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OZET

Sarkarati B. Lokosit miyeloperoksidaz enziminin saflastirilmasi, Kinetik
ozellikleri ile reaktif tiirlerin olusumundaki etkilerinin arastirilmasi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Programm Dokrora Tezi,
Ankara 2013. Miyeloperoksidaz (MPQO) enzimi, l6koferez ile elde edilen insan
lokositlerinden saflastirildiktan sonra kinetik Ozellikleri belirlendi; MPO tarafindan
katalizlenen nitrit oksidasyonu ve tirozin nitrasyonu arastirildi. Serum fizyolojik ile
yikanan lokositlerden MPO enzimi %1 (w/v) HETAB iceren fosfat tamponu i¢inde
¢ozinirlestirildi. Coziniirlestirilmis enzim fraksiyonu, Concanavalin A-Sepharose
kromatografisi ve pH:8’de yapilan CM-Sephadex iyon-degistirici kromatografisi ile
% 70.3 verimle saflastirildi. Saflastirilan enzim indirgen kosullardaki SDS-PAGE’de
57000 ve 13100 Dalton molekiil agirliginda iki protein bandi verdi. Enzimin spektral
analizinde, saflagtirilan MPO’nun Reinheit Zahl (RZ) degeri 0.86 olarak bulundu. Bu
veri enzimin en az % 99 oraninda saf oldugunu gosterdi. Substrat olarak H20> ve
tetrametilbenzidin kullanilarak saflastirilan enzimin bu iki substrati i¢in Kkinetik
ozellikleri belirlendi. MPO’nun H20: i¢in Km Ve Vmax degerleri 0.727mM ile 273+8
[U/mg protein; tetrametilbenzidin i¢in ise sirast ile 0.111 mM ve 283.04+39 IU/mg
protein olarak bulundu. MPO, fagozom-i¢i pH degerleri civarinda (pH 4.5-6) ve
H20: varliginda, nitriti substrat olarak kullanarak oksidasyonunu katalizlemektedir.
Daha diisiik pH’da nitritin oksidasyonu MPO’dan bagimsizdir. pH:7 civarinda ise
MPO nitrit oksidasyonuna (aktivasyonuna) etkisizdir. Nitritin oksidasyonu zamana
bagli olup, MPO tarafindan kullanilan nitritin yaklastk % 50’si nitrata
cevrilmektedir. MPO, nitrit ve H20. varliginda, serbest tirozinlerin veya proteine
bagli tirozinlerin nitrasyonunu katalizleyebilir. Saflagtirilan MPO’nun fagozom igi
pH araliklarinda (pH:5-6), etkili olarak tirozin nitrasyonunu katalizledigi; nitrasyon
hizinin siibstratlar1 olan nitrit, H2O2 ve tirozin derisimlerine ayr1 ayri bagli oldugu
goriildii. MPO tarafindan katalizlenen tirozin nitrasyonunun, iki énemli fizyolojik
elektron verici antioksidan bilesik olan askorbik asit ile indirgenmis glutatyon

tarafindan karigik-tip inhibisyon mekanizmasi ile inhibe edildigi bulundu.

Anahtar kelimeler: Miyeloperoksidaz, kinetik 6zellikleri, nitrit oksidasyonu, tirozin

nitrasyonu.



Vi

ABSTRACT

Sarkarati B. Purification of human loukocyte myeloperoxdase, Kkinetic
properties and its role on reactive species generation. Hacettepe University
Institute of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Biochemistry, Ankara, 2013.
Myeloperoxidase (MPO) has been purified from human leucocytes obtained by
leukapheresis, and kinetic properties were determined, nitrite oxidation and tyrosine
nitration catalyzed by the purified enzyme have been studied. MPO was solubilized
and extracted from saline-washed leucocytes using phosphate buffer containing 1 %
(w/v) HETAB. MPO from the extract was purified by chromatography on
Concanavalin A-Sepharose, and CM-Sephadex ion-exchange chromatography at pH
8 with a yield of 70.3. Under reducing and denaturing conditions on polyacrylamide-
gel electrophoresis (SDS-PAGE), purified enzyme gave rise to protein bands of M,
57000 and 15500 Dalton. Spectral analysis of the enzyme gave a Reinheit Zahl (RZ)
values (A430/A280) of 86, indicating that the enzyme was pure at least 99 % pure.
Kinetic properties of MPO were determined using hydrogen peroxide and
tetramethylbenzidine as co-substrates. K and Vmax values for H2O, were 0.727mM
and 273+8 [U/mg protein; for tetramethylbenzidine were 0.111 mM and 283.04+£39
IU/mg protein, respectively. Myeloperoxidase was found to catalyze the oxidation of
nitrite in the presence of H>O». The oxidation of nitrate was pH and time-dependent,
and half of nitrite disappeared in the reaction medium was recovered as nitrate.
MPO-catalyzed nitrite oxidation was observed between pH 4.5-6, and no
spontaneous oxidation could be detected within this pH range. Above pH 6.5.
Myeloperoxidase can utilize nitrite and hydrogen peroxide as substrates to catalyze
tyrosine nitration. Both free tyrosine and tyrosine residues on proteins are subject to
nitration. MPO was found to catalyze free tyrosine nitration around intra-phagosom
pH (between pH 5-6). The extent of nitration was dependent on concentration of
substrates (nitrite, hydrogen peroxide and tyrosine). Two physiological antioxidant
compounds, reduced glutathione and ascorbic acid were found to inhibit MPO-

catalyzed tyrosine nitration by a mixed-type inhibition mechanism.

Key words: Myeloperoxidase, kKinetic properties, nitrite oxidation, tyrosine nitration.
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1.GIRIS

Miyeloperoksidaz (donér, hidrojen peroksit oksidorediiktaz, EC 1.11.1.7)
memeli notrofillerindeki baslica antimikrobik sistem enzimlerinden biridir.
Miyeloperoksidazin antimikrobik etkisi, hidrojen peroksit bagimli olarak klorun ve
tiyosiyanatin etkili antibakteriyel ajanlar olan hipoklordz asit ve hipotiyosiyandz
asite gevrilmesini katalizlemesinden kaynaklanir. Miyeloperoksidazin katalitik etkisi
sirasinda olusan reaktif tiirler normal biyomolekiiller ile de tepkimeye girdiklerinden,
miyeloperoksidaz enzimi ¢esitli enflamatuar hastaliklardaki hiicre ve doku hasarina
da katkida bulunur (1-3).

Miyeloperoksidaz enzimi iki heterodimerden olusan ve 140 kDa molekiil
agirliginda tetramerik bir proteindir. Dimerlerin her biri 108 amino asit (hafif zincir)
ve 466 amino asitten (agir zincir) olusan iki polipeptit, aktiviteden sorumlu bir hem
grubu, en az 3 adet N-glikozilasyonu ve bir kalsiyum iyonu igerir. Heterodimerler
birbirine zincirlerarasi bir disiilfit bagi ile baghdirlar (1,4).

Lokositlerin - aktivasyonu, bu hiicrelerde 6nemli biyokimyasal olaylari
baslatir. Antimikrobik etkileri i¢in iki 6nemli biyokimyasal degisim NADPH oksidaz
enziminin  aktivasyonu ve indiiklenebilen nitrik oksit sentazin (iNOS)
indiiksiyonudur. NADPH enzimi tarafindan iiretilerek fagozomun asidik ortamina
birakilan siiperoksitler, kendiliginden dismutasyon tepkimesi ile H2O2 olustururlar.
Olusturulan H20, miyeloperoksidazin zorunlu bir substrati olup, enzimin hem-
demirini oksitler. Hem-demiri oksitlenen enzim Bilesik-1 olarak bilinir ve
miyeloperoksidazin reaktif formunu olusturur. Enzimin Bilesik-I formu, substrati
olan bilesikleri (basta klor olmak tizere halojenler, tiyosiyanat ile nitrit gibi anyonlar
ve ¢esitli sentetik bilesikler) oksitler (5,6).

Diger taraftan, iNOS indiiksiyonu ile birlikte nitrik oksit sentezinde de 6nemli
artis olur. Nitrik oksit, NADPH oksidaz tarafindan sentezlenen siliperoksit ile
tepkimeye girerek peroksinitrit olusturur veya oksijenle tepkimesi sonucu reaktif
nitrojen tiirleri olusturarak sonunda nitrit ve nitrata oksitlenir (7). Siiperoksit ve nitrik
oksit yapiminin aktivasyonu ile baglayan zincirleme enzimatik (miyeloperoksidaz) ve
non-enzimatik reaksiyonlar sonucunda olusan reaktif tiirler, hedef olabilecek
biyomolekiillerle tepkimelere girerler. Bu sirada gerceklesen reaksiyonlarin bir grubu

da biyomolekiillerin nitrasyonudur (8). Oksidatif ve nitrozatif stres kosullarinda zar



lipidlerinin (9), niikleobazlarin (guanin) (10) ve amino asitlerin (tirozin ve triptofan)
(11) nitrasyona ugradiklari gosterilmistir. Nitritin peroksidazlar tarafindan reaktif
nitrojen oksit tiirlerine ¢evirilmesi, nitritin antibakteriyel etkisinin de temelini
olusturur.

Normal kosullarda da bazal diizeyde reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri
olustuklarindan, yine bazal diizeyde tirozinlerin nitrasyonu gerceklesir ve protein
yaslanmasi siirecinde proteinlerdeki nitrotirozin seviyesi artar (12). Proteinlerdeki
nitrotirozin seviyesi ge¢mise yonelik olarak nitrozatif stres hakkinda bilgi verir.
Cesitli patolojik durumlarda reaktif nitrojen oksit tiirlerinin yapimindaki artiga bagh
olarak proteinlerdeki tirozin nitrasyonunda Onemli artis meydana gelir (13).
Tirozinlerin nitrasyonu ise proteinlerde yap1 degisimine ve fonksiyon bozukluklari
ile sonuclanir. Calisilan ¢ok sayidaki hastaliklarda protein nitrasyonunda artiglar
gosterilmistir ve Ornegin kardiyovaskiiler hastaliklarda nitrotirozin diger kardiyak
belirteglerle birlikte bir biyobelirteg (biomarker) olarak kabul edilmistir. Genel
olarak kisideki nitrotirozin seviyesi geg¢mise yonelik olarak oksidan/antioksidan
dengenin 6nemli bir belirtecidir (14).

Tirozin amino asidi proteinlerin yapisinda rol alan ve tirozin kinazlarla sinyal
iletim yollarinda rolii olan 6nemli bir amino asittir. Bu amino asidin MPO tarafindan
nitrit-bagimli nitrasyonu, protein konformasyonu ve sinyal iletimi iizerinde etkilere
sahip olacaktir. MPO tarafindan katalizlenen tirozin nitrasyonunun kosullarmin
arastirtlmasi, inflamatuar hastaliklarda goriilen doku hasar1 mekanizmasinin
anlasilmasina da katkida bulunacaktir.

Bu tez kapsaminda insan I0kositlerinden miyeloperoksidaz enzimi
saflagtirilarak ~ kinetik ~ ozellikleri  incelenmistir. MPO tarafindan nitrit
oksidasyonunun incelenmesi nitrik oksitin oksidasyonunun son iiriinlerinden olan
nitritin, hidrojen peroksit varliginda aktivasyonu sodyum nitrit kullanilarak
arastiritlmigtir. Nitritin MPO tarafindan aktivasyonu sirasinda olusan reaktif ara
tiriinlerden nitrojen dioksit radikalinin tirozin amino asiti ile reaksiyona girerek 3-
nitrotirozin olusturmast beklenir. Nitrotirozin olusumu spektrofotometrik olarak
tayin edilmistir. Dogal antioksidan bilesikler glutatyon ve askorbik asitin MPO
tarafindan katalizlenen nitrit aktivasyonu ve tirozin nitrasyonu iizerinde etkileri

arastirilmastir.



2. GENEL BIiLGILER

Hidrojen peroksit bagimli olarak ¢esitli oksidasyon tepkimelerini katalizleyen
ve aktiviteleri i¢in prostetik grup olarak hem igeren peroksidaz enzimleri, iki {ist
aileye ayrilarak siiflandirilirlar. ilk peroksidaz iist ailesi enzimler bitki, mantar ve
bakterilerde bulunan peroksidazlardir. Bu enzimler ii¢ sinifa ayrilirlar ve ayni atasal
gendeki gen duplikasyonundan kaynaklanirlar. Proteinlerin katlanmalar1 birbirine
benzer ve ii¢ boyutlu yapilar1 arasinda ¢ok az farkliliklar vardir.

Peroksidazlarin ikinci {ist ailesi ise “memeli peroksidazlar” diye adlandirilir.
Bu gruptaki peroksidazlar miyeloperoksidaz (MPO), eozinofil peroksidaz (EPO),
laktoperoksidaz (LPO) ile tiroid peroksidazdir (TPO). Tiikiiriik salgisinda bulunan
peroksidaz (TPO) ise LPO ile aynidir. Bu peroksidazlar, primer ve tersiyer yapilari
ile, prostetik grubun O&zellikleri nedeniyle birinci peroksidaz iist ailesinden
farklidirlar. Memeli peroksidazlar1 olarak adlandirilmalarmin nedeni, ilk olarak
memeli dokularinda tanimlanmalaridir. Ancak daha sonra omurgasiz hayvanlarda da
benzer enzimlerin ve genlerinin varligi gosterilmistir (1,15). MPO, EPO ve LPO
kromozom 17 iizerindeki birer gen tarafindan kodlanirlar; intron ve ekzon yapilari
benzerdir. TPO geni ise kromozom 2 iizerindedir. Intron ve ekzon yapisi diger iic
peroksidazinkilerden farklidir. MPO, EPO ve LPO konakg¢inin antimikrobik savunma
sisteminde rol alan enzimler olup; H202 bagimli olarak halidleri ve tiyosiyanati
toksik antimikrobik ajanlara c¢evirir. TPO ise tiroid bezindeki hormon sentezinde rol

alir (1,16).
2.1. Memeli Peroksidaz Ailesi

2.1.1. Eozinofil Peroksidaz

EPO, eozinofil-spesifik graniillerde bulunan peroksidazdir., Graniillerdeki
proteinlerin agirlik cinsinden % 40’11 olusturur. Yiiksek NADPH oksidaz aktivitesi
sayesinde eozinofiller, notrofillerin 10 kat1 kadar H2O; iiretme yetenegine sahiptir.
EPO; H202-bagimli olarak klor, brom, nitrit ve tiyosiyanati reaktif tiirlere ¢evirerek
inflamasyon/enfeksiyon bulunan ortama birakir (4). EPO 715 amino asitlik (80 kDa)
bir Onciil olarak sentezlenir. Bazik amino asitlerce zengin katyonik bir
glikoproteindir. Proteoliz ve glikozilasyondan sonra 68.9 kDa molekiil agirligina

sahip ve iki altbirim igeren ( 57.9 ve 11.9 kDa) monomerleri olusur. Aktif enzim iki



monomer igerir. Altbirim yapisi, primer yapist (% 70 homoloji) ve molekiil agirlig

bakimindan MPO’ya en fazla benzeyen peroksidazdir (2,15).

2.1.2. Laktoperoksidaz (Tiikiiriik Peroksidazi)

Laktoperoksidaz enzimi siit, tiikiiriik, ter, gézyast ve vajinal salgilar gibi
ekzokrin salgilarda bulunan bir enzim olup, viicuda giren zararli mikroorganizmalara
kars1 ilk kusak savunma sistemini olusturur (1). Bu salgilardaki peroksidazin 17.
kromozom iizerindeki bir tek gen tarafindan kodlandigi, tiikiiriik peroksidazinin
klonlanmas1 ve dizisinin aydinlatilmasi ile gosterilmistir. Tikiirlikteki peroksidaz
aktivitesi, Ozellikle dis eti cep sivilarindan salgilanan ndtrofil kaynakli
miyeloperoksidaz ile, tiikiiriik bezinden salgilanan tiikiirik peroksidazinin bir
karisimidir. Tiikiirtikteki bu peroksidazlarin ana fizyolojik substrati tiyosiyanat
(SCN) olup, peroksidaz tarafindan giiglii bir antimikrobik ajan olan hipotiyosiyan6z
aside oksitlenir. Bu iki peroksidaz, anaerobik mikroorganizmalar tarafindan {iretilen
hidrojen peroksiti de tepkime sirasinda kullandiklarindan, sitotoksik bir bilesik olan
hidrojen peroksite karsi da korunma temin ederler. Yine katalizledikleri
peroksidasyon tepkimeleri ile agiz yoluyla alinan gesitli mutajenik ve karsinojenik

bilesiklerin inaktivasyonunda da rol aldiklari kabul edilmektedir (17).

2.1.3. Tiroid Peroksidaz

Tiroid bezinde bulunan ve tiroid hormonlarinin sentezi i¢in H2O2-bagiml
olarak iyotun aktivasyonundan sorumlu olan enzimdir. Polizomlarda sentezlendikten
sonra endoplazmik retikulum ile Golgide translasyon sonrasi modifikasyona, esas
olarak 4 adet asparajin yan zinciri iizerinde glikozilasyona ugrar. Folikiil hiicrelerinin
apikal membranina transfer edilen peroksidazin hem igeren aktif merkezi folikiil
limenine bakar. TPO 933 amino asitten olusan (110 kDa) bir polipeptid olup, apikal
membrani tek a-heliks ile geger. Amino asit dizisi MPO ile % 42 homoloji gosterir
(18).

2.1.4. Miyeloperoksidaz

Miyeloperoksidaz enzimi (MPO; donér H2O» oksidoreduktaz, EC 1.11.1.7)
polimorfoniikleer 16kositlerin antibakteriyel etkilerinde rol alan baslica enzimlerden
biridir. MPO, H20> bagimli olarak basta klor iyonu olmak iizere diger halojenlerin

(F-, Br, I') iyonlarin1 ve bazi inorganik bilesiklerin (tiyosiyanat, nitrit) reaktif



tirlere oksidasyonunu katalizler. Bu reaktif tiirler MPO enziminin genel olarak
toksik; 6zel olarak da antibakteriyel etkilerinin aracilaridir.

Miyeloperoksidaz enzimi 146 kDa molekiil agirliginda, tetramerik yapida bir
glikoprotein ve hemoproteindir. Protoporfirin yap1 igeren enzim yesil renge sahiptir.
Enzim noétrofil ve monositlerin primer graniillerinde bulunur. Notrofil ve
monositlerin kuru agirhiginin sirasiyla % 5 ve % 1-2’sini olusturmaktadir. Bu
hemoprotein 16kositlerin azurofilik graniillerinde depo edilir ve ¢esitli agonistlerle
l6kositlerin aktivasyonu sonucu hiicre dis1 alana ve fagolizozomal kompartmana
salmir. Tipik olarak fagosit aktivasyonu ve MPO sekresyonuna, NADPH nin
oksidasyonu ile beraber siiperoksit (O2°) ve hidrojen peroksitin (H202) olusumunda
artma seklindeki bir oksidatif patlama (oxidative burst; respiratory burst) eslik eder
(19). MPO enziminin biyolojik 6nemi, bu enzim eksikligi olan kisilerde net olarak
goriilmektedir. MPO enzim eksikligi bulunan kisilerin nétrofilleri normal olarak
fagositoz yapabilmektedir. Ancak fagosite edilen ajani 6ldiiremezler ve bu nedenle
kronik bakteriyel enfeksiyonlara son derece yatkindirlar (20).

Polimorfoniikleer lokositlerin aktivasyonunu izleyen NADPH oksidaz ve
MPO kaynakli reaktif/oksitleyici kimyasal tiirler, ayn1 zamanda konak¢1 icin de
cesitli toksik etkilere sahiptirler. Ornegin bu reaktif tiirler, aralarinda proteinler,
lipidler, amino asitler ve DNA’nin da oldugu biyomolekiillerle tepkimeye girerek

yap1 ve fonksiyonlarinda degisimlere neden olabilirler (19).
2.2. Miyeloperoksidazin Biyosentezi

2.2.1. Gen Ekspresyonu

MPO 17. kromozomun uzun Kkolu iizerinde bulunan 14 kb’lik tek bir gen
tarafindan kodlanir. Bu genin ekspresyonu miyeloid hiicrelerle sinirlidir (21).
Kemik iliginde graniilositlerin farklilagmasi sirasinda sadece promiyelosit ve
promiyelomonositler tarafindan MPO aktif olarak sentezlenir (22). MPO geninin
ekspresyonu  farkli  transkripsiyon faktorleri tarafindan ve farklilagsma
basamaklarinda kontrol edilir ve MPO sentezi miyeloid onciileri miyelosit evresine
gectiginde gen ekspresyonu durdurulur. MPO mRNA miktar1 en fazla miyeloblast
ve promiyelosit evrelerinde saptanmustir (23). Insan miyeloid &nciil hiicre hattt HL-

60 veya PLB-985 hiicrelerinde de forbol esterleri gibi farklilagma ajanlarina maruz



kaldiklarinda bir ka¢ saat icerisinde MPO geninin susmasi ve biyosentezinin
durmasi gozlenmistir (24). MPO promotor bolgesinde tesbit edilen Alu reseptor
baglanma bolgesi (AluRRE) pespese dizilmis 4 hekzamer hormon reseptér motifi
(AGGTCA) icermektedir. Bu motifler 2-4-2 nukleotid araliklarla tekrarlanmistir.
Degisik niikleer reseptorler tarafindan taninir. Bu reseptorlerden biri de Spl
reseptoriidiir. Spl reseptor baglanma bolgesi tasiyan homozigot bireylerde Spl
baglanma bolgesi tasimayan bireylere gore 25 kat daha fazla MPO gen
transkripsiyonu gozlenir. Heterozigot bireylerde ise orta derecede bir gen
transkripsiyonu tesbit edilmistir. Akut miyeloid l6semilerde vakalarin g¢ogunlugu
homozigot Spl baglanma bdlgesi tasir ve bu bireylerde MPO gen transkripsiyonu
yiiksektir. Bu da Spl reseptoriinin MPO gen transkripsiyonunda etkili oldugunu
gostermektedir (25). Calismalar, PPARy reseptoriiniin RXR ile dimer olusturarak
ilgili AIuRRE boélgesinin 3. ve 4. dizinlerine baglanip MPO gen ekspresyonunu
aktive ettigini ve dimerik estrojen reseptdriiniin 1. ve 2. bolgeye baglanarak PPARY-
RXR dimerinin baglanmasini engellemek suretiyle ekspresyonu inhibe ettigini
gostermistir (Sekil 2.1) (26).

PPARy RXR
ER

ER
€Y=
1[A Z 3 4

aggctg AGGCGG gt GGATCA cttg AGGTCA gg AGTTCA agaccag
A

Sekil 2.1. PPARy ve ER’nin MPO AluRRE bdlgesine sematik baglanma sekli ve
AluRRE bolgesinin niikleotit dizisi(26),

2.2.2. Post Translasyonel Modifikasyonlar
Sentezden sonraki protein modifikasyonunun ilk basamaginda, 80 kDa
translasyon iiriiniiniin glikozilasyonu ve sinyal peptidin kopmasiyla 90 kDa’luk

apopro MPO olusur (27). Bu iiriin hem grubu icermez ve aktif degildir (28).



Diger glikoproteinler gibi MPO da ribozomal sentez sonrasi endoplazmik
retikulumda bir seri proteolitik isleme tabi tutularak olgun MPO’nun okusumu ve
hedefe yonlendirilmesi saglanir. Tiim N-bagli (N-linked) glikoproteinlerde oldugu
gibi MPO’da da karbohidrat yan zincirleri once bir blok halinde proteine
baglanirlar. Her zincir 2 N-asetilglukozamin, 9 mannoz ve 2 glukoz igerir. Daha
sonra endoplazmik retikulum glikozidaz ve mannozidaz aktivitesi sonucu terminal
glukozlar ve en az bir mannoz koparilir ve 2 N-asetilglukozamim igeren bol
mannozlu bir karbohidrat ilavesi kalir. Karbohidrat zincirleri 5 asparajin amino
asidine baglanir Bunlar Asn 139, 323, 355, 391 ve 483 aa’lerdir. Asn 139 propeptit
tizerinde olup modifikasyon sonucu koptugundan, olgun proteinde 4 glikozilasyon
bolgesi vardir. Tim glikozilasyonlar agir zincir {izerinde yer alirlar.
Glikozilasyonun fonksiyonu bilinmemekle birlikte, MPO glikozilasyonunu
proteinin molekiiler saperonlar kalretikulin (CRT), kalneksin (CLN) ve Erp57 ile
olan iliskisinde rol oynadig1 diisiiniilmektedir (29). Tiim glikoproteinler gibi MPO
da dogru katlanma ve kalite kontroliin bir basamag olarak siirli deglikozilasyon
sonrast molekiiler saperonlarla etkilesime girer. ApoproMPO ER’da kaldig: siirede
CRT ve CLN ile baglantida oldugu ve MPO’nun olgunlagmasi i¢in bu baglanmanin
gerekli oldugu gozlenmistir (30).

90kDa proMPO’nun olgunlagmasinda sonraki basamak hem grubunun
baglanmasidir. Bu baglanma MPO’nun olgunlagsmasi sirasinda dogru katlanmasi ve
peroksidaz aktivitesinin kazanmasi i¢in gereklidir. MPO’nun prostetik hem grubu
Fe'"' protoporfirin IX tiirevidir. Tiim memeli peroksidazlarinda hem gurubu glutamat
242°nin karboksil gurubu ve hem’in 1-metil altbirimi arasinda ve digeri aspartat
94’1in hidroksil grubu ve hem’in 5-metil gurubu arasinda 2 ester bagiyla proteine
baglanirlar. MPO farkli olarak bir ilave bag igerir, bu bag met.243 ve 2-vinil
altbiriminin B-karbon arasindaki bir sulfoniyum bagidir. Bu yeni bag MPO’nun
Soret bandin1 412den 430’a kaydirir ve aynt zamanda MPO’ya fizyolojik pH da
klorinasyon aktivitesi kazandirir. Bu 3 bag olusumunun otokatalitik bir proses
oldugu diisiiniilmekte, ise de tam aydinlatilmamistir (31,32). Sulfoniyum bag1
pozitif yiikii sayesinde bir elektron ¢ekici olarak gorev yapar, ayrica komsu amino

asitle birlikte porfirin yapinin diizlemsel yapisint bozar (33).



Sekil 2.2 MPO’nun aktif merkezindeki yapisal elemanlar(15)(solda) ve
protoporfirin ile MPO arasindaki kovalan baglar(32) (sagda).

2.2.3. Miyeloperoksidazin Proteolitik Olgunlasmas1 Ve Hiicre Ici
Hareketi

Enzimatik aktiviteye sahip proMPO 125 amino asit uzunlugunda propeptidin
kopmasiyla kisa Omiirlii 74 kDa’luk bir proteine dontisir (34,35). Bu gegis
basamagi daha sonra 74 kDa’luk bliyiikk a altbirimi ve 13.5 kDa’luk kii¢iik B
altbirimine ayrilirir. Bu 2 alt birim hem gurubu araciligiyla kovalan olarak birbirine
baghidir. Daha sonra 2 af3 protomeri bir araya gelerek 150 kDa agirliginda dimer
olustururlar. Bu 2 monomer biiyiik altbirimlerdeki Cys319’lar arasindaki bir disiilfit
bagiyla birbirine baglanirlar (36). Olgun dimer MPO primer graniillerde depolanir.
Dimer olusumunun fonksiyonel etkisi bilinmemektedir. MPO memeli
peroksidazlarinda tek dimer olan peroksidazdir. Endoplazmik retikulumdan trans
Golgi sebekesine dogru yonlenen MPO azurofilik graniillere gider veya hiicre disina
salgilanir. Burada hiicre i¢i graniillere gidecek olan MPQO’lar, salinacak olan
MPOQO’lardan ayirilmalidir. Esas hedef nokta hiicre ici organeller oldugundan hiicre,
proteinleri salinimdan kurtarmak zorundadir. MPO’nun lizozoma gonderilmesi iki
farkli yolakla gergeklestirilir. Birincisi dogrudan proteinin Golgiden geg-endozoma

ve oradan lizozoma gitmesidir. Ikinci yolak ise proteinin hiicre zari tarfindan



yakalanmasi ve erken-endozomdan gec-endozoma ve oradan lizozoma gegmesidir

(37).
2.3. Miyeloperoksidazin Yapisal Ozellikleri

2.3.1. Aktif Merkezinin Yapisi

Dimerik MPO’nun her monomeri, hem grubuna bagli bir demir ve bir
kalsiyum igerir. Kalsiyum iyonunun baglanma merkezi pentagonal bipiramid
yapidadir. Yap1 tim memeli peroksidazlarinda iyi korunmus benzer sekans igerir.
Iki ugta Ser174 ve Phel70 ve merkez diizlemde ise Asp96, Thr168, Aspl72,
bulunmaktadir. Bu amino asitlerden distal His95’e¢ komsu olan Asp96 kiigiik
polipeptid iizerinde bulunur; bu da kalsiyum iyonunun distal histidinin dogru
yerlesmesinin yani sira iki zincirin bir arada tutulmasinda etkili oldugunu gosterir.
Kalsiyumun uzaklastirilmasi proteinin ¢okmesine neden olur (38). Bu ise kalsiyum
iyonunun {iglincii yapiy1 diizenledigini gosterir.

Natif MPO’da hem grubu bes bag ihtiva eden Fe3* igerir. Bu baglardan
dordii porfirinin pirol halkalarmin azot atomuna, besincisi ise proksimal histidinin
(His336) ¢ azotuna baglidir. Bu histidinin 6 azotu ise Asn421’in NH> gurubuna
hidrojen bagi ile baghdir. Bu yap1 ayrica su molekiilleriyle de hidrojen bagi
araciligiyla baglanir. Bu yapt bir kompleks halinde MPO’nun peroksidaz
aktivitesini saglamaktadir (36,39). Distal histidin ve arjinin Bilesik-1 ve Bilesik-
I’nin olusumunda ve stabilitesinde 6nemli rol oynamaktadir (40,41). Distal histidin
H202 molekiiliinii deprotone ederek Fe-OOH kompleksinin olusumunu ve onu
takiben distal oksijene bir proton vererek O-O baginin kopmasini saglar. Distal
arjinin ferrik oksijen ile hidrojen bagi kurarak hem demirinin yiiksek oksidasyon
basamagmin korunmasinda ve H202 den kopan negatif yiikli OH™ olusumunda

etkin rol oynar (42,43).

2.3.2. Miyeloperoksidazin Peroksidaz Aktivitesi

Peroksidazlarin farkli okside olabilen substratlara 6zgiinliigii farkli olsa da,
bu substratlarin oksidasyonu i¢in {i¢ basamakli redoks dongiisii izlenmektedir (41).
[lk basamakta enzim bir molekiil H2O- ile iki elektronluk bir redoks tepkimesine
girer. H202 suya indirgenirken enzim bilesik-1’e oksitlenir. Enzimin bu formu bir

oksiferril merkezi (Fe'V=0) ve porfirin iizerinde bir organik katyon radikali
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icermektedir [Esitlik-2.1]. Organik katyon radikali ikinci basamakta substrati
oksitleyerek indirgenir ve bilesik-1I olusur [Esitlik-2.2], bu yap1 hala oksiferril
merkez icermektedir. Son olarak bilesik-II ikinci substrat molekiiliinii oksitleyerek
natif forma indirgenir [Esitlik-2.3] (41,43). Bu basamak MPO tepkimesinde hiz
belirleyici basamaktir (40). Halid oksidasyonu tepkimesinde ise bilesik-1, halidleri
2 elektronlu tek bir tepkimeyle oksitler ve natif enzime doniisiir [Esitlik-2.4]
(41,44).

Natif MPO(PorFe®*) + H,0; — Bilesik-1(""Por**=0) + H,O [2.1]
Bilesik-1(""Por**=0) + AH, — Bilesik-11(Por**-OH) + AH"  [2.2]
Bilesik-11(Por**-OH)+ AH — Natif MPO(PorFe®") +AH+H.0 [2.3]
Bilesik-1("Por**=0) + CI"  — Natif MPO(PorFe®*) + HOCI [2.4]

Miyeloperoksidaz fizyolojik kosullarda halojenasyon ve peroksidaz
aktiviteleri olmak tizere baslica iki tiir aktiviteye sahiptir. Her iki aktivitesi de H20-
bagimhidir. Bu tepkimeler sirasinda hem demirinin oksidasyonu seviyesindeki
degisimler Sekil 2,3’ de verilmistir (45).

Oksidasyon,
klorinasyon
e
+H,0, |
PorFe* 22 ‘PorFe*=0 ‘
2
Natif Enzim Bilesik |
‘AH + Oksidasyon AH,
H,0
AH, "AH
PorFe*-OH
Bilesik Il

Sekil 2.3. Miyeloperoksidazin halojenasyon ile peroksidaz aktiviteleri ve hem

demirinin oksidasyon siklusu.
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MPO aktivitesi i¢in gereken H»O. farkli kaynaklardan saglanmaktadir.
Fagositoz sirasinda NADPH oksidazin olusturdugu siiperoksit radikali asidik pH’da
kendiliginden, noétral ve bazik pH’larda siiperoksit dizmutaz (SOD) aktivitesi ile
H20: olusturur. Vaskiiler NAD(P)H oksidaz da MPO igin H20, kaynagi olabilir.
Ksantin oksidaz, glukoz oksidaz ve amin oksidaz gibi bazi ¢oziiniir oksidazlar da
H20- tiretmektedirler (46). Laktik asit bakterileri de denilen baz1 mikroorganizmalar
metabolizmalart sonucu ortama H»O. salarlar. Bu bakterilerden streptococci,
pneumococci, ve lactobacilli cinsleri sayilabilir (47). Normal vajinal florasi olan
laktobasillus eksikligi sonucu azalan H2O» vajmnal E.coli ve bazi diger anaerob

bakteri enfeksiyonlarinda artisa neden olmaktadir (48).

2.3.3. Hipokloroz Asitin Etkileri

Miyeloperoksidaz tarafindan iiretilen hipoklor6z asit, ayrica bir katalizore
gerek duymadan proteinler ve diger biyomolekiillerin klorinasyonuna neden olabilir.
Hedef biyomolekiiller arasinda tirozin amino asidi ile, amino grubu iceren bilesikler
sayilabilir. Aminlerle tepkimesi kloroaminleri olusturur. Bu yapisal degisimler,
hedef molekiil veya organizmayi proteolize/hidrolize duyarl kilar.

Hipoklordz asidin diger onemli sitotoksik etkisi, c¢esitli reaktif oksijen
tiirlerinin olusumuna neden olmasina dayanir. Ozellikle fagozom ortaminda bulunan
H20., siiperoksit ve nitrit ile tepkimeye girdiginde, bilinen en reaktif radikallerin
olusumuna neden olur. Bu radikallerin baslicalar1 asagida verilmistir. Bu nedenle
inflamasyon bdlgesindeki lokositlerin bulundugu ortam, o6zellikle de fagozom
ortami oksidatif stresin agir olarak hissedildigi ortamdir (45). Tepkimeler esitlik
2.3-2.8’de verilmistir.

HOCI +H0, — O+ H0 + H" + CI” [2.5]
HOCI + 02~ — "OH + O, + CI" [2.6] [2.6]
HOCI + Fe?* — "OH + Fe** + CI [2.7]

HOCI + NO* — NOCl+~OH [2.8]
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2.3.4. Miyeloperoksidazin Nitrit ile Tepkimesi

Miyeloperoksidazin hem demiri hidrojen peroksit ile tepkimeye girdiginde,
porfirin halkas1 iizerinde yiiksek oksidasyon seviyesindeki oksoferril olusur.
Enzimin oksitleyici 6zelligi bu oksitleyici demir tiirevinden kaynaklanir. Oksoferril
formundaki demir organik ve inorganik anyonlari oksitleme yetenegine sahiptir. Bu
demir kloru hipokloréz aside oksitler (enzimin temel biyolojik substrati); ya da
ortodianisidin veya tetrametilbenzidin gibi organik bilesikleri oksitleyebilir.
Oksidasyon ile gergeklesen renk olusumundan yararlanilarak MPO aktivitesi tayin
edilebilir. Benzer sekilde MPO, nitriti kullanma (oksitleme) 6zelligine sahiptir.
MPO bagimli nitrit oksidasyonu tek elektronlu, iki basamakli oksidasyon
seklindedir. Nitrit, MPO-1 ve MPO-II tarafindan oksitlenerek nitrojen dioksit
radikali olusturur. Reaksiyonlar esitlik 2.3 ve 2.4 ’te goriilmektedir. Nitrit MPO-I
icin daha iyi bir substrattir (49). Ayni1 zamanda natif MPO da nitrit ile tepkimeye
girerek kompleks olusturur (50). MPO asidik pH’da ve protone sekliyle nitrit ve
diger anyonik substratlarla tepkimeye girer. Distal histidin proton baglayan alt

birimdir (49). Tepkimeler esitlik 2.9, 2.10, ve 2.11’°de verilmistir.

MPO-I+H" <> MPO-I-H" , MPO-I-H" + NO2~ —MPO-II + NO2" [2.9]
MPO-II+H* <> MPO-II-H* ;| MPO-II-H* + NO,~ —MPO + NO2" [2.10]

MPO +H* <> MPO-H* , MPO-H* +NO;™ <> MPO-H*-NO;" [2.11]

2.3.5. MPO’nun Tirozin fle Tepkimesi

MPO tarafindan katalizlenen serbest veya proteine bagli tirozin nitrasyonu
igin ilk triin tirozil radikalidir. MPO bilesik-I ve bilesik-1l tirozin amino asitini
oksidasyona ugratarak tirozil radikali olusturur (51). Olusan tirozil radikalleri
birleserek ditirozin, tritirozin, pulkerozin ve izoditirozin olusturabilirler (52).
Ditirozin olusumu serbest veya protein bagli tirozinler arasinda olabilir ki bu
durumda proteinler arasinda capraz bag olusturur (51). Indiiklenebilir nitrik oksit

sentaz aktivitesi sonucu olusan nitrik oksit ortamda daha stabil son {iriin olan nitrite
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veya siiperoksit radikali ile tepkimeye girerek peroksinitrite doniisiir. Peroksinitrit
kendiliginden tirozil radikalini nitrasyona ugratarak nitrotirozin olusturur. MPO ve
H20O, varliginda nitrit, nitrojen dioksit radikali olusturur. Bu radikal tirozil radikali
ile tepkimeye girerek farkli bir yoldan nitrotirozin olusturtur (53). MPO bagiml

nitrotirozin olusumu kisaca esitlik 2.12-2.14 da gosterilmistir.

MPO + H0; + 2L-tirozin — — MPO + 2H20 + 2tirozil®  [2.12]
MPO + H202 + 2NO; — — MPO + 2H.0 + 2NO>’ [2.13]

tirozil" + NO2" — nitrotirozin [2.14]

2.4. Miyeloperoksidazin Biyolojik Fonksiyonu

2.4.1. MPO’nun Aktivasyonu ve Salimimi

Polimorfoniikleer 16kositler (PMN) veya noétrofiller, periferal kandan
inflamasyon bolgelerine yonelen ilk bagisiklik sistemi hiicreleridir. Lokositlerin
enfekte veya hasarli bolgelere infiltrasyonu damarlar ve ilgili dokulardaki adezyon
molekiilleri, sitokinler ile hiicreler aras1 matriks komponentleri tarafindan kontrol
edilmektedir (54,55). Lokositler tarafindan salinan bazi 6zel proteinler ve
metabolitler, patojenlere karsi korunmada, infiltrasyonda ve doku hasarinda
etkilidirler. Bu proteinlerin en O©nemlilerinden birisi de azurofilik graniillerde
depolanan miyeloperoksidaz enzimidir (46). MPO’nun etkisi nétrofillerin toplandigt
bolgeyle yakindan baglantilidir. Noétrofillerin iltihapli dokulara infiltrasyonu MPO
aktivitesinin tayini ile gosterilir. Lokosit aktivasyonu sirasinda MPO’nun 6nemli bir
kismi hiicreler aras1 alana salinir. Bu serbest hiicre dist MPO degisik hedeflere
baglanarak onlari etkilemektedir (56). Lokositlerin azurofilik graniillerinde MPO,
diger katyonik proteinler, negatif yiiklii proteoglikanlar, 6zellikle kondroitin-4-siilfat
ile birlikte izole edilmistir (57,58). Graniillerin ig¢inde pH’nin diisiik olmas1 (59),
dinlenme fazinda olan azurofilik graniillerinin komponentlerini inaktif durumda
tutmaktadir. MPO ayrica hidrojen peroksit yoklugu nedeniyle de inaktiftir. Fagositoz

sonrasinda azurofilik graniiller igeriklerini olusan fagozoma salarlar. NADPH
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oksidaz aktivasyonu ve fagozomlarda degisen iyon dengesinden sonra kosullar MPO
ve diger azurofilik molekiillerin aktivasyonu yoniinde degisir (60). Yeni olusan
fagozomlarda ilk 3 dakikada pH 7.8-8.0’¢ yiikselir, 10-15 dakika i¢inde 7’ye ve bir
saat sonra da 6.0’ya diismektedir (61,62).

2.4.2. MPO’nun Antimikrobik Rolii

Insan 16kositlerinde MPO-H202-halid sistemi bakteri, mantar, virus gibi
patojenlerin ve timor hiicrelerinin inaktivasyonu ve Oldiiriilmesinde gorev alan bir
savunma sistemidir (46,63,64). Bu antimikrobik sistemin baslica fizyolojik
substratlart klor ile fagozom iginde iiretilen hidrojen peroksittir. Sonuglari
bakimindan diger 6nemli fizyolojik substrat, tiyosiyanat (-SCN) ile nitrittir. Bu
substratlarin MPO tarafindan reaktif tiirlere ¢evrilmesi igin hidrojen peroksit
gereklidir.

MPO tarafindan oksitlenen klor, reaktif ve giicli bir oksitleyici olan
hipokloroz asite (HOCI) ¢evirilir. Hipoklordz asit, primer ve sekonder amino grubu
iceren bilesiklerin klorinasyonuna ve kloroaminlerin olusumuna neden olur.
Hipoklor6z asit fagozom kosullarinda nitrit ile tepkimeye girerek nitril kloriir,
nitrojen dioksit radikali ve klor radikalinin olusumuna da neden olabilir (Sekil2.3).
Notrofillerdeki degraniilasyon sirasinda ¢ok sayida hidrolitik enzim (elastaz, G-
proteinaz-3, katepsin ve MMP-9, lizozim gibi) de fagozom i¢ine veya dig ortama
salmir. Bu enzimlerin etkileri i¢in, hedef organizmanin yapisal molekiillerinin
onceden MPO tarafindan olusturulan reaktif tiirlerle yapisal degisime ugratilmalar
onemlidir. Bu nedenle MPO eksikliginin gorildiigii kronik graniilomatoz
hastalarinda fagozom olusturulabilir, ancak fagosite edilen hiicre 6ldiiriilemez (46).

MPO tarafindan oksitlenen tiyosiyanat ve nitrit gii¢lii oksitleyici ve nitrasyon
araci reaktif tiirlere ¢evrilir. MPO tarafindan olusturulan tiim reaktif tiirler sadece
hedef hiicre icin degil, fakat konakc¢i i¢in de toksik etkilere sahiptir. Bu nedenle
oksidatif ve nitrozatif stres sirasinda tretilen reaktif tiirlerin etkileri sadece hedef

molekiillerde degil, konak¢inin kendi molekiilleri {izerinde de goriilebilir.

2.4.3. MPO’nun Serum Proteinlerine Baglanmasi
Aktivasyonlarindan sonra noétrofillerden hiicre disina ve kana salinan MPO

giiclii katyonik 6zelligi nedeniyle bazi asidik serum proteinleriyle etkilesime girer.
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Bu etkilesimin hedef proteinin veya MPO’nun yapi1 ve aktivitesinde degisime neden
olabilir. MPO ve serum albumini arasinda olusan kompleks MPO’nun agir
zincirindeki pozitif yiiklii birimler aracilif ile gergeklesir (65). Ornegin MPO-H20;
sistemi, albuminin 8 amino asidinde oksidasyon, brominasyon, nitrozilasyon ve
nitrasyona sebep olmaktadir (66). Albumine bagli MPO, endotel hiicrelerin
yiizeyinde bulunan albumin baglayici proteinler araciligi ile transsitozla dokular arasi
alana gecer ve fibronektin gibi proteinlerle etkilesime girer, proteine bagli ve serbest
tirozinleri nitrasyona ugratir (67-70). o1-Antitripsin, 16kosit elastazini inhibe eder.
Bu proteinde iki 6nemli metiyonin bulunur: Met-351 ve Met-358. Bu metiyoninlerin
HOCI, HOBr veya MPO-H,0O>-halid sistemi ile oksidasyonu, elastaz iizerindeki
inhibitor etkisini kaldirmaktadir (71,72).

MPO HDL’nin en 6nemli apoproteini olan apolipoprotein Al’e baglanarak
tirozin nitrasyonu ve klorinasyonuna neden olur. Bu modifikasyonlar pasif HDL
formu olusumuna neden olur. Bu pasif HDL formu arterioskleroz olusumunda rol
almaktadir (73). Aymt sekildle MPO-LDL komplekslerinin olusumu da rapor
edilmistir (74). MPO nitrik oksit miktarin1 azaltarak kan damarlarinin esnekligini
azaltmaktadir (75). Baz1 proteinler ise MPO’nun inaktivasyonunu saglar, drnegin
MPO’nun seruloplazmine baglanmasi MPO’nun inhibisyonuna neden olmaktadir
(76).

2.4.4. MPO ve Hastaliklarin Patogenezi

Lokositlerin  iltihapli  dokularda toplanmasit bu dokularda MPO’nun
bulunmasini acgiklamaktadir. MPO aktivitesi ateroskleroz plaklarinda gosterilmistir
(77,78). Alzheimer (79) ve Parkinson (80) hastalarmin beyin dokusunda, multipl
skleroz lezyonlarinda (36), romatoit artrit hastalarinin sinovyal sivisinda (81),
membran glomerulonefrit hastalarinin glomeriillerinin bazal membraninda (82,83) ve
16kosit kaynakli karaciger hastaliklarinda (84) MPO aktivitesi tespit edilmistir.
Yiiksek serum MPO seviyesi kalp ve damar hastaliklarinda risk faktorii olarak kabul
edilir (85). Bu bulgular, MPO’nun ¢ok sayidaki hastaliklarin patogenezi ile iliskili
oldugunu gostermektedir.

MPO’nun birikiminin yan1 sira, MPO bagimli modifikasyonlarin da
hastaliklarda arttigi gozlenmistir. MPO bagimli tirozin klorinasyonu aterosiklerotik

lezyonlarda tesbit edilmistir (86). MPO’nun iirettigi HOCI’nin sadece %2’si protein
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tirozin klorinasyonunda etkili oldugu halde bu modifikasyon doku hasarinda c¢ok
onemlidir (86,87). Aterosikleroz lezyonlarindan izole edilen HDL ve LDL’lerde
klorotirozin seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir (88,89). Tiyosiyanatin MPO
tarafindan oksidasyonu, proteinlerde lizin aminoasitinin karbamilasyonuna neden
olur. Bu tip modifikasyonlar da aterosikleroz lezyonlarinda gosterilmistir (90).
Oksidatif ve nitratif stres kosullarinda nitrit ve hidrojen peroksit miktarinin
yiikselmesi protein nitrasyonunu arttirir (68,73,91). Biyolojik nitrasyonun yaygin
belirteglerinden biri 3-nitrotirozindir ve inflamasyon bolgelerinde MPO bagimli ve
MPO’dan bagimsiz mekanizmalarin 3-nitrotirozin olusumunda etkili oldugu
diistinilmektedir (91). Tirozinin fenolik yapisinin orto pozisyonuna bir nitro
grubunun eklenmesi bagli proteinde yiizey net negatif yiikiin artigina ve yapisal ve
fonksiyonel degisikliklere neden olmaktadir (92).

Aktive olarak inflamasyon bolgesinde biriken nétrofillerde, NADPH oksidaz
sistemi ile bol miktarda hidrojen peroksit iiretilir. Bu hiicrelerde ayn1 zamanda iNOS
(indiiklenebilir nitrik oksit sentaz) indiiksiyonu da gerceklestiginden, NO yapiminda
da 6nemli artig olur. Zaten MPO ve iNOS proteinleri 16kositlerde ayni azurofilik
graniillerin i¢inde bulunurlar. Sitokinler ve bakterilerin lipopolisakaritleri iNOS
ekspresyonunu arttirirlar (93). Fagozom i¢i pH’da NO oksitlenerek nitrite gevrilir.
Hem nitrit, hem de hidrojen peroksit konsantrasyonundaki artis, MPO tarafindan
katalizlenen nitrasyon tepkimeleri i¢in gereken kosullart olusturur (94).

MPO, nitrit ve hidrojen peroksitin bulundugu kosullarda niikleotidlerden
guaninin nitrasyonuna neden olarak 8-nitroguanin olusturur. Bu tiir DNA hasar1 ¢ok
yaygin olmamasma ragmen, formamidopirimidin glikozilaz (Fpg) tarafindan

onarilmadigindan ve depurinasyonu da yavas oldugundan 6nemlidir (10).

2.4.5. Bir Biyobelirte¢ Olarak MPO

MPO kalp ve damar hastaliklarinda biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir ve
yiiksek plazma MPO degerleri olan bireylerde kalp damar hastaliklarina yakalanma
riskinin fazla oldugu gosterilmistir (95). Saglikli yash bireylerde yiiksek sistemik
MPO degerlerinin (>432 pmol/L) kalp yetmezligi riskini artirdigi goriilmiistiir.
Gogilis agrist sonrast Ol¢iilen MPO aktivitesi sonucu yiiksek MPO aktivitesine sahip
bireylerde 1-6 ay iginde kalp krizi (MI) riski, koroner baypas ihtiyaci ve hatta 6liim
riskinin fazla oldugu gosterilmistir (96).
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Daha yeni ¢aligmalar, MPO’nun dis eti iltihaplarinda da bir biyobelirteg
olarak kullanilabilecegini gdstermektedir. implant bélgesinden alinan dis eti olugu
sivist (GCF) ve peri-implant sulkus sivist (PISF) orneklerinde MPO aktivitesi
saglikli bireylerden daha yiiksek bulunmustur. Bu veriler MPO’nun dis
implantlarinda  bir enflamasyon ve uyum/uyumsuzluk belirteci olarak
kullanilabilecegini gostermektedir (97). Diyabetik ve dis eti iltihab1 hastalarinin GCF
orneklerinde yapilan MPO aktivite tayininde, tedavi sonrast MPO aktivitesinin
azalmasi, MPO aktivitesi Ol¢limiiniin tedavinin basarili oldugunu gosteren bir

belirteg olabilecegini gostermektedir (98).

2.5. Proteinlerde Tirozin Nitrasyonu

Genel olarak tirozin nitrasyonu iki basamakli bir tepkimedir. Bu
basamaklardan biri tirozinin fenolik halkasinin tek elektron oksidasyonu sonucu
tirozil radikaline (Tyr") doniismesidir. CO3", OH2", NO2" gibi oksitleyici radikaller
veya MPO ve diger hem merkezli peroksidaz enzimleri bu basamagi yiiriitmektedir.
Ikinci basamak nitrojen dioksit radikalinin (NO2") bir radikal-radikal tepkimesi
sonucu tirozin radikaline eklenmesidir (14). Nitrojen dioksit radikali iki mekanizma
ile olusur: a) Siiperoksit ile nitrik oksit arasindaki tepkimeyle olusan peroksinitroz
asitin (ONOOH), NO2" ve OH® olusturmak {izere homolitik kirilmasi ve b)
Miyeloperoksidaz veya diger hemoproteinler tarafindan nitritin oksidasyonu ile.
Miyeloperoksidaz, tirozil radikali ve NO2" olusturarak tirozin nitrasyonuna neden
olabilir. MPO nadiren proteine bagl tirozini dogrudan oksitler. Bunun yerine MPO
tarafindan olusturulan serbest tirozil radikali proteine bagl tirozini oksitleyerek

kendisi indirgenir ve proteine bagl tirozil radikali meydana gelir (51,99).

2.5.1. Protein Tirozin Nitrasyonunu Etkileyen Faktorler

Proteinlerde tirozin nitrasyonunun 6zel bir amino asit dizisine bagl oldugu
belirlenmemistir. Ancak proteinin ikincil yapist ve tirozinin mikro c¢evresinin
nitrasyonda Onemli oldugu diistiniilmektedir. Nitrotirozinlerin ¢ogu proteinlerin
kivrilma bolgelerinde ve dongiiyii saglayan amino asitlere (prolin ve glisin) komsu
bulunmustur. Negatif yiiklerin uzakligi da etkilidir. Glutamata komsu tirozinler

kolaylikla nitrasyona ugrar. Siilfiir iceren amino asitlerin tirozinin yakininda
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bulunmasi tirozin nitrasyonunun olasiligin1 azaltmaktadir. Bu amino asitler oksidatif

ve nitrozatif ajanlari yakaliyarak nitrasyon olasiligini azaltirlar (100,101).

2.5.2. Protein Tirozin Nitrasyonunun Hiicresel ve Hiicre Ici
Lokalizasyonu

Reaktif nitrojen ve oksijen tiirlerinin kisa Omiirlii olmalar1 nedeniyle, hedef
proteinler ve nitrasyon merkezlerinin bu radikallerin olugsma bdlgelerine yakin
olmalar1 gerekir. Calisilan hastaliklarda, nitrasyona ugramis proteinler hasarli
bolgede ve 6zel hiicre tiplerinde bulunur (101). Nitrasyona ugramis proteinler, 6zel
hiicrelerde bulunmalarina ilave olarak bu hiicrelerin reaktif nitrojen tiirlerini tireten
kompartmanlarinda da bulunurlar (102). Nitrotirozin igeren proteinler immiin-
elektron mikroskopisi yontemi ile esas olarak 5 hiicresel kompartmanda tespit
edilmistir (103). Bu bolgeler: a) kemik iligi i¢erisindeki olgunlasmamis nétrofil ve
eozinofillerin peroksidaz igeren salgi graniilleri; b) eritrositlerin sitozolu; c¢) kan
damarlariin endotel hiicreleri, fibroblastlar, ve diiz kas hiicrelerinin miitokondri ve
endoplazmik retikulumu; d) kikirdak kondrosit hiicrelerinin endoplazmik retikulum
zarinin sitoplazmik yiizeyi; ve e) hepatositler ve gdzyasi bezlerinin salgi hiicrelerinin
peroksizomlar1 olarak belirlenmistir. Proteomik teknikleriyle yapilan calismalarda,
iskelet ve kalp kasinda ana nitrasyon merkezi mitokondri olarak tespit edilmistir

(104) .

2.5.3. Tirozin Nitrasyonunun Protein Fonksiyonuna Etkisi

Tirozin nitrasyonunun protein lizerinde etkisi ¢ok farkli olabilir. Bazi
proteinlerde bu modifikasyon 6nemsiz oldugu halde, baz1 proteinlerde fonksiyonun
kayboldugu ve bazi proteinlerde de aktivite artis1 rapor edilmistir. Solunum
yetmezligi veya akut respiratuar yetmezlik sendromu (ARDS) hastaliginda tirozin
nitrasyonuna ugrayan serum proteinlerinden al-antikimotripsin ve transferrinin
modifikasyona ugradigi ve natif formlarma gore her hangi bir aktivite degisikligii
olmadigi rapor edilmistir (105). Kronik allogreft nefropatide MnSOD tirozin
nitrasyonu seklinde modifikasyona ugramis olarak bulunur. Bu modifikasyon aktivite
kaybina neden olmaktadir (106). Bazi proteinlerde ise aktivite artig1 rapor edilmistir.
Sitokrom-c (107), Protein kinaz-Ce (108), ve fibrinojen (109) aktivite artis1 rapor
edilen proteinlerdir.
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Proteine bagli tirozin amino asitinin hidroksil gurubunun pKa degeri 10-10.3
arasindadir. Tirozinin nitrasyonu sonucu pKa yaklasik 3 pH birim inerek 7.2-7.5’e
kadar diiser (110). Bu degisim proteinin yap1 ve fonksiyonunu etkileyebilir. Bir ¢ok
sinyal iletim yolagi tirozinin hidroksil grubunun fosforilasyonu ile aktive olmaktadir.
Tirozin nitrasyonu v-alb ve c-ser gibi bazi kinazlarin substratlarinda fosforilasyonun
hizin1 distirmektedir (111). Lenfosit cdc2 kinaz substratlarinda meydana gelen
nitrasyonda ayni etkiyi gosterir (112).

Protein tirozinlerinde nitro grubunun bulunmasi immiin cevap olusmasina
neden olabilir. Nitrotirozin igeren proteinlere karsi hazirlanmig monoklonal veya
poliklonal antikorlar nitrotirozin ile ilgili calismalarda Western blot analizinde
kullanilmaktadir (113). Travma sonrasi akciger hasarlarinda 3-Nitrotirozine karsi
immiinglobulinler tesbit edilmistir (114). Sitokrom-c Tyr-97°de meydana gelen
nitrasyon lenfosit T cevabini tetiklemektedir (115). Antijen olusumu sirasinda olusan

nitro-proteinler CD4-T lenfositlere bagli immiin cevabi tetiklemektedir (116).

2.5.4. Tirozin Nitrasyonunun Hastaliklarla Olan Baglantisi

Saglikli bireylerde bazal metabolizma kosullarinda iiretilen az miktarda
oksijen ve nitrojen radikallerine bagl olarak diisiik diizeylerde serbest ve proteine
bagli 3-nitrotirozin (3-NT) bulunur. Hastalik durumunda nitrozatif ve oksidatif strese
bagli olarak 3-NT seviyesi yiikselmektedir. Yiiksek 3-NT enflamatuvar,
norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklarda tespit edilmistir. Iltihaph
kardiyovaskiiler hastaliklarda plazma proteinlerindeki her 100,000 tirozinden 1-10
tirozin, nitrotirozin seklinde bulunur (10-100 pumol 3-NT/mol tirozin) (117).
Dokularda ise bu oran 10 kat daha yiiksektir (118). Normal kosullarda insan serum
LDL’sinde tirozin nitrasyonu 9 pmol 3-NT/mol tirozin oranindadir. Ancak
arteroskleroz plaklarindan izole edilen LDL’lerde bu oran 840 pumol 3-NT/mol
tirozin sevyelerindedir ki buda 90 kat artis oldugunu gosterir (119).

Arastirmalar plazma 3-NT seviyesi ve kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda
yakin baglant1 oldugunu ve 3-NT seviyesinin yiikselmesini bir risk faktorii belirtisi
olarak goOstermektedir. Statin ile tedavi edilen hastalarda statinin antioksidan
Ozelligine baghh olarak  3-NT seviyesinde diisme goriliir. Bu da 3-NT’nin
nitrooksidatif stres igin bir belirte¢ oldugunu gosterir (120). Astim hastalarinin

akcigerlerinden alinan sivi orneklerinde 3-NT oram1 480 pumol 3-NT/mol tirozin
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olarak bulunmustur. Kontrol deneklerde bu oran bir mol tirozin i¢in 16-65 pmol’diir.
Kalp damar hastalarinda HDL’ye bagli apolipoprotein A-1 incelendiginde 3-NT ve
3-klorotirozinin ayn1 oranda yiikseldigi gézlenmistir (121). Tiim bu bilgilere ragmen
nitrasyona ugramis protein toplam proteine gore kiiciik bir oran kapsadigindan
nitrasyonun kendi basina bir patolojik durum yaratabilecegi veya tek basina bir

biyobelirteg olabilecegi tartisma konusudur (14).
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3-GEREC VE YONTEMLER
3.1. Geregler

3.1.1. Kimyasallar

Miyeloperoksidaz enziminin saflastirildig: 16kositler Hacettepe Universitesi
Hastaneleri Kan Merkezi Aferez Unitesinden temin edildi. Sephacryl S-300 HR®,
Concanavalin A-Sepharose 4B®, CM-Sephadex® katyon degistirici, metil-o-D-
manno-piranozid, 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin, N,N-dimetilformamid,
hekzadesiltrimetilamonyumbromiir (HETAB), L-tirozin, sodyum nitrit, hidrojen
peroksit, sodyum hidroksit, kalsiyum kloriir, magnezyum kloriir, sodyum klortir,
EDTA, Bradford ayiraci, rediikte glutatyon, sigir serum albumini fraksiyon V, nitrat
rediiktaz, amonyum persiilfat (APS), tetrametiletilendiamin (TEMED), Sigma-
Aldrich Co. St. Louis MO ABD’den; sodyum fosfat (mono ve dibasik), sodyum
asetat (mono ve dibasik), potasyum fosfat (mono ve dibasik), L-askorbik asit ICN
Biomedicals, Inc. Aurora, Ohio, ABD’den; ve akrilamid, bisakrilamid, SDS, brom

fenol mavisi, Bio-Rad laboratories, Richmond, CA, ABD’den temin edildi.

3.1.2. Cihazlar

Homojenizasyon Proscientific Inc. Pro 200 blender homojenizatér, NUVE
NF 800 R sogutmali klinik santrifii, Hanil supra 21K yiiksek hizli santrifijj
kullanilarak yapildi. Saflagtirma Amersham Bioscience LC kolonlari, ISMATEC
ecoline prostaltik pompa ve Farmacia Frac-100 Fraksiyon toplayici, Amicon 8050
basingli konsantrator kullanildi. Kinetik ve spektrofotometrik dl¢iimler SHIMADZU
UV-1700 spektrofotometrede yapildi. Elektoforez Bio-Rad mini protean 3 sistemi,
Consort E865 elektroforez gilic kaynagi ve Major science kuru 1sitici kullanilarak
yapildi. Tiim deneyler i¢in saf su Baranstead Infinity saf su sisteminden temin edildi.
Degisik basamaklarda Hettich Micro 22 mikrosantrifiij, FINEPCR combi SV12
inkiibator, Mettler PJ300 tarti, Shang Ping FA 1104N hassas tarti, Labart SH-5
kanigtirict ve Daigger vorteks kullanildi. Tim Pipetlemeler Gilson Pipetman

mikropipet serisi ile yapildi.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Lokosit Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Aferez tnitesinden alinan 16kosit stispansiyonu, iizerine kendi hacmi kadar
0.5 mM EDTA igeren 25 mM sodyum fosfat tamponunu (pH: 7.4) eklendi. Karisim
yavage¢a karistirildi ve 2500 rpm’del5 dakika santriflij edildikten sonra supernatan
atildi. Bu islem en az 2 kez tekrarlanarak aferez tinitesinde 16kositlerle birlikte alinan
plazma ve plazmada ¢6ziiniir molekiiller uzaklastirildi. Lokositlerden olusan ¢okelti

homojenizasyon iglemi i¢in toplandi.

3.2.2. Lokositlerin Homojenizasyonu

Lokositlerden olusan ¢okelti, kendi hacminin 3-4 kati hacimde ve 1mM
MgClz, 3mM NaCl ve 0.5 mM EDTA i¢eren 10 mM sodyum fosfat tamponu (pH: 7)
ile karistirildi ve mekanik homojenizator ile bir dakika siireyle homojenize edildi.
Homojenat, 15 dakika siire ile 20 000xg de santrifiij edildi. Supernatan atilarak
zarsal fraksiyonlar1 iceren c¢okelti saflagtirma c¢aligmalarinda kullanilmak iizere

topland.

3.2.3. Zarlardan Miyeloperoksidazin Coziiniirlestirilmesi

Hiicrelerin zarsal fraksiyonlarini igeren ¢okelti, hacminin 10 kati1 kadar 10
mM sodyum fosfat, 1mM MgCl,, 3mM NaCl ve 0.5 mM EDTA igeren tamponda
(pH: 7.0) siispanse edildi. Siispansiyon, manyetik karistirici tizerinde yavas hizla
karistirilarak, iizerine nihai konsantrasyonu %1 (w/v) olacak sekilde kat1i HETAB
eklendi. Karisimin koplirmemesine 06zen gosterilerek sabit hizda 15 dakika
kanigtirildi. Karigim 20 000xg’de 15 dakika santrifiij edilerek deterjan tarafindan
¢oOziiniirlestirilen MPO ve diger proteinleri igeren slipernatan toplandi. Coken zarsal
fraksiyonda kalan MPO, ayn1 ekstraksiyon yontemi tekrarlanarak ¢oziiniirlestirildi.
Cokeltide MPO’nun kalip kalmadigina bagli olarak bu islem 2-3 kez tekrarlandi.
MPO aktivitesi igceren ekstraksiyonlar birlestirilerek daha sonraki saflastirma

caligmalarinda kullanildi.
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3.2.4. Amonyum Siilfat Kesitlemesi

Cokme Arahiginin Belirlenmesi

Ektraksiyon ile elde edilen ve MPO igeren ornekten 5’er ml alindi ve her
ornegin lizerine kati amonyum siilfat devamli karistirllmak suretiyle yavas yavas
eklenerek oOrnekler %20, %30, %40, %50, %60, %70 ve %80 amonyum siilfat
doygunluguna getirildi. Bu 6rnekler bir gece 4°C’de bekletildikten sonra 10 dakika
siire ile 20 000 xg’de santrifiij edildi, slipernatan ve ¢okeltilerdeki MPO aktivite
tayin edildi. MPO enziminin % 30 amonyum siilfat doygunluguna kadar ¢cokmedigi
ve % 80 doygunlugunda ise ¢okeltinin hi¢ MPO aktivitesi igermedigi goriildii.

Amonyum Siilfat Kesitlemesi:

Homojenizasyon islemi sonucu elde edilen siipernatan %30 amonyum siilfat
doygunluguna getirildi ve bir gece 4°C’de bekletildi. Karisim 20 000 xg’de 10 dakika
santrifiij edilerek siipernatanlar1 toplandi. Bu siipernatanin {izerine gerekli miktarda
kati amonyum siilfat eklenerek %70 doygunluguna getirildi, 4°C’de bir gece
bekletildikten sonra 10 dakika siire ile 20 000 xg’de santrifiij edildi ve g¢okelti
toplandi. Cokelti 10 mM sodyum fosfat, ImM MgClz, 3mM NaCl ve 0.5 mM EDTA
iceren tamponda (pH:7.0) ¢oziildii ve 2 defa 2 litre hacimdeki ayni tampona karsi

diyaliz edilerek tuzdan arindirildi.
3.3. Kromatografik Yontemler

3.3.1. Afinite kromatografisi

Miyeloperoksidazin saflagtirilmasinda ilk kromatografi basamagi olarak
Concanavalin-A Sepharose 4 B afinite kromatografisi kullanildi. Jel materyali 2.6 x 6
cm boyutlarindaki kromatografi kolonuna aktarildiktan sonra, 100 mM NaCl,
0.5mM ETDA ve % 0.1 HETAB igeren 50 mM fosfat tamponu (pH: 6.1) (Tampon
A) ile dengeleninceye kadar yikandi. Dengelenen kolona yaklagik 100 ml diyalizat
1.5 ml/dakika hiz ile uygulandi ve kolondan ¢ikan ornekler 10 ml’lik hacimler
seklinde toplandi. Diyalizatin uygulanmasi bittikten sonra, kolon ayni tampon
(Tampon A) ile yikamaya devam edildi. Kolondan protein ¢ikist 280 nm’de
izlenerek, protein ¢ikist sifira ininceye kadar yikama islemi siirdiiriildii.

Miyeloperoksidazin kolondan eliisyonu 400 mM o-D mannopiranozid igeren
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Tampon A ile; veya Tampon A i¢inde a-D mannopiranozid gradienti (0-800 mM) ile
temin edildi. Kromatografi sirasinda ¢ikan 6rneklerde MPO aktivitesi 6l¢iildii ve 280
nm’de protein tayini yapildi. MPO aktivitesi igeren tilipler birlestirilerek toplam
aktivite ve protein tayini yapildiktan sonra izleyen saflastirma caligmasinda

kullanildi.

3.3.2 iyon Degistirici Kromatografi

Afinite kromatografisi sonrasi enzim ultrafiltrasyonla konsantre edildikten
sonra, 6 x 2.6 cm boyutlarindaki kolon i¢inde paketlenmis CM Sephadex kolonuna
uygulandi (akis hiz1 1.2 ml/dak). Uygulamadan 6nce kolon materyali I mM MgClo,
0.5 mM EDTA igeren 25 mM fosfat tamponu (pH: 6.0) ile dengelendi ve yikandi.
Uygulamadan sonraki yikama islemine, kolondan hi¢ protein ¢ikmayincaya kadar
(280 nm’deki absorbans sifira diisiinceye kadar) devam edildi. Enzim kolondan ayni
tampon i¢indeki 0-800 mM sodyum kloriir gradienti ile indirildi. Kolon ¢iktisinin
toplandig: tliplerde aktivite ve protein tayini yapildi. MPO aktivitesi igeren tiipler

birlestirilerek enzim ultrafiltrasyonla konsantre edildi.

3.3.3. Jel filtrasyonu kromatografisi

Afinite kromatografisi ya da iyon degistirici kromatografisinden sonra
konsantre edilen enzim 6rnekleri 100 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, ve % 0.1 HETAB
iceren 25 mM asetat tamponu (pH. 4.7) ile dengelenmis 2.6 x 30 cm (veya 2.6x70
cm) boyutlarinda Sephacryl S-300 kolonuna uygulandi (uygulanan hacim 2 ml).
Kolon ayn1 tamponla ve 0.6 ml/dak sabit akis hiz1 ile yikandi. Kolon ¢iktis1 6 ml’lik
fraksiyonlar seklinde toplandi. Tiiplerde aktivite ve protein tayini yapildiktan sonra,
MPO igeren tiipler birlestirildi ve ultrafiltrasyon ile konsantre edildi. Saflastirilan

enzim -30 °C’de donduruldu ve daha sonraki ¢alismalarda kullanildu.
3.4. Analitik Yontemler

3.4.1. Protein Tayini

Enzimin saflastirilmasi basamaklarinda protein tayini, 280 nm’de absorbans
Olciilerek yapildi. Her basamaktan sonra ve saflastirma tablosu olusturulurken daha
dogru protein tayini i¢in Bradford mikro yontemi kullanildi (122). Deneylerde 900 pl
Bradford reaktifi ve 100 pl 6rnek karistirildi ve 5 dakika inkiibasyondan sonra 650
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nm’de 900 pl reaktif ve 100 pl sudan olusan kore karsi absorbanslar Slgiildii ve

standart egrisi yardimiyla konsantrasyonlar tayin edildi.

3.4.2. Aktivite Tayini

Miyeloperoksidaz,  peroksidaz-benzeri  aktivitesi  nedeniyle  dogal
substratlarinin  yan1  sira, g¢esitli organik bilesikleri (taurin, O-dianisidin,
tetrametilbenzidin gibi) substrat olarak kullanip oksitleyen bir enzimdir. Bu
calismada miyeloperoksidaz aktivitesi Demirpenge tarafindan modifiye edilmis
Suzuki’nin substrat olarak etrametilbenzidin (TMB) kullanilan yontemine gore tayin
edildi. Enzim aktivitesi standart olarak son derisimleri 1.6 mM TMB, 1 mM H2O> ve
% 0.1 HETAB (hekzadesiltrimetilamonyum bromiir) i¢eren ortamda 6l¢iildii (aktivite
tayin ortami). Enzim orneklerinin spektrofotometredeki kiivetler i¢inde, 37°C’de 5
dakika siire ile son hacim 1 ml olacak sckilde aktivite Ol¢iim ortaminda
inkiibasyonundan sonra, ortama H>0- ilavesiyle tepkime baglatildi ve tepkimenin ilk
hiz1 kinetik tip spektrofotometrede yazdirilarak 655 nm’de 30 saniye siire ile izlendi.
Aktivite dl¢limii sirasinda dakikadaki absorpsiyon degisimi (artis1) belirlendi.

Unite tamm: Yukarida belirtilen aktivite lgiim yontemi kullamldiginda,
655 nm’de 1 dakikada 1 absorbans degisimi (artis1) saglayan enzim miktari 1 {inite

MPO olarak tanimlandi (123,124).

3.4.3. Elektroforez

Enzim safliginin kontroliinde Laemmli tarafindan 6nerilen SDS poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanildi. MPO enziminin 15000 ve 45000
kDa’luk altbirimleri saptamak igin 29/1 akrilamid-bisakrilamid karigiminin % 12’lik
jeli kullanildi. Deneylerde 8 x 7.3 cm boyutlarinda ve 0.75 mm kalinliinda jel igeren
Bradford Mini-PROTEAN®3 elektroforez sistemi kullanildi. Elekroforez yiiriitme ve
ornek yiikleme tamponlart Laemmli yontemi kullanarak hazirlandi. Deneyde 10
kuyucuklu tarak kullanildi. Her kuyucuga 30 mikrogram 6rnek yiiklenecek sekilde
dilusyon yapildi. 7.5 pl 4X o6rnek yiikleme tamponu ve 22.5 pl 6rnek karistirildi.
Karisim 95 derecede 4 dakika isitilarak proteinler denatiire edildi ve toplam 30

mikrolitre hacimde olacak sekilde her kuyucuga yiiklendi.
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Elektroforezde standart proteinler olarak aprotinin (7000 Da), sitokrom-C
(12000 Da), lizozim (17000 Da), karbonik anhidraz (29000 Da), aldolaz (46000 Da)
ve albumin (66000Da) kullanildi.

Elektroforez 80 Volt akim uygulanarak gergeklestirildi. Bromfenol mavisi jel
tabanina 3-5 mm kala elektroforez durduruldu ve Coommasie brillant blue R-250
boyast ile boyandi. Boyamadan sonra jeller “destaining” c¢ozeltisine aktarildi,

proteine baglanan disindaki boyanin jelden uzaklastirilmasi temin edildi.
3.5. Kinetik Calisma Yontemleri

3.5.1 Miyeloperoksidaz Enziminin pH Optimumu Belirlenmesi

Subtrat olarak hidrojen peroksit ve tetrametilbenzidin kullanilarak enzimin
pH optimumu belirlendi. Bu amagla, aktivite 6l¢limii i¢cin % 0.1 HETAB igeren 50
mM asetat tamponu (pH: 3.5-5.0 aralig1) ve fosfat tamponu (pH: 5.0-8.0 araligi)
kullanildi. Tampon konsantrasyonlari veya ortamin iyonik kuvveti enzim aktivitesini
etkilemediginden, aktivite 6l¢limii igin sabit tampon konsantrasyonu (50 mM asetat
veya fosfat tamponu) kullanildi.

Son aktivite ortami1 hacmi 1 ml olan ve substrat olarak 1 mM H20- ile 1.6
mM TMB igeren ortama, 1.1 tnite saf enzim eklenerek tepkime baslatildi. 37° C’de
560 nm’de dakikadaki absorpsiyon degisimi tayin edildi. Bu aktivite ol¢limii farkl
pH’daki farkli tamponlar icin de tekrarlandi; dakikadaki absorpsiyon degisimi
tiniteye cevrilerek pH’ya kars1 grafiklendi.

3.5.2. Miyeloperoksidaz H202ve TMB I¢in Kinetik Ozellikleri

Miyeloperoksidaz ~ aktivitesinin - H20. konsantrasyonuna bagimliligini
incelemek i¢in, 0-2 MM H20: konsantrasyonu araliklarinda, yukarida belirtilen ayni
aktivite 6l¢iim kosullarinda (sabit TMB konsantrasyonu: 1.6 mM; MPO: 1.1 Ultest,
50 mM fosfat tamponu pH.5.4) enzim aktivitesi 6lgiildii. Olgiilen aktivite
degerlerinden yararlanilarak Michaelis-Menten grafiklemesi yapildi ve cizilen
Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak MPO enziminin hidrojen peroksit igin
Vmax Ve Km degerleri belirlendi. Benzer sekilde sabit H>2O» konsantrasyonu (1 mM)
ve degisken TMB konsantrasyonlarinda MPO aktivitesi Olciildiikten sonra yine

grafikleme yapilarak enzimin TMB i¢in Vmax V& Km degerleri belirlendi.
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3.5.3. Miyeloperoksidaz Bagimh Nitrit Oksidasyonunun Incelenmesi

Miyeloperoksidaz bagimli nitrit oksidasyonu ¢aligmasinda, 80 uM nitrit
(sodyum nitrit) kullanildi. Nitritin oksidasyonu 1 mM H202 ve % 0.1 HETAB igeren
50 mM tampon i¢inde ¢alisild1 ve 2 linite MPO ilavesi ile tepkime baslatild1 (tepkime
ortaminin son hacmi 1 ml). Tepkime baglatildiktan 20 dakika sonra, 1 ml Griess
reaktifi ile tepkime durduruldu ve olusan rengin absorpsiyonu 540 nM’de olgiildii.
Griess reaktifi % 5 fosforik asit % 2’lik sulfonilamid (1.¢ozelti) ve %0.2°lik N-
naftiletilendiamin dihidrokloriir (2.¢cozelti) olmak iizere 2 ¢oOzeltiden olusur.
Cozeltiler deneyden hemen Once esit oranda karistirilarak taze olarak kullanildi.
Standart olarak sodyum nitrit kullanilarak deneylerdeki nitrit konsantrasyonlari tayin
edildi (125,126).

Nitrit oksidasyonu calismasinda oncelikli olarak pH’nin MPO-bagimli ve
MPO-bagimsiz nitrit oksidasyonuna etkisi arastirildi. Bunun i¢in pH 3.5-8.5
aralifindaki nitritin oksidasyonu MPO varliginda ve yoklugunda c¢alisildi. Izleyen

nitrit oksidasyonu caligmalari, kendiliginden oksidasyonun olmadigi pH’da yapildi.

3.5.4. Total Nitrit (Nitrit + Nitrat) Tayini

MPO tarafindan oksitlenmesi nedeniyle tiiketilen nitritin nitrata ¢evrildigini
gostermek i¢in, olusan nitrat, nitrat rediiktaz enzimi aracilig1 ile nitrite indirgendikten
sonra Griess yontemi ile total nitrit (nitrit + nitrat) tayini yapildi. Tepkime MPO
eklenmesi ile baglatildi. 25 dakika siire ile deney ortamindan ¢ekilen 6rnekler katalaz
igeren tiiplere pipetlenerek reaksiyon durduruldu. Son pipetlemeden sonra her tiipte
olusan nitrat tayini i¢in nitrat rediiktaz tepkimesinden yararlanildi. Nitrat rediiktaz
aktivite ortam1 1mM NADPH, 1mM FAD, 0.4 U/ml Aspergillus niger kaynakli nitrat
rediiktaz iceren 40mM HEPES pH 7.5 tamponu icermekteydi. Esit miktarda drnek ve
aktivite karigimi karistirilarak 37°C 30 dakika inkiibe edildi ve total nitrit tayini

Griess yontemi ile yapildi.

3.5.5. MPO-Bagimh Tirozin Nitrasyonu Calismalari

Miyeloperoksidaz enziminin tirozin nitrasyonuna etkisi ¢alismalarinda
serbest tirozin amino asiti kullanildi. MPO tarafindan nitritin oksidasyonu ile olusan
reaktif nitrojen oksit tiirlerinin olusturdugu 3-nitrotirozin spektrofotometrik olarak

tayin edildi (7,127). Miyeloperoksidazin tirozin nitrasyonu aktivitesi, % 0.1 HETAB
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iceren 50mM tampon i¢inde farkli nitrit, tirozin, pH ve antioksidanlarin varliginda
calisildi. Tirozin nitrasyonu tepkimesi, ortamin pH’st NaOH ile baziklestirilerek
durduruldu ve olusan renk 430 nm’de tayin edildi. Miyeloperoksidazin nitrasyon
aktivitesi, deney kosullarinda 1 dakikada enzimin 1 mg’1 tarafindan olusturulan
milimol nitrotirozin olarak kabul edildi. Nitrotirozinin bazik ortamda 430 nm’de
molar absorptivitesinden (4.2x10®° M*cm™) kullamlarak birim zamanda enzimi

tarafindan olusturulan nitrotirozin miktar1 hesaplandi.

3.6. Istatistiksel Degerlendirmeler
Statistiksel analizlerde c¢oklu gruplarin karsilastirilmas: tek yonli ANOVA

testi ile, 2°1i grup t testi ile karsilastirilacaktir.
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4. BULGULAR
4.1. Miyeloperoksidaz Enziminin Saflastiriimasi

4.1.1. Lokosit Siispansiyonunun Hazirlanmasi ve Homojenizasyonu

Lokosit siispansiyonu, iki kez kendi hacmi kadar 0.5 mM EDTA ve % 0.9
NaCl igeren 25 mM sodyum fosfat tamponu (pH: 7.4) ile yikandiktan sonra, kendi
hacminin 3-4 kat1 hacimde ve 1mM MgClz, 3 mM NaCl ve 0.5 mM EDTA igeren 10
mM sodyum fosfat tamponu (pH: 7) ile karistirildi ve mekanik homojenizatéor ile bir
dakika siireyle homojenize edildi. Homojenat 20000 xg’de 15 dakika santrifiij
edilerek ¢Oziiniir sitoplazmik fraksiyon atildi, miyeloperoksidaz enzimini iceren
zarsal fraksiyon (¢okelti) toplandi. Bu islem sirasinda peroksidaz aktivitesine sahip

olan diger ¢oziiniir proteinler de uzaklastirilmis oldu.

4.1.2. Zarlardan Miyeloperoksidazin Coziiniirlestirilmesi

Miyeloperoksidaz enzimini i¢eren zarsal fraksiyon, hacminin 10 kat1 kadar 10
mM sodyum fosfat, 1 mM MgClz, 3 mM NaCl ve 0.5 mM EDTA igeren tamponda
(pH: 7.0) siispanse edildi. Siispansiyon, manyetik karistirict {izerinde yavas hizla
karigtirilarak, iizerine nihai konsantrasyonu %1 (w/v) olacak sekilde kat1i HETAB
eklendi. Daha  diisik konsantrasyondaki deterjanin  enzimi  yeterince
¢ozliniirlestiremedigi ve bunun da ¢Oziiniirlestirilmek istenen zarsal fraksiyonun
biiyiikliigiinden kaynaklandigr goriildii. Karigtm 20000 xg’de 15 dakika santrifiij
edilerek deterjan tarafindan ¢oziinirlestirilen MPO ve diger proteinleri igeren
siipernatan toplandi. Coken zarsal fraksiyonda kalan MPO, aymi ekstraksiyon
yontemi tekrarlanarak ¢oziiniirlestirildi. Cokeltide MPO’nun kalip kalmadigina bagh
olarak bu islem 2-3 kez tekrarlandi.

4.1.3. Coziiniirlestirilen Enzimin Amonyum Siilfat Kesitlemesi

Deterjan ile ¢oziiniirlestirilen enzimin hangi amonyum siilfat doygunlugunda
coktligiiniin belirlenmesi amaciyla, MPO igeren zar ekstraktlar1 iizerine gerekli
miktarda kati amonyum siilfat eklenerek 6rnekler %20, %30, %40, %50, %60, %70
ve %80 amonyum siilfat doygunluguna getirildi (128). Bu ornekler bir gece 4°C’de
bekletildikten sonra 10 dakika siire ile 20 000 xg’de santrifiij edildi, siipernatan ve
cokeltilerdeki MPO aktivitesi ve protein tayin edildi. MPO enziminin % 30
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amonyum siilfat doygunluguna kadar Onemli oranda ¢Okmedigi ve % 80
doygunlugunda ise siipernatanin MPO aktivitesi icermedigi; enzimin tamaminin

coktiigii goriildii (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Farkli amonyum siilfat doygunluklarinda MPO enziminin presipitasyonu.

Amonyum siilfat doygunlugu (%) 20 30 40 50 | 60 70 80

Cokeltiye gegen aktivite (U) 15 25 | 446 | 482 | 581 | 1250 | 1320

Siipernatanda kalan aktivite 1280 | 1298 | 775 | 640 | 615 7 5

Yukaridaki bulgular (Tablo 4.1) dogrultusunda zarlardan ekstrakte edilen ve
MPO igeren bir enzim Orneginde %30-%70 amonyum siilfat kesitlemesi yapildi.
Enzim 6rnegi dnce %30 amonyum siilfat doygunluguna getirildi ve bir gece 4°C’de
bekletildi. Karisim 20 000 xg’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatan toplandi. Bu
slipernatanin tizerine %70 doygunluguna gelecek sekilde kati amonyum siilfat
eklendi. Karisim 4°C’de bir gece bekletildikten sonra 10 dakika siire ile 20 000
xg’de santrifiij edildi ve ¢okelti toplandi. Cokelti 10 mM sodyum fosfat, 1mM
MgClz, 3 mM NaCl ve 0.5 mM EDTA igeren tamponda (pH: 7.0) ¢6ziildii ve 2 defa
2 litre hacimdeki ayn1 tampona karsi diyaliz edilerek yiiksek konsantrasyondaki
tuzdan arindirildi.

Amonyum siilfat kesitlemesinden sonra, diyaliz edilerek tuzdan arindirilan
enzim Orneginde protein ve aktivite tayini yapildi. Kesitleme 6ncesi enzim ornegi ile
kiyaslandiginda, amonyum siilfat kesitlemesinin spesifik aktivitede dnemli bir artisa
neden olmadig1 ve daha sonraki saflastirma basamaklarinda bir avantaj saglamadig:
gorildiiglinden, saflastirma protokolinde amonyum siilfat kesitlemesinin

uygulanmasindan vazgegcildi.

4.1.4. Concanavalin A (ConA) Sepharose Afinite Kromatografisi
Concanavalin A (ConA) baklagillerde bulunan lektinlerden biri olup, yiiksek
afinite ile baz1 karbohidrat ve glikoproteinlerdeki karbohidrat grubuna baglanan bir

proteindir. ConA esas olarak glikoprotein ve glikolipidlerdeki a-D-mannozil ve a-D-
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glukozil gruplarina baglanir. Bu 6zelligi nedeniyle ConA ticari 6éneme sahip ilk
lektin olmus ve ConA baglanmis inert jeller (6rnegin Sepharose) glikoproteinlerin
saflagtirllmasinda kullanilmistir. a-D-mannozil ve a-D-glukozil gruplarina olan
afinitesi nedeniyle farkli glikoproteinler ConA’ya baglanabildiklerinden, ConA
baglanmus jellerin kullanildig: afinite kromatografileri aslinda non-spesifik bir afinite
kromatografisidir (129).

Concanavalin A afinite = kromatografisi  glikoproteinlerin ~ kismi
saflagtirllmasinda genellikle ilk basamak olarak kullanilmaktadir (130,131).

Afinite kromatografisi i¢in, 30 ml Concanavalin A Sepharose 4B jeli, 2.6 x 6
cm boyutlarindaki kolona dolduruldu ve kolon 100 mM NaCl, 1 mM CaClz, 1ImM
MgClz, 0.5 mM EDTA igeren 100mM Sodyum Asetat tamponu (pH 6.3) (Tampon
A) ile yikandi. Dengeleme islemi i¢in kolon, jel hacminin en az 10 kati1 tampon ile
yikandi ve kolondan ¢ikan tamponun pH’s1 giris tamponunun pH’sina esitleninceye
kadar tampon ile yikamaya devam edildi. Kolondan tamponun akis hiz1 dengeleme,
yiikleme ve yliklemeden sonraki yikamalar siiresince sabit (0.6 ml/dakika) tutuldu.

HETAB ile zarlardan ¢6ziiniirlestirilmis enzim 6rnegi (ya da amonyum siilfat
kesitlemesi yapildiysa, diyalizle tuzdan arindirilmis enzim 6rnegi) ayni akis hizi ile
(0.6 ml/dakika) kolona uygulandi. Kolon ayni tampon ile yikandi; kolon ¢iktist 3
ml’lik fraksiyolar seklinde toplandi. Tamponla yikama islemi, kolon ¢iktisinin 280
nm’deki absorpsiyonu sifira yaklasincaya kadar devam edildi. Kolondan c¢ikan
orneklerin MPO aktivitesi ile 280 nm’deki absorpsiyonlari 6l¢iildii. Yikamadan sonra
enzimin kolondan eliisyonu basamagina gecildi.

Kolondan MPO enziminin eliisyonu metilmannozid (Metil alfa-D
mannopiranozid) iceren Tampon A ile gergeklestirildi. Kolondan enzim eliisyonu

icin 2 yontem denendi.

Metilmannozid Gradienti ile Eliisyon

Kolon ¢iktisindaki protein sifirlandiktan sonra, kolon 0-1.0 molar
metilmannozid gradientine baglanarak enzimin kolondan eliisyonu saglandi (Sekil
4.1). Kolona baglanmadan diger proteinlerle beraber inen ve peroksidaz aktivitesini
de iceren fraksiyonlar atildi. Metil mannozid ile kolondan inen ve MPO aktivitesi

igeren tiipler birlestirilerek toplandi.
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Sekil 4.1. Miyeloperoksidaz enziminin Concanavalin A-Sepharose afinite

kromatografisinde metilmannozid gradienti ile eliisyonu. Gradiyentin

tamamlanmasindan sonra kolon 1 molar NaCl igeren tampon ile

yikanmustir.

Sabit Metilmannozid Konsantrasyonu fle Eliisyon

Enzim Ornegi afinite kromatografisi i¢in kolona yukarida belirtilen kosullarda

uygulandi. Kolon, Tampon A ile yikanarak baglanmayan proteinler kolondan

uzaklastirildi. Kolona non-spesifik baglanan proteinleri uzaklastirmak amaciyla, 280

nm’deki absorpsiyon sifira diisiinceye kadar, 0.6 molar NaCl iceren Tampon A ile

yikamaya devam edildi. Protein ¢ikisinin sifirlanmasindan sonra, kolon 0.6 M

metilmannozid iceren Tampon A ile yikanarak (akis hizi: 0.6 ml/dak) enzimin

kolondan eliisyonu saglandi. Eliisyon c¢iktis1 6rneklerde (3’er ml’lik fraksiyonlar)

aktivite ve protein tayini yapildi. (sekil4.2).
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Sekil 4.2. Miyeloperoksidaz enziminin Concanavalin A-Sepharose afinite

kromatografisinde 0.6 M metilmannozid igeren tampon ile eliisyonu.

Iki eliisyon yonteminin karsilastirmali sonuglart Tablo 4.2°de verilmistir.
Enzim kolondan gradient uygulanmaksizin 0.6 M metilmannozid ile eliie edildiginde,
verim ve spesifik aktivitesinin daha yiiksek oldugu bulundu. Bu nedenle, diger

saflastirma ¢alismalarinda enzimin eliisyonunda bu yontem kullanildi.

Tablo4.2. Miyeloperoksidaz enziminin  Concanavalin  A-Sepharose afinite
kromatografisinde 0.6 M metilmannozid igeren tampon, ya da

metilmannozid gradienti ile eliisyonunun karsilastiriimasi.

Eliisvon véntem Kolona uygulanan | Saflasma Verim
yony (Unite) oram (kat) (%)
Tampon A i¢inde metilmannozid 111987 3.6 59.8

gradienti

Tampon A i¢inde 0.6 M Metilmannozid 207900 9.7 80.0
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4.1.5. Jel Filtrasyonu Kromatografisi

Afinite kromatografisinden elde edilen ve deristirilen enzimin jel filtrasyonu
kromatografisi Sephacryl S-300 HR jeli kullanilarak yapildi. 2.6x70 cm
boyutlarindaki kolon 100 mM NacCl, 0.5 mM EDTA ve % 0.1 HETAB igeren 25 mM
sodyum asetat tamponu (pH:4.7) ile yikanarak dengelendi. Kolon dengelendikten
sonra afinite kromatografisinden elde edilen enzim &rnegi, Amicon® 8050 filtreli
basingli deristiricide (cutoff degeri 10 kDa olan membran filtreler kullanarak) son

hacmi 5 ml olana kadar konsantre edildi ve Sephacryl S-300 HR kolonuna uygulandi.

4.1.6. CM-Sephadex Katyon Degistirici Kromatografi

Yukarida verilen jel filtrasyonu basamaginda elde edilen yiiksek aktiviteli
fraksiyonlar toplanip birlestirildikten sonra katyon degistirici kromatografisi
uygulandi. CM-Sephadex katyon degistirici jel 2.6 x 16 cm (toplam jel hacmi 85 ml)
kolona dolduruldu ve 100mM NaCl, 1ImM CaClz, ImM MgClz, 0.5mM EDTA ve
%0.1 HETAB igeren 100 mM sodyum asetat tamponu (pH: 6.1) ile dengelendi.
Dengeleme islemine kolondan en az kolon hacminin 3 kati tampon gecirerek, giris ve
cikis pH’lart esitlenene kadar devam edildi. Kolon dengelendikten sonra, onceki
basamakta elde edilen materyal kolona yiiklendi. Akis hizt 0.6 ml/dakika’ya
ayarlandi ve her 5 dakikada bir fraksiyon toplandi. Protein miktar1 280 nm’de
absorbans izlenerek takip edildi ve bu dalga boyundaki absorpsiyon sifira diisiinceye
kadar tamponla yikamaya devam edildi. Baglanmayan poteinlerin tamamen kolondan
ayrildigin1 gozledikten sonra kolona ayni hizda ve dengeleme tamponu iginde
hazirlanan 0.0-0.7 molar arasindaki NaCl gradienti uygulandi. Elde edilen

fraksiyonlarda aktivite ve protein tayini yapildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Miyeloperoksidaz enziminin Concanavalin A-Sepharose afinite
kromatografisinden  sonra, Sephacryl S-300 jel fitrasyonu

kromatografisi.

Jel filtrasyonu kromatografisi (Sekil 4.3) ile CM-Sephadex katyon degistirici
(Sekil 4.4) kromatografisi sonuglart daha sonraki SDS-PAGE sonuglar ile birlikte
degerlendirildiginde, jel filtrasyonu basamagmmin MPO enziminin saflagsmasina
onemli bir katkida bulunmadigr goriildii. Aslinda bu asamada atilan proteinlerin
katyon degistirici kromatografi sirasinda uzaklastirildigr goriildiiglinden, tekrarlanan

diger enzim saflastirma ¢alismalarinda bu basamagin uygulanmasindan vazgegildi.
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Sekil 4.4. Jel filtrasyonundan sonra yapilan CM-Sephadex katyon degistirici

kromatografi.

Saflagtirma ¢alismasinda jel filtrasyonu basamaginin ¢ikarilmasindan sonra,

Concanavalin A-Sepharose afinite kromatografisinde elde edilen enzim Ornegi

diyaliz edildikten sonra, iki farkli kosulda CM-Sephadex kolonuna uygulandi. MPO

enziminin bazik bir protein oldugu goz oniine alinarak, kromatografi yukarida katyon

degistirici kromatografide anlatildigi gibi pH:6.1’de ve ilave olarak pH:8.0’de

tekrarland1 (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Saflastirilan enzimin absorpsiyon spektrumu

Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.5. Afinite kromatografisini izleyen CM-Sephadex katyon degistirici
kromatografi (pH 6.1). Kolona baglanmadan ¢ikan proteinler

gosterilmemistir.
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Sekil 4.6. Afinite kromatografisini izleyen CM-Sephadex katyon degistirici
kromatografi (pH 8.0). Kolona baglanmadan ¢ikan proteinler

gosterilmemistir.
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Miyeloperoksidaz enziminin saflik kriterlerinden biri Reinheit Zahl; RZ
(As30)/Azg0) degerleridir. Bu deger saf MPO igin 0.82 ile 0.88 arasi belirlenmistir
(132,133). % 99 saf olarak satilan ticari MPO’da ise RZ degeri 0.84 olarak
verilmistir (134). Saflastirmada kullanilan yontemler RZ degerleri yoOniinden
karsilastirildiginda, afinite kromatografisinden sonra ve iyon degistiriciden onceki jel
filtrasyon basamaginin saflik oranina etkisi olmadigi gézlenmistir. Katyon degistirici

icin uygun pH 8.0 olarak tesbit edildi (Tablo4.3).

1.101

1.000 -

0.800 -1

Abs.

0800 - -

0.449 . .
251.07 300.00 400.00 500.00  531.22
nm.

Sekil 4.7. Saflagtirilan MPO enziminin absorpsiyon spektrumu. 1: A4z = 0.892, 2:
Azgo = 1.032, RZ = 0.864(spektrum Shimadzu UV probe 2.32 programu ile

alinmustir).

Miyeloperoksidaz  HETAB ile c¢oOziiniirlestirilerek sabit konsantrasyon
metilmannozid eliisyonu ve PH:8 CM-Sephadex katyon degistirici kromatografi
basamaklar1 kullanilarak 13 kez, % 70.3 verimle ve 110.7 IU/mg protein 6zgiil

aktivite ile insan 16kositlerinden saflastirildi (Tablo 4.4).



Tablo 4.3. Farkli yontemlerden sonra MPO enziminin RZ degerleri
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Yontem RZ
degeri
Afinite, Jel Filtrasyon, Katyon degistirici sonrast 0.68
(pH:6.1)
Afinite, Katyon degistirici sonras1 (pH:6.1) 0.64
Afinite, Katyon degistirici sonras1 (pH:8.0) 0.86
Tablo 4.4. insan 16kositlerinden miyeloperoksidaz saflastirma semasi
. Total Total Spesifik ]
Saflagtirma Hacim ) o o Saflastirma | Verim
Protein Aktivite | Aktivite
basamagi (ml) orani (%)
(mg) (V) (1U/mg)
Zarsal yap1
) 135.0 11751.8 | 103950.0 8.8 1.0 100.0
homojenati
Con-A afinite
o 94.0 1010.5 83190.0 82.3 9.7 80.0
kromatografisi
CM cephadex 7.5 660.8 73125.0 110.7 13.0 70.3

4.1.7. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Saflagtirma basamaklarinda elde edilen Ornekler SDS-PAGE yontemi ile

karsilastirildi. Elektroforezde %4’lik yigma (stacking) ve %12’lik ayirma jeli
kullanildi. Kaynak olarak %30’Iluk 29/1 akrilamid/bisakrilamid oranina sahip ticari
hazir ¢ozelti kullanildi. Elektroforez 120 Voltta 2 saat yiiriitiildii ve jel CBB R-250

boyasi ile boyandi.

artan saflik belirgindir (Sekil 4.8).

SDS-PAGE’de

Elde edilen elektroforez sonucu saflastirilma basamaklarinda

standart olarak kullanilan proteinlerin molekiil

agirliklarimin logaritmalari, bu proteinlerin elektroforezdeki Rf degerlerine karsi

grafiklenerek standart grafik elde edildi ve MPO’nun alt birimlerinin Rf degerleri

kullanilarak standart grafikten molekiil agirliklart bulundu. Biiyiik alt birim 57500,

kiiciik altbirim ise 13100 molekiil agirliginda tanimlandi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Saflastirma basamaklar1 sonucu elde edilen SDS-PAGE elektroforez
goriintlileri 1: Standartlar (A= 66kDa, B= 46kDa, C=29 kDa, D=24 kDa,
E=17 kDa, F=12 kDa,), 2: 16kosit homojenati, 3: sitoplazmik fraksiyonu
ayrilmis 16kosit homojenati, 4: Concanavalin A-Sepharose 4B sonrasi, ve

5: CM- Sephadex kromatografisinden elde edilen fraksiyon
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Sekil 4.9. Molekiil agirligi tayini i¢in standart grafik. a: biiyiik altbirim, b: kii¢iik
altbirim.
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4.2. Kinetik Calismalar

4.2.1. Miyeloperoksidaz Enziminin pH Optimumu

Enzimin pH optimumu tayininde aktivite 6l¢iimiinde 1 mM H202, 1.6 mM
TMB, % 0.1 HETAB igeren 50 mM asetat tamponu (pH: 3.5-5 aralig1) veya fosfat
tamponu (pH: 5-8 araligi) kullanildi. Son aktivite ortam1 hacmi 1 ml olan ve substrat
olarak 1 mM H20; ile 1.6 mM TMB igeren ortama, 1.1 iinite saf enzim eklenerek,
37° C’de 560 nm’de dakikadaki absorpsiyon degisimi tayin edildi. Bu aktivite
Olctimii farkli pH’daki farkli tamponlar i¢inde tekrarlandi; dakikadaki absorpsiyon
degisimi iiniteye ¢evrilerek pH’ya karst grafiklendi (Sekil 4.10). Enzimin pH
optimumu 5.0 olarak bulundu. Ancak MPO ile ilgili ¢aligmalarda aktivite dl¢iimii pH
5.4’de gerceklestirildi. Bu tercihin nedeni, fagozom i¢i pH’ya daha yakin olmas1 ve

literatiirde aktivite dl¢timleri ile kinetik ¢aligmalarin pH 5.4’de yapilmis olmasidir.

125+
’_\100‘ (o)
(@)]
£
S 757
~
) O
S 07
— O
<
25
O I I I I I 1
3 4 5 6 7 8 9
pH

Sekil 4.10. Insan miyeloperoksidaz enziminin pH optimumu
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4.2.2. Miyeloperoksidaz  Aktivitesinin  H202 Konsantrasyonuna
Bagimhhg

Enzimin optimum pH degeri belirlenmesinden sonra, kinetik 6zellikleri bu
pH’da calisild1 (% 0.1 HETAB iceren 50 mM fosfat tamponunda). Diger peroksidaz
enzimleri gibi miyeloperoksidaz da H20: -bagimli olarak organik ve inorganik
bilesiklerin oksidasyonunu katalizler. MPO aktivitesinin H>O> konsantrasyonuna
bagimliligin1 incelemek igin, 0-2 mM H2O2 konsantrasyonu araliklarinda, ayni
aktivite 6l¢iim kosullarinda (sabit TMB konsantrasyonu: 1.6 mM; MPO: 1.1 U/test)
enzim aktivitesi dl¢tildii (Sekil 4.11).

Sabit TMB konsantrasyonunda MPO aktivitesi H2O. konsantrasyonuna bagli
olarak artmakta ve 0.7-1.1 mM derisiminde maksimuma ulagmaktadir. Daha yiiksek
konsantrasyondaki H20> ise enzimi inhibe etmeye baglamaktadir. Enzimin kinetik
ozellikleri 0-1 mM H20. derisimi araliklarinda Michaelis-Menten kinetigine
uymaktadir. Bu nedenle enzimin H2O; i¢in kinetik 6zelliklerini belirlemek i¢in, daha
diisiik substrat konsantrasyonu araliklarinda (0-0.7 mM) enzim aktivitesinin H2O>

derisimine bagimliligi daha ayrintili olarak c¢alisildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. Sabit TMB konsantrasyonunda (1.6 mM) hidrojen peroksitin MPO

aktivitesine etkisi (degerler 3 ¢alismanin ortalamasini temsil etmektedir).
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Sekil 4.12. insan 16kosit miyeloperoksidaz enziminin hidrojen peroksit i¢in

Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.13. Insan 16kosit miyeloperoksidaz enziminin hidrojen peroksit igin

Lineweaver-Burk grafigi.(Vmax=283.04 + 39 IU/mg; Km= 0.111 mM)
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Sekil 4.11°deki 1/V degerlerinin 1/[S] degerlerine karsi ¢izilmesi ile elde
edilen Lineweaver-Burk grafigi Sekil 4.13’de goriilmektedir. Bu grafikten
yararlanilarak MPO enziminin hidrojen peroksit i¢cin Vmax degeri 273+8 IU/mg

protein ve Km degeri 0.727mM olarak tayin edildi.

4.2.3. Miyeloperoksidaz Aktivitesinin Tetrametilbenzidin Derisimine
Bagimhhg

Miyeloperoksidaz enziminin oksitledigi substrati olan tetrametilbenzidin i¢in
kinetik 6zellikleri yine % 1 HETAB ig¢eren 50 mM fosfat tamponu i¢inde ( pH: 5.4)
caligildi. Bunun igin sabit (1 mM) H20. konsantrasyonunda aktivitenin oksitlenen
substrat olan TMB konsantrasyonuna bagimliligi calisildi.  Son aktivite ortami
hacmi yine 1 ml idi ve tepkime 1.1 iinite saf enzim eklenerek baslatildi. Tepkimenin
hiz1 37° C’de 560 nm’deki dakikadaki absorpsiyon degisimi tayin edildi. Dakikadaki
absorpsiyon degisimi lniteye c¢evrilerek artan TMB derisimine karsi grafiklendi

(Sekil 4.14).

200+

150-

100-

Aktivite; IlU/mg

a1
o
1

0¢ T T T T |
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

[TMB]; mM

Sekil 4.14. Insan 16kosit miyeloperoksidaz enziminin degisken TMB
konsantrasyonuna gore Michaelis-Menten grafigi.
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Sekil 4.13’deki 1/V degerlerinin 1/[S] degerlerine karsi ¢izilmesi ile elde
edilen Lineweaver-Burk grafigi Sekil 4.15’te goriilmektedir. Bu grafikten
yararlanilarak MPO enziminin tetrametilbenzidin i¢in Kmn degeri 0.111 mM ve Vmax

degeri 283.04+39 IU/mg protein olarak bulundu.
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Selil 4.15. insan I6kosit miyeloperoksidaz enziminin degisken TMB derisimine gore
Lineweaver-Burk grafigi.(Vmax=273+8 IU/mg; Km=0.727 mM)

4.2.4. Miyeloperoksidaz Bagimh Nitrit Oksidasyonu

Miyeloperoksidaz bagimli nitrit oksidasyonu deneylerinde sodyum nitrit
substrat olarak kullanildi. Aktivite ortami i¢in 80 uM NaNO., 2 iinite MPO, ImM
H202, ve %0.1 HETAB igeren 50 mM potasyum fosfat (pH:5-8. araliginda) ve
sodyum asetat tamponlart (pH:3.5-5 araliginda) kullanildi. Asidik ortamda ve
hidrojen peroksit varlifinda nitrit okasitlenebildiginden, MPO-bagimli nitrit
oksidasyonunun pH- bagimliligi arastirildi. Nitrit oksidasyonu ortamda kalan nitrit

miktar1 tayin edilerek izlendi. pH 3-8 araligindaki kendiliginden oksidasyon ve MPO
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tarafindan katalizlenen oksidasyon Sekil 4.16’da verilmistir. Her iki oksidasyon
arasindaki farktan olusan ve MPO-tarafindan katalizlenen nitrit oksidasyonu ise sekil
4.17°de goriilmektedir. Sekil 4.17°ye gore MPO tarafindan katalizlenen nitrit
oksidasyonunun optimum pH’s1 4.5°dir. Bu pH fizyolojik kosullar i¢in oldukc¢a

dustiktiir.
—©— MPO varliginda NO2
—— autoOx
60+
= -
= 40
o)
Z
— 201
0 T T |
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Sekil 4.16. Farkli pH’larda MPO tarfindan ve kendiliginden olusan nitrit
oksidasyonu
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Sekil 4.17. Farkli pH’larda MPO’nun nitrit oksidasyon aktivitesi. Optimum pH 4.5
olarak belirlendi.

MPO tarafindan katalizlenen nitrit oksidasyonunun zamana bagimlilig1 Sekil
4.18’de goriilmektedir. Zamana bagli olarak ortamdaki nitrit azalmakla beraber,
calisilan kosullarda ve siirede nitritin tamami tiiketilmemektedir. Bu ¢alismada
tepkime H20- ile baslatildiktan sonra sekilde verilen zaman araliklarinda ortamdan
cekilen drneklerin tepkimesi katalaz ile durduruldu. Orneklerin bir serisinde nitrit
tayini, diger serisinde ise nitrat rediiktaz yontemi ile total nitrit tayini yapildi. Total
nitrit ile nitrit arasindaki fark, MPO tarafindan nitrata oksitlenen nitrit miktarini verir.

Sekl 4.18°de goriildiigi gibi, tepkime ortaminda kaybolan nitritin yaklagik %
40’1 nitrata oksitlenmektedir. Tiiketilen diger nitrit daha dnce bildirildigi gibi nitril ve

nitrojen dioksit ve diger reaktif nitrojen oksit tiirlerine gevirilmektedir (49).
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Sekil 4.18. Zamana bagl nitrit oksidasyonu grafigi

4.3. MPO-Bagimh Tirozin Nitrasyonu Calismalari

Miyeloperoksidaz enziminin tirozin nitrasyonuna etkisi c¢alismalarinda
serbest tirozin amino asiti kullanildi. MPO tarafindan nitritin oksidasyonu ile olusan
reaktif nitrojen oksit tiirlerinin olusturdugu 3-nitrotirozin spektrofotometrik olarak
tayin edildi (7,127). Miyeloperoksidazin tirozin nitrasyonu aktivitesi, % 0.1 HETAB
iceren 50 mM tampon i¢inde farkli nitrit ve tirozin derisimlerinde, pH degerlerinde
ve antioksidanlarin varliginda calisildi. Tirozin nitrasyonu tepkimesi, ortamin pH’s1
NaOH ile baziklestirilerek durduruldu ve olusan renk 430 nm’de tayin edildi.
Miyeloperoksidazin nitrasyon aktivitesi, deney kosullarinda 1 dakikada enzimin 1
mg’1 tarafindan olusturulan milimol nitrotirozin olarak kabul edildi. Nitrotirozinin
bazik ortamda 430 nm’de molar absorptivitesinden (4.2x10° M~cm™) kullanilarak

birim zamanda enzim tarafindan olusturulan nitrotirozin miktar1 hesaplandi.

Aktivite= Absorbansszo/ (4.2 x inkiibasyon zamani) [4.1.]
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4.3.1. Tirozin Nitrasyonuna pH’nin Etkisi

MPO tarafindan katalizlenen tirozin nitrasyonunun pH optimumu tayini i¢in
%1 HETAB igeren 50mM sodyum asetat (pH 3-5) ve potasyum fosfat (pH 5-8)
tamponlar1 kullanildi. Deneylerde 1mM NOz, ImM L-tirozin, ImM H20., ilel0 pg
saf MPO, son hacim 1 ml olacak sekilde hazirlandi ve tepkime H20. eklenmesi ile
baslatild1. 20 dakikalik inkiibasyondan sonra nitrasyon tepkimesi son konsantrasyonu
0.1 mM olacak sekilde NaOH ilavesi ile durduruldu. Olusan sar1 renkteki
nitrotirozinin absorpsiyonu 430 nm’de Olgiildii. Nitrotirozinin 430 nm’de molar
absorptivitesinden (4.2x10° M™cm?) yararlanilarak konsantrasyonu tayin edildi.
MPO tarafindan katalizlenen tirozin nitrasyonuna pH’nin etkisi Sekil 4.19°da

verilmistir. Nitrasyonun pH optimumu 5.5 olarak bulundu.

20~ —©— Toplam Nitrasyon

—A— nonenzimatik

—>—  Enzimztik

[
a1
|

mM Nitrotirozin/mg
H
T 2

Sekil 4.19. MPO bagiml tirozin nitrasyonuna pH’nin etkisi. Maksimum enzimatik

aktivite pH:5.5’de goriildii.
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4.3.2. Zamana Bagh Tirozin Nitrasyonu

MPO tarafindan katalizlenen tirozin nitrasyonu diizeyi zaman bagl olarak pH
5.4’de ¢alisildi. 1mM NOz, 1mM L-tirozin, ImM H20,, ve %1 HETAB, 50mM
potasyum fosfat ile 2, 5 veya 10 {inite MPO igeren karisimdaki tepkime H20: ilavesi
ile baglatildiktan sonra, 60 dakika siiresince degisik zaman araliklar1 ile ortamdan
birer ml drnek cekilerek NaOH ile tepkime durduruldu ve nitrotirozin tayini yapildi.
10 {inite enzim kullanilan seride nitrotirozin olusumu 20 dakika i¢inde maksimum
seviyeye ulagmakla beraber, daha diisiik enzim kullanilan serilerde tirozin nitrasyonu

60 dakika siiresince devam etmektedir (Sekil 4.20).

0.3- —6— 10 pg/ml MPO

—A— 5 ug/ml MPO

—H— 2 ug/ml MPO

mM Nitrotirozin

Zaman: Dakika

Sekil 4.20. Farklt MPO konsantrasyonlarinda tirozin nitrasyonunun zamana
bagimlilig.
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4.3.3.Substrat Konsantrasyonlarimin Tirozin Nitrasyonuna Etkisi

Miyeloperoksidaz tarafindan katalizlenen tirozin nitrasyonuna her ii¢
substratin (H20», nitrit ve L-tirozin) etkisi arastirildi. Calismalar % 0.1 HETAB
igceren S0mM potasyum fosfat tamponu (pH 5.4) i¢cinde yapildi. Aksi belirtilmedikce
ImM NO2, 1ImM H202, ImM tirozin sabit substrat konsantrasyonlar1 kullanildi.
Konsantrasyon etkisi arastirilacak olan substratin farkli konsantrasyonu kullanilirken,
digerlerininki sabit tutuldu. Her ii¢ substratin etkisi arastirilirken, inkiibasyon
ortamindan cekilen birer ml ornekteki tepkime NaOH ile durdurularak nitrotirozin
Olctimii yapildi. Calisilan her ii¢ substratin tirozin nitrasyonuna etkileri Sekil 2.21,

Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’te verilmistir.

1.5+
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|

Aktivite; U/mg
o
o
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[H,O5]; mM

Sekil 4.21. Tirozin nitrasyonuna H>O> konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 4.22. Tirozin nitrasyonuna nitrit konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 4.23. Tirozin nitrasyonuna tirozin konsantrasyonunun etkisi
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4.3.4. Miyeloperoksidazin Tirozin Nitrasyonu i¢in Kinetik Sabiteleri

MPO enziminin tirozin nitrasyonu aktivitesinin kinetik sabitlerini belirlemek
i¢cin diger substrat konsantrasyonlar1 sabit tutularak (1 mM nitrit, I mM H2O>) farkl
L-tirozin konsantrasyonlarinda nitrotirozin olusumu tayin edildi. Sekil 4.22’deki
verilerden yararlanilarak Linwevear-Burk grafigi ¢izildi ve tirozin i¢in Vmax degeri

1.845 pmol/mg protein ve Km degeri 0.72 mM olarak hesapland1 (Sekil 4.24.).

5_
4_
> 3
g 3
=)
S 2
—
1_
I / I I |}
-5 0 5 10 15
Tirozin: mM™

Sekil 4.24. Tirozin nitrasyonu aktivitesinin Lineweaver-Burk grafigi

4.3.5. Tirozin Nitrasyonuna Askorbik Asit Etkisi

Miyeloperoksidaz enziminin tirozin nitrasyonu aktivitesi iizerine askorbik
asitin etkisini incelemek i¢in aktivite ortamima (%0.1 HETAB igeren 50mM
potasyum fosfat tamponu igerisinde 1 mM NO2, 1 mM H20., 1 mM tirozin ve 100
pg saf enzim) son konsantrasyonlart 0 uM ile 1800 uM arasi olacak sekilde L-
askorbat eklenerek aktivite tayini yapildi. L-Askorbat 10mM suda ¢ozelti seklinde
hazirland1 ve 30 dakika igerisinde taze olarak kullanildi. Artan inhibitor derisimine
karsin  hizin azalarak bir limit degere wulastigit gorildi (Sekil 4.25).

Inhibitorkonsantrasyonunun logaritmasina karsi hiz grafiginden inhibitdriin yar
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maksimum inhibisyon konsantrasyonu (ICso degeri) 533.9+35 uM olarak hesaplandi
(Sekil 4.26.)
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Sekil 4.25. Askorbik asit konsantrasyonunun tirozin nitrasyonuna etkisi
o
E
-
5

(ICs0)
log[Askorbik Asit]

Sekil 4.26. Askorbik asit inhibisyonunun I1Cso grafigi
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MPO’nun askorbik asit varliginda kinetik davranigini belirlemek i¢in 0, 400,
600 ve 800 uM askorbik asit igeren ortamlarda MPO’nun aktivite tayini yapildi ve
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Artan inhibitor
konsantrasyonuna karsi azalan Vmax Ve artan Km degerleri ve grafigin bigimi dikkate
alinarak inhibisyon tipi kismi non kompetetif inhibisyon olarak belirlendi (Sekil

4.27).
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Sekil4.27. Insan 16kosit MPO enziminin sabit askorbik asit konsantrasyonlarinda
Lineweaver-Burk grafigi
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4.3.6. Tirozin Nitrasyonuna Glutatyonun Etkisi

Indirgenmis glutatyonun (GSH) tirozin nitrasyonuna etkisini incelemek icin
aktivite ortamina son konsantrasyonlar1 0, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200 ve
1500 uM olacak sekilde (GSH) eklenerek 20 dakika siireyle aktivite bakildi. Aktivite
tayini i¢in 2, 5, 10, 15 ve 20. dakikalarda reaksiyon 100 ml 1M NaOH eklenerek
durduruldu ve 430 nm’de absorbans ol¢iimii ile olusan nitrotirozin miktar1 tayin
edildi. GSH konsantrasyonunun logaritmasina karsi aktivite grafigi ¢izilerek ICsg
degeri 300.4 uM GSH olarak belirlendi (Sekil4.28.). Enzimsiz ortamlarda yapilan
analizlerde kendiliginden nitrotirozin olusmadig1 ancak sadece GSH ve H20:> iceren
ortamda zamana bagli GSH oksidasyonu gozlendi (Sekil 4.29.). GSH dogrudan
enzime baglanmadigi halde ortamda inhibitor-substrat kompleksi olusturarak enzim-
substrat kompleksinin olusumunu engeller ve inhibitér sekilde etki gosterir (sekil
4.29.). Glutatyonun miyeloperoksidaz inhibisyonunun kinetik davranigini belirlemek
icin 0, 100, 300 ve 500 uM GSH iceren ortamlarda degisen substrata karsi aktivite
tayini yapildi. Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek kinetik
model belirlendi (Sekil 4.30.). Maksimum hizin inhibitor konsantrasyonuyla ters
orantili olarak degismesi ve goriiniir Km degerinin inhibitorlii ortamlarda artmasi
inhibisyon tipinin karigik tip inhibisyon olarak agiklamaktadir. GSH, H2O: ile
tepkimeye girerek GSSH ve su olusturur ve bu tepkime sonucu ortamdaki H20>
konsantrasyonu azalir. Bu sirali Bi-Bi sistemdeki azalan ikinci substrat kinetigine
benzerlik gosterir, Grafik ve hesaplamalar inhibisyonun lineer karisik tip inhibisyon
oldugunu gostermektedir ancak bu tip inhibisyonun tersine artan inhibitor
konsantrasyonlarinda A-egim Bi-Bi sisteme benzer bir sekilde artis gostemistir. SI
kompleksinin iirlin olusturma ihtimali olmadigindan sonsuz inhibitor konsantrasyonu

tam inhibisyon saglar.
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Sekil 4.29. H>0, varliginda GSH’nin oksidasyonu
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Sekil 4.30. GSH inhibisyonunun Lineweaver-Burk grafigi (altta) ve 2.

grafiklendirmeler: {ist sol egim/[I] ve iist sag y-kesim noktalari/[I].
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4.3.7. Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Askorbik asit inhibisyonunda kinetik sabitleri bekirlemek ic¢in Lineweaver-
Burk grafiginin 1/A egim ve 1/A kesim noktalar1 1/[I]’ye kars1 grafiklendi ve a,  ve
Ki degerleri hesaplandi(Sekil 4.23.i¢ grafik). Bu grafiklerden elde edilen degerlere
gore 0=0.248, p=0.317 ve Ki=1638 mM nitrit olarak elde edildi. Veriler ayrica
GraphPad Prism programinda degerlendirildi. Program kullanilarak veriler kismi
karisik tip inhibisyon olarak analiz edildi. Analiz sonucu 0=0.253 ve Ki=1515 mM
nitrit olarak elde edildi ve B=0.299 olarak hesaplandi.

GSH inhibisyonu icin Lineweaver-Burk grafiginin egim ve kesim noktalari
inhibitor konsantrasyonuna karsi grafiklendirildi.. Egim / [I] ve kesim noktalar1 / [I]
grafiklerinden (Sekil 4.26. {iist grafikler) a=2.38 ve Ki=360 uM GSH olarak
hesaplandi.
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5. TARTISMA

Enzimolojide miyeloperoksidazin ge¢misi 1940°l1 yillara kadar uzanir. Bu
yillarda, tiiberkiiloz hastalarinin piiriilan sivilarinda bulunan yesil renkli bir proteinin
demir icerdigi ve peroksidaz aktivitesine sahip oldugu goriilmiis ve protein
“verdoperoksidaz” olarak adlandirilmistir. Daha sonra miyeloperoksidaz olarak
adlandirilan bu proteinin, fonksiyonu i¢in hidrojen peroksit ve klor bagimli bir
protein oldugu, nétrofillerin antimikrobik aktivitesinde hayati bir fonksiyona sahip
oldugu 1968 yilinda Klebanoff tarafindan gosterilmistir. Bu ¢alismada
miyeloperoksidazin antibakteriyel etkisinin ortama eklenen hidrojen peroksit
tarafindan arttirlldigi, etkinin katalaz tarafindan tamamen Onlendigi, dolayisiyla
miyeloperoksidaz aktivitesi i¢in endojen H202 yapimmnin gerekli oldugu
bildirilmistir. Izleyen yillardaki arastirmalarda, MPO etkisi igin fagositik hiicrelerin
kendi hidrojen peroksitlerini NADPH oksidaz tepkimesi ile kendilerinin iirettigi,
H20. kullanilarak klorun hipoklordz asit gibi etkili bir antimikrobik bilesige
oksitlendigi gosterilmistir (135).

Mikroorganizmalar, mantar ve tiimor hiicrelerine karsi, viicudun baslica
savunma/korunma mekanizmalarindan birini olusturan enzimlerden biri olan
miyeloperoksidaz enziminin yapisal ve kinetik 6zellikleri ile normal ve patolojik
durumlardaki biyolojik fonksiyonlarini/etkilerini belirlemeye yonelik ¢alismalar
Klebanoff’un ilk bulgularindan bu yana devam etmektedir. Bir proteinin yap1 ve
fonksiyonunun arastirilmasi igin gerekli 6n asamalardan biri de s6z konusu proteini
biyolojik bir kaynaktan saflagtirmaktir.

Literatiirde  1982°den  giinlimiize  kadar  lokositlerden = MPO’nun
saflastirilmasimin bildirildigi 5 calisma yapilmistir. Bu c¢alismalarda saflastirma
islemlerinde MPO HETAB veya kalsiyum kloriir kullanilarak ekstrakte edilmis;
amonyum sllfat kesitlemesi, jel filtrasyonu kromatografileri (Sephadex G75,
Sephadex G150, Ultrogel AcA 44, Superdex 200), iyon degistirici kromatografiler
(karboksimetil seliilloz, CM Sepharose CL-6B), afinite kromatografisi (ConA
Sepharose), hidrofobik etkilesim kromatografisi ( Phenyl Sepharose) gibi yontemler
kullanilmistir. Saflastirma islemlerinden sonra saflik kontrolleri SDS-PAGE ile
yapilmis ve altbirimlerin molekiil agirliklar1 belirlenmistir (71,132,135-137).
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Protein saflastirilmasinda, ilgilenilen proteince zengin bir kaynak segmek
onemli bir avantajdir. Miyeloperoksidazin ise en bol bulundugu hiicreler ise basta
notrofiller olmak {tizere lokositlerdir. Bu nedenle insan miyeloperoksidazini
saflastirilmasi i¢in 16koforez ile hastalardan toplanmis l6kositler kullanildi. Santrifiij
tiiplerine aktarilan 16kosit slispansiyonu santriflij edilerek hiicreler toplandi ve bu
hiicreler mekanik homojenizatér kullanilarak patlatildi; izleyen santrifiigasyonla
¢Oziinlir fraksiyonlar atildi ve zarsal fraksiyonlarda bulunan MPO, deterjan
(HETAB) aracilig1 ile ¢oziiniirlestirildi. Coziintirlestirme ile siipernatana gegen MPO
saflastirilma islemlerinde kullanildi.

Saflagtirma ¢alismasinda ¢Oziiniir enzimi daha konsantre etmek ve amonyum
siilfat kullaniminin saflastirma i¢in bir avantaj saglayip saglamadigini arastirmak
amaciyla amonyum siilfat kesitlemesi yapildi. Aktivitenin tamaminin %30-%70
amonyum siilfat kesitlemesi ile toplanabilecegi goriildii. Ancak kesitleme Oncesi
enzim Ornegi ile kiyaslandiginda, amonyum siilfat kesitlemesinin spesifik aktivitede
Oonemli bir artisa neden olmadigi ve daha sonraki saflastirma basamaklarinda bir
avantaj saglamadigi goriildiigiinden, saflastirma protokoliinde amonyum stilfat
kesitlemesinin uygulanmasindan vazgegildi.

Bir lektin olan Concanavalin A (ConA), inert bir jele kovalent baglandiktan
sonra, glikoprotein yapiya sahip proteinlerin saflastirilmasinda kullanilmaktadir.
Farkli glikoprotein farkli glikokonjugat yap1 (farkli dizilimli karbohidrat)
icerdiginden, ConA baglanmis jeller, 6rnegin ConA-Sepharose bir non-spesifik
afinite jelidir. Miyeloperoksidaz enzimi de bir glikoprotein oldugundan ConA-bagl
jellere tutunabilmektedir ve bu 6zelligi nedeniyle saflastiriimasinda ConA-Sepharose
kromatografileri uygulanmistir. Ilk kez Merril tarafindan ConA Sepharose MPO
saflagtirllmast amaciyla kullanilmig ve enzimin jelden a-metil-D-mannozid ile eliie
edilmistir (135).

Calismamizda MPO saflastirilmasinda ilk basamak olarak ConA-Sepharose
4B kromatografisi uygulandi. Bu jele sadece glikoprotein yapisindaki proteinler
baglandigindan, glikoprotein yapisina sahip olmayan, fakat MPO-benzeri peroksidaz
aktivitesine sahip proteinlerin jele baglanmadan kolondan ¢iktig1 goriildi. Bu
fraksiyonda istenmeyen proteinlerin 6nemli oranda uzaklastirildigi goriildii. Afinite

jelinden MPO eliisyonu metil mannozid ile saglandi. MPO aktivitesi kolondan
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gradient uygulanmaksizin, 0.6 M metilmannozid ile eliie edildiginde, verim ve
spesifik aktivitesinin daha yliksek oldugu goriildiiglinden, saflagtirma ¢aligmalarinda
enzimin eliisyonunda bu yontemle eliisyon tercih edildi (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).
Peroksidaz aktivitesi esas alindiginda, bu basamaktaki verimin % 80 oldugu goriildii.
Ancak kolona baglanmadan inen peroksidaz aktivitesi, total aktivitenin % 20’si
civarinda idi. Saflastirmada kullanilmas1 gerekmeyen bu fraksiyondaki peroksidaz
aktivitesi ile birlikte degerlendirildiginde, ConA Sepharose basamagindaki verimin
aslinda ¢ok daha yiiksek oldugu soylenebilir.

ConA Sepharose kromatografisinden sonra, daha ileri saflastirma igin
Sephacryl S300 jel filtrasyonu ve pH 6’da CM-Sephadex iyon degistirici
kromatografisi yontemleri kullanildi. Sephacryl S300 jel filtrasyonu ydntemi, ister
iyon degistiriciden Once, ister iyon degistiriciden sonra uygulansin, saflagtirmaya
katkida bulunmadigindan, saflagtirma yonteminden ¢ikarildi. pH 6’da yapilan CM-
Sephadex iyon degistirici kromatografisi sonrasinda ise, yapilan SDS-PAGE
analizinde MPO’nun kii¢lik altbiriminin kaybedildigi ve baz1 safsizliklar icerdigi
goriildii. Bunun izerine, literatiirdeki caligmalarin aksine, CM-Sephadex iyon
degistirici kromatografisi hafif alkali kosullarda (pH 8’de) yapildi. MPO’nun bazik
bir protein olmasi bu uygulamaya olanak saglar. Alkali pH’da yapilan CM-Sephadex
iyon degistirici kromatografisinde tuz gradienti ile indirilen proteinin daha saf oldugu
ve kiiciik altbirimi de icerdigi goriildii (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).

Iyon degistirici kromatografiden sonra elde edilen enzim konsantre edildikten
sonra, saflik kontrolii i¢cin SDS-PAGE analizi yapildi ve absorpsiyon spektrumu
alind1. Absorpsiyon spektrumu analizinde Reinheