabil etmektedir. Coklu dizi karsilastirma sonucuna bakildiginda
bu aminoasitlerin Sekil 4.48’de goriilen GkNtrA, NfrAl (5HDJ), NfrA1 (3N2S) ve NfsA
(1F5V)'nin dordinde de korunmus oldugu gorilmektedir. NfsA, Ping-Pong bi-bi
reaksiyon mekanizmasina gore indirgemeyi katalizlemektedir [129]. Burada
indirgemenin ilk basamaginda NADPH’den elektronlar alinarak enzim Uzerindeki
FMN’ye aktarilir. Devaminda indirgenmis FMN Uzerindeki elektronlar substrata

aktarilarak substratin indirgenmesi saglanmaktadir (Sekil 4.50).

NAD(P)H  NAD(P)+ [substratjox [substrat]red

A
E.FMN { i E.FMNH, Y » E.FMN

Sekil 4.50: NTR katalizli Ping-Pong bi-bi reaksiyon mekanizmasi.

NfsA ve GkNtrA arasindaki aminoasit dizi karsilastirma sonucuna bakildiginda
NfsA'nin aktif bolgesinde 0Ozellikle Argl5, GIn67, Argl133, Lysl67, Arg225
aminoasitlerinin GKNtrA (Argl5, GIn67, Argl39, Lys173, Arg234) ile ayni oldugu ve
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bu bolgenin korunmus olmasindan dolayl ayni reaksiyon mekanizmasina sahip
olduklari soylenebilir. S6z konusu aminoasitler diger iki NTR’de (NfrAl (5HDJ) ve
NfrAl (3N2S)) de korunmustur.

Sekil 4.51: Model GkNtrA’nin sekonder yapisi. SWISS-MODEL Workspace web
tabanl software kullanilarak olusturulan protein yapi homoloji modeli PDB dosyasi
Pymol’de agilarak sekonder yapilar ve FMN kofaktori gorintilendi. (Yesil; A zinciri,

mavi; B zinciri, kirmizi; FMN kofaktorleri).

SWISS-MODEL sablon kitiphanesinden Blast ile yapilan tarama sonucunda
GkNtrA aminoasit dizisine (target sequence) %71 dizi benzerligi bulunan NfrAl (PDB
kodu 5HDJ) [107] ile modelleme yapildi. Modelleme raporunda modelin kalitesini
gosteren iki deger bulunmaktadir. Bunlar; GMQE (Global Model Quality Estimation)
ve QMEAN4 (Quality Model Energy Analysis). GMQE’nin 0-1 arasinda bir deger
gostermektedir. Elde edilen deger 1’e ne kadar yakin ise modelin dogrulugu o
derece yiksek anlamina gelir. GkNtrA modelinde GMQE 0,9, QMEAN4 -0,83
degerini aldi. Bu degerlere gore dogrulugu vyiksek, basarili bir model

olusturulmustur. Yapilan modelleme sonucuna gére GkNtrA’nin ayni iki zincirden (A
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ve B zincirleri) olusmus dimer yapili bir protein oldugu iki FMN baglanma bdlgesi

oldugu belirlendi. FMN’nin hangi aminoasitlerle etkilesimde oldugu tabloda verildi.

FMN ile hidrojen bagi yapan aminoasitler Sekil 4.52’de gosterildi.
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Sekil 4.52: FMN ile hidrojen bagi yaparak etkilesimde bulunan aminoasitler. PyMOL

programi ile cizildi.

Buradaki T39 B zincirine ait iken diger aminoasitler A zincirindendir. Tablo

4.4'te verilen geriye kalan aminoasitler ise hidrofobik etkilesimde bulunan

aminoasitlerdir.

Tablo 4.4: SWISS MODEL homoloji modellemesine gore GkNtrA’nin FMN baglanma

bolgeleri.
Ligand 1
A zinciri | H11, R12, S13, R15, Q67, Y69, C133, Y134, 1135, G136, G137, K173, R175
B zinciri | S38, T39, 5S40, 1112, L116
Ligand 2
A zinciri | S38, T39, 540, S41, 1112, L116
B zinciri | H11, R12, S13, R15, Q67, Y69, C133, Y134, 1135, G136, G137, K173, R175
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4.2. Alternatif ilag-Oncii Arastirmasi

4.2.1. Potansiyel ilag-Oncii Bilesiklerin NTR ile indirgenmesi

Sekil 3.1’de acik yapilari verilen toplam 51 potansiyel ilag-6ncii bilesigin Ssap-
NtrB ve GkNtrA ile indirgenme reaksiyonlari HPLC analizleri ile incelendi. 254 ve 350
nm olmak Uzere iki farkli dalga boyunda C18 HPLC kolon kullanilarak analizler
gerceklestirildi.

HPLC kromatogramlarindan elde edilen sonuglar substrat ve indirgeme
drdnlerinin alikonma zamanlari asagida verildi. HPLC analizi sonuglarina gore 2b', 2e,
2g, 6, 9, 133, 15, 18 ve 19 bilesiklerinin saf olmadiklari; her iki enzim ile 2a, 2c, 2d,
8a, 8b, 8f, 14, 16, 25cm, 25i bilesiklerinin tek ve ayni {riine indirgendigi; her iki
enzim ile 2j, 7a, 11b, 24e, 25d, 26", pikrilamin bilesiklerinin iki ve ayni Uriine
indirgendigi; her iki enzim ile 2f, 2k, 3k, 10, 12a, 17, 25e bilesiklerinin birden fazla ve
ayni Urinlere indirgendigi; Ssap-NtrB ve GkNtrA ile 2b, 2i, 3a, 3b, 3¢, 3d, 3e, 3f, 3g,
3i, 3i', 3j, 8¢, 11a, 12c, 25f, 25h, 26' bilesiklerinin birden fazla ve farkh (riinlere
indirgendigi gorildi (Sekil 4.53). Ancak bu reaksiyonlarin kofaktor sinirlamasinda
(yani kofaktor rejenerasyon sistemi olmadan sabit indirgenmis kofaktorle) sadece
belirli bir siirede gergeklestirildigi gdz Uninde bulundurulmalidir. Yani reaksiyon
gidebilecegi son basamaga kadar ilerleyememis olabilir. Buna sebep siirenin veya
kofaktoriin yeterli olmadigidir. Ancak burada bu analizleri yapmadaki amag hizli bir
sekilde tarama gergeklestirilerek Ssap-NtrB ve GkNtrA’nin bu potansiyel ilag-

oncileri indirgeyip indirgemediginin arastiriimasidir.
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birden fazla Grlin (ayni Grunler) birden fazla Grtin (farkli Griinler)
14% 35%

iki ayni Grdn
14%

tek ve ayni Uriin bilesik saf degil
20% 18%

Sekil 4.53: Tez calismasinda kullanilan potansiyel ilag-6nci bilesiklerin Ssap-
NtrB ve GkNtrA katalizli reaksiyonlarinin HPLC analizlerinden elde edilen sonuglar.

2b’ ile gergeklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim ile de 11,69 dk ve 12,82 dk
alikonma sirelerinde gelen iki pik gozlendiginden ayni Urinlerin olustugunu
soyleyebiliriz. 13,60 ve 19,31 dakikada gelen pikler 2b’ kodlu bilesige aittir ve bilesik
saf degildir.

6 nolu bilesik saf olmamakla birlikte Ssap-NtrB ile gerceklestirilen reaksiyonda
tek Urin olusurken (allkonma zamani 14,90 dk), GkNtrA ile gergeklestirilen
reaksiyonda iki Griin (alikonma zamanlari 11,96 dk ve 14,90 dk) olustugu gozlendi.
13,58 dk ve 16,44 dakikalarda gozlenen pikler 6 nolu substrata aittir.

19 nolu bilesik saf olmamakla birlikte (safsizliga ait pik; alilkonma zamani 16,13
dk) Ssap-NtrB ile gerceklestirilen reaksiyonda Uc Urlin olusurken (alikonma zamani
13,60 dk, 14,35 dk ve 17,44 dk), GkNtrA ile gerceklestirilen reaksiyonda iki Griin
(allkonma zamanlar 13,60 dk, ve 17,44 dk) olustugu gozlendi. 20,01 dakikada
gozlenen pik 19 nolu substrata aittir. HPLC analizi sonucu saf olmadigi gorilen 19
kodlu bilesik tekrar sentezlenip yeni bilesik ile tekrar reaksiyonlar gergeklestirildi.
Ancak bu bilesikte de safsizlik goraldi (9,28 dk ve 11,99 dk). Bilesik saf olmasada

reaksiyon sonucunda alikonma stiresi 7,85 dk olan uriin gozlendi.
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7a ile gergeklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim ile de 14,13 dk ve 15,24 dk
alikonma sirelerinde gelen iki pik gozlendiginden ayni Urinlerin olustugunu
soyleyebiliriz. 17,69 dakikada gelen pik 7a kodlu bilesige aittir.

2b ile gergeklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim ile de 15,29 dk ve 15,70 dk
alikonma sirelerinde gelen iki pik gozlendiginden ayni Urinlerin olustugunu
soyleyebiliriz. Ayrica Ssap-NtrB katalizli reaksiyonda 3,87 dakikada gelen baska bir
urin de gozlendi. 17,94 dakikada gelen pik 2b kodlu bilesige aittir.

2g kodlu bilesikte (alikonma zamani 17,74 dk) az miktarda safsizlik mevcuttur
(safsizliga ait pik; alikonma zamani 16,39 dk). 2g ile gergeklestirilen reaksiyonlarda
her iki enzim ile 16,28 dk alikonma siiresinde ayni Urin gozlenirken Ssap-NtrB ile
gerceklestirilen reaksiyonda 15,71 dakikada ve GkNtrA ile gerceklestirilen
reaksiyonda 15,94 dakikada iki farkli Giriintin olustugu goralda.

2i (alikonma siresi 20,13 dk) ile gergeklestirilen reaksiyonlarda Ssap-NtrB ile
17,72 dk, 18,52 dk ve 22,69 dk alikonma siirelerinde gelen Ug¢ pik gozlenirken
GkNtrA ile 18,52 dk ve 22,69 dk alikonma stirelerinde gelen iki pik gozlendi.

3e (alikonma siiresi 18,51 dk) ile gerceklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim
ile substratin tamamen tikendigi gorilda. 4,81 dk alikonma siiresinde gelen pik
hem Ssap-NtrB hem de GKNtrA katalizli reaksiyonda gozlenirken Ssap-NtrB
reaksiyonunda 14,44 dakikada bir pik daha gorilmis ve bu enzim icin iki Grin
olustugu tespit edildi. GKNtrA ile gergeklestirilen reaksiyonda ise Uriin gesitliliginin
daha fazla oldugu gérildi. Uriinlere ait alikonma siireleri sirasiyla 13,78 dk, 16,40
dk, 16,86 dk ve 17,51 dakikadir.

8c’nin Ssap-NtrB katalizli reaksiyonu sonucu baslica ¢ Uriinin (alikonma
sureleri sirasiyla 12,25 dk, 15,01 dk ve 19,81 dk) olustugu gozlenirken, GkNtrA ile
gergeklestirilen reaksiyon sonucu doért Grinin (alikonma siireleri sirasiyla 15,01 dk,
18,10 dk, 18,57 dk ve 19,81 dk) olustugu goruldi. 17,68 dakikada gelen pik 8c kodlu
bilesige aittir. 8c’nin  Ssap-NtrB katalizli reaksiyonu daha sonra kofaktor
rejenerasyon sistemi ile tekrarlanmis ve bu Uriinlere ilaveten 7,15 dk gelen baska bir
pik goruldi (Sekil 4.57).

10 nolu substrat ile gerceklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim ile de 10,57
dk, 13,43 dk ve 14,53 dk alikonma siirelerinde gelen (g ayri pik gozlendiginden ayni

driinlerin olustugunu soyleyebiliriz. 15,96 dakikada gelen pik 10 nolu bilesige aittir.
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11b ile gergeklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim ile de 7,12 dk ve 15,74 dk
alikonma siurelerinde gelen iki ayri pik gozlendiginden ayni Grinlerin olustugunu
soyleyebiliriz. 13,88 dakikada gelen pik 11b kodlu bilesige aittir.

12a ile gergeklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim ile de 12,28 dk, 15,54 dk
ve 18,39 dk alikonma siirelerinde gelen Ui¢ ayri pik gozlendiginden ayni Grinlerin
olustugunu soyleyebiliriz. 15,18 dakikada gelen pik 12a kodlu bilesige aittir.

17 nolu bilesigin Ssap-NtrB katalizli reaksiyonu sonucu 6,17 dk, 7,62 dk, 14,40
dk ve 16,87 dk alikonma siirelerinde gelen dort pik gozlenirken GkNtrA katalizli
reaksiyonda 7,62 dk ve 14,40 dk alikonma sirelerinde gelen iki pik gozlendi. 14,90
dakikada gelen pik 17 kodlu bilesige aittir.

