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1

OZET

Myeloperoksidaz (MPO), (oksidoraductaz, EC 1.1).1memeli
notrofillerinin  grandllerinde yer alan bir enzim upl, fagosite edilngi
bakterilerin dldurtlmesinde 6nemli rol oynamaktadir

Buffy coattan ficoll gradiyeniti ile, EDTA’lI anti@agulanli kandan,
sitrath antikoagulanli at kanindan lokosit eldalexék, buffy coattan Cagl
kullanarak l|6kositleri yikamasiyla, native fare 32® hicrelerinden ve
Iokoferez sonrasi l6kositlerden myeloperoksidaz YIP enzimi izole
edilmistir.

Bu calgmada insan myeloperoksidaz enzimini (MPO), lokosit
solibilizasyonu, Con A Sepharose 4B affinite jebrkotografisi, amonyum
sulfat ¢coktirmesi, Sephacryl S300 HR jel kromotéigraye CM Sefhadex G
25 Iyon Degistirici kromotografi gamalari ile saflgiiriimistir. Bu yontem ile
H,O, substrati kullanillarak insan myeloperoksidaz enziifii,45 kez
saflagtirilmis ve spesifik aktivitesi 1192,574 u/mg protein okabalunmutur.
Sodyum Dodesil Suilfat Poliakrilamid Jel Elektrofoirale saflik derecesi
kontrol edilmg. Saflgtirilmis enzimin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk
grafikleri cizilerek 37°C’de 50mM KPQ, %0,5 CETAB tamponunda (pH:
5,4) HO, substrati icin Km dgri 0,369 pmol ve Vm deri 1,077
pmol/dk/mg protein olarak saptarytm.

Anahtar Kelimeler: Myeloperoksidaz, Myeloperoksidaz saflalmasi, saflgtirma,

kinetik 6zellikleri



Vil

ABSTRACT

Myeloperoxidase (MPO), (transmitteH,O, oxidoreductase, EC
1.11.1.7) is an enzyme found in mammalian neuttoghanules, play an
important part in killing these bacteriums fagagite

Myeloperoxidase (MPO), enzym has been isolated fiewkophoresis
preparations and native mouse 32Dc13 cells andy3aCh from buffy coats
by washing up leucocyte. Leucocyte has been olmtafoem horse blood
containing anticoagulated with citrate, anticoatpdaboold with EDTA and
buffy coats on a ficoll density gradient.

At that study; human Myeloperoxidase (MPO) enzynes tbeen
purified with rankof CM Sefhadexion Exchange, Sefhacryl S300 HR Gel
filtration chromatography, Con A Sepharose 4B &ffigel chromatography
and adjust to 80% ammonium sulfate by the addiotry ammonium sulfate.
In our study human myeloperoxidase had a speditivity of 1192,574 units
per milligram protein when D, used as a substrate with a purification fold of
71,45. The purity was controlled by using SDS-PAGEe purified enzyme
had a Km value of 0,369 umol, which was calculdtech Michaelis-Menten
and Lineweaver-Burk plots, by using.® as a substrate at the assay
conditions of 37C in 50 mM KPQ buffer (pH:5,4) containing 0,5% CETAB.

Key words: Myeloperoxidase, purification of Myeloperoxidaseirification,

kinetic properties,



1. GIRIS VE AMAC

Polimorfoniikleer Iokositler insanda ©6nemli anti nokik ve anti
bakteriyel savunma sisteminin elemanlaridir. Burélge icerdikleri hidrolitik
ve peroksidatif etkili enzimlerin yani sira, ak@yanlarindan sonra bolca
urettikleri caitli reaktif nitrojen oksit ve reaktif oksijen tigti aracilgl ile
sitotoksik etkiler gosterirler. Lokositlerin Uredii reaktif tlrler hicrelerden
disari salinabildiinden, bu reaktif tirler lkta kardiyovaskiler sistem olmak
tzere konakg! htcreleri Uzerinde de toksik etkgésterirler. Bu ¢cajmanin
amaci, MPO enzimini insan Iokositlerinden sgtilanaktir.

Saflastirilan bu enzimin vicut sivilarinda bulunan tiy@siat ile nitriti nasil
reaktif turlere cevirdii ve bu reaktif tirlerin, tirozin amino asidinin
nitrasyonuna neekilde neden oldgunun aratiriimasina olanak géayacaktir.

Ayrica Anabilim Dalimizda protein saffarma yontemlerinin uygulamalari
konusunda deneyim birikimine olanakgkmmasi ve bu konuda bu gahanin
basamak olaga disinulmektedir.

Sebebi ne olursa olsun butin inflamatuar hastatialagérilen zararh
etkilerden I6kosit kaynakli enzimler ve reaktif l&@ir onemli derecede
sorumludur. Bu reaktif tdrlerin etki mekanizmalann aydinlatiimasi,
inflamasyon sirasinda konakgida gozlenen zaraKilee¢ kagl koruyucu
tedbirlerin alinmasi yonindeki ¢ahalara yol gosterici olacaktir.

Anabilim Dalimizda enzim ve proteinlerin satiailmasi, saflgtirilan
enzimlerin kinetik ve yapisal yonlerinin ateulmasi ve enzimatik tepkimelerin
etki mekanizmalarinin agariimasi yéniinde asfirmalar yapiimasinin 6nu
acllms olacaktir. Bu ¢cakmayi takiben, benzer projelerle molekuler dizeydeki
argtirmalarin yapiimasi @ik edilebilecektir.

Bu calsmada myeloperoksidaz enzimi insan l|okositlerindarygun
deterjanlarla solubilize edildikten sonra, affiniteromatografi (Con A-
Sepharose 4B), jel filtrasyonu (Sephacryl S-300) wen desistirici
kromatografi (CM Sefhadex G 25) yontemleri kullansk hangi dizeyde
saflagtirilacagl belirlenecektir. Elde edilen enzimin sgfli elektroforetik

yontemlerle kontrol edilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. LOKOSITLER

Lokositler vicudun savunma sisteminin hareketliinbieridir. Kismen
kemik iliginde (granulositler, monositler ve az sayida leitfosee kismen de
lenfoid dokuda (lenfositler ve plazma hucreleriysolrlar. Olwtuktan sonra,
kan ile kullanilacaklari farkl viicut bélgelerirainirlar (1).

Insan kaninin mikrolitresinde, normalde 4000-11@d@sit bulunur (2).

Stoplazmalarinda granul iceren I6kositlere grantlers granil bulunmayan
Iokositlere agrantlositler adi verilir. Granulositl iki tir grandl igerir.
Kullanilan boyanin nétral ya da asidik Bialerini ba&layan grandllere
spesifik grantller adi verilir. Bazik boyalar ileomrenkte boyanma goésteren
graniller ise azurafilik grantller olarak adlaniehr(3).

Granulositler enerjiyi tamamem glikoz metaboliznndsin  sglarlar.
Uyarilan PMN l6kositlerin enerji depolari nispetiaiciktir ve enerjiye dayall
etkinliklerin surekliligi icin glikoz sa&lanmasi gereklidir. Tiam 6nemli
granilosit fonksiyonlari enerjiye dayali olaylar(4).

Kanda normalde alti ¢g l|0kosit bulunur. Bunlar polimorfontkleer
notrofiller, polimorfonukleer eozinofiller, polimtonikleer bazofiller,
monositler, lenfositler ve seyrek olarak da plazmiareleridir.

Granulositler ve monositler fagositoz ile vicudurtar. Lenfosit ve
plazma htcrelerinin fonksiyonu ise immun sistemililgkilidir. Granulositler
ve monositler kemik iiinde olygur. Lenfositler esas olarak lenfoid dokularda,
lenf bezleri, dalak, timus, tonsiller, vicudunsifie yerlerindeki lenfoid
dokularda, 6zellikle kemik ifiinde ve barsak duvarl epiteli altinda uzanan
Peyer plaklarinda uretilir. Kemik fginde olgan I6kositler, Ozellikle de
grandlositler, dolam sisteminde gerek duyuluncaya kadar, kemigintde
depolanirlar. Normalde tim kanda d@ain G¢ kati kadar granulosit kemik
iliginde depolanir. Kemik iginden salindiktan sonra grantlositlerin émri
normal dolaim kaninda 4-8 saat, dokularda 4-5 gundur. Ciddelesiyon
durumlarinda bu sire birka¢ saatesatticinki grandlositler hizla enfekte
bdlgeye gider, fonksiyonlarini yerine getirir venkie kendilerini haraplar (1).



2.1.1. NOTROHLLER

Dolasimdaki notrofillerin  yari émri ortalama 6 saattiRolayisiyla,
dolasimdaki normal duzeylerini surdurebilmek icin, hdaing100 milyardan
fazla notrofil Gretilmesi gerekir. Notrofillerin go dokulara girer. Selektinler
tarafindan endotel yuzeyine cekilir ve ylzey boyunavarlanir. Notrofil
yapsma bolgesine Rganarak endotele yapr. Endotel hicreleri arasindan
sizarak kapillerin hicre duvarinisest ve dolaimdan ayrilarak sindirim
kanalina gecer ve vicudu terk eder (2).

Caplar1 12-15 um olup, cekirdekleri ince kromapiikiler ile bglanan 3-5
lob igerir. Tam olgunlgmamsg noétrofiller loblanma gostermeyip, cekirdekleri
at naliseklindedir (3).

Lokositler endotel hicrelerinin panti yerlerinden gecerek, deleni terk
ederler ve ba dokusuna yerkgrler. Dokulara giren nétrofiller, olgun hicreler
olduklar i¢in derhal fagositoza {ayabilirler. Fagosite edilecek partikile
yaklaginca noétrofil dnce partikile tutunur ve sonra sopagtikil etrafinda her
yone dg@ru psotdopotlar uzatir. Kahkh psédopotlar birbiri ile kayngar.
Boylece icinde fagosite edilen partikil bulunan &apbir bolme yaratir.
Ardindan bu bolme sitoplazma icine glo ¢dker ve hiucre membranindan
ayrilarak sitoplazma icinde serbestce yizen fagosiezikuli olwturur.
Lizozomlar ve dier sitoplazmik graniller fagositik vezikull ile tesgagecer ve
membranlari vezikil membrani ile kagagak, csitli sindirim enzimlerini ve
bakterisidal ajanlarn vezikul icine kaltir. BOylece fagositik vezikul sindirim
vezikull haline gelir ve fagosite edilen bakterisindirimi baglar (1).

Notrofiller bakteriyi yuttuklarinda oksijen tuketinde ani bir arty goralur
ve bu olay solunum patlamasi olarak bilinir. Buyohazla oksijen tuketimi ve
Oy, HO,, OH, OCI (hipoklorid anyonu) gibi tepkime veren tirevliebidyutk
miktarda dretilmesi ile kendini gdsterir. Bu Urimte bazilari gucli mikrop
olduruct ajanlardir. Solunum patlamasindan sorumADPH oksidaz
oksijenin superoksit anyonuna bir elektron indingpesini katalizler. iki
molekil stiperoksitten kendiinden hidrojen peroksit Uretimi olur. Stperoksit
dismutaz enziminin etkisiyle 1, olusur. H,O, myeloperoksidaz enzimi
tarafinda HOCl'ye dorderek bakterileri éldurar (5).

Notrofillerdeki glikojen, glikoliz ve heksoz monddtat yollar ile

yikilarak glukoz oksidasyonu ile enerji elde edilBu ylkimda sitrik asit



siklusu pek kullanilmaz, bu nedenle ndétrofillerdekitokondrilerin sayisi
azdir. Notrofillerin anaerobik ortamlarda sganlarini sdrddrmeleri, bu
hicrelere oldukga, avantajli bir durumglsa. Cunkd, iltihaph ve nekrotik
dokularda oldgu gibi yetersiz oksijen iceren bélgelerde baktenldolaylikla

oldurulmesi splanms olur ve artiklar ortadan kaldirilabilir (3).

2.1.2 EOZINOFILLER

Eozinofiller 16kositlerin %2 kadarini oftururlar. Eozinofiller zayif
fagositlerdir. Paraziter enfeksiyonlu sikerde cok miktarda Uretilirler ve
parazitli dokulara gocgerler. Parazitleringgoeozinofiller veya dier fagositik
hicreler tarafindan fagosite edilemeyecek kadartbuglmasina rgmen
eozinofiller 6zel yiizey molekilleri yoluyla pardeite tutunurlar ve birgaunu
oldiren maddeler salgilarlar. Eozinofiller kenditeparazitin geng formlarina
baglarlar ve onlarin ¢gunu oldururler. Bunu ggli yollarla yaparlar; modifiye
lizozomlar olan granullerden hidrolitik enzimleralarak, oksijenin oldurtcu
olan yiiksek derecede reaktif formlarini salaralgranillerinden buyik bazik
protein olarak adlandirilan yuksek derecede ladaspolipeptidi salarak
yaparlar. Eozinofiller 6zellikle alerjik reaksiyarin old@gu dokularda
toplanma gilimindedir (1).

Eozinofillerin, notrofillere oranla ¢cok daha azde |6kositlerin sadece
% 2-4'Un0 olgtururlar. Caplari 12-15 pum ve nikleuslari da geklell 2
lobludur. Endoplazma retikulumu, golgi kompleksii iygelismemiktir;
mitokondrilerin sayisi da azdir. En belirgin 62d#ri eozin ile boyanan ve
sayllart 200 kadar olan, bluyuk uzun ve refraktibrgiller icermeleridir.
Grandullerin uzunlgu 0.5-1.5 pum, gesligi de 0.3-1 pum'dir (3).

Eozinofiller solunum, sindirim ve genitouriner st gibi mukozal
epitelial dokuya sahip organlarda dah&wosekilde bulunurlar. Kan eozinofil
sayisi daima doku infiltrasyonunu godstermez. Cuekizinofiller dokulara

gecerek kana oranla yuzlerce kagyolukta dokularda bulunabilirler (6).

2.1.3. BAZOHLLER

Kandaki lokositlerin % 1 'ini oktururlar. Bu nedenle normal yayma
preparatlarda bulunmalar oldukca guctir. Bazafillgap! yaklaik olarak 12-
15 pm'dir (3).



Bazofiller kemik iliginde dretilirler.  Grandllerinde  heparin
bulundururlar (7).

Alerji reaksiyonlarinin bazi tiplerinde 6énemli mynarlar, ¢ciinkt alerjik
reaksiyona sebep olan antikor tip IgE mast hidreker bazofillere 6zel
tutunma gilimindedir. Ozgul antijen antikorla reaksiyona djginde meydan
gelen antijen-antikor Eantisi mast hicresi veya bazofilde yirtiimaya mede
olur ve biyuk miktarda histamin, bradikinin, seratg heparin, anaflaksinin
yavas tepkiyen maddesi ve birkac lizozomal enzim salidunlar alerjik
goranaman bir kismina neden olan lokal vaskilerdoku reaksiyonuna yol

acarlar (1).

2.1.4. LENFOITLER

Lenfositler bagisiklik olusturulmasindaki kilit elemanlardir. [@Zamdan
sonra bir kisim lenfosit kemik ginde uretilse de bunlarin go lenf diglimleri,
timus ve dalakta, kemik f#inden daha onceden gelen oOncul hicrelerden
uretilir (2).

Lenfositler, lenf digimleri ve dger lenfoid dokulardan lenfatik drenaj ile
surekli olarak dolgima katilirlar. Birka¢ saat sonra dokulara gecerkeisonra
tekrar lenfe girerek ya lenfoid dokuya ya da kaslerdr donerler ve bdylece
lenfositlerin tim vicudu do§ani olur. Lenfositlerin ygam sireleri, vicudun
bu gereksinimine goére haftalarca, aylarca ya dargd olabilir (1).

Caplar1 6-8 um arasinda olan lenfositler kiiguik lemfositleri olwtururlar.
Dolasim kaninda az sayida caplari orta boy ve 18 pmagahilen buyik boy
lenfosit gruplar da bulunmaktadir. Lenfositlerdérigen buyuklik farklari
fonksiyonlari ile ilgkilidir. Bluylk boy lenfositler, spesifik antijenlerle
uyariimak suretiyle farklikanis hicreler olarak nitelendirilirler. Bu hucreler,
etki gosteren T ve B lenfositlere farkkidar (3).

Kandaki lenfositlerin yakkak % 80'i cok uzun émurlt T lenfositleridir. Bu
lenfositler birden fazla fonksiyona sahiptirler.hticreleri dger T hiicreleri ya
da B hucrelerini olumlu yénde (yardimci T hiicrélgra da olumsuz yonde
(baskilayict T lenfositleri) kontrol ederler. T fesitleri lenfokinler olarak
bilinen bir dizi faktor salgilarlar. Lenfokinler, akrofajlarin iltihapli sahaya
gocuinde oldgu gibi bu hicrelerin ¢itli davranslarini kontrol ederler. Bazi T-

lenfositleri sitotoksik hicreler olarak isimlendiier. Sitotoksik hicreler,



tumor hcreleri, virislerle infekte hicreler vensplante edilmi yabanci doku
gibi dokulardaki htcreleri 6ldiren maddeler salggla Dolgim kaninda T
lenfositlerinde bgka bir lenfosit grubu da B lenfositleri olup buntarorani
yaklasik % 15 kadardir. B hicreleri dokularda uygun byam ile birka¢ kez
boltinerek plazma hiicrelerine dgidler. Plazma hicreleri
immudnoglobulinleri  sentezlerler. Spesifik immundgldinler (opsoninler)
bakteriler ve dier istilaci yapilarin ylzeyini kaplayarak; bu yapih
makrofajlar tarafindan fagositoza daha yatkin fgdkmelerini sglarlar. Son
olarak bu iki lenfosit turinden kea T veya B lenfosit ylzey antijenlerini
icermeyen bir lenfosit tirt daha bulunmaktadir.|&ufositler b@ hicrelerdir.
Bu hicreler muhtemelen kok hicreleri olabilirler da@asim kaninda yakkak
% 5 oraninda bulunurlar. B ve T lenfositlerinin h&rsi de immiunolojik
bellegze sahiptirler. Her lenfosit tek bir antijene cevaprecek sekilde
sartlandinimstir. Herhangi bir lenfosit kendisine 6zgu antijele ilk kez
karsilastiginda birkac kez bolinme gegirir. Qan yeni lenfositlerin bir kismi
etkin lenfositlere dongiir. Ornegin, bolinen B lenfosit ise aktif hiicreler
plazma hcreleri olup, antikor salgilarlar. g&r bazi hicreler ise o anda
herhangi bir aktivite gostermez ve antijenin 62@iii binyesinde saklar. Bu
tur lenfositler bellek hicreleridir. Bellek hiicralelaha sonra ayni antijen ile
karsilastiginda daha hizli bigekilde ¢c@alarak bu antijene karasiri bir yanit

verirler (3).

2.1.4. MONOITLER

Monositler kemik ilginden dolaima girerler. Dokulara girerek doku
makrofajlari halini alir. Dokulardaki 6murleri taolarak bilinmemekte ise de,
insanlarda kemik ifii nakillerinden elde edilen veriler, 3 ay canli duddarini
gostermektedir. Bunlar dalema geri donmemektedir (2).

Monositlerin tginma zamani da kisadir, kapiller membranindan dwhul
gecmeden once 10-20 saat kadar gdolda kalirlar. Dokulardasiserek
genklerler doku makrofajlari haline gelmeyeskaalar ve bu formda fagositik
fonksiyonlar sirasinda yikilmadiklari igin aylarkatta yillarca ygayabilirler.
Bu doku makrofajlari dokularda enfeksiyonlara skastrekli bir savunma
sglarlar (1).



Monosit hicrelerin ¢apt 12 um-20 pm'ye kadargigteekte olup;
Iokositlerin en buyukleridir. Monositlerin ntkleasl oval, at nali veya bobrek
biciminde ve genellikle bir kenara itiismdurumdadir (3).



2.2. ENZIMLER
2.2.1. ENAMLER IN GENEL OZELL IKLER

Bir reaksiyonu hizlandiran, fakat kendisi reaksiyam dgismeksizin ¢ikan
maddeye Kkatalizér denir. Enzimler ise canli hicrderafindan meydana
getirilen, ancak etki yapabilmeleri icin hicreniarngini gerektirmeyen, i1siya
dayaniksiz, protein yapisinda organik bir katatizior Enzimler, oldukca Ozel
yap! kazanmive genellikle biyuk protein molekulleridir. Enzipnoteinlerinin
yapisi sadece enzimin biyolojik aktivitesi icingdeayni zamanda metabolik
olaylarin  kontrolini gdamak icin de gereklidir. Enzimler hicre
metabolizmasini olguran binlerce kimyasal reaksiyonu ydneten molekdll
olduklari i¢cin enzim reaksiyonlari, y@m yontnden en dnemli reaksiyonlardir.

Enzimler sadece belli maddeler Uzerinde 6zel gikiayirler (8).

2.2.2. ENAMLER N YAPISI

Enzimler protein yapisindadirlar. Enzimlerin etkikderi maddeler substrat
veya reaktan adi verilir. Enzimler buyuk, substmatse kicuk molekullerdir.
Substratin enzime BEndgl bélgeye aktif merkez veya katalitik bolge denir.
Substratin gindaki maddelerin Bgandigl yere allosterik bdlge denir (9).

Bazi enzimler aktivite gosterebilmeleri igin, prt yapisinda olmayan,
genellikle metal iyonlarindan iyonlarindan meydatngs olan yan gruplarina
kofaktor adi verilir. Enzimlerin aktivite gostermegin gereksinime duydiu
kompleks organik molekillere koenzim adi verilir.oéhzimler spesifik
atomlarin veya fonksiyonel gruplarin transfer e@iimde rol oynamaktadir.
Bazi durumlarda enzim aktivite gosterebilmek icianmh kofaktére hemde
koenzime ihtiyac duyabilir. Enzim ylzeyine sikicaglanmg ve protein
yapisinda olmayan bu gruplara prostetik gruplanrdéiger enzim koenzimi
veya kofaktoru ile birlikte ve katalitik bakimdaamamen aktif durumda ise,
enzimin bu haline holoenzim denirg& koenzim ve kofaktorden ayrilarak
enzim inaktif hale gelirse, enzimin diyalize edileyen ve sadece proteinden
olusan inaktifsekline apoenzim denir. Farkli dokularda ayni melihgorevi
goren ve aralarinda kiiguk konformasyonetiglklikler gosteren molekdllere

izoenzim adi verilir (10).



2.2.3. ENAMLER iN SUBSTRAT OZGULLU GU

Enzimler subsratlarina kar oldukga 0zgul davranmaktadirlar. Substrat
molekdluntn bir kisminin enzime bir anahtar-kilipdtezi dgunulmektedir.
Bazi enzimler oldukca spesifiktir ve yalniz bir ték molektlerin belirli
bdlgesine etki ederler. Bu tip enzimlere kesin dlzgigdsteren enzimler denir.
Bazi enzimlerde ise bu 6zgullik biraz dahasgétir. Bu tip enzimlere kismi
Ozgullik gosteren enzimler denir (10)

2.2.4. ENAMLER IN ADLANDIRILMASI

Her enzime iki isim verilmgitir. Birincisi gunlik kullanim igin olan kisa
onerilen isimdir. ikincisi enzimin detayl olarak tanimlanmasi gergktie
kullanilan daha kapsaml olan sistematik ismidin &k kullanilan enzim
isimlerinde reaksiyonun subsratina veya yapilam itanimina -az eki
eklenmitir. Uluslararasi Biyokimya ve Molekuler Biyolojiidi gi (IUBMB)
enzimlerin her birinin sayisiz alt grup iceren aha sinifa bolindiil bir
isimlendirme sistemi gefiirmistir (11).
Ornezin; glukoz-6-fosfat dehidrojenaz enziminin sisteikaadi Glukoz-6-
fosfat NADPH: oksidorediiktaz sinifi bir enzim olbp siniflandirmaya gore
numarassoyledir: (10)

E.C.1.1.1.49

E: Enzim

C: Klasifikasyonu

1. Sinifi

1. Alt sinifi ve etkiledgi bag (-CH,- OH)
1. Akseptor (NAD veya NADP)

49. Enzimin sira numarasi
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2.2.5. ENZMLER IN SINIFLANDIRILMASI
Uluslar arasi siniflandirmaya gore enzimler 6 aiagriimstirlar. (Sekil 1) (8)
1. Oksidoreduktazlar

2. Transferazlar
3. Hidrolazlar
4. Liyazlar
5. Izomerazlar
6. Ligazlar
Class Reaction type Important subclasses
N = Reduction equivalent
Lol e~ e Dehydrogenases
|1 Oxidoreductases | | o ! - [ g;é?f&iigﬁem"“’ases
| = - Monocoxygenases,
s . o : | Ared Box Aox Bred coxygenasas
[ g—,—Transferases
lycosyltransferases
2 Transferasss * | i + Aréinutsr’ansfera;es
crEl |8 = it sk Phosphotransferases
A—B c A B-C
- g B | B
(R - | ® Poptidases
___i il Amidases
AB HaO At B-OH
l IV g g~ leyases
, e I | -O-Lyases
SRR =0l -— | | CoN-Liases
(*synthases”) | J C-S-Lyases
A B A-B
| | | s Epimerases
| & lsomerasas . S L Icrifr-afr:‘g-ﬁ;llcsucli;r:erasas
| A 1 transferases
A Iso-A
- B = X=AGU.C | XOP 8787@.3@35
Ligases m— SEs s E 1 = == ~O-Ligases
i"sfmmeras,esq + [Eese || T == C N ligases
A XKTP = ® A S
A—B

Sekil 1 : Enzimlerin Siniflandiriimasi

2.2.5.1: OKIDOREDUKTAZLAR

Oksidasyon ve rediksiyon reaksiyonlarini katalieleyenzimler bu
siniftandir. Bu sinif enzimlerin substratlari gdéikkd elektron ve hidrojen
donorleridir. Dehidrogenazlar bu gruptandigeE oksijen elektron akseptori
olarak gorev allyorsa oksidazlar da bu sinifa da&dilmektedir. Laktatin
pirGvata  dongtdrilmesi  6rnek  reaksiyon  olarak  verilmektedir.
Oksidoreduktazlar sinifinda yer alan enzimlerin atetanmasi sagidaki
gibidir.

1.1.Dondriin CH-OH grubuna etki ederler.

1.2.Dondrun aldehid veya keton grubunu etkiler
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1.3. Dondrin CH-CH grubuna etki ederler.

1.4. Dond6riin CH-NBlgrubuna etki ederler.

1.5. Dondrun CH-NH grubuna etki ederler.

1.6. NADP H* veya NADPHH etki ederler.

1.7. Dondr olarak ger azotlu bilsiklere etki ederler.

1.8. Dondrun sulfir grubuna etki ederler.

1.9. Dond6ruin heme grubuna etki ederler.

1.10. Dondr olarak difenol ve turevlerine etki deer

1.11. Akseptor olarak Hidrojenperokside etki ederle

1.12. Dondr olarak hidrojene etki ederler.

1.13. Molekduler oksijenin inkorporasyonu ile ilgigk donore etkilidirler.
1.14. Molekuler oksijenin yapiya girmesi ile biftgondre etkilidirler.
1.15. Superoksit radikali gibi bir akseptore etkili

1.16. Metal iyonlarini oksitler.

1.17. CH grubunu etkiler.

2.2.5.2. SINIF 2 TRANSFERAZLAR

Transferazlar fonksiyonel bir grubu, bir donérdein &kseptdre tayan
enzimlerdir. Sistematik isim dondr; akseptor grupnsferazseklindedir.
Ornezin; glutamat oksaloasetat aminotransferaz gibi darglutamattan bir

amino grubunun oksaloasetataimaigl acikca ifade edilmektedir.

2.1. Bir C grubu transfer ederler.

2.2. Aldehit veya Keton gruplarini transfer ederler

2.3. Aciltransferazlar

2.4. Glikoziltransferazlar

2.5. Metil grubundan 3&a Alkil ve Aril gruplarini transfer ederler.
2.6. Azotlu gruplari transfer ederler.

2.7. Fosfat ihtiva eden gruplari transfer ederler.

2.8. Sulfur intiva eden grup transferi yapanlar

2.2.5.3. SINIF 3 HDROLAZLAR
Hidrolazlar ¢aitli baglarin hidrolizini katalize etmektedirler. C-O, C-8;C
ve Fosforik anhidrit b&ni da iceren der bazi bglarin hidrolitik
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kopariimasini katalize eden enzimlerdir. Sistemasiknde daima hidrolaz
kullanilmaktadir. Pratik isimlendirmede ise substradnine “az” eki

getiriimektedir.

3.1. Ester bana etki ederler.

3.2. Glikozil bilesiklerine etkilidirler.

3.3. Eter baina etki ederler.

3.4. Peptid bana etki ederler.

3.5. Peptid baandan baka diger C-N ba&ina etki ederler.
3.6. Asit anhidritlerine etki ederler.

3.7. Karbon-Karbon (-C-C-) lgana etki ederler

3.8. Klor ile meydana gelmtuzlardaki bga etkilidirler.
3.9. Fosfor-Azot baina etkilidirler.

3.10. Kukurt-Azot baina etkilidirler.

3.11. Karbon-Fosfor Igana etkilidirler.

2.2.5.4. SINIF 4 HYAZLAR (SENTAZLAR)

Liyazlar adi verilen enzimler C-C, C-O ve C-N aramaki ba&lari
hidrolizden ve oksidasyondan farkli bir yolla klearveya bu atomlar arasina
bir cift bag ilave ederler. Sistematik isim substrat-grup-ligaklindedir. Pratik
isim dekarboksilaz, aldolaz ve dehidrataz’'dir.

Liyazlar sinifinda yer alan enzimlerin numaralannasagidaki gibidir.

4.1. Karbon-Karbon (C-C) lgma etki ederler.
4.2. Karbon-Oksijen (C-O) lgma etki ederler.
4.3. Karbon-Azot (C-N) bana etki ederler.
4.4. C-S liyazlar

4.5. C-Cl liyazlar

4.6. Fosforlu-Oksijen liyazlar

2.2.5.5. SINIF 5iZOMERAZLAR
Izomerazlar bir molekiil icindeki geometrik ve yapaasisiklikleri katalize

etmektedirler. Bu sinifta yer alan enzimler yaptikl izomerizme goére
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rasemazlar, epimerazlar, cis-trans-izomerazlarmerazlar, tautomerazlar,

mutazlar ve siklo-izomerazlar adini almaktadir.

5.1. Rasemazlar ve Epimerazlar

5.2. Cis, Trans izomerazlar
5.3.Intramolekiler oksidorediiktazlar
5.4.Intramolekiiler transferazlar.
5.5.intramolekuler liyazlar

5.6. Diger izomerazlar

2.2.5.6. SINIF 6 HIGAZLAR ( SENTETAZLAR)

Sentetazlar C-O, C-S, C-N ve C-C arasinda b bdlasmasini sglayan
enzimlerdir. Bu enzimler genellikle ATP’deki veyaigdr trifosfatlardaki
pirofosfati hidroliz ederek iki molekilin birbirindaslanmasini katalize
ederler.

6.1. Karbon-Oksijen (C-O) arasindagbgaparlar
6.2. Karbon-Kukirt (C-S) arasindagogaparlar
6.3. Karbon-Azot (C-N) arasindapgaparlar
6.4. Karbon-Karbon (C-C) arasindagbgparlar

6.5. Fosfat ester gayaparlar
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2.3. PROTHNLERIN SAFLASTIRILMASI

Dogadaki en dnemli makromolekdl gruplarindan biridetemnlerdir. Hicre
de pek cokglev binlerce farkli protein tarafindan yarttuluraygik csitlili ge
ve farkll ilevlere sahip proteinler, temelde benzer yapilalanobu
molekillerin,  Ustlendikleri  6nemli  gorevier neddeiy yapilarinin
aydinlatiimasi, sentezleriniglévlerinin ve regulasyonlarinin ortaya konulmasi
¢cok buyuk onem tar.

Bir proteinin nasil izole edile@g;e, hangi yontemle ve ne derecede
saflgacgina veya analiz edilegme karar vermeden 6nce, amag, materyalin
ve calsilacak proteinin tipi ve miktari,slemlerin suresi ve maliyeti, eldeki
olanaklar gibi olcutler gz 6ntiinde bulundurulmalidi

Ozel bir materyalin kullanilma zorunl@u yoksa, proteinlerle ilgili
calismalarda hayvansal obje olarak, genelliklean, tagan, inek ve domuz
gibi hayvanlar tercih edilir. Kan ve plesanta dgiolay ve bol elde edilebilen
materyaller de insan proteinleri ile ilgili ¢gdnalar icin uygun kaynaklardir
(12).

2.3.1. PROTHN EKSTRAKSiYONU

Protein ekstraksiyonunun ilk samasindaki siem, calgilacak proteinin
hicrenin icinde mi, dinda mi oldguna, icindeyse bulungu yere bgh
olarak deisir.

Calsilacak molekil eksraselliler ise kullanilacak y®dmtebasittir.
Santrifijleme veya filtrasyon tekfiile elde edilir. Hlcresiz ust sivida bulunur
ve bu sivi saflgirma slemlerinde kullanilir.

Saflastirllacak protein membrana gla veya sitoplazmik ise, kullanilacak
yontem daha uzun ve kargnitir. Oncelikle hiicre ¢ceperi engelilnalidir. Bu
asamada proteinin yapisini en az etkileyecek yontettedilmaldir. izole
edilecek protein parcalanma sirasindagaccikan proteazlarin etkisinden
korunmalidir (12).

2.3.2. MEMBRAN PROTEINLERIN EKSTRAKSIYONU
Hucrelerin icinde veya giindaki sulu fazda ¢6zinmeyen birgok protein
vardir. Membranda yer alan bir proteinin izolasy@®z konusu ise, afarici

gerek litatirde Onerilen yontemleri, gerekse elkidelanaklari g6z 6nine
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alarak, ya 6nce proteinin bulunglu organeli izole edip daha sonra protein
ekstrasyonu yapar, ya da ekrasyonda materyalinrtirkillanir. Daha sonra
santrifijlemeyle c¢okturtlen organeller tamponda psaitse edilir; tekrar
santrifijlenerek cézinmgiproteinler uzaklgtirilir.

Membran yluzeyine zayif biekilde bl (periferal) proteinler membranin
tamamen ¢Ozunmesine gerek kalmadan, kismen dgagsdan ayrilabilirler.

Membranin i¢cine gomulla (integral) proteinlerle gdiltken daha dikkatl
olunmalidir. Bunlarin aga c¢ikmasi icin membranin tamamen c¢ozinmesi
gerekir. Proteini kimefmeden korumak icin genellikle deterjan bulunmalidir
Cunku integral protein hidrofobik yuzeyi nedeniyigidlerle etkilesime girer
ve bunun sonucunda da agregasyon gergelier. Bu deterjanlar saffarma
basamaklarinda uzaktailr (12).

2.3.3. KROMOTOGRAFIK YONTEMLER
2.3.3.2. JEL HLTRASYONU

Bu metot, kolon kromotografi yontemlerinde en yawy@larak kullanilan
yontemdir. Homojenizattan makromolekillerin ayribnacin kullanilan bir
medottur. Bu metodun temeli, makromolekulleri malektyukluklerindeki
farkliiklara gbre ayirmaktir. Jel genellikle dekst, agaroz ve
poliakrilamidden olgmustur. Kolon kiresel yapil belirli boyutta gézenaide
sahip inert jel parcaciklarindan ehoustur. Farkli boyuttaki molektllerden
olusan c¢Ozelti kolondan gecirilginde, buyik molekiller gdzenekl
taneciklerin aralarindaki Bluklardan gecerek kolonu hizla terk ederler.
Gozenek boyutlarindan kicik molekiller ise gozesreldrasinda kalirlar.

Molekul kiiguldikge kolonda alikonma siresi arta) (1Sekil 2)
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(a) Gel filtration chromatography

= = |Lar r in &= =
— arge protein — e
<5<~ Small protein .
|
Layer Add buffer - | %
sample to wash oo, | %’ Collect
on proteins & > e fractions
column through e | T
column '
% \~— gl g O
" ‘ /
) ~J
|.-:_‘;.‘ ‘.:'_:‘ ]-:‘_‘;:.
Polymer gel bead 3 2 1

Sekil 2 : Jel Filtrasyon Kromotografisi

2.3.3.1. AFHNITE KROMOTOGRAF iSi

Kolon dolgu maddesine kovalent olarak glammsg ve saflatirilacak
proteine Ozel ilgi gOstererek secinimli bir ayirsgslayan, ligand adi verilen
kucuk molekullerin kullanimlaryla gercekteilir.

Membrana aktariingiglikoproteinlerin saptanmasinda ¢ok farkl bir gg&m
izlenir. Bu yontemde glikoproteinlerin karbonhideasitna secinimli olarak
sekilde baglanan, bitki ve bakteri kaynakl proteinlerden (ialer) yararlanilir.
Ornegsin; bitkisel bir lektin olan concanavalin A (Con A)}- D mannozil
gruplarina ilgisi nedeniyle bu gruplari iceren glgkoteinlerin saptanmasinda

genk capta kullanilirlar§ekil 3) (12).
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(c) Antibody-affinity chromatography

Load in T\M = =
pH 7 buffer ‘f f
fi ,. (S /
@ Protein ' Q . Q %
recognized : Elute |
by antibody ? Wash g}; with b
@ Protein not +é O;é pH3 x-é ?

recognized @.'!. J buffer QY ||

Rf
by antibod Q ad
y antibody gb %.b

eg oy

Antibody 0| |ls0
3 2 1

Sekil 3: Affinite kromotografisi

2.3.3.3.1YON DEGIiSiM KROMOTOGRAF isi

Iyon desisim kromotografisi kolondaki yiklu tanecikler, mobiazdaki
yukli tanecikleri cekme prensibine dayanir. Matigilacak proteinle ters
yuke sahiptir ve proteinlerin kolona glanmasi iyonik bglarla olur. Kolona
baglanan proteinler kullanilan tampon c¢o6zeltinin piisiya da tuz
konsantrasyonunu @atirerek kolondan ayrilir. Bu tip kromotografi moldk
agirliklari birbirine cok yakin olan molekdilleri aymada kullaniliriki tip iyon
degistirici kromotografi vardir. Bunlar anyon ve katyagistiriciler olarak
isimlendirilir. Iyon desisim kromotografisinde kullanilacak kolonun boyutlar
dolgu maddesinin protein glama kapasitesi ile ilgilidir. Genellikle capi 152,
cm olan kolonlar kullaniimahdirSekil 4)
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(b) lon-exchange chromatography

Negatively charged
—A protein - —— >
,4,, Positively charged Elute negatively

Ll charged protein
Layer Collect '0 * S with salt solution |, =
sample positively | =« -° | (NaCl)@ @ '
on charged = R ¥

column proteins

Positively charged gel bead 4 3 2 1

Sekil 4: iyon Exchange kromotografisi

2.3.3.3.1.KATYON DEGISTIiRICILER

Negatif yUkli gruplarin kovalent olarak @a oldugu matrisleri vardir.
Bunlar  katyonik (pozitif yukli) proteinleri adsodslar. Katyon
degistiricilerde ise negatif yukli grup olarak; genelsi@fo ve karboksimetil

gruplari bulunur.

2.3.3.3.2. ANYON DEGISTIRICILER

Pozitif yukli gruplarin bgi oldugu matrisleri vardir. Bunlar anyonik
(negatif yukli) proteinleri absorblarlar. Genicapta kullanilan anyon
degistiricilerdeki  pozitif yukli gruplar; aminoetil, tetilaminoetil ve

dietilaminoetil gruplarndir (14).

2.3.3.4.PROTHNLERIN 1YONIK ELUSYON ILE KOLONDAN
AYRILMASI

Proteinlerin kolondan ayrilmasinda en cok kullamiisyon tekrgi tuz
gradiyentinin olgturdusu iyonik eliisyondur. Genellikle KCI veya NaCl'den
olusan lineer bir gradiyent ofturulur. Tuz iyonlari proteinle yer datirerek

onun tekrar matrise genmasini engeller. Tuz konsantrasyonu artikcaeprot
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bandi daralaraksagiya daru ilerler ve diizgtin bir band olarak kolondan c¢ikar
(12).

2.3.3.5. TUZLA COKTURME

Tuzla c¢oktirme (salting out) proteinlerin konsantegliimesinde ve
saflgtirmasinda gegicapta kullanilan bir yontemdir. Ortama eklenecékal
tuz, genellikle denatlrasyona yol acmadan, pragamlagregasyonuna (bir
araya gelmelerine) ve cozeltiden ayrilarak c¢okniederyol acar. Proteinler
farkll tuz konsantrasyonlarinda cokturilerek bidyinden ve ¢ozeltideki der
molekullerden ayrilabilirler. Coktirmesleminde genellikle etkini ve
¢ozunUrligh yuksek, pH'y1 fazla etkilemeyen, c¢oOzeltide faz&anmaya yol
acmayan, ucuz ve etkin bir tuz olan amonyum sikidanilir. Bu nedenle bu

yontem amonyum stilfatlama ¢oktirmesi adiyla biliktedir (12).

2.3.3.6. SODYUM DODES$L SULFAT-POLIAKRILAMID JEL
ELEKTROFOREZ i (SDS-PAGE)

Sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektofomede, polipeptidlerin
ilerleme hizlari, sadece i¢ elektriksel yukleriaandan dgil, ayni zamanda
molekul &irliklar tarafindan da belirlenmektedir. SDS, pelptidlerin ana
iskeletini cevreleyerek proteinleri denatiire eden deterjandir. Ayrica
molekiller negatif bir yikte kazandirmaktadir.

SDS-PAGE’nin en 0Onemli yarari, polipeptidlerin malé agirliklarinin
belirlenmesine olanak vermesidir. Moleki@idi g bilinmeyen protein 6rnek,
molekudl &irligl bilinen standart proteinlerle birlikte, ayni jeterinde yan yana
ceplere uygulanir ve ayri hatlarda elektroforetilarak ayrilir. Boyama
sirasinda jelde gozlenen bantlaringkagtiriimasi ile proteinin molekulgrh g
hakkinda bir fikir edinilebilir (12).

2.3.3.6.1. BOYAMAILE SAPTAMA

Elektroforetik ayirim sonunda jelde ayrigrproteinlerin analizi icin, gozle
gorundr hale getirilmesi gerekir. Bu amaclas\naulan en temel yontem
boyamadir. Farkli boyama maddeleriyle reaksiyoneengiproteinler, jel

Uzerinde renkli bantlar halinde belirirler. Boylega&silan protein drngindeki
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bantlar referans olarak kullanilan standart prdéein ortaya koydgu bantlarla

karsilastirmali olarak incelenir (12).

2.3.3.6.1.1. COOMAS$E BOYAMA

Coomassie parlak mavisi (brilliant blue) proteinleastgele bglanan bir
boyar maddedir. Bu boyamada jeldeki proteinler lkalKkmetanol veya
izopropanol)/ asetik asit iceren fiksetifle ¢okiiirti Jel Gizerinde proteinlerin
coktigli bolgeler boya ile mavi renge boyanir. Alt zemikid&azla boya,
yikama (metanol+asetik asit+su) cozeltisi ile yakldikten sonra jel asetik

asitli suda saklanabilir (12).
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2.5. MYELOPEROKSIDAZ:

65 yIl dnce Agner, tiberkiloz ampiyemli hastalgsimilan sivisindan
peroksidaz aktivitesi olan, Fe iceren bir proteialé etmg ve bu yeni proteini
gucli ysil rengi nedeniyle verdoperoksidaz olarak adlandgim Daha
sonraki caymalar doku ayrimkanasini myeloid hicrelerle sinirlandighar ve
bu da proteinin myeloperoksidaz olarak yeniden ratildmasina neden
olmustur. Agner’in bulgunun 30 yil sonrasinda Klebanoff, MPO’nun oksijen
bagimli oldurlicu fagosit aktivitesi oldwna dair katkida bulunrgwe diger
bilim adamlarina bu proteinin gal immunitedeki spesifik rolint agtarmasi
icin 6nayak olmstur. Daha sonra yapilan at@malar sonucunda MPO’nun
antimikrobiyal aktivitesinin notrofillerin fagolizimomlarinda hipoklorik asit ve
diger toksik ajanlar Ureterek mikroplari inhibe edrel 6lduricu etkiye sahip
oldugu goralm@tar. MPO  hedef molekillerdeki  posttranslasyonel
modifikasyondaki etkilerini KHO,'yi kullanarak gerceklgirir. Fagozoma MPO
salinimi ile @ zamanl olarak fagositlerin NADPH @anl oksidazi MPO’nun
HOCI olusturmasi icin gerekli olan ¥0,'i olusturmak icin aktive olur. Hayvan
peroksidaz ailesinin ger Uyelerinin her biride (tiroid peroksidaz,
laktoperoksidaz ve eozinofil peroksidaz) farklp@d kaynaklari kullanarak
ayni paradigmayi takip ederler (15).

MPO aracili hasar intrafagozomal mikroplarla sirdggildir. HCOI ve
deriveleri konak dokusunda ayni oranda hasarlar.\MPO csitli inflamatuar
hastaliklarin (6rn; aterosklerozis, demyelinizan SS8astaliklari ve bazi
tiimorler gibi) patogenezinde rol oynamaktadir (16)nesin; aterosklerotik
lezyonlarda peroksidatif olarak aktive MPO tesptilraistir (17) ve MPO-
katalizli lipoprotein oksidasyonunun kardiyovaskil@éastalik geklimine
katkida bulunmakta oldw kanisina variimtir (18). Bazi epidemiyolojik
calismalar savunmaktadir ki; aterosklerozunsldagic ve progresyonuna
katkida bulunan MPO Wganli biyokimyasal olaylarla uyumlu olarak MPO
eksikligi olanlarda normal populasyona oranla daha az evdskuler hastalik
gorulmektedir (19). MPO’nun inflamatuar hastaliklaki rolinin giginda;
peroksidaz ailesi Uyelerinin yapi ve fonksiyonléeerine argtirmalar, ceitli
hastaliklarin patofizyolojisinin anjdmasi, potansiyel tedavi ve korunma
yontemlerinin bulunmasi konusunda umut vaat etnugk(@5).
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MPO ilk olarak insan polimorfonikleer I6kositleredulunmgtur ve
toplam proteinin %5’'in1 olgturur. PMN monositlerde ve makrofaj dokularinda
lokalizedir. MPO PMN ve monositlerin euzonofil gidierinde depolanir.
MPO sentezlemek icin makrofajlar yeteneklerini kegérler ve sonra ya MPO
tek bgina yada notrofillerin endositozu ile hiicre icaresialinirlar. Hicrenin
aktivasyonu yada degrantlasyonu sirasinda MPO asledtiiler alanin igine
salinabilecgi gibi fagositik vakuollere de salinabilir. MPO kémili ginde
myolid differasyonu sirasinda oncul bir madde dasalinir ve bu stlrecte
PMN’lerin dolssima salinmadan énce tamamlanir (20).

Yapilan randomize kontrolu bir cgnada d§ implantlarindaki
inflamasyonla ilgkili olarak polimorfonukleer I6kositlerdeki cevablor ol¢utl
olarak MPO duzeyleri c¢glimis; inflamasyon ve MPO dizeyinde arasinda
yakin bir iliski oldugu gdsterilmgtir (21).

Monositler kendi MPO’larinin  yaga maturasyonu sirasinda
makrofajlara girerken kaybolurlar. Lokositlerin yamra MPO karager kuffer
hicrelerinden de izole edilgtir. Ayni zamanda da mikrogilialardan, granal
iceren néronlardan ve beyindeki hipokampusun prahméronlardan da izole
edilmistir (20).

2.5.1. MYELOPEROKSIDAZ ENZ iMININ YAPISI

MPO enzimi 140kDa @rliginda hem iceren homodimerdir. Her bir
monomer gir ve hafif subuniteden ofur. Agir olan 55-64 kDa @rliginda ve
466 aminoasitten, hafif zincir ise 10-15 kDaraginda ve 108 aminoasitten
olusmustur. Kovalent bgli hem kompleksinin birlgmesi olgunlamadan 6nce
olur ve buda enzimatik aktiviteyi gosterir (20).

MPO’nun ikincil yapisindar-sarmal yapi baskindir. Herbir monomerin
merkezinde 5 sarmal ve hem grubu bulurgek{l 5). Bu sarmallarin doérdi
blyuk polipeptitten turemektedir. Haci sarmal ise kuclik polipeptitten
meydana gelmektedir. BUyuk polipeptit dort ayri @micinde katlanir ve
ayrica biri ¢ekirdek merkezinde cevreler. Kicluk ekell bu molekulin
karboksi terminal bélgesine sarilir. F€ iyonu talyan hem molekili

protoporfirin IX * den tirevlenmektedir (20).
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Sekil 5: MPO’nun homodimer U¢ boyutlu yapisi; kirmizi olarsim hem

kismi, yail olan kisimlara- heliks ve sari olan kisifix tabakali yapisi

MPO 2,3 Acozinurligiinde kristal yapisi bilinen peroksidazdir.
MPO’da 3 hem subunitesi vardir. Bunlarda kovaleatldrla aminoasit yan
zincirlerine bg&lanmstir. Modifiye metil gruplarinin Gzerindeki pirol haalar
A-C ile glutamat ve aspartat ile 2 estegibwaardir. Pirol A halkasi glutamata
ve pirol C halkas! ise aspartata estegilée baslanmstir. Uclincu bg ise
metiyonin  kalintilarinin ~ sdlfonyum iyon plnyla kikirt atomuna
baglanmasiyla olgur. Stlfonyum iyon bg pirol A halkasindaki vinil grubunu
icerir (22). Sekil 6)
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ASPyy

Sekil 6: MPO’nun kimyasal yapisi

2.5.2. MPO EKSPRESYONU

MPO, ekspresyonu myeloid hicreler tarafindan @nah 17.
kromozomun uzun koluna 14 kb uzaklikta olan tekgen tarafindan kodlanir
(23). insan MPQ'I intraselliller ortamda endoplazmik rdtikada retilir.
Uretilen MPO 90 kDa bilyukgiinde inaktif olan bir enzimdir ve apoproMPO
olarak isimlendirilir. Peptit iskeletine hem’in ekimesi ile enzimatik olarak
aktif olan MPO’nun proMPO kismi gur. proMPO’nun ayrilmasi ile olgun
(mature) MPO olgur (24). Olgun MPO 140 kDagaliginda hem iceren
homodimerdir. Her bir monomegia ve hafif zincir subuniteden ajur. Agir
olan zincir 55-64 kDagrliginda ve 466 aminoasitten, hafif olan zincir ise 10-
15 kDa a&irhginda ve 108 aminoasitten etaustur. Her bir zincir birbirlerine
disilfit baglarla balidirlar (25). Sekil 7)
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Sekil 7 : MPO’nun transkripsiyon dncesekli

Kemik iligindeki grantlosit diferansiyasyonu esnasinda sadece
promyelositler ve promyelomonositler aktif olarakPKd sentezlerler (26).
Dokuda MPO gen ekspresyonunu ve diferansiyasyogesitli transkripsiyon
faktorleri regule etmekte ve diferansiyasyonun rogel gamasinda giren
myeloid progenitéride MPO sentezini sonlandirmaktatlyni koordinasyon
in vitro olarak HL-60 veya PLB-985 hiicreleri gilmsan myeloid prekirsor
hicre serileri in vitro olarak kiltire ediffinde kimyasal olarak granulositik
seriye diferansiye olmayastek edilirler.

Forbol esterleri veya transretinoik asit gibi d#fesiyasyon ajanlari
saatler icerisinde MPO gen transkripsiyonunda damagya ve MPO
biosentezinin ani terminasyonuna neden olurlar. iKeingindeki myeloid
prekursorleri dyinda higbir non-malign hicrenin MPO protein semtezdair
yayinlanmg veri yoktur.
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Promyelositlere ilave olarak monosit prekirsorleksanik iligindeki
matirasyon esnasinda MPO sentezlerler. Normal e&gpn myeloid
gelisiminin bu gamasinda sinirlandirilgtir. Dolasimdaki monositler aktif
MPO sentezi yapmazlar. Dokuda monositlerin maklarfaj
diferansiyasyonuna MPO sentezinin down regilasyaeslik etmektedir.
MPO’nun immunolojik olarak aterosklerotik plaklardgosterilmesi gibi
kanitlar MPO’nun aterosklerotik hastah patogenezinde bulunguna garet
etmektedir (27,28).

MPO icin 6nerilen kinetik modejudur: Temel durumda MPO ferrik
(Fe 1) durumda bulunur. ¥, eklenmesi durumunda MPO’nun hem grubu
okside olarak reaktif ferril radikalini ofturur. Bu ara bilgge "Bilesik I”
denir. CI , Br, I' gibi halojenurlerin ve tiyosiyanat (SCN) gibi
pstdohalojendrlerin vaginda Bileik | kolayca indirgenerek MPO-Fe Il ve
uygun gelen hipohal6z asidi (HOX) eturur. Halojenurlerin ve tiyosiyonatin
normal plazma dizeylerinde klor tercih edilen libstrattir ve hipoklordz asit
HOCI olwur (29). Ortamdaki indirgeyici substratlarla”tonsantrasyonu
arasindaki oran MPO’nun B.,Yyi peroksidasyon veya klorinasyon
dongulerinden hangisinde kullangaa belirler. Zayif peroksidaz substratlari
Bilesik | ile reaksiyona girerek Bikgk II'yi olu stururlar ve HOCI olgumunu
inhibe ederler (30). Halojenirler ve tiyosiyonata @arak MPO’nun nitrit
(NO;y ) tirozin, askorbat, Urat, katekolaminler, 6strdge ve serotonin gibi
baska dagzal substratlar da bulunmaktadir (31). MPO-Fe Haktif ferroz
formu olan MPO-Fe II'ye indirgenebilir. MPO-Fe 11D, ile ve MPO-Fe Il, @
ile birleserek Bileik 1l denen bir ara trin okururlar (MPO-Fe Il - Q).
Spektral cakmalarla gosterildii gibi Bilesik III'e H,0O, eklenmesi en son
Bilesik I1I'yi olu sturur. Dolayisiyla Bilgik 11l dolayl olarak tek elektron ile
peroksidasyorsiemlerini bglatabilir. (Sekil 8)
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Sekil 8: MPO icin 6nerilen kinetik model. Podrez ve ark)({@2n alinmstir

Notrofillerde G, MPO’nun klorinasyon aktivitesini ayarlar. Son
yillardaki calsmalar NO’nun da MPO aktvitesinin modtle edilmesinmgéi
oldugunu gosterngtir. Kinetik calsmalar, dgik NO seviyelerinde, MPO
tarafindan katalizlenen peroksidasyon oraniningamtgostermgtir (33). MPO
aktivitesinin duzenlenmesi karmbktir. Cinkl enzim daésken pH ve NO,
H,0,, O,, O, derkimlerinin goruldigi geng bir cevrede etkisini gosterir.

Son zamanlarda yapilan bir gahada, MPO’nun tirozin nitrasyonunu
katalizledgi gosterilmitir. Bu hem enzimi, protein ve peptidlerdeki tinozi
kalintilarini nitratlamaktadir. Apo-Al, nitrasyore \Kklorinasyon igin tercih
edilen bir hedeftir. Daha ileri analizler MPO’'num@-Al’e balanarak Apo-
Al nitrasyonu icin major katalitik enzim olarak damdgini acga cikarmstir
(34). Yapilan bir catfmada MPO’nun nitrasyon slemini iki farkli
mekanizmayla gercelderdigi 6ne surdlmgttr (35). Birincisi NQ' iyonunun,
MPO bali olarak oksidasyonunu ve reaktif nitrojen tunherolusturmasini
kapsar $ekil 9) (31,36,37).
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Sekil 9: MPO tarafindan katalizlenen NOoksidasyonu. Van der Vliet ve ark.
(31)’'dan alinngtir.

Ikincisi ise NQ‘nin, MPO tarafindan okturulmus HOCI tarafindan
sekonder olarak oksidasyonunu kapsar (36). Hemeizmém de insan
notrofillerinde yapilan c¢aymalarda serbest ve protein gha tirozin
kalintilarinin bu yollarla nitrotirozin (N&yr) haline getirildgi gosterilmitir
(31,36,37).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Geregler
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Bilesikler
Sodyum Fosfat (N&PQ,), MgCl,, NaCl, EDTA (etilendiamintetraasetikasit),
CETAB (Cetyltrimethyl ammonium bromide), Sodyum #fete(CHCOONa),
CaCb, MgCl, Methyl-a-D manno-pyranoside, Amonyum Silfat,(®4, TMB
(3,3,5,5- Tetramethylbenzidine), N,N,- DimethylformamideP®& TEMED,
Akrilamid/Bisakrilamid, B-Merkaptoetanol, SDS, Metanol, Asetik Asit,

Coomassie Brillant Blue R250

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Deneylerde Shangping hassas terazi, Shimadzu UW-ISiekrofotometri,
Consort C 830 pH metre, Manyetik Kgmici, Supra2lK Sgutmal
Supersantrifij, Ismatec peristaltik pompa, SpeCtnedm CF-1 Fraksiyon
kolektdr, Amicon Konsantrator, Biorad Mini ProtednElektroforez Sistemi

kullanildi.

3.2. Lokositlerden Myeloperoksidazinin Saflgtiriimasi
Lokositlerin Solubilizasyonu

Dicle Universitesi Kan Bankasindan alinan lokofesenrasi uriin +4
°C’de 10950xg'de 5 dakika satrifllj edildi. Topland® ml lokosit peleti
tampon A (10 mM Sodyum Fosfat, 1Mm MgCBMm NacCl, 0,5 mM EDTA
Ph:6.0) icerisinde %1 olarak ¢6zingnOETAB tamponundan, 10 ml tampon
eklenip lokositlerin ¢dzinmesi @andi. 200 mg kuru CETAB eklenip
homoijenize edildi. +4C’de 10950xg’de 10 dakika santrifiij edildi. StUpeam
alindi. 650 nm’deki aktivite tayini ve 280 nm’dekrotein tayini yapildi.

Protein degimi taramalari, 280 nm’deki absorbans dl¢timleritiaite yapildi.

3.2.1. Con A Sepharose 4B Affinite Kromotografisi

Hacmi 25 ml olan Con A Sepharose 4B affinite jelx2,5 cm
boyutlarindaki kolona aktarildi. Tampon B (100 midgum Asetat, 100 mM
NaCl, 1mM CaG, 1mM MgCh 05 mM EDTA [pH: 6,3] ) ile
dengelendi.(Dengeleme; 125 ml tamponla jel yikandengelendi.)
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Homojenize edilmi olan 27 ml 6érnek kolona aktarildi. Kolon tampon B
ile 0,8 ml/dk akg hizi olacaksekilde yikandi ve 4 ml'lik fraksiyonlar toplandi.
Toplanan tuplerde protein tayini yapildi. Kolonaglbaenzim, 0-0,7 M arasi
methyl-a-D manno-pyranoside gradiyenti ile, gz 1 ml/dk olacalgekilde
uygulandi. 5 ml fraksiyonlar toplandi. Toplanankgigonlarda protein ve
aktivite tayini yapildi. Myeloperoksidaz aktivitesilan tupler bir sonraki

basamakta kullaniimak tizere bitieldi.

3.2.2. %80 Amonyum Silfat Coktirmesi

Con A Sepharose 4B Affinite Kromotografisinden elé#igimiz
myeloperoksidaz aktivitesi olan 145 ml o6rnek %80’lamonyum sulfat
doygunliguna getirildi. +4°C’de gece boyu (over night) bekletildi. Ornekler
+4 °C'de 25650xg'de 10 dakika santrifiij edildi. Stpd¢ama atildi. Enzim
iceren aktif ¢okelti, tampon A (10 mM Sodyum FosfaMm MgChb, 3Mm
NaCl, 0,5 mM EDTA [Ph:6.0]) ‘da ¢Ozundu. Total akie ve protein tayini
yapildi.

3.2.3. Sephacryl S 300 HR Jel Filtrasyonu

%80 Amonyum Silfat kesitlemesi yapilan 8,5 ml drn&kmpon C
(25mM Sodyum Asetat, 100mM NaCl, 0,5 mM EDTA [pH}, ile
dengelenny (dengeleme 800 ml tampon gecirilerek yapildi),nmat60 ml
olan Sephacryl S300 HR kolonuna (50x2,5 cm boyuntk) aktarildi. Akg
hizi 0,6ml/dk olarak ayarlandi. 5ml'lik fraksiyonl#&oplandi. Jel fitrasyonu
sonunda elue edilen fraksiyonlarda aktivite ve girotayini yapildi. Protein
derisimleri, 280 nm’ deki absorbans dl¢timleri takibi ydp Myeloperoksidaz

aktivitesi olan tupler bir sonraki basamakta kullaak tzere birlgtirildi.

3.2.4. CM Sefhadex G 2%yon Degistirici Kromatografi

Sephacryl S 300 HR Jel Filtrasyonu basgmda myeloperoksidaz
aktivitesi iceren tupler birktirilerek elde edilen 83 ml 6rnek, tampon D
(25mM Sodyum Fosfat, 0,25 mM EDTA, 1Mm MgCl [pH:6,0]) ile
dengelenen (125 ml tampon gegcirilerek dengelemediave 25 ml hacimli
olan CM Sefhadex G 2Hyon Degistirici (7x2,5 cm boyutlarindaki) kolona
aktarildi. Kolon tampon D, ile 1,3 ml/dk akiziyla yikandi. Toplanan
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fraksiyonlarda protein tayini yapildi. Kolona gha enzim 0-0,7M NaCl
gradiyenti uygulanarak, akhizi 1,2 ml/dk olacakekilde elue edildi. Toplanan

fraksiyonlarda protein ve aktivite tayini yapildi.

3.2.5. Protein Olgumii

Kromotografi cagmalarinda elde edilen fraksiyonlarda, protein tay280
nm’deki absorbanslari olclilerek yapildl. Proteinngantrasyonlari BCA
(bicinchoninic acid) Protein Assay Kit (Sigma, ABByllanilarak olculdi.
Protein standarti olarak gst serum albimin kullanildi. 562 nm’deki
absorbanslari tayin edildi (38).

3.2.6. Myeloperoksidaz Aktivitesinin Olgimii
Myeloperoksidaz aktivitesi Suzuki ve arkadaunin (39) dgistirilmis

yontemine (40) gore tayin edildi. Aktivite 6lcimtami, son hacmi 1 mililitre
olacaksekilde, %0.5 HETAB iceren 50 mM fosfat tamponu (pH), 1.6 mM
sentetik substrat tetrametil benzidin (TMB), 2 mMQO4 ve aktivite 6lctilecek
ornek icermekteydi. Tepkime B, eklenmesi ile bgatildi ve 650 nm’de
dakikadaki absorbsiyon agtispektrofotometrik olarak tayin edildi. Bu deney
kosullarinda dakikadaki bir absorbsiyon gilgmi saslayan enzim miktari bir

enzim Unitesi olarak alindi.

3.2.7. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elekkoforezi (SDS- PAGE)
Ile Myeloperoksidaz Enziminin Saflginin Kontroli

Myeloperoksidaz enzimi saffarildiktan sonra, sodyum dodesil stilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemn{il) tarafindan belirtilen
yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi kontedlildi. Ayirma jelinin
ylzdesi %10, yma jelinin yizdesi %5 olarak tutuldu. Orneklereejel
yiklenmeden once 5 dakika 160’de isitilarak proteinler denatire edildi.
Ornekler ayirma jeline girene kadar 60 V, girdikeamra da 100 V uygulandi.
Yuratme glemi oda isinda 1 saat surdd. Daha sonra akimekekilytrtitme
islemi durduruldu. Cam plaklar arasindaki jel dikic#l ¢cikarildiktan sonra
yigma jeli kesilerek uzak$arildi. Protein bantlarini iceren ayirma jeli
Coomassie Brillant Blue-R250 boyasiyla (CBB, %Qdhklasik 5 saat boyandi.
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Boya cikarma slemi (destaining), %25 metanol ve %10’luk asetikt as
karsimiyla yapildi. Bu ¢ozelti belirli araliklarla gstirilmek suretiyle jelin
zemin rengi acilip protein bantlari belirgigsitceye kadar bu ¢ozelti icerisinde

calkalandi. Jel renk acici ¢ozeltiden cikartilagékiinttlendi.
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4. BULGULAR
4.1. Lokositlerden Myeloperoksidaz Saflgtiriimasi

Myeloperoksidaz enzimi, solubilize edilgribkositlerden Con A Sepharose
4B, affinite kromotografisi, %80 Amonyum Sulfat Gdkmesi, Sephacryl S
300 HR Jel Filtrasyonu ve CM Sefhadex Gigbn Desistirici Kromatografi
basamaklar kullanilarak sagtaildi.

4.1.1. Con A Sepharose 4B Affinite Kromotogfesi
Con A Sepharose 4B Affinite Kromotografisinde 0,R¥ methyl-a-D
manno-pyranoside demminde zirve olgturan myeloperoksidaz aktivitesine
sahip fraksiyonlar bir sonraki basamakta kullankniaere birlgtirildi. (Sekil
10)
Bu basamaktaki safjarma, balangic basanfana  gore
myeloperoksidaz aktivitesi 21,30 kez sstflaldi.(Tablo 1)

0.7 M Methyl-a-D

50 manno- 2
45 pyranoside 18
40 - 16

Protein mg/mi
N
(63}
|_\
Aktivite U/ 5pl

15 - 0,6
10 0.0 M Methyl-a- 04
5 manno- 02
0 0
0 20 40 60 80 100
Tup No ) .
gradiant —&— Aktivite

Sekil 10: insan lokositlerinden myeloperoksidaz enziminin @Qosepharose
4B Affinite Kromotografisi profili



Tablo 1: insan I6kositlerinden Myeloperoksidaz enzimininaaftmasemasi
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Saflastirma Basamag| Hacim (ml) [Total Protein(mg)Total Aktivite(IU) | Spesifik Aktivite(IU/mg) Fold Verim
Lokosit 27 1566 26136 16,69 1 100

Con-A Sefharose 4B 145 89,9 31950 355,48 21,3 122,24

Amonyum Silfat Coktirmes 8,5 64,26 28560 444.4 26,6 109,27
Sephacryl S-300-HR 83 25,979 20135 775,08 46,4 77,03
CM Cephadex G 25 96 10,368 12364,6 1192,574 71,45 47,3
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4.1.2. %80 Amonyum Sulfat Coktirmesi

Con A Sepharose 4B Affinite Kromotografisinden el@#igimiz
myeloperoksidaz aktivitesi olan 6rnek %80’k amonystilfat doygunlguna
getirildi.

Bu basamaktaki safjarma, balangic basanjfana  gore
myeloperoksidaz aktivitesi 26,60 kez ssiflaldi. (Tablo 1)

4.1.3. Sephacryl S 300 HR Jel Filtrasyonu

Sephacryl S 300 HR Jel Filtrasyonu sonunda toplaiyplerde aktivite
ve protein tayini yapildiSekil 11). Myeloperoksidaz aktivitesi olan tupler bi
sonraki basamakta kullaniimak tzere kytitddi.

Bu basamaktaki safjarma, balangic basanjfana  gore
myeloperoksidaz aktivitesi 46,44 kez sstflald1 (Tablo 1).

- 07
- 06
- 05
’_;. =
© 04 £
2 £
(O]
S 03 g
2 T
< 5
- 02 &
01 aktivite
g —=—protein
40
Tup No

Sekil 11: insan I6kositlerinden myeloperoksidaz enziminin $epyl S 300

HR Jel FiltrasyorKromotografisi profili
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4.1.4. CM Sefhadex G 2%yon Degistirici Kromatografi
CM Sefhadex G 2%yon Deistirici Kromatografi basaginda 0,416 M

NaCl dergiminde zirve olgturan myeloperoksidaz aktivitesine sahip

fraksiyonlar bir sonraki basamakta kullaniimak @zéirlestirildi. Toplanan
tuplerde protein ve aktivite tayini yapildigkil 12)

Bu basamaktaki safjarma, balangic basanfana  gore
myeloperoksidaz aktivitesi 71,45 kez ssiflaldi.(Tablol)

0.7 M Nad
3 -3
25 - 25
E 2 [ 2
>
S
c 15 - 15
Q
2
| 1
05 - 05
0.0 M Nad
0 0
0 10 20 30 40 50 60
gradiant —a— aktivite
Tip No

Aktivite U/ 5l

Sekil 12: insan lokositlerinden myeloperoksidaz enziminin Céfh@adex G 25
Iyon Degistirici Kromotografisi profili

4.1.5. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elekoforezi (SDS- PAGE)
ile Myeloperoksidaz Enziminin Saflginin Kontrolii

Elde edilen enzim 6rgg molekdl &irliginin saptanmasi ve saflik kontrolu
icin SDS-PAGE elektroforezine uygulandi. Elektr@fitk islemler igin,
Laemmli’den modifiye edilen yontem esas alindi (4&bektroforetik ayrim
Miniprotean ll-Biorad sistemi kullanilarak oda 1sida yapildi.
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SDS- Poliakrilamid jel elekroforezinde,%5'likgyna jeli (stacking jel) ve
%10’luk ayirma (separator) hazirlandi. ghha jeli tamponu olarak 0,5 M
Tris/HCI, pH:6,8; ayirma jeli icinde 1,5 M Tris/H@&mponu pH:8,8 kullanild1.
Ornekler jele yiklemeden once 5 dakika 180de isitilarak proteinler
denatiire edilidi. Ornekler ayirma jeline girene &a6l0 V, girdikten sonra 100
V uygulandi. Uygulama suresi ve akim denemek shdeetbptimize edildi.
Yurutme slemi oda sicakfiinda 1 saat sirdu. Daha sonra akim kesilerek
yartutme glemi durduruldu. Cam plaklar arasindaki jel dikial cikarildiktan
sonra ygma jeli kesilerek uzakfarildi. Protein bantlarini iceren ayirma jeli
Coomassie Brillant Blue-R250 boyasiyla (CBB, %@dlssik 5 saat boyandi.
Daha sonra jel renklendirme cozeltisinden cikaakarrenk acici ¢ozeltiye
(%25 meanol, %10 glasiyel asetik asit kani) konuldu. Bu c¢ozelti belirli
araliklarla dgistiriimek suretiyle jelin zemin rengi acilip proteibantlar

belirginlegsinceye kadar calkalandi. Jel renk acici ¢ozeltigi&arildiktan sonra

gorunti bilgisayara aktarildiSékil 13)

Sekil 13: Myeloperosidaz enziminin farkl saflarma basamaklarindaki
orneklerin SDS-PAGE elektroforezi 1. Con A Affini&nrasi, 2. Sefhakril S
300 HR sonrasl, 3.CM Sefhadex sonrasi, 4. Marketdkil ggirligl standardi)
(yukandan sagiya dgiru 80kDa, 58kDa, 46kDa, 25kDa, 17kDa, 5 kDa) 5.A;
Agir Zincir (64-55 kDa) B; Hafif Zincir (10-15 kDa)
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4.2. Kinetik Calismalar
4.2.1. Myeloperoksidaz Aktivitesinin Ozelliklerinin Saptanmasi

H,O2'nin substrat olarak kullanilgh kinetik calsmalarda, ilk hizlar 37
°C'de, 50mM KPQ, %0,5 CETAB tamponunda (pH: 5,4) dlculdi. Tepkime
ortamina yukaridaki kapnmin eklenmesinden sonra sabit miktarlarda enzim
eklendi. Tepkime son deimi 0-1,2 mM arasinda olacaekilde HO; ilave
edilerek balatildi. Tepkime ortaminin son hacmi 1 ml idi. Qkii absorbans
desisimi degerlerinden yararlanarak her substrat gevine kagilik gelen ilk
hizlar hesaplandilk hiz (v) deerlerinin HO, derkimine kagi grafiklenmesi

Michaelis-Menten gragi cizildi. (Sekil 14)

O T T T T T T 1
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 14

V, WM/ Dak/ mg protein

H,0,mM

Sekil 14: Insan Lokosit Myeloperoksidaz enziminin,® aktivitesine gore

Michaelis-Menten gradi
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Enzimin kinetik sabitleri, 1/v dgerlerine kagi 1/[S] degerlerinin
grafiklenmesi ile elde edilen Lineweaver-Burk gdesundan yaralanarak
saptandi. Lineweaver-Burk gasunun 1/v ekseni kesim noktasindan enzimin
maksimum hizi (Vm), 1,077 pmol/dk/mg protein; 1/[8ksenini kesi
noktadan Km dgeri ,0,369 pumol olarak saptandsekil 15)

25
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Sekil 15: insan Lokosit Myeloperoksidaz enziminin,® aktivitesine gore

Lineweaver-Burk grafii
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5. TARTISMA

Cesitli hastaliklarda dgisik 6neme sahip MPO, bu hastaliklarin
patogenezinin aydinlatiimasina farkl o6lgtlerdekl@dda bulunur. Bu nedenle
MPO’nun saf olarak elde edilmesi ve incelenmesiukfd 6nemli hale
gelmektedir.

MPO bazi balik turlerinin nétrofillerinde de mevanlan bir enzimdir.
Bunun omurgalilarda da benzer aidubelirlenmgtir. Yapilan bir camada,
turbot (kalkan bafiinin) bébrek hicrelerinden MPO izole ediftir. Burada
affinite kromotografisi (Concavalin A Sepharose)ll&ailmis, izole edilen
molekulin &irligl (150 ve75 kDa) SDS-PAGE ile belirlerynte peroksidaz
aktivitesi belirlenmgtir. Filogenetik siniflandirmada memeli MPO ile ial
MPQO’sunun %55-57 oraninda benzadjorulmdstir (42).

Foucher P. ve arkaglarinin yaptg bir calsmada insan
polimorfonikleer |6kositleri, buffy coattan ficolllansite gradiyentini takip
eden dekstran sedimantasyonu ile izole edjlrsedimantasyon sonrasinda
eritrositler hipotonik sollsyon ile uzaktailmis, sonifikasyon ve CETAB
kullanilarak solibilize edilmtir. NUkleus ve membran fragmentleri
ultrasantrifij ile uzaklgtinlmistir., MPO Concavalin A Sepharose jele
baglanmg ve o-metil- D mannopranozoid ile elue edilerek, toplana
fraksiyonlar sodyum asetat tamponuna skadiyalize tabi tutulmgtur.
Sefhadex G 100 jel kromotografisi ile MPO purifigdilmis ve elektroforez ile
MPO bantlarn (15, 39, 58 kDa) gozlertim. Bu calsmada saflgtirlan MPO
enziminin akcger hastaliklarindaki gkisi incelenmgtir (43).

Daugherty A. ve arkadkrinin calgmalarinda, MPO enzimi EDTA’
antikoagulanl kandan elde ediknlLectin affinite kromotografisi (Concavalin
A Sepharose) ile tutulguve 0,5 M a-metil- D mannopranozoid ile elue
edilmistir. Toplanan fraksiyonlarda protein konsantrasgonlbelirlenerek,
SDS-PAGE yapilarak MPO’nun molekdgidi gi saptanmtir (44).

Bir baska calgmada I6kositler %5 CETAB c¢o6zeltisinde lizis edifmvie
%50-65 amonyum sulfatlamaya tabi tutularak satudiémestir. 50mM Tris
pH:7,0 ve %0,5 CETAB tamponunda c¢ozulerek, Sefha@x150 iyon
degistirici  kromotografi yapilmg ve toplanan fraksiyonlari 0,4 M
dithiothreitol’le inkiibe edilmitir. 1M iodacetamide ekleyip santriflij edilerek
280nm’de protein konsantrasyonlari belirlesimi SDS-PAGE ile native MPO
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ve hem-MPO’nin molekdl @rhklari belirlenmitir. Bu yontemle %89-93
oraninda saflgirma sglanmstir (45).

Apostolopoulos J. ve arkagdari calsmalarinda fare native MPO’su
farklilasmis 32DcI3 hiucrelerinden Merrill'in - modifiye etsi oldugu
protokolden, Xiao ve Hope ve ark’inin protokolladtan yaralanarak hicreler
izole edilmgtir. Toplanan hucreler santriflj sonrasi 6,7 mM Wodfosfat
(pH:6), ImM MgC}, 3 mM NaCl ile yikanny ve 100mM sodyum asetat
(pH:6,3) 100 mM NaCl ye kar diyalize tabi tutulmgtur. Concavalin A
Sepharose’a +4 C’de overnight birakgtm Kolana tutulan érnek, 750 mit
metil-D mannopranozoid ile elue ediktir. Toplanan fraksiyonlarda aktivite
ve protein tayini yapiln3; SDS-PAGE ile MPO’nun @ar (59 kDa) ve hafif
(13,5 kDa) zincirleri belirlenngtir. MPO’nun otoimmun hastaliklarla olan
ili skisi incelenmgtir (46).

Hope R. ve arkadgtari pirfiye edilmg hiicre peletlerini 6,7 mM Sodyum
Fosfat (pH:6), 1mM MgGl 3mM NaCl, 0,5 PMSF icerisinde ¢ozungnie
solibilize olan l6kositleri 200mM Sodyum Asetat (16:8), 100mM NaCl'ye
karsi diyaliz edilmitir. Diyaliz sonrasi 5 ml Concavalin A Sepharoselia
gece bekletilmitir. Kolona aktarilan materyal-metil-D mannopranozoid ile
elue edilmgti. Toplanan fraksiyonlar %85’likk amonyum sulfatlaya tabi
tutulmwstur. Superose 6 and Superose 12 kolonundan toplaaksiyonlar
%70’Ik amonyum sulfatlamaya tabi tutularak, suyask diyaliz edilmitir.
SDS-PAGE %4-20 arasi gradiyent yapilarak MPO’ngm @e hafif zincirleri
belirlenmitir (47).

Bir baska calsmada 0,5 M CaGl kullanilarak yikanmy |6kositler
Concavalin A Sepharose, Fenil Sefharose ve jela$ifton kromotografisi
yapilarak MPO safldinimistir. Son enzimin saffi spektral ve jel
elektroforezi ile kontrol edilmgtir. Poliakrilamid jel elektroforezinde MPO 57,
39 ve 15,5 kDa bantlari vergnoysa eozinofil peroksidaz bantlari 50 ve 15,5
kDa bantlarini vermstir. Bu calsmada enzimin azalmive dgal 6zellikleri
belirlenmitir (48).

Bir diger calsmada atlardan alinan sitrath kandaki PMN’lerden QP
saflgtirlmistir. Daha fazla hiicre proteini elde etmek igcin PMiN'ekstrakte
edilmis ve %55k amonyum sulfatlamaya tabi tutulgtwr. Hiload S

Sepharose HP iyon gatirici kolona yuklenen enzim 0,2-0,5 M’lik NacCl
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gradiyenti ile elue edilngtir. Toplanan fraksiyonlar Sefhakril S-200 jel
filtrasyona tabi tutulmg ve jel filtrasyon sonrasi toplanan fraksiyonlar D
PAGE jel elektroforezininde insan MPO’sundan farklarak 3 bant ortaya
cikmistir (49).

Bizim bu calsmada kan bankasindan alinan |okoferez sonrasi Urin
santriftj edilerek I6kosit peletleri elde edildidkosit peletleri CETAB ile lizis
edildi. Con A Sepharose 4B affinite jel kolonunaaaktdi. Kolona bglanan
enzim 0-0,7 M arasi methgy-D manno-pyranoside gradiyenti ile elue edildi.
Elue edilen fraksiyonlar %80 amonyum silfatlama ilgap Amonyum
sulfatlama sonrasi 6rnek Sephacryl S300 HR koloraktarilarak toplanan
fraksiyonlar CM Sefhadex G 2Byon Degistirici kolona aktarildi. Kolona
baglanan enzim 0-0,7 M NaCl gradiyenti ile elue edilBiuent SDS-PAGE
yapilarak saffii belirlendi. Biz bu cabmada MPO enzimini B&angic
basamaina gore 71,45 kez saftadik.

Myeloperoksidaz enziminin saffariimasi i¢in ulaiimak istenen saflik
derecesi enzimin bulundu materyale gore desiklik gostermektedir.
Saflagtirma yontemlerden siklikla uygulananlari Con A Iseapse affinite
kromotografisi, kolona kg enzimi elue etmek icin methyl-D manno-
pyranoside ve Sephacryl jel kromotografileridir.

Biz bu calgmamizda Foucher P.ve ark. buffy coattan ficoll grewiti
ile (43), Daugherty A. ve ark. EDTA’llI antikuagulankanda (44),
Apostolopoulos J. ve ark. kullargginative fare 32DclI3 hucrelerinden (46),
Mathy-Hartert M. ve ark. sitratl antikuagulanhkanindan (49), L.Olsen R. ve
ark. buffy coattan Caglkullanarak I6kositleri yikamasiyla (48) I6kositdel
etmek yerine |okosit sayisi daha fazla olmasi ngteerddkoferez sonrasi
I6kositleri kullandik. Andrewa P. C. ve ark (45) biaim gibi |I0koferez sonrasi
Iokositleri kullanmglar.

Foucher P.ve ark. (43), L.OIsen R. ve ark. (48)thHyiaHartert M. ve
ark (49), Hope R. ve ark. (47), Apostolopouloselark (46), Andrewa P. C. ve
ark (45) nin kullandgn CETAB ile lizis yontemini bizde caimamizda
kullandik.

Affinite kromatografisi (Concanavalin A Sepharosehetodunu,
Foucher P. ve ark. (43), Apostolopoulos J. ve @8), Daugherty A. ve ark.
(44), Castro R. ve ark. (42), L.Olsen R. ve arlg) (4e Hope R. ve ark. (47)
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kullandg1 gibi bizde kullandik. Concanavalin A Sepharose’bgslama
kapasitesi yiksek olgu icin bu jel secildi. Kolona ganan enzimi elue
etmek icin ise Foucher P. ve ark. (43) kull@ndmethyla-D manno-
pyranoside kullanarak elue ettik. Burada metm manno-pyranoside’in
affinite kolonuna bglanma affinitesi yuksek oldw icin kullanildi. Bu
basamaktaki saffarma, balangic basam@ana gore myeloperoksidaz
aktivitesi 21,30 kez saf§arildi.

Bizim bu calsmamizda Hope R. ve arkatirinin kullandg (47)
amonyum stilfat ile ¢oktirme ydntemini uygulayaralglangic basanfna
gore myeloperoksidaz aktivitesi 26,60 kez saiftdd.

Jel kromotografi yontemi olarak Daugherty A. ve.ai4), Castro R.
ve ark. (42), Mathy-Hartert M. ve ark. (49), L.QtsR. ve ark. (48) ve Hope R.
ve ark. (47) kullangyn yontemi biz caymamizda kullandik. Burada jel olarak
Sephacryl S300 HR jelini kullandik. Sephacryl S38R jeli 1-400 kDa
agirhgindaki proteinleri gegirebildi igin ve bizim enzimimizin boyutlari 140
kDa oldyu icin secildi. Bu basamaktaki saflama, balangic basanfmna
gore myeloperoksidaz aktivitesi 46,44 kez saiftdd!.

Biz bu ¢calsmamizda Foucherve P. ark. (43), Andrewa P. C ve(48,
Mathy-Hartert M. ve ark. (49) kullanilgh iyon Exchange kromotografisi
yontemini kullandik. Biz CM Sefhadex G dyon Degistirici jel kullandik.
Kolona bagl enzim 0-0,7M NaCl gradiyenti ile elue edildi. Bxasamaktaki
saflgtirma, balangic basamana gore myeloperoksidaz aktivitesi 71,45 kez
saflagstirildi.

Saflatirdigimiz bu enzim vicut sivilarinda bulunan tiyosiyaiiat
nitriti nasil reaktif tirlere cevirdi ve bu reaktif trlerin, tirozin amino asidinin

nitrasyonuna neekilde neden oldgunun aratiriimasina olanak géayacaktir.

Sonu¢ olarak; insan myeloperoksidaz enzimini (MPOpkosit
solubilizasyonu, Con A Sepharose 4B affinite jebrkotografisi, amonyum
sulfat ¢cokturmesi, Sephacryl S300 HR jel kromotégrare CM Sefhadex G
25 Iyon Degistirici kromotografi gamalari kulanilarak sagariimistir.

Bu yontem ile HO, substrati kullanilarak insan myeloperoksidaz enzimi
71,45 kez safiinimis ve spesifik aktivitesi 1192,574 u/mg protein okara

bulunmutur.
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Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforéle saflik derecesi
kontrol edilmg. Saflgtirilmis enzimin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk
grafikleri cizilerek 37°C’de 50mM KPQ, %0,5 CETAB tamponunda (pH:
5,4) HO, substrati icin Km dgeri 0,369 umol, Vm 1,077 umol/dk/mg protein

olarak saptanmiir.
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