18 nolu bilesigin (18,17 dk ve 18,34 dk alikonma siirelerinde iki pik gozlendi)
saf olmadigl goraldi. Bu bilesigin Ssap-NtrB katalizli reaksiyonu sonucu 5,54 dk ve
6,53 dk alikonma surelerinde gelen iki Griin olusturdugu goraldi. GkNtrA katalzili
reaksiyonda ise diger enzimle olan reaksiyondan farkl alikonma sirelerinde gelen
iki Grtin (5,90 dk ve 7,25 dk alikonma sireleri) goruldu.

25d ile gerceklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim ile 15,94 dk alikonma
siresinde tek pik gozlenirken GkNtrA ile gerceklestirilen reaksiyonda 18,51 dakikada
bir pik daha gorilmus ve bu enzimle olan reaksiyon sonucu iki Grin olustugu tespit
edildi. 18,04 dakikada gelen pik 25d kodlu bilesige aittir.

25e ile gergeklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim ile de 15,83 dk, 16,24 dk
ve 16,84 dk alikonma siirelerinde gelen Ui¢ ayri pik gozlendiginden ayni Grinlerin
olustugunu soyleyebiliriz. 18,43 dakikada gelen pik 25e kodlu bilesige aittir.

2f'nin HPLC analizi sonucu saf olmadigi goriilmis ve tekrar sentezlendi. 2f, 3a,
3d ve 25f'nin substrat olarak kullanildigi reaksiyonlarda (her iki enzim ile de) sonugta
tek bir Griin olusmadigl bir metabolit karisiminin olusumu goézlendi. 2f ve 25f'nin
kolonda alikonma siresi sirasiyla 17,72 ve 18,51 dakikadir. 3b’nin Ssap-NtrB ile
gerceklestirilen reaksiyonda baslica alikonma zamani 10,17 dakikada gelen pikle
birlikte cok sayida kiiclik pikler gozlendi. Birden fazla (iriin s6z konusu oldugu
soylenebilir. GkNtrA ile gergeklestirilen reaksiyonda ise metabolit karisimi gézlendi.
Her iki enzim ile de substratin tamamen tikendigi gozlendi. 18,02 dakikada gelen
pik 3b kodlu bilesige aittir. 3c’nin Ssap-NtrB ile gerceklestirilen reaksiyonda baslica
alikonma zamanlari sirasiyla 5,65 dk, 12,71 dk, 13,70 dk, 18,27 dk ve 21,19 dakikada
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gelen piklerle birlikte ¢cok sayida kiiclik pik gézlendi. Birden fazla tiriin s6z konusu
oldugu soylenebilir. GkNtrA ile gergeklestirilen reaksiyonda da reaksiyonda baslica
alikonma zamanlari sirasiyla 2,49 dk ve 3,51 dakikada gelen piklerle birlikte cok
sayida kuiguk pik gozlendi. 20,02 dakikada gelen pik 3¢ kodlu bilesige aittir. 3i'nin
Ssap-NtrB ile gerceklestirilen reaksiyonda baslica alikonma zamani 3,79 dakikada
gelen pikle birlikte cok sayida kiictik pikler gézlendi. Birden fazla lriin s6z konusu
oldugu sdylenebilir. GkNtrA ile gergeklestirilen reaksiyonda ise metabolit karigimi
gozlendi. 18,61 dakikada gelen pik 3i kodlu bilesige aittir. (3i’)’'niin her iki enzimle de
gerceklestirilen reaksiyonda metabolit karisimi gozlendi. Birden fazla Uriin s6z
konusu oldugu soylenebilir. 18,61 dakikada gelen pik (3i’) kodlu bilesige aittir. 3f'nin
Ssap-NtrB ile gergeklestirilen reaksiyonda baglica alikonma zamanlari sirasiyla 13,64
dk ve 13,90 dk’de gelen pikler gdzlendi. GKNtrA ile gerceklestirilen reaksiyonda ise
metabolit karisimi gozlendi. Her iki enzim ile de substratin tamamen tiikendigi
gozlendi. 17,14 dakikada gelen pik 3f kodlu bilesige aittir. 3g’'nin HPLC analizine
bakildiginda substratta safsizlik oldugu gorildi. 3g'nin  (tekrar sentez) ile
gergeklestirilen reaksiyonlara ait HPLC kromatogramina bakildiginda ise bilesigin saf
oldugu (17,92 dk) ve her iki enzim ile de 5,35 dk, 14,29 dk, 15,56 dk ve 17,18
dakikalarda gorilen baslica dort drin ile birlikte ¢ok sayida siddeti dusik pik
goruldu.

11a’nin Ssap-NtrB ile gergeklestirilen reaksiyonda baslica alikonma zamanlari
sirasiyla 8,15 dk ve 12,06 dk dakikada gelen pikler gézlendi. Birden fazla Griin s6z
konusu oldugu sdylenebilir. GkNtrA ile gergeklestirilen reaksiyonda ise metabolit
karisimi gozlendi. 14,40 dakikada gelen pik 11a kodlu bilesige aittir.

12c¢’nin Ssap-NtrB katalizli reaksiyonu sonucu 11,65 dk alikonma suresinde
gelen tek bir Griin gozlenmisken GkNtrA katalizli indirgenemsi sonucu 11,48 dk ve
11,63 dakikalarda gozlenen baslica piklerin yaninda cok sayida kigiik pik gozlendi.
Birden fazla Uriin s6z konusudur. 14,55 dakikada gelen pik 12c kodlu bilesige aittir.

15 nolu bilesik ile gerceklestirilen reaksiyonlarda metabolit karisimi seklinde
siddeti oldukga dusuk fazlaca pik gozlendi. 18,68 dakikada gelen pik 15 kodlu
bilesige aittir ve bilesikte safsizliklar mevcuttur.

25h’nin Ssap-NtrB katalizli reaksiyonu sonucu 14,45 dk ve 17,61 dk alikonma

siresinde gelen iki Griin gozlenmisken GkNtrA katalizli indirgenmesi sonucu 14,45
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dk, 17,61 dk ve 16,34 dakikalarda Uc¢ pik gozlendi. 18,07 dakikada gelen pik 25h
kodlu bilesige aittir.

2j bilesigi ile gerceklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim ile de 16,97 dk ve
17,90 dk’de gorilen iki Grlin belirlendi. 18,56 dakikada gelen pik 2j kodlu bilesige
aittir.

2k bilesigi ile gergeklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim ile de 13,49 dk ve
13,90 dk’de gorilen iki pik ve birden fazla kiguk pikler goruldi. Birden fazla Grin
s6z konusudur. 17,74 dakikada gelen pik 2k kodlu bilesige aittir.

3j bilesigi ile gergeklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim ile farkli Grinlerin
olustugu gorildi. Ssap-NtrB katalizli reaksiyonu sonucu 15,55 dk alikonma
suresinde gelen tek Urln gozlenmisken GkNtrA katalizli indirgenmesi sonucu 13,87
dk, 14,09 ve 16,37 dakikalarda ¢ pik gozlendi. 17,78 dakikada gelen pik 3j kodlu
bilesige aittir.

3k bilesigi ile gerceklestirilen reaksiyonlarda; Ssap-NtrB katalizli reaksiyonu
sonucu 14,16 dk, 14,31 dk ve 15,82 dk alikonma siliresinde gelen (¢ Uriln
gozlenmisken GkNtrA katalizli indirgenmesi sonucu 14,16 dk, 14,31 dk, 15,82 dk ve
16,44 dk’de gelen dort pik gézlendi. 17,30 dakikada gelen pik 3k kodlu bilesige aittir.

9 nolu bilesigin HPLC analizi bilesigin saf olmadigini gosterdi. Bilesikteki
safsizliklari gidermek amaciyla tekrar sentez calismalari gerceklestirilmis ve 9 (tekrar
sentez) ile iki enzim ile de reaksiyonlar gerceklestirildi. HPLC sonuglarina goére
bilesikte yine safsizlik mevcuttur (17,18 dk ve 20,09 dk). Buna karsin her iki enzim ile
de 11,50 dk, 13,47 dk ve 15,46 dk’de Urilin olabilecek li¢ pik gdzlendi.

24e bilesigi ile gerceklestirilen reaksiyonlarda her iki enzim ile de 15,43 dk ve
17,06 dk’de gorilen iki pik gorildi. 18,97 dakikada gelen pik 24e kodlu bilesige
aittir.

26’ bilesigi ile gerceklestirilen reaksiyonlarda; Ssap-NtrB katalizli reaksiyonu
sonucu 10,98 dk, 14,32 dk ve 14,97 dk alikonma siiresinde basta olmak lizere bircok
kiicik pik goraldi. GkNtrA katalizli reaksiyonu sonucunda ise 13,63 dk, 14,57 dk ve
16,56 dk alikonma siiresinde basta olmak Uzere bircok kigik pik gorildi. Bu
substrat her iki enzimle farkli indirgenme urinleri olustugu gorildi.

26" bilesigi ile gerceklestirilen reaksiyonlarda; Ssap-NtrB katalizli reaksiyonu

sonucu 12,54 dk, 14,98 dk ve 15,71 dk alikonma siiresinde gelen (¢ Urin
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gozlenmisken GkNtrA katalizli indirgenmesi sonucu 12,54 dk, 14,98 dk, 15,71 dk ve
14,43 dk’de gelen dort pik gozlendi. 17,29 dakikada gelen pik 26” kodlu bilesige
aittir.

Pikril amin bilesigi ile gergeklestirilen reaksiyonlarda; Ssap-NtrB katalizli
reaksiyonu sonucu 13,25 dk alikonma siiresinde gelen tek bir Griin gézlenmisken
GkNtrA katalizli indirgenmesi sonucu 11,70 dk ve 13,25 dk’de gelen iki Urlin
gozlendi. Bilesikte safsizliklar mevcuttur (10,68 dk, 13,94 dk ve 15,09 dk).

2a, 2¢, 2d, 2e, 8a, 8b, 8f, 13a, 14, 16, 19 (tekrar sentez), 25 cm, 25i kodlu
bilesiklerle gergeklestirilen reaksiyonlarda ise Ssap-NtrB ve GkNtrA’nin her ikisinde
de ayni tek Griniin olustugu gozlendi.

2a ile gergeklestirilen reaksiyon sonucunda alikonma siresi 14,52 dk olan urin
gozlendi. 16,92 dakikada gobzlenen pik substrata aittir. 2c ile gerceklestirilen
reaksiyon sonucunda Urline ait pik 17,98 dk ve substrata ait pik 20,58 dakikada
gozlendi. 2d ile gerceklestirilen reaksiyon sonucunda alikonma siresi 17,01 dk olan
urin gozlendi. 18,41 dakikada gozlenen pik substrata aittir. 2e’nin  HLC
kromatogramina bakildiginda substratin safsizlik (alikonma siresi 14,49 dk) icerdigi
goruliur. 16,67 dakikada gelen pik Girline 18,40 dakikada gelen pik ise substrata aittir.
8a ve 8b de ise her iki enzim ile de sirasiyla 14,64 dk ve 14,16 dk alikonma
sirelerinde gelen Uridnlerin olustugu gorilda. 17,38 dakikada gelen pik 8a kodlu
bilesige ve 17,02 dk gelen pik ise 8b kodlu bilesige aittir. 16 kodlu bilesik ile
gergeklestirilen reaksiyon sonucunda alikonma siiresi 6,08 dk olan {iriin gozlendi.
15,10 dakikada gozlenen pik substrata aittir. 13a kodlu bilesik ile gergeklestirilen
reaksiyon sonucunda alikonma siresi 3,32 dk olan Grin gozlendi. Bilesik safsizlik
icermektedir. Bu sebeple birden fazla pik gorildi (3,52 dk, 4,02 dk, 5,43 dk ve 5,60
dk gelen omuzlu pik). 25cm kodlu bilesik ile gerceklestirilen reaksiyon sonucunda
alikonma siiresi 18,50 dk olan (rtin goézlendi. 20,58 dakikada gozlenen pik substrata
aittir. 8f kodlu bilesik ile gergeklestirilen reaksiyon sonucunda da alikonma siiresi
4,34 dk olan Griin gozlendi. 12,62 dakikada gozlenen pik substrata aittir. 25i kodlu
bilesik ile gerceklestirilen reaksiyon sonucunda da alikonma stiresi 9,76 dk olan {irlin
gozlendi. Substratta safsizhik vardir. 14,51 dk ve 17,52 dk’de gozlenen pikler

substrata (25i) aittir.
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4.2.2. indirgenme Uriinlerinin Zamanla Degisiminin izlenmesi

14 kodlu bilesigin Ssap-NtrB ve GkNtrA ile ayri ayri zamana karsi reaksiyonlari
HPLC ile takip edilmis ve drin profilinin degistigi gorildi. Ssap-NtrB ile
gerceklestirilen reaksiyonda ilk olusan Urline ait pikin (P1, alikonma zamani 15,80
dk) zamanla arttigi ve 10. dakikadan sonra ikinci bir Griniin meydana geldigi (P2,
alikonma zamani 18,81 dk) gozlendi. GkNtrA ile gergeklestirilen reaksiyonun 5.
dakikasinda P1 (alikonma zamani 15,80 dk ) ve P2 (alikonma zamani 18,81 dk ) driin
pikleri gozlendi. Reaksiyonun 10. dakikasindan sonra P1 (15,80 dk) miktarinin
azaldig1 ve 20. dakikadan itibaren de P3 (alikonma zamani 19,37 dk) ve P4 (alikonma
zamani 23,50 dk) olmak Uzere iki ayri Grinin meydana geldigi gozlendi. 17,88 dk
gelen pik 14 kodlu bilesige aittir. Bu bilesikte gdzlenen durumun diger substratlar
icin de gecerli olma ihtimali yliksektir (Sekil 4.54).

Bilesiklerin enzimatik indirgenmesi reaksiyonlarinda, ortamdaki kofaktor
sinirlamasini kaldirmak icin kofaktor rejenerasyonu sistemi kullanildi. Bu amagla
Ssap-NtrB/FDH ikili enzim sistemi kullanilarak 8b ve 8c bilesikleri ile zamana karsi
reaksiyonlar gerceklestirilip HPLC ile takip edildi. 8b ile gerceklestirilen reaksiyonun
zamana karsi HPLC analizine bakildiginda 30. dk’ye kadar Urin (alikonma zamani
14,13 dk) miktarindaki artisla substrat (allkonma zamani 16,97 dk) miktarindaki
azalisin birebir oranda gergeklestigi gorildi. Ancak 30. dakikadan sonra 14,13 dk’de
gozlenen Urliniin miktarinda azalis dikkat cekmektedir. 30. dakikada olustugu ve 60
dakikada da miktarinda artis gérdiigiimuiz 4,15-4,35 dk alikonma siiresinde gozlenen
cok cok distk siddetteki omuzlu pik muhtemelen 14,13 dk gozlenen metabolitin
baska bir metabolite donisimidir ve 6l¢tigiimiz dalga boyunda (254 ve 350 nm)
diistik siddette absorbans vermektedir (Sekil 4.55). Keza LC-MS sonuglarinda bunu

acikca gormekteyiz (Bkz Bolim 4.2.3).
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Sekil 4.54: a) Ssap-NtrB ve b) GkNtrA katalizli 14 nolu bilesigin rediksiyonu
reaksiyonunun zamana karsi HPLC kromatogrami. Reaksiyon, 9,3 pg/ml Ssap-NtrB
(11,2 pg/ml GkNtrA), 300 uM 14 nolu substrat, 923 uM NADH ve ortamda % 1,6
metanol olacak sekilde 25 mM (pH 7,5 SsapNtrB icin, pH 8,5 GkNtrA icin) tris/Cl
tamponunda gerceklestirildi.
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Sekil 4.55: a) Ssap-NtrB katalizli 8b’nin rediiksiyonu reaksiyonunun
zamana karsi HPLC kromatogrami, b) zamanla Uriin ve substrat miktarindaki
degisim. Reaksiyon, 25 uM 8b, 0,1 mg/ml BSA, 0,2 M amonyum format, 24 ug/ml
FDH, 24 pg/ml Ssap-NtrB, 500 uM NADP*, 50 uM NADPH ve %20 DMSO igeren 25
mM Tris/Cl (pH 7,4) tamponunda gergeklestirildi. Reaksiyon sonunda 1:1 hacim
asetonitril ilave edildi.
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8c ile gerceklestirilen reaksiyon sonucu olusan metabolit sayisi oldukca
fazladir (Sekil 4.57). HPLC verilerine dayanilarak toplam on (¢ Grlne ait % alan
degerleri hesaplandi. Bu Urinlerin icerisinden P1 (alikonma zamani 15.18 dk), P3
(allkonma zamani 12.32 dk), P7 (alikonma zamani 16.20 dk) ve P9 (alikonma zamani
7.15 dk) olusan baslica metabolitlerdir. 8c ve baslica dort Giriiniin olusum ve yikimini
gosteren grafige bakildiginda reaksiyonun 4. saatinden sonra P1 miktarinin dramatik
bir sekilde azalmaya baslayip yine ayni saatten itibaren de P7 ve P9 miktarlarinin
artmaya basladigi dikkat cekmektedir. P3’lin ise 24 saatten sonra azalmaya basladigi

goraldia (Sekil 4.58).
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Sekil 4.56: 8c potansiyel ilag-6nclisiiniin Ssap-NtrB katalizli indirgenme
reaksiyonunun HPLC kromatogrami. a) Ssap-NtrB icermeyen kontrol, b) Ssap-NtrB
katalizli reaksiyonun 24. saati.
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Sekil 4.57: 8c potansiyel ilag-6nclisiiniin Ssap-NtrB katalizli indirgenmesinde
reaksiyonun siiresinin trin profilindeki degisimine ait HPLC kromatogrami.

—— 8¢
100 + —@—P1 (15.18 dk)
P3 (12.32 dk)
—w— P7 (16.20 dk)
80 P9 (7.16 dk)
. 60
&
c
® 40
<
20
0_
LA B B T P m o

T T T T
S FFF F FF S PP
v 9 N o w

Reaksiyon siiresi

Sekil 4.58: 8c potansiyel ilag-Oncilisiiniin Ssap-NtrB katalizli indirgenmesiyle olusan

P1, P3, P7 ve P9 Uiriinlerinin zamanla miktarlarindaki degisim. Grafik, HPLC
kromatogramindaki pik alanlari hesaplanarak elde edildi.
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4.2.3. Potansiyel ilag-Oncii Bilesiklerin Enzimatik Rediiksiyonunun LC-
MS/MS Analizleri

Sentezlenen potansiyel ilag-6ncli maddelerinin yeni nitrorediktazlarla (Ssap-
NtrB ve GkNtrA) enzimatik reaksiyon sonucu indirgendikleri spektroskopik ve HPLC
analizleri ile tespit edildi. Olusan indirgenme (riinlerin neler olduklarini ve
substratin hangi basamaklari izleyerek son Uriine donlistigiini anlamak amaciyla
LC-MS/MS analizleri gerceklestirildi. Reaksiyonu yapilan bilesiklerden 2b, 2b’, 2c, 2d,
2e, 2i, 3a, 3c, 3d, 11a, 11b, 12a, 12c, 14, 16 ve 17 (toplam 16 bilesik) kodlu
bilesiklerin reaksiyonlarina iliskin LC-MS/MS analizlerinden sonug¢ alinamadi. Bu
durum buydk ihtimalle uygun LC-MS/MS analiz sartlarinin  saglanamamis
olmasindan veya s6z konusu bilesiklerin uguculuklarinin digerlerinden disik olma
ihtimalinden kaynaklanmis olabilir. 8a, 8b, 8c, 10, 2f, 2g, 3b, 3e, 3f, 3i, 3i’, 7a, 25d,
25e, 25f ve 26’ kodlu bilesiklerde ise olumlu sonug¢ alindi. Her iki enzimle de
gerceklestirilen reaksiyonlara ait LC-MS/MS spektrumlarindan elde edilen kitleler

Tablo 4.5 ve 4.6’da verildi.

Tablo 4.5: LC-MS/MS analiz sonuglari.

Ssap-NtrB
Substrat/ M?Iek.,UI Alikonma Parent iyon Fragment iyonlar
iirin(ler) Agirhig zamani (m/2) (m/2)
(g/mol) (dk)
8a 287 22,37 286 [M-H]
- . | Product ion scan;
8a irtinl 257 6,92 256 [M-H] | 59 254,183,171, 151, 127
8b 287 21,74 286 [M-H]_ 286, 255, 240, 163, 133, 122
8b iiriin1 273 16,12 272 [I\/I-H]_ ig;l, 239, 211, 194, 163, 136, 134,
8b iiriin2 - | 256, 239, 226, 209, 196, 180, 166,
259 1587 1 256 IM3H] | 153 137 121, 107
8b iiriin3 .| Product ion scan; 290, 254, 183,
257 4,61 256 [M-H] | 171 156, 151
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Tablo 4.5: Devam.

GkNtrA
Substrat/ M?Iekuul Alikonma Parent iyon Fragment iyonlar
iiriin(ler) agirhg zamani (m/2) (m/2)
(g/mol) (dk)
8a 287 22,35 | 286 [M-H] -
_— - | Product ion scan;
8alrinl) 273 17,04 1 272IM-H] | 308 575 270, 151, 113
8b 287 21,74 286 [M-H] | 240, 163,138, 133, 122, 117
8b iiriin 1 273 16,13 272 [M-H] | 240, 211, 194, 163, 133, 117, 105, 76
8birin2 | 559 15,89 | 256 [M-3H] | 239, 225, 208, 195, 180, 166, 148, 121,91
8b iiriin 3

Tablo 4.6: Hizli tarama yontemi (quick scan mod) ile elde edilen kitle verileri.

Kontrol (tampon-

Substrat | substrat-kofaktor) Ssap-NtrB reaksiyonu GkNtrA reaksiyonu
m/z m/z
m/z
8c 120, 127, 156, 181, 120, 127, 156, 212, 241, 120, 127, 156, 212, 241, 257,
212,241, 255, 283, 331 | 257,277,293, 317,331 293, 299, 315, 331
10 156, 346 127, 156, 302, 316, 332, 127, 156, 300, 316, 332, 346
338, 346
2 127, 156, 183, 212, 273, 120, 127, 156, 183, 212, 241,
287, 303 257,273, 287, 293, 303
2 ) 101, 127, 156, 183, 212, 299,
317
3b 127, 156, 183, 212, 241, 127, 156, 183, 212, 251, 267,
267 269
120, 127, 156, 212, 241, 120, 127, 156, 212, 241, 261,
3f 261, 293, 302, 318, 334, 302, 318, 332, 348
340, 348
3 120, 156, 212, 220, 253,
€ 289, 317 ]
3 120, 127, 156, 183, 212, 120, 127, 156, 183, 212, 241,
' 241, 353 353
3y 120, 127, 156, 183, 212, 120, 127, 156, 183, 212, 241,
241, 353 305, 353
7a 101, 120, 127, 156, 183, 101, 120, 127, 156, 183, 212,
212,241, 291 241,291
254 127, 156, 183, 212, 331, 127, 156, 183, 212, 241, 331,
345 345
127, 156, 181, 212, 246, 120, 127, 156, 183, 212, 241,
25e 255, 302, 326, 344, 360, 365, 374
365, 374
25¢ 127, 156, 183, 212, 362, 127, 156, 183, 212, 254, 329,
389, 393, 405, 419 344, 389, 393, 419
26’ 120, 127, 156, 183, 212, 120, 127, 156, 183, 212, 241,

241, 363

349, 363
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8a ve 8b substratlar icin reaksiyon ve reaksiyon oncesi (ortamda enzim
olmadigl durum), deneysel kisimda ayrintili anlatilan 6rnek hazirlama islemleri
sonras! sivi kromatografi ile kolonda reaksiyon bilesenlerinin ayrilmasi saglandi.
Sonrasinda 100-500 (m/z) araliginda Q3 scan ile negatif ve pozitif modda kitle
taramasi vyapildi. Diger substratlar icin ise islem siiresini kisaltmak amaciyla
reaksiyon karisimlarinin LC kolona verilmeksizin hizli tarama (quick scan) ile negatif
ve pozitif modda 100-800 m/z araliginda kiitle taramasi gergeklestirildi.

Secilen substratlarda iyonlasma verimi negatif iyonlasma modu kullanildiginda
pozitif moda gore oldukga yuksek gorildi. Bu durum nitro grubunun elektronegatif
ozelligine dayandiriimaktadir. Kitle spektrumunda pozitif yikli iyonlar vya
olusmamaktadir ya da ¢ok dusik yogunlukta goérilmektedir. Bu da yine
nitroaromatik bilesiklerin dislik proton ilgilerine baglanmaktadir [144]. 8a substrati
ile yapilan arastirmada, reaksiyon dncesi ve sonrasinda LC kromatograminda 22,35
dakikada gelen ve kitle spektrumunda 286 m/z [M-H] iyonun 8a’ya ait oldugu
goruldi (Sekil 4.59). Ssap-NtrB katalizli indirgeme reaksiyonunda reaksiyon
oncesinden farkli olarak 6,92 dakikada pik goruldi. Bu pikin kitle spektrumuna
bakildiginda 256 m/z [M-H]  iyonunu gorildia (Sekil 4.60). 256 kitlesi kolondaki
alikonma zamani da gz 6niline alindiginda buyik ihtimalle 8a substratindaki iki nitro
grubundan birinin secimli bir sekilde amine kadar indirgenmesi sonucu olusan (riine
aittir. GkNtrA katalizli indirgeme reaksiyonunda ise yine reaksiyon dncesinden farkli
olarak 17,04 dakikada pik gortldi. Bu pikin kitle spektrumuna bakildiginda 272 m/z
[M-H] iyonunu gorildu (Sekil 4.62). Bu da 8a substratindaki iki nitro grubundan
birinin secimli bir sekilde sadece hidroksilamine kadar indirgenmis olabilecegini
gostermektedir. 8a’nin  enzimatik indirgeme sonucu olugsmasi muhtemel
metabolitlerin acik yapilari Sekil 4.5'te verildi. Kirmizi halka icindeki bilesiklere ait
kiitleler MS spektrumlarinda gorildi. MS sonuglari incelendiginde her iki enzim icin
de bilesikteki iki nitro grubundan sadece birinin indirgendigi gorildi. Ssap-NtrB
katalizli reaksiyonun amin basamagina kadar, GkNtrA katalizli reaksiyonun ise
hidroksilamin basamagina ilerleyebildigi goruldi. Her iki enzimin de daha ileriki
indirgeme basamaklarina gecememis olmalari daha fazla kofaktér gereksiniminden

kaynaklanmis olabilecegi gibi olusturabilecekleri son Urinler bunlar da olabilir.
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Sekil 4.59: 8a‘nin a) acik yapisi, b) Ssap-NtrB ile reaksiyon dncesine ait LC
kromatogrami ve c) 22,35 dk’da gelen pikin MS spektrumu.

100



O,N

b)

Relative Intensity
2ol

|-127

Relative Intensity (%)

151-|

NH

NH,

171-|

1 83-|

NH
Mw: 257

m/z: 256 [M-HJ
miz: 292, 254, 183,
171,151, 127

NO
H,N 2

M— T

15 20 25 30 35 40
Retention Time (min)

254-‘

292-|

140

160

180

200 220

m/z

240 260 280

Sekil 4.60: 8a‘nin a) indirgenme Grlnlerinin acik yapisi, b) Ssap-NtrB ile

reaksiyonuna ait LC kromatogrami ve c) 6,92 dk’de gelen pikin MS spektrumu.
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Sekil 4.61: 8a‘nin GkNtrA ile reaksiyon 6ncesine ait a) LC kromatogrami b) 22,35
dk’de gelen pikin LC-MS spektrumu.
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Sekil 4.62: 8a‘nin a) indirgenme Grinlerinin acik yapisi, b) GkNtrA ile reaksiyonuna
ait LC kromatogrami ve c) 17,04 dk’de gelen pikin MS spektrumu.
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Sekil 4.63: 8a’nin nitrorediiktaz aracili indirgenmesi sonucu olusmasi muhtemel
metabolitler. indirgenme tek bir nitro grubu {izerinde sematik olarak gosterildi.

8b ile gergeklestirilen arastirmada ise reaksiyon dnce ve sonrasinda 21,8
dakikada gelen pikin 286 m/z [M-H] iyonu olarak substrata ait oldugu goruldi (Sekil
4.64 ve 4.66). Her iki enzimle de (Ssap-NtrB ve GkNtrA) ayri ayri gergeklestirilmis
reaksiyonlarin LC kromatogramina bakildiginda reaksiyon oncesinden farkli olarak
4,6 dk (sadece Ssap-NtrB icin), 15,9 dk ve 16,1 dk’de pikler goruldu (Sekil 4.65 ve
4.67). Bu piklerin kutleleri sirasiyla 256, 256 ve 272 m/z olarak belirlendi. 8a ve 8b
bilesiklerinin molekil kitleleri esit ve bu iki substrat birbirinin izomeridir. Kolondaki
alikonma zamanina ve belirlenen m/z degerlerine gore 4,6 dk gelen (256 m/z, [M-H]
) pikin 8b’deki iki nitro grubundan birinin tamamen amine kadar indirgenmis
formuna, 15,9 dk gelen (256 m/z, [M-3H]) pikin bilesikteki her iki nitro grubunun
hidroksilamine indirgenmis formuna ve 16,1 dk gelen (272 m/z, [M-H]") pikin de bir
nitro grubunun hidroksilamine indirgenmis formuna ait oldugu séylenebilir (Sekil
4.69) 256, 272 ve 286 m/z kiitleleri 6ncu (prekiirsor) iyon olarak secilip trin iyon
(product ion) modu ile parcalanmalari saglanip olusan iyonlara da bakildi (Tablo
4.5). Bu iyonlarinin pargalanma dagilimina bakildiginda indirgemenin hangi nitro

grubu Uzerinden gergeklestigi belirlenememektedir. Sekil 4.68'de de gorildigi gibi
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indirgemenin karbonil tarafindaki veya diger taraftaki nitro grubundan olmasi

durumundaki her iki durumda da ayni kitlelere sahip pargalanma Urinleri

olusmaktadir.

NH 8b

O,N Mw: 287
m/z: 286 [M-HJ
m/z:286, 255, 240,
NO, 163, 133, 122
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Sekil 4.64: 8b‘nin a) acik yapisi, b) Ssap-NtrB ile reaksiyon 6ncesine ait LC

kromatogrami ve c) 21,78 dk’de gelen pikin MS spektrumu.
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Sekil 4.65: 8b‘nin Ssap-NtrB ile reaksiyonuna ait a) LC kromatogrami, b) 16,1 dk’de
gelen pikin MS spektrumu, c) 15,9 dk’de gelen pikin MS spektrumu ve d) 4,6 dk’de

gelen pikin MS spektrumu.
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Sekil 4.66

dk’de gelen pikin MS spektrumu.

: 8b’nin GkNtrA ile reaksiyon 6ncesine ait a) LC kromatogrami b) 21,78

107



—_
Q

"

16,13 dk

o
©

o

S

20%803...15,91/d

o | o
o N ®
1 | L

Relative Intensity
o
o
o
N
(4]

1N
iN

15.5 16.0 16.5 17.0
Retention Time (min)

o o
N w
| |

o

LA B a L Ny L L L R L R L L L LR LR LR N LR LR L RN Ry LR LR RN Ry AR LR RN RaRLy ARl R

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Retention Time (min)

|-27O

Relative Intensity (%)
[2]
o

20 4 306)

Il +
E \

mnmmmmmmmmmmwmmmmwmwmmmm
270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355
m/z

254-|
100

@
o

fo2]
o

Relative Intensity (%)

'S
o

290-|
339-|

n
o
M T e

256 264 272 280 288 296 304 312 320 328 336
m/z

Sekil 4.67: 8b‘nin GkNtrA ile reaksiyonuna ait a) LC kromatogrami b) 16,13 dk’de
gelen pikin MS spektrumu, c) 15,91 dk’de gelen pikin MS spektrumu.

108



o o
Q}Le H\@ (0]
N N o
ON Q)L NH > ©
0N 0N
NH, NH,
m/z: 256.07 (100.0%), 257.08 m/z: 135.06 (100.0%),  m/z: 165.03 (100.0%), m/z: 123.03 (100.0%),
(14.1%), 257.07 (1.1%) 136.06 (7.6%) 166.03 (7.6%) 124.04 (6.5%)
I
o o
< lﬁ o
$) NH,
HoN —_— —_— NH N @/
HoN
NO, NO,
m/z; 256.07 (100.0%), 257.08 m/z: 165.03 (100.0%),  m/z: 135.06 (100.0%), m/z: 93.06 (100.0%),
(14.1%), 257.07 (1.1%) 166.03 (7.6%) 136.06 (7.6%) 94.06 (6.5%)

Sekil 4.68: 256 m/z kitleli molekiilun olasi pargalanma Urlinleri.
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Sekil 4.69: 8b substratinin nitrorediiktaz aracili indirgenmesi sonucu olusmasi
muhtemel metabolitler. indirgenme tek bir nitro grubu tizerinde sematik olarak
gosterildi.

8a ve 8b’nin hem Ssap-NtrB hem de GkNtrA katalizli reaksiyonlarinin LC

kolonunda ayirma islemi ve akabinde kitle spektrumu alindi. Hatta belirli kiitlelerin
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secimi ile o kitlelerin parcalanma dagilimina ait spektrumlar da kaydedildi. Diger
bilesiklerde ise hizli tarama modu (quick scan mode) ile reaksiyon ve kontrollerin
(TSK ve TSE) analizleri gercgeklestirildi. Ancak bu sekilde sinirli bilgi elde edildi. Clink{
hem substratin kendisi hem de reaksiyon Uriin(ler)i ve molekillerden kopan
parcalardan geriye kalan fragmentler tek bir spektrumda gorilmekte ve bu da
¢O6zimlemeyi zorlagtirmaktadir. Kontrollerde goérilen iyonlarin haricinde reaksiyon
spektrumlarinda farkl iyon var ise bu Uriin olarak degerlendirildi. Bununla birlikte
bazi iyonlarin olusmasi muhtemel Uriinlere denk gelmeme durumu da goériildi. Bu
tarz iyonlar icin de bilinmeyen iyon terimi kullanildi. Kontrol ve reaksiyonlarin kiitle
spektrumunda goézlenen kitleler Tablo 4.6’da verildi.

8c’nin Ssap-NtrB ve GkNtrA katalizli indirgenmesi sonucu kontrollerden farkh
olarak gozlenen 257 m/z [M-H] iyonu bilesikteki ¢ nitro grubunun ikisinin amine
birinin hidroksilamine kadar indirgenmesi sonucu olusan metabolite (Mw 258) ve
317 m/z [M-H] iyonu da bir nitro grubunun hidroksilamine kadar indirgenmesi
sonucu olusan metabolite (Mw 318) ait olabilir. Reaksiyonlara ait MS spektrumunda
gorilen 277 ve 293 m/z kitlelerinin hangi bilesige ait oldugu belirlenemedi.
Substratin kendisi de 331 m/z [M-H] iyonu olarak gézlendi (Mw 332). Parcalanma
drdnlerine bakilarak hangi nitro grubunun indirgendigi konusunda yorum yapmak
glctar.

10 numarali substratin Ssap-NtrB ve GkNtrA katalizli indirgenmesi sonucunda
elde edilen kitle spektrumlar incelendiginde 346, 332, 316 ve 302 m/z [M-H]
iyonlari goruldd. Bunlar sirasiyla substrat (Mw 347), bilesikteki bir nitro grubunun
hidroksilamine indirgenmesi ile olusan Girtin (Mw 333), bilesikteki bir nitro grubunun
amine indirgenmesi ile olusan Uriin (Mw 317) ve bilesikteki t¢ nitro grubundan
birinin hidroksilamin birinin amine indirgendigi Grin (Mw 303) oldugu
disunilmektedir. 158 m/z iyonu ise molekilden NO- grubunun ayrilmasiyla (M-30)
olusan -2 degerlikli iyonu ifade ederken 300 m/z’de molekilden NO; grubunun
ayrilmasiyla (M-46) olusan iyonu ifade etmektedir. Bilesikteki hangi nitro grubunun
indirgendigini belirlenemedi. GkNtrA ile gergeklestirilen reaksiyon tek nitro
grubunun amine kadar indirgenmesini saglamis ancak daha ileri gidemedi. SsapNtrB
ile gergeklestirilen reaksiyon ise ikinci bir nitro grubunun indirgenmesi baslamis

ancak hidroksilamin basamaginda takildi. Burada reaksiyonun kofaktor
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sinirlamasinda oldugu aciktir ve muhtemelen ileriki basamaklara gidilememenin
sebebi ortamda indirgenmis kofaktorin tiikenmesidir.

2f'nin indirgenmesinin Ssap-NtrB ve GkNtrA katalizli reaksiyonlarina ait MS
spektrumlarina bakildiginda 303 m/z, substrata (2f) ait [M-H] iyonu olarak
belirlendi. 273 m/z [M-H] iyonu bir nitro grubunun amine kadar indirgenmesi
sonucu olabilecek triinti (Mw 274) gostermektedir. 287 m/z ise 2f'den bir oksijen
kopmasi sonucu (M-16) olusmus olabilir.

2g (Mw 318) substratinin Ssap-NtrB ile indirgenmesi reaksiyonunun MS
analizinden sonug¢ alinamadi. GkNtrA katalizli reaksiyona ait kitle spektrumuna
bakildiginda 317 m/z kutlesinin substrata (2g) ait [M-H]" iyonu oldugu
gorilmektedir. Muhtemel indirgenme Urilinlerinin kitlelerine ait olabilecek kiitle
tespit edilemedi. HPLC analizlerinde her iki enzimin de bu substrati indirgeyip Griin
olusturdugu goridlmistli. Kitle analizinden sonug¢ alinamamasinin dogru MS
sartlarinin saglanmadigindan kaynaklandigi soylenebilir. Kitle spektrumlarina
bakildiginda 3b’de (Mw 270) de 2g’de oldugu gibi sadece substrata ait oldugu
disinilen 269 m/z [M-H] iyonu goralda.

3f'nin indirgenmesinin Ssap-NtrB ve GkNtrA katalizli reaksiyonlaria ait MS
spektrumlarina bakildiginda 348 m/z, substrata (3f) ait [M-H] iyonu olarak
belirlendi. Sadece SsapNtrB katalizli reaksiyonda gozlenmis 334 m/z [M-H] iyonu
bilesikteki dort nitro grubundan birinin hidroksilamine kadar indirgenmesi sonucu
olabilecek Grinli (Mw 335) gostermektedir. 318 m/z [M-H] iyonu da yalnizca bir
nitro grubunun amine kadar indirgenmesi sonucu olabilecek Grini (Mw 319)
gostermektedir. 302 m/z ise 3f'den NO; grubunun kopmasi sonucu (M-46) olusmus
olabilir.

3e’nin Ssap-NtrB katalizli reaksiyon sonucu olusan ve MS spektrumunda 289
m/z [M-H]" iyonu bilesikteki (¢ nitro grubundan ikisinin hidroksilamine kadar
indirgenmesi sonucu olabilecek Grinid (Mw 290) gostermektedir. 317 m/z kitlesi
ise substrata (3e) ait [M-H] iyonudur. GkNtrA katalizli reaksiyona ait kiitle
spektrumunda ne substrat ne de olusabilecek muhtemel metabolitlerin kitleleri
gozlenebildi.

7a, 3i ve (3i’) bilesiklerinin indirgenmesinin her iki enzim ile de gergeklestirilen

reaksiyonlarina ait kitle spektrumlarinda muhtemel {riinlere ait kitleler
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gorilemedi. 291 m/z kitlesi 7a substratina ait [M-H] iyonudur. 353 m/z kiitlesi ise
molekdl kitleleri ayni olan 3i ve (3i’) substratlarina ait [M-H]  iyonudur. Kitle
spektrumunda substrata ait kiitlenin gorulirken Griinlere ait kitlelerin gorilmemesi
reaksiyonun gerceklesmemis olabileceginden ya da olusan metabolitlerin
iyonlasmalarinin yeterli olmadigindan kaynaklanmis olabilir.

25d’nin Ssap-NtrB ve GkNtrA katalizli indirgenmesi sonucu MS spektrumunda
gorilen 345 m/z kutlesi 25d substratina ait [M-H] iyonudur. Ssap-NtrB katalizli
reaksiyona ait MS spektrumunda Uriine (Mw 332) ait kitle 331 m/z olarak
gorilurken GkNtrA katalizli reaksiyona ait kitle spektrumunda 329 m/z gorildi. Bu
kiitle bilesikteki Ug¢ nitro grubundan birinin hidroksilamine indirgenmesi sonucu
olusan metabolite ait olabilir.

25e’nin Ssap-NtrB katalizli reaksiyon sonucu MS spektrumunda goérilen 360
m/z [M-H] iyonu bilesikteki lg nitro grubundan birinin hidroksilamine indirgenmesi
sonucu olusan metabolite (Mw 361) ait olabilir. 344 m/z [M-H] iyonu ise bilesikteki
U¢ nitro grubundan birinin amine indirgenmesi sonucu olusan metabolite (Mw 345)
ait olabilir. MS spektrumunda goérulen 374 m/z kutlesi 25e substratina ait [M-H]
ivonudur. GkNtrA ile gerceklestirilen reaksiyonun MS soektrumunda substrata ait
kitle gorulirken Grlnlere ait kitleler gérilmedi.

25f'nin indirgenmesinin Ssap-NtrB ve GkNtrA katalizli reaksiyonlarina ait MS
spektrumlarina bakildiginda 419 m/z, substrata (25f) ait [M-H] iyonu olarak
belirlendi. Sadece Ssap-NtrB katalizli reaksiyonda gozlenmis 405 m/z [M-H] iyonu
bir nitro grubunun hidroksilamine kadar indirgenmesi sonucu olabilecek lirline (Mw
406) ait olabilir. Her iki enzimle de gerceklestirilen reaksiyona ait MS spektrumunda
389 m/z [M-H]" iyonu bir nitro grubunun amine kadar indirgenmesi sonucu
olabilecek Girine (Mw 390) ait olabilir.

(26') substratinin Ssap-NtrB ile indirgenmesi reaksiyonunun MS analizinden
sonucuna baktigimizda sadece substrata ait kltle gorilmekte onun haricinde
drdnlere ait olabilecek kutleler gorilmedi. Spektrumda gorilen 363 m/z kutlesi
substrata (26) ait [M-H]" iyonudur. GkNtrA Kkatalizli reaksiyona ait kiitle
spektrumunda 349 m/z [M-H]" iyonu bir nitro grubunun hidroksilamine kadar

indirgenmesi sonucu olabilecek triine (Mw 350) ait olabilir.
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MS sonuglari bir butin olarak degerlendirildiginde her iki enzimin de bir ¢cok
bilesik icin amin basamagina kadar indirgeme yapabilme gliciinde oldugu gorilda.
Bu sadece calistigimiz potansiyel ilag-6nci bilesikleri icin 6nemli bir gelisme olmakla
kalmayip bu enzimlerin substrat gesitliliginde yer alan diger birgok bilesik icin de

olusmasi mumkiin trinler icin fikir olusturmaktadir.

4.2.4. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

HPLC sonuglarina gore aktifligi yliksek gorilen potansiyel ilag-6nci bilesiklerin
Ssap-NtrB ve GkNtrA katalizli indirgenmesi reaksiyonlarina ait kinetik veriler Tablo
4.7'de verildi. Ayrica literatiirde yer alan bazi nitrorediktazlarin, ki bunlarin
icerisinden NfsB kanser terapilerinde (izerinde en ¢ok galisilan nitrorediktazdir,
CB1954 ve SN23862'nin indirgenmesi reaksiyonlarina ait kinetik sonuclari
karsilastirma yapabilme acisindan s6z konusu tabloda yer verildi. NfsB/CB1954
kombinasyonu, kanser terapilerinde en ¢ok kullanilan kombinasyon oldugundan
kinetik veriler (kcat, Km ve keat/Km) bu ikiliye gére karsilastirildi. Ssap-NtrB’nin CB1954
icin elde edilen katalitik etkinligi (kcat/Km) 2120 s*M™? [9] iken GkNtrA icin
hesaplanan 231745 s*M! dir ve bu degerin Ssap-NtrB icin hesaplanandan yaklasik
100 kat fazla oldugu gorildi. Ayrica GkNtrA’nin katalitik etkinligi, CB1954 icin
NfsB’ninkinden yaklasik 33 kat daha ylksek ve tablodaki diger nitrorediiktazlardan
da yuksek oldugu gorilmektedir. Bu durumda GkNtrA’nin bu substrat icin oldukca
iyi bir enzim oldugunu soyleyebiliriz. Kanser terapilerinde tizerinde calisilan bir diger
ilag-6ncl bilesik SN23862’ye karsi her iki enzimimizin de (Ssap-NtrB ve GkNtrA) aktif
oldugu ve katalitik etkinlikleri karsilastirildiginda Ssap-NtrB’nin NfsB ile yaklasik ayni
seviyede buna karsin GkNtrA’nin bu substratta da NfsB’den daha yiksek etkinlige
(yaklasik 19 kat daha yiiksek) sahip oldugu gorilmektedir. Tez kapsaminda ¢alisilan
ilag-0ncl bilegiklerin Ssap-NtrB ve GkNtrA katalizli indirgenmesi ile gergeklestirilen
reaksiyonlarin kinetik verileri incelendiginde CB1954’den daha iyi substrat 6zelligi
gosteren bilesikler oldugu goriildi. Ornegin 3d, 3f, 3c, 3a, 3b, 8c, 11a ve 12b
bilesiklerinin Ssap-NtrB ile indirgenmesi sonucu elde edilen kcat/Km degeri CB1954 ile
kiyaslandiginda bu degerin sirasiyla 580, 195, 161, 84, 76, 137, 46 ve 55 kat daha

yuksek oldugu gorilmektedir. Bunun anlami  Ssap-NtrB aracili indirgeme
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reaksiyonunda bu bilesiklerin CB1954’den daha iyi bir substrat olarak
indirgenebildigi soyleyebiliriz. Ancak s6zl edilen substratlar ile gerceklestirilen
reaksiyonlar kofaktor Uzerinden takip edilirken CB1954 ile gerceklestirilen
reaksiyonlar Grlin Uzerinden takip edildigini unutmamak gerekir. Enzimin tek bir
nitro grubunu indirgerken (nitroso-hidroksilamin-amin sirasiyla) her bir basamakta
kofaktor harcadigi dusinildiginde aktivitenin kofaktér Gzerinden takibi ile elde
edilen kinetik etkinligin daha yiiksek olacagi muhtemeldir. Ancak yine de Tablo
4.7'deki diger bilesiklerin de sitotoksisite sonuclarina goére kanser terapilerinde
kullanilma potansiyelleri oldugunu distinmekteyiz (Bkz Bolim 4.2.5).

8b substratinin ¢ozinlrlik probleminden dolayr Michealis-Menten kinetigi
yapilamadi. Ssap-NtrB’nin bu substrata karsi spesifik aktivitesi 0,10+0,01 U/mg (68
UM 8b ve 198uM NADPH) olarak hesaplandi. Ssap-NtrB’nin (2b’)’'ne karsi spesifik
aktivitesi de 0,42+0,01 U/mg (15 uM 2b’ ve 215 uM NADPH) olarak hesaplandi.
Ssap-NtrB ve GkNtrA ile 8a’nin indirgenmesi reaksiyonunun kinetik parametrelerini
belirlemek icin artan substrat konsantrasyonuna karsi reaksiyon hizi grafige gegirildi.
GkNtrA icin 15 puM (NADH ile reaksiyon) ve 35 uM (NADPH ile reaksiyon) 8a
konsantrasyonundan sonra inhibisyon etkisi goriillirken, Ssap-NtrB’de aktivitenin

dismesi 420 uM’dan sonra goruldi.

Tablo 4.7: CB1954, SN23862 ve tez kapsaminda ¢aligilan potansiyel ilag-6nci
bilesiklerin literatiirdeki bazi NTR’ler, Ssap-NtrB ve GkNtrA ile indirgenmesine ait
kinetik veriler.

kcat KM kcat/KM Dalga
Enzim | Substrat Kofaktor | Boyu | Kaynak
(sY) (M) | (st M) (nm)

Ssap-NtrB | CB1954 |2,3+0,1 |1065,2+53,1|2120 NADPH |420 |[9]
GkNtrA | CB1954 |12,1+0,2|52,0+4,3 231745 | NADH 420 |Tez

GKNtrA | CB1954 |29,6+0,8|249,0+21,4 |118734 |[NADPH |420 |Tez

NfsB CB1954 |26,0+2,6|3600+660 |7300 |NADPH [420 |[75]
NfsB CB1954 |62+11 |11000+2600|5600 |NADH [420 |[75]
NfsA CB1954 |16%0,5 |220+18 73000 |NADPH |420 |[75]
ywrO CB1954 |8,2+1,1 |618+169 13268 |NADPH |- [71]
AzoR CB1954 |0,2+0,0 |1400+160 |110 NADPH |420 |[75]
AzoR CB1954 |0,2+0,0 |6600+1000 |23 NADH |420 |[75]
NfsB SN23862 | 26,4+7,2 | 2500100 | 10560 |NADH |- (89]
ywrO SN23862 | ND Aktif degil |- NAD(P)H | - [71]
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Tablo 4.7: Devam.

kcat KM kcat/KM Dalga
Enzim | Substrat Kofaktér | Boyu | Kaynak
(s (kM) (s*™m?) (nm)
Ssap-NtrB | SN23862 | 0,8+0,1 |82,4+16,9 |9350 NADPH (340 |[9]
GkNtrA |SN23862|8,5+0,4 |43,045,3 197788 |NADPH |340
Ssap-NtrB | 3d 20,5+0,8 | 16,7+2,9 1224169 | NADPH |340
Ssap-NtrB | 3f 13,6+0,9 | 32,945,2 412610 |NADPH |340
Ssap-NtrB | 3¢ 4,9+0,4 |14,3t4,7 342245 |NADPH |340
Ssap-NtrB | 3a 10,5+1,2 ({59,0+14,1 |177984 |NADPH |340
Ssap-NtrB | 3b 10,2+1,2 | 63,4£22,7 |160316 |NADPH |340
Ssap-NtrB | 2i 0,1+0,0 |15,7+5,8 8267 NADPH |340
Ssap-NtrB | 3i 0,1+0,0 |16,7+4,5 7821 NADPH 420
Ssap-NtrB | 37 0,210,0 |10,2+2,1 16502 |NADPH (420
Ssap-NtrB | 7a 3,1+0,4 |602,1+152,9|5102 NADPH |340
Ssap-NtrB | 11a 9,9+0,7 |100,6+17,2 |98284 |NADPH |340
Ssap-NtrB | 12¢ 11,4+1,1(96,9+21,4 |117278 |NADPH |340
Ssap-NtrB | 2b 0,310,0 |67,5%2,5 4136 NADPH |340
Ssap-NtrB | 2e 2,510,6 |123,6%41,2 [19940 |NADPH |340
Ssap-NtrB | 14 6,5£0,6 |128,4+29,3 |50552 |NADPH |340
Ssap-NtrB | 10 0,2+0,0 |26,612,7 7100 NADPH |450
Ssap-NtrB | 8c 19,2+2,0(66,1£13,5 |290975 |NADPH |340
GkNtrA |10 0,210,0 |125,8+37,2 |1367 NADPH |450
GkNtrA | 3i 0,3+0,0 |10,7+1,2 25233 |NADPH [420
GkNtrA |37’ 0,4+0,0 |59,0+10,5 |6399 NADPH 420
GkNtrA | 3d 0,5¢0,0 |37,5%4,1 12815 |NADPH |410
GkNtrA |3a 3,5t0,1 |31,6%2,3 111978 |NADPH |340
GkNtrA | 3b 4,6+0,5 |42,1+11,6 |110387 |NADPH |[340
GkNtrA | 3f 2,5¢0,1 |44,244,5 56671 |NADPH |450

Tablo 4.7’de CB1954, SN23862 ve tez kapsaminda galisilan bazi potansiyel ilag-
onci bilesiklerin literatlirdeki bazi NTR’ler, Ssap-NtrB ve GkNtrA ile indirgenmesine

ait kinetik veriler karsilastirilmistir.

4.2.5. Sitotoksisite Calismalari

Sitotoksisite calismalari Balikesir Universitesi Molekiler Biyoloji ve Genetik
Bolimiinde Prof. Dr. Feray KOCKAR ve Dr. Esra TOKAY tarafindan gerceklestirildi.
Potansiyel ilag-Onciilerin tek basina toksisiteleri bes ayri konsantrasyonda (150 uM,
75 uM, 37,5 uM, 18,8 uM, 9,4 uM ve 0 uM (sadece DMSQ)) 24 ve 48 saat hiicrelerle

muamele edilerek MTT deneyleri ile gerceklestirildi. ilag-6ncii bilesiklerin Hep3B ve
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HT-29 kanser hiicre hatlari ile HUVEC saglkli hiicre hatlarinin blylimesi lzerine
etkisi etkileri incelendi. Ssap-NtrB kataliziyle potansiyel ilag-6nculerin indirgenmesi
sonucu metabolitler in vitro olarak olusturulmus olup reaksiyon karisimi hiicrelere
(Hep3B ve PC3 kanser hiicre hatlari ile HUVEC saglikli hiicre hatti) verildi. Reaksiyon
deneylerinde reaksiyonun gerceklestiriimesi icin gerekli kofaktoriin (NADH) MTT
deneylerinde sonuca girisimde bulunmasi sebebiyle alternatif bir yontem olan SRB
kullanildi.  Reaksiyon deneylerinde; negatif kontrol olarak herhangi bir sey ile
muamele edilmemis hiicre, kontrol 1 olarak sadece ilag-Oncu bilesik, kontrol 2
olarak ilag-6ncil + Ssap-NtrB kullanildi.

Hep3B ve HT-29 kanser hiicre hatlari ile HUVEC saglikh hicre hatlarinin
potansiyel ilag-Oncilere karsi verdikleri cevaplar asagida daha ayrintili anlatiimakla
birlikte Sekil 4.70'te Ozetlenmistir. Yesil ile gosterilen bilesiklerin ilag-6ncli olma
potansiyeli vardir. Ancak kirmizi ile gosterilenler ilgili kanser hiicrelerine kendileri

toksik etki gosterdikleri icin ilag-Oncl konseptine uygun degildir.

3a 3b 3c 3d 3e 3f 3g 3i 3i' 3j 3k
Hep3B i i i i g i g g g g g
HUVEC g * * * *
HT-29 & * * *
2a 2b 2c 2d 2f 2i 2j 2k
mepss | W | W | W | W | W | W [N | K
HE 24e 25d 25e 25f 25h 25i 26' 26"
Hep3B * * * g g g g i
HUVEC * * * * * i *
HT-29 * * * * * g
8a 8b 8c 8f 10 14 16 17 11a 11b
Hep3B * * * * * * * * * *
HUVEC * * * * *
HT-29 * * * * *
Toksik 2
Toksik degilfy

Sekil 4.70: MTT yontemi ile potansiyel ilag-6ncu bilesiklerin Hep3B, HT-29 kanser
hiicre hatti ve HUVEC saglikli hiicre hatti tizerine sitotoksik etkisi.

3 serisi bilesiklerinin hepsinin Hep3B karaciger kanser hiicre hatti lzerine

toksik etkisi gdzlendi. ilag-6ncii olarak bu kanserde kullanilma potansiyeli olmayan
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s6z konusu bilesiklerden 3i, 3i" ve 3g’nin saglkl hiicrelere (HUVEC) ve kolon kanseri
hicrelerine (HT-29) toksik etki gostermemeleri kolon kanserinde kullaniima
potansiyeli olduguna isaret etmektedir. 3f'nin toksik etki gosterirken 3g’nin toksik
etki gostermemesi 3g’nin 3f'den sadece bir —CH; grubu fazlahigindan kaynaklandigi
soylenebilir. Ayni sekilde 3i ve 3i’ bilesikleri de 3f'den yapica biyuktir ve toksik etki
gostermemistir.

3f maddesinin Hep3B, HUVEC ve HT-29 hiicreleri Gzerine toksik etkisi gdzlendi.
Hep3B hiicreleri Gizerine 1Cso degeri 48 saatte 56,8 uM iken, HUVEC'lerde bu deger
78,9 uM olarak belirlendi. HT-29 hiicrelerinde ise 150 uM konsantrasyonda toksik
etki gosterdi. Ancak hiicreleri % 50 olacak sekilde inhibe etmedi. Hiicre disi
reaksiyon sonucunda olusan metabolitler maddenin tek basina gosterdigi toksisiteyi
arttirmadi. CB1954 ile kiyaslandiginda metabolitleri toksik etkilidir ancak kendisi de
tek basina toksik oldugundan GDEPT igin uygun bir ilag-6nci olmadig
dustnidlmektedir.

3g maddesine ait sitotoksik aktivite sonuglarina gére 3g’nin 48 saat sonunda
Hep3B hiicreleri (zerine toksik etkili oldugu gozlendi. Ancak HUVEC ve HT-29
hiicreleri Gzerine toksisite gostermedigi tespit edildi. Hiicre disi reaksiyon deneyleri
sonuclarina gore ise reaksiyon sonucu olusan metabolitler HUVEC ve HT-29
hiicreleri Gzerine toksik etki gostermezken, prostat kanseri hicrelerinin biylimesini
inhibe etmislerdir. Ozellikle prostat kanseri hiicrelerinde 48 saatte, CB1954 kadar
toksik etki gosterdi.

3i maddesine ait sitotoksik aktivite sonuglarina gore 3i Hep3B hiicreleri
Uzerine toksik etkilidir. 48 saat sonunda 9,4 uM’lik dozun hiicrelerin yaklasik %
50’sini oldurdiga gozlendi. HT-29 ve HUVEC hicreleri Uzerine toksik etki
gostermedi. Reaksiyon deney sonuglari gostermektedir ki olusan metabolitler
Hep3B ve HUVEC hiicreleri icin 6nemli bir toksisite gostermezken, PC3 hiicreleri
Uzerine CB1954 ile yarisacak sekilde toksik etki olusturmustur.

3i"” maddesinin Hep3B hiicreleri lizerine 24 saat icin kayda deger bir toksisite
gorilmezken 48 saatte toksik etki gorilmis ve 1Cso degeri 17,54 puM olarak
hesaplandi. HT-29 hiicreleri Gzerine toksik etki gdstermedi. Reaksiyon deneyleri
sonuglarina gore ise olusan metabolitler Hep3B (24 saatte) ve PC3 (48 saatte) icin

CB1954 ile yarisacak sekilde toksik etki olusturdugu gorildi. HUVEC yani saglikli
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hiicrelerde ne reaksiyonda ne de kontrollerde toksik etki gbzlenmedi. Bu sonuglar
(3i")’niin GDEPT igin potansiyel bir bilesik olabilecegine isaret etmektedir ve bu
bilesik icin daha ¢ok calisma yapilabilir.

3k’nin Hep3B hiicreleri lGzerine toksik etkisi gorilmis (24 sa: ICso= 67 uM ve
48 sa: ICs0=16 uM) buna karsin HUVEC hiicreleri lizerine 24 saatte sitotoksik etkisi
gozlenmedi. Reaksiyon deneyleri sonuglarina gore ise olusan metabolitler Hep3B
(24 saatte) ve PC3 (48 saatte) igcin CB1954 ile yarisacak sekilde toksik etki
olusturdugu gorildii. HUVEC yani saghkli hiicrelerde 24 saat icin reaksiyonda ve
kontrollerde yaklasik % 80 hicre canhhgl gézlendi. Bu sonuglar 3k’'nin GDEPT igin
potansiyel bir bilesik olabilecegine isaret etmektedir ve bu bilesik icin daha ¢ok
¢alisma yapilabilir.

8a, 8b, 8c ve 8f maddeleri, Hep3B, HUVEC ve HT-29 hiicreleri Gizerine toksik
etki gostermedi. Yapilan hicre digi reaksiyon deneyleri sonucunda olusan
metabolitler ise Hep3B hiicreleri Gzerine kontrollere goére c¢ok az toksik etki
gosterirken, metabolitlerin PC3 kanser hiicreleri Gzerine biylimeyi inhibe edici etki
gosterdigi gorialdi. PC3 kanser hatti hiicreleri Gzerine yapilan deneylerde bu
potansiyel ilag-6nciilerin en az CB1954 kadar etkili oldugu gorildi. Ssap-NtrB’siz
kontrollerde toksisite daha az iken reaksiyon sonucu olusan metabolitlerin
toksisitesi daha fazladir.

25f, 25h ve 25i maddeleri toksik karakter olarak birbirine benzemektedirler.
Bu bilesiklerin hepatoma hiicreleri izerine toksik etkili oldugu (ICso sirasiyla 43 uM,
150 uM ve 51 uM) HT-29 ve HUVEC hiicre hatlari lzerine ise sitotoksik etkilerinin
olmadigi goriildii. Reaksiyon deneylerine bakildiginda ise bu bilesiklerin Ssap-NtrB
enzimi ile reaksiyonu sonucu olusturdugu metabolitler 6zellikle prostat kanser
hiicreleri Gzerine etkili olmustur. 25h bilesiginin metabolitleri 48 saat sonucunda
prostat kanseri hiicreleri lzerine CB1954’den daha fazla toksik etkili olmustur.
25f'nin Hep-3B ve PC3 kanser hiicrelerine reaksiyon kontrollerinde de sitotoksik etki
goruliurken metabolitlerin bu etkiyi artirdigi gézlendi. 25i bilesiginin metabolitleri ise
ne Hep3B ne de PC3 hiicrelerine sitotoksik etki gosterdi. 25d ve 25e bilesiklerinin
Hep3B, HT-29 ve HUVEC hiicre hatlarina toksik etkili olmadigl gorildi. Bu

bilesiklerin enzimatik denemeleri gahsilabilir.
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26’ bilesigi 6zellikle 48 saat sonucunda Hep3B, HUVEC ve HT-29 hiicreleri
Uzerine toksik etki gosterdi. Hepatoma hicreleri lzerine denenmis reaksiyon
deneyleri ise metabolitlerin toksik etkisi gorilmedi.

26" bilesigi, Hep3B hiicreleri izerine toksik etkilidir. Ancak HUVEC'lerde toksik
etki gostermedi. Reaksiyon bulgulari analiz edildiginde ise bilesigin ve olusan
metabolitlerin toksisitelerinde fark gézlenmedi.

10 bilesigi, hem tek basina hem de reaksiyonu sonucu olusan metabolitler
Hep3B, HUVEC ve HT-29 hiicreleri Gzerine etki gostermedi.

3a, 3b ve 3j bilesikleri hem 24 hem de 48 saat sireleri sonunda Hep3B
hiicreleri Uzerine toksik etki gosterirken 3e’nin daha az toksik etki gosterdigi
gozlendi. 3c ve 3d maddeleri ise Ozellikle 48 saat siresince Hep3B hiicrelerinin
blylumesini negatif yonde etkiledi. 2a, 2b, 2c, 2d, 2f, 2k, 2j, 2i, 11a, 11b, 14, 16, 17,
24e, bilesikleri Hep3B hiicrelerine sitotoksik aktivite gostermemislerdir.

12a maddesi Hep3B hicreleri icin sitotoksik ozellik gostermezken, 12c

maddesi Hep3B hiicreleri lizerine ¢ok az toksik etkilidir.

4.3. Nitrorediiktaz Kullanilarak Pro-Antibiyotik Aktivasyonu

ilaglarin fizikokimyasal ve farmokinetik ozelliklerini gelistirmek ve ayrica
olumsuz etkilerini azaltmak amaciyla tasarlanan ilag-6nci (prodrug) bilesikleri ile
ilgili galismalar 1958 yilindan beri devam etmektedir. Su bir gergek ki suan mevcut
ilaclarin neredeyse Uicte biri iyilestirilmis ADMET o0zelliklerine sahip ilag-6nciiler
olarak satisa sunulmaktadir [145]. Bu strateji 6zellikle son 20 yilda giderek artan bir
ilgi ile Gnem kazanmis ve kanser terapilerinde klinik denemelere girmeyi basarmistir
[44]. ilag-6ncii konsepti, aktif olmayan veya az aktif ilacin viicutta istenilen etkiyi
gosterecek aktif formuna donlisimini temel alir. Bu donlisim kimyasal veya
enzimatik olabilir. Bu formatta aktivasyonda kullanilan geleneksel enzimler spesifik
olmayan esterazlar [146], alkalin fosfatazlar [147], peptidazlar [148] ve spesifik P450
enzimleridir [149], [150]. Bunlarin yaninda nitrorediktazlar bu sinifa dahil olabilecek
yeni bir enzim ailesidir [46], [75]. NTR’ler ilag-6nclii maddesini indirgeyerek aktif

formuna donitsimini saglarlar [151]. Bilinen en iyi ornegi E. coli nitrorediiktazi
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NfsB ile CB1954 kombinasyonudur. Bu kombinasyonun klinik denemeleri (faz 1/Il)
ileri timor hastalarinda devam etmektedir [22], [152]. Nitrorediiktazlar ¢ok yonli
enzimlerdir ve genis bir substrat araliginda bircok nitroaromatik bilesigin nitroso,
hidroksilamin ve amin tiirevlerine indirgenmesi reaksiyonunu katalizlerler [3]. Tezin
bu boélimiinde nitrorediiktazlarin antibiyotik aktivasyonunda kullanilabilirligi
yoniline arastirmalar yapilarak bu g¢ok yonli enzimlerin yeni bir biyoteknolojik
uygulamasi hedeflendi. Bu c¢alismadaki yaklasim mevcut antibiyotiklerin pro-
antibiyotik olarak kullanilabilirliginin arastiriimasidir. Burada patojen 0Ozellikteki
hedef bakterinin kendi enzimi ile pro-antibiyotigin aktif antibiyotige dénismesini
saglamak ve bakteriyi kendi silahi ile vurmak tizerinden yola c¢ikildi.

Staphylococcus saprophyticus, Gropatojen gram pozitif bir bakteridir ve genc-
orta yas bayanlarda urolojik hastaliga yol agmaktadir [153]. Kuroda ve arkadaslari
tarafindan 2005 yilinda genom dizisi aydinlatilan [154] bu bakterinin genomunda yer
alan putatif nitrorediktaz geni klonlanmis ve rekombinant enzim, Ssap-NtrB, saf
olarak elde edilip biyokimyasal karakterizasyonu yapildi [9]. SMX, sulfonamid grubu
bir antibiyotik olup idrar yolu ve solunum yolu enfeksiyonuna yol acan bakterilere
karsi tek basina bakteriostatik etki saglamaktadir. Bununla birlikte SMX, genellikle
trimetoprim ile kombine edilerek (5:1 oraninda) kullaniimakta ve bu sekilde bircok
gram pozitif ve gram negatif bakteriye (Streptokoklar, Stafilokoklar, E. coli,
Haemophilus influenza) 6ldiriici etki yapmaktadir [155]. Diinya Saglik Orgiitii'nce
SMX’in, 2015 yili esansiyel ilaglar listesinde yer aldigi ve en temel saglik koruma
ilaglarindan biri oldugu belirtilmistir [156].

Bu calismada cesitli enfeksiyonlara sebep olan bir bakteri olan Staphylococcus
saprophyticus’un kendi enzimi Ssap-NtrB kullanilarak yine bu enfeksiyonlarin
tedavisinde mevcut olarak kullanilan antibiyotigin (SMX) de 6nci formu kullanilarak
hedef mikroorganizmanin (zerine antibakteriyel etkisi arastirildi. Boylece en ¢ok
kullanilan ilaglardan olan antibiyotiklere farkli bir bakis ile yaklasildi. Ozetle,
S.saprophyticus Uropatojen bakterilerisine karsi kullanilan bir antibiyotikten yola
cikilarak; pro-antibiyotik sentezi, sentezlenen pro-antibiyotigin Ssap-NtrB katalizli
indirgenmesi ve olusan Uriin(ler) karakterizasyonu ardindan disk difiizyon yontemi
ve sivi kiltir yontemleri ile antimikrobiyal etkisinin incelenmesi g¢alismalari

gerceklestirildi.
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Sekil 4.71: a) Pro-antibiyotik sentezi (NO2-SMX, 3) ve b) nitrorediiktaz katalizli
indirgeme sonucu olusmasi muhtemel trinler (NO-SMX, 4; N*-OH-SMX, 5 ve SMX,
6). Ortada kofaktor rejenerasyon sistemi gosterildi.

Pro-antibiyotik sentezine yonelik calismalar Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Kimya Bélimiinde Prof. Dr. Mehmet Ay ve Dr. Tugba Giingér tarafindan

gerceklestirildi (Sekil 4.71 a)).
4.3.1. Kinetik Ol¢limler
Ssap-NtrB’nin  NO2-SMX pro-antibiyotigini indirgemesini incelemek igin

oncelikle tampon, substrat, enzim ve en son da kofaktorden olusan tiim bilesenler

sirayla ilave edilip spektrum taramasi yapildi. Kofaktor ilave edilmeden substratin
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spektrumunda herhangi bir degisiklik yokken kofaktor ilavesiyle zamanla kofaktor

pikinde belirgin bir azals gozlendi (Sekil 4.72).
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Sekil 4.72: NO2-SMX’(in SsapNtrB katalizli indirgenme reaksiyonunun farkli zaman
araliklariyla alinmig spektrumu. Kigultilmis grafik; reaksiyon suresine karsi 340
nm’deki absorbans degisimini (AAbssao) gostermektedir.

3.0

0 ' 160 ' 260 ' 360 ' 460 ' 560
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Sekil 4.73: NO2-SMX'(in Ssap-NtrB katalizi reaksiyonunun durgun hal kinetigi.
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Substrat ve Uriniin herhangi bir dalga boyunda absorbans vermemesinden
dolayr kinetik 6lgiimler 340 nm’de kofaktor azalisi takip edilerek yapildi. Substrat
konsantrasyonuna karsi reaksiyonun baslangic hizi grafige gecirilmis ve OriginPro 9.0
programi ile Michaelis-Menten denklemine uydugu gorilmis ve non-lineer fit
yapilarak grafik cizildi. Elde edilen kinetik veriler Ky 92.62+7.25 UM ve kcat/Km ise
31851 s'*M* olarak hesaplandi (Sekil 4.73).

NO2-SMX’lin enzimatik indirgenmesi reaksiyonunda, ortamdaki kofaktor
sinirlamasini kaldirmak icin kofaktor rejenerasyonu sistemi kullanildi. Bu sekilde
fazla miktarda substrat kullanilarak buylik hacimde metabolit tretimi saglandi. Daha
sonra reaksiyon hacmini azaltmak icin liyofilizasyon islemi yapilmis ve konsantre

metabolit (20 mM) elde edildi.

4.3.2. Metabolit Karakterizasyonu

Spektrofotometrede kofaktoriin azalisini gérmekle birlikte bu azalisin NO»-
SMX’lin indirgenmesinden dolayi oldugunu yani Grliine dénlsimi HPLC analizi ile
incelendi. HPLC kromatograminda alikonma zamani 10,2 dk olan tek Griin gozlenmis
ve substrata ait pik 22,1 dk’da goruldi. Reaksiyon belirli araliklarla 20 dakika
boyunca takip edildi. Belirtilen reaksiyon sartlarinda 20 dakika sonunda substratin
tamamen tikendigi ve tek bir Grinidn olustugu goérualdi (Sekil 4.74). HPLC
analizlerinde temel olarak tek Urin gozlenmekle birlikte LC-MS/MS analizinde
negatif modda iki metabolit tespit edildi. Bunlardan biri oldukca kararsiz bir Griin
olan [M-H]" molekiiler iyonu m/z=266 (pargalanma Urlnleri m/z=170, 122 ve 92)
olarak tespit edilmis ve 267 molekiil kiitlesine sahip nitrosoyu (4) (allkonma zamani
6,35 dk) isaret etmektedir. Digeri ise [M-H]" molekiler iyonu m/z=268 (parcalanma
dranleri m/z=251, 155 ve 107) olarak tespit edilen 269 molekil kitlesine sahip
hidroksilamini (5) (allkonma zamani 5,15 dk) isaret etmektedir. Amin metaboliti (6)

bahsedilen deney kosullarinda tespit edilemedi.
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Sekil 4.74: NO,-SMX'(in Ssap-NtrB katalizli indirgenme reaksiyonuna ait zamana

karsi substrat azalisi ve Griin olusumuna ait HPLC kromatogrami.
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Sekil 4.75: NO2-SMX’in Ssap-NtrB katalizli indirgeme reaksiyonunun LC

kromatogrami ve 6,35 dk’de gelen pikin (4) MS/MS analizi.
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Sekil 4.76: NO2-SMX’in Ssap-NtrB katalizli indirgeme reaksiyonunun LC
kromatogrami ve 5,15 dk’de gelen pikin (5) MS/MS analizi.

Sekil 4.75 ve 4.76’da SMX'in pro-antibiyotik formu olan NO2-SMX'’in Ssap-NtrB
katalizli indirgeme reaksiyonu sonucunda goézlenen kitleler ve olusturduklari

parcalanma kitleleri verilmistir.

4.3.3. Antimikrobiyal Analizler

Pro-antibiyotik, enzimatik reaksiyon driinii ve antibiyotigin kendisi
karsilastirilarak disk diflizyon ve sivi kiltir yontemleri ile antibakteriyal etki
incelemeleri yapildi. Disk difizyon yonteminde 0,5 McFarland standardina denk
gelecek sekilde kiltirden Mueller Hinton Agar Il petrisine ekimi yapilip bilesikler

steril disklere emdirilip petri Gzerine konmus ve 16-24 saat sonra bakteri bliyimesi
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ve zon olusumuna bakildi. Tablo 4.8’de S. saprophyticus ATCC 15305 ve E. coli BL21
DE3 bakterlerine karsi gesitli antibiyotikler ve olusturduklari zon gaplari verilmistir.
Kati besiyerinde c¢oziciniin (DMSO) bakteri bliyliimesine herhangi bir etkisinin
olmadigl gozlendi (zon olusumu gozlenmedi). Trimetoprim, sulfometoksazol ve
nitrofurantoin kontrol antibiyotik olarak kullanildi ve S. saprophyticus’a karsi
antimikrobiyal etkileri bilinmektedir [157]. Bu sebeple kati besiyerinde yapilan
¢alismalarda beklenildigi gibi trimetoprim, sulfometoksazol ve nitrofurantoinin
bakteri blylmesini engelledigi zon olusumundan gozlenirken sulfometoksazoliin
pro-antibiyotik formu olan NO2-SMX’iin herhangi bir zon olusturmadigi gozlendi
(Sekil 4.77). p-SsapNtrB plasmidini tasiyan E. coli BL21 DE3’ln IPTG ile indiiksiyonu
deneyinde ise SsapNtrB’den dolayi NO-SMX’ln indirgenmis olmasi sebebiyle zon
olusumunun gozlendigi kuvvetle ihtimaldir (Sekil 4.78). Agar diflizyon deneyinde N*-
OH-SMX ve SMX bilesiklerinin S. saprophyticus lzerine olusturdugu inhibisyon zon

capi siraslyla 10—-12 mm ve 16—-18 mm olarak gozlendi.

Tablo 4.8: S. saprophyticus ATCC 15305 ve E. coli BL21 DE3 bakterlerine karsi ¢esitli
antibiyotikler ve olusturduklari zon gaplari.

S. saprophyticus E. c:oli .I.BLZ.I DE3.

Bilesik (IPTG indiksiyonu ile)

Disk Zon gapl Disk Zon gapi
icerigi (mm) icerigi (mm)

Trimetoprim 5ug 16-18 mm - -

Nitrofurantoin 300 pg 10-12 mm 300 pg 32 mm
NO,-SMX (3) 250 ug inhibisyon yok 250 ug 13 mm
SMX (6) 250 ug 16-18 mm 250 ug 30 mm
N*-OH-SMX (5) 50 ug 10-12 mm 50 ug 14 mm

DMSO ve pro-antibiyotik (NO2-SMX) de ise inhibisyon gézlenmedi. Bu durum
surpriz olmakla birlikte hi¢ beklenmedik bir durum da degildir. Clink{ agar diflizyon
denemeleri antibiyotigin kati besiyerinde kolayca diflize oldugu varsayimini temel
alir. Oysa her zaman durum bu varsayima uymayabilir ve 6zellikle hidrofobik ve
amfipatik karakterli bazi antibiyotiklerde beklenilenin aksine &nemli sapmalar
gozlenebilir. (3), (5) ve (6) numaral bilesiklerin pH 6,8’deki log D degerleri sirasiyla
0,81, 0,53 ve 0,24'dir [158]. Buradan da acik¢a gorildigi lzere pro-antibiyotik
(NO2-SMX, 3) diasuk difizyon hizina  sahiptir. Molekilin  fizikokimyasal
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Ozelliklerinden dolaylr bazi antibiyotikler igin disk diflzyon yontemi problem
yaratabilir [159]. Bu durum daha 6ncede bahsedildigi tizere 6zellikle hidrofobik ve
amfipatik ozellikteki antibiyotikler icin gegerlidir (6rn subtilin). Bununla birlikte sivi
besiyeri denemelerinde pro-antibiyotigin membran gecirgenliginin artmis oldugu
gozlendi (Sekil 4.80). Elde edilen sivi besiyeri sonuglari pro-antibiyotigin (3),
SMX’den daha etkili bir inhibisyon etkisi oldugunu agik¢a gosterdi.

HOHN

o= Y

Sekil 4.77: S. saprophyticus blylimesine gesitli antibiyotik tirevi maddelerin
etkisinin disk diflizyon yontemi ile arastiriimasi. (1) Trimetoprim (5 ug), (2)
Sulfametoksazol (250 ug), (3) Nitrofurantoin (300 pg), (4) NO2-SMX (250 ug), (5)
Enzimatik indirgeme Uriinleri (50 pg), (6) DMSO.
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Sekil 4.78: p-SsapNtrB plasmidini tasiyan E. coli BL21 DE3’lin IPTG indlklemesi ile
blylmesine gesitli antibiyotik tiirevi maddelerin etkisinin disk difiizyon yontemi ile
arastiriimasi. (1) Sulfametoksazol (250 ug), (2) Nitrofurantoin (300 pg), (3) NO2-SMX
(250 pg), (4) Enzimatik indirgeme Uriinleri (50 pg), (5) Enzimatik indirgeme Grlinleri

(105 pg), (6) DMSO.

Sivi besiyerinde gergeklestirilen deneylerde kati besiyerindeki sonucun aksine
DMSOQO’nun toksik etkisi goriilmis ve minumum DMSO konsantrasyonu arastirildi. Bu
amacla % 0-10 arasinda degisen DMSO konsantrasyonunda S. saprophyticus
blylme egrisi ¢ikarildi (Sekil 4.79). Yaklasik 10. saate kadar konsantrasyon artisina
bagli olarak belirgin bir inhibisyon etkisi s6z konusu iken bu saatten sonra % 0-1
DMSO iceren bir grup, % 2 ve Uzeri DMSO iceren ornekler de bir grup olarak
gozlenmektedir. Sonraki ¢alismalarda DMSO kaynakli inhibisyon etkisini en aza

indirmek icin % 1 DMSO ile ¢ahsildi.
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Sekil 4.79: S. saprophyticus biylimesine DMSO etkisinin incelenmesi.

Sivi besiyerinde 5 mM SMX ve NO3-SMX’in bakteri blylimesini yavaslattig

(NO2-SMX daha etkili) gozlenmistir (Sekil 4.80). Kati besiyerinde NO2-SMX’in toksik

etkisi gbozlenmezken sivi besiyerlerinde toksik etkisinin gdzlenmesi bu ortamlardaki

¢Ozunurlik ve difiizyonunun farkl olmasindan kaynakli oldugu diisiniimektedir.

4| —#— %0 DMSO

—@— %1 DMSO
—A— SMX (5 mM, 12.7 mg)

4| —% NO,-SMX (5 mM, 14.2 mg)

Zaman (saat)

Sekil 4.80: DMSO, SMX ve NO2-SMX'in S. saprophyticus biyimesine etkisinin
incelenmesi. SMX ve NO2-SMX DMSQ’da hazirlandi.
DMSO final konsantrasyonu % 1 dir.
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Sonu¢ olarak bu calisma ile bakteriyel kaynakli hastaliklarda, patojen
mikroorganizmayi Oldirmek igin kullanilan bir antibiyotik yerine bu antibiyotigin
pro-antibiyotik formunun kullanilmasinin yararh bir strateji olacagi gosterilmistir.
SMX, FDA onayli bir antibiyotik olup bu ¢alismada pro-antibiyotik formunun patojen
S. saprophyticus kaynakl Ssap-NtrB ile aktivasyonu saglanip indirgeme Urinlerinden
en fazla N*-OH-SMX (5) gozlendi. Agar difiizyon deneyinde metabolit, SMX ile
yarisacak diizeyde antimikrobiyal etki gosterdi. Bununla birlikte pro-antibiyotik hig
zon olusturmadi. Bu durum ¢oziintrligiintiin diisik olmasindan kaynakh olabilir. Sivi
besiyeri deneyinde ise pro-antibiyotik, SMX'dan daha iyi antimikrobiyal etki
yaratmistir. Bu durum S. saprophyticus genomunda yer alan nitrorediiktaz kaynakli
indirgenmeden bilesigin absorbsiyonun daha iyilesmis olmasindan kaynakli olabilir.

Patojen mikroorganizmalara karsi kendi enzimlerini silah olarak kullanarak
oldirilmelerinin saglanmasi fikri sadece segicilik ve dusik dozda ilag alimini
saglamayip ayrica antibiyotik direncinin gelismesine de sinirlayici etki yapabilecegi
distndlmektedir. Ayrica bu yaklasim ile éldiurilmesi istenen hedef patojene spesifik

antibiyotik gelistirilmis olmaktadir.
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5. SONUC

Nitrorediktazlar oldukca genis bir spektrumda yer alan bircok substratin
indirgenme reaksiyonunu katalizleyen 6zel enzimlerdir [3]. Kanser gen terapisi,
biyodegredasyon, biyoremediyasyon, biyosensor gibi uygulama alanlarinin sayisi
gln gectikge artmaktadir. Bu sebeple de NTR’lerle yapilan ¢alismalar son yillarda
daha da artis gostermistir. E. coli nitrorediktazinin CB1954’e olan katalitik etkisini
artirmaya yonelik protein mihendisligi araciligiyla gergeklestirilen mutasyon
calismalar [73], [160], E. coli nitrorediiktazina alternatif olabilecek nitrorediiktaz
arama calismalari [9], [71], [100] ve CB1954’ten daha Ustilin nitelikte ila¢-6ncii
madde arama calismalarinin [161]-[163] ortak amaci kanser gen terapisinde
kullanilan NTR/ilag-6nci sistemini gelistirmeye, daha etkili bir sistem haline
getirmeye yoneliktir.

Doktora tez calismasinda biri mezofilik digeri termofilik kaynakli iki
rekombinant nitrorediiktaz (sirasiyla Ssap-NtrB ve GkNtrA) ile gesitli biyoteknolojik
calismalar gerceklestirildi. ilk bolimde 6zellikle kanser terapilerinde kullaniima
potansiyelini arastirmak amaciyla GkNtrA’'nin biyokimyasal karakterizasyonu
gergeklestirildi. GKNtrA’nin yapisal analizi icin SWISS-MODEL homoloji modelleme
araci kullanilarak model olusturuldu. Modelleme raporundan GkNtrA’nin iki benzer
zircirden olusan dimer yapili bir enzim oldugu ve iki ayri FMN baglanma bolgesinin
bulundugu ve baglanmada yer alan aminoasitlerin neler oldugu 6grenildi. Blast
tarama sonucunda GkNtrA’ya yapisal olarak en yakin enzimin B. megaterium
kaynakli NfrA1 [107] oldugu (% 71 ayni (identity) ve % 83 benzerlik (similarity))
belirlendi. Filogenetik analiz sonucunun da destekledigi gibi GkNtrA, NfsA FRP ailesi
nitro-FMN rediktaz sliperfamilyasina (tip | oksijen hassasiyeti olmayan
nitrorediiktaz) dahil oldugu séylenebilir. Termofilik bakteri kaynakli bir enzim olmasi
sebebiyle beklenildigi gibi optimum sicakhgi 45-65°C’dir. Ayrica isil kararlihgl yiksek
(50°C'de 6,5 saat sonunda aktivitesi % 88) bir enzim oldugu gorildia. pH 8,0-9,0
arahginda optimum verimle calistigi belirlendi. Substratlarinin ¢ok bliyik cogunlugu
suda ¢oziinmeyen bilesikler olmasi sebebiyle reaksiyonlarda kullanilacak en uygun

ko-solventin DMSO oldugu ve % 5 DMSO’da aktivitesinin % 92 oldugu gozlendi.
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Kofaktor tercihinde ise NADPH’I NADH’a gore cok daha yiksek oranla tercih ettigi
goruldi. Kanser terapilerinde nitrorediktazlar ile en gok kullanilan ilag-6nci olan
CB1954'in indirgenmesinde E. coli NfsB’den yaklasik 33 kat daha aktif oldugu
goraldi. E. coli NfsB 2HX ve 4HX indirgenme Urlnleri olustururken GkNtrA’nin
sadece 2HX indirgenme Urinilini olusturdugu gorildid. CB1954’(in 4HX indirgenmis
formu daha toksik [113] olmakla birlikte 2HX’in bystander etkisi 4HX’den daha
ylksek oldugu bilinmektedir [74]. Bu sonuglara gore GkNtrA'nin kanser gen terapide
kullanilma potansiyeli oldugunu disinilmektedir. Ayrica GKNtrA’'nin nitrofenolik ve
nitrotoluenli bilesiklere karsi aktivite  gostermesi biyodegredasyon,
fitoremediyasyon gibi cevre temizliginde kullanilabilecegini gostermektedir. Bu
alanlara yonelik g¢alismalarda GkNtrA’nin kararli bir enzim olmasi sebebiyle
kullanilma potansiyeli yiksektir.

ikinci béliimde ise yeni ve/veya bilinen bir seri potansiyel ilag-6nciiyle hem
mezofilik hem de termofilik kaynakl nitrorediktazin (sirasiyla Ssap-NtrB ve GkNtrA)
indirgenme reaksiyonlari gergeklestirilip reaksiyonlar HPLC analizleri ile takip edildi.
Burada taramasi yapilan potansiyel ilag-6ncilerin neredeyse tamamina yakininin her
iki enzim ile de indirgenebildigi gorildi. Tarama reaksiyonlarinda sabit miktarda
indirgenmis  kofaktor kullanilmis  olmasi  ve reaksiyonun tek bir siirede
gergeklestiriimesi anlik gorintl yakalanmasini sagladi. Anlik goérintii olmasina
ragmen Ssap-NtrB ve GkNtrA aracili indirgemede yaklasik ayni Grinlerin olustugu
soylenebilir. Daha sonraki calismalarda kofaktor sinirlamasini ortadan kaldirmak
amaciyla kofaktor rejenerasyon sistemi kullaniimis olup reaksiyon belirli bir siire
takip edildi ve olusan metabolitlerin bir kisminin zamanla artarken bir kisminin
azaldigr sabit kalmadigi gorildid. Bu durum reaksiyon silresinin ve kofaktor
miktarinin  Grin profilini 6nemli o&lcide etkiledigini gostermektedir. Olusan
metabolitlerin karakterizasyonu amaciyla yapilan LC-MS/MS analizlerinde genel
olarak hizh tarama (quick scan mode) ile kolon kullanilmadan analizler
gerceklestirildi. Elde edilen kiitle spektrumlarinda biliyik cogunlukla amin tlirevi
indirgenme Urinlerine ait kitleler gorilmekle birlikte bilesikteki birden fazla nitro
grubundan hangisinin indirgendigi belirlenemedi. Kinetik parametreler ve
sitotoksisite ¢alisma sonuglari birlikte degerlendirildiginde 3 serisi bilesiklerinden 3i,

3i’ ve 3k’nin; 8 serisinden 8a, 8b, 8c ve 8f'nin; 25 serisinden 25f, 25h ve 25i'nin
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kendisi toksik etki gostermezken Ssap-NtrB aracili reaksiyon sonunda olusan
metabolitlerin prostat kanser hicrelerine toksik etkisi gozlendi. GDEPT igin
CB1954’e alternatif ilagc-Oncii olabileceklerinin emareleri gorildi.

Tezin son boéliminde ise S. saprophyticus ropatojen bakterilerisine karsi
kullanilan bir antibiyotikten yola ¢ikilarak; pro-antibiyotik sentezi, sentezlenen pro-
antibiyotigin Ssap-NtrB katalizli indirgenmesi ve olusan Uriin(ler) karakterizasyonu
ardindan disk difizyon yontemi ve sivi kiiltlir yontemleri ile antimikrobiyal etkisinin
incelenmesi calismalari gerceklestirildi. S. saprophyticus Gropatojen bakterisine karsi
antibiyotik olarak kullanilan sulfonamid tlrevi bilesigin pro-antibiyotik formunun
Ssap-NtrB katalizli indirgenmesi incelenerek olusan metabolit(ler) HPLC analizleri ile
takip edildi ve LC-MS/MS ile de nitroso ve hidroksilamin tirevi bilesiklerin olustugu
gozlendi. Elde edilen metabolitlerin S. saprophyticus’a karsi antibakteriyal etkisi disk
difiizyon yontemi ile arastirnldi. Agar difizyon deneyinde enzimatik indirgenme
ariintindn, SMX ile yarisacak diizeyde antimikrobiyal etki gdsterdigi bununla birlikte
pro-antibiyotigin antibakteriyel etkisi goézlenmedi. Sivi kiltir denemelerinde
enzimatik reaksiyon Urilint yeterli konsantrasyonda elde edilemediginden dolayi yer
almadi sadece antibiyotik ve pro-antibiyotik karsilastirmasi yapildi. Burada ise pro-
antibiyotigin SMX’den daha iyi antibakteriyel etki gosterdigi gorildi. Kati ve sivi
ortamdaki bu farkhhgin ¢ozinirlikten kaynakh olma ihtimali olabilir. Sivi ve kati
besiyerde pro-antibiyotik ve antibiyotigin farkl ozellikler gosterdigi goruldi. Bu
sebeple sadece disk diifizyon deneyleri ile bir bilesigin antimikrobiyal etkisi
hakkinda s6z sdylemenin ¢ok dogru olmadigini sdylenebilir. Bu ¢alismadaki amacin
patojen bakterilerin kendi enzimlerini kendilerine karsi bir silah olarak kullanarak
onlarla daha spesifik ve etkili bir sekilde savasabilecegimizi gostermek oldugu

distinildiginde elde edilen sonuglarin tatmin edici oldugu séylenebilir.
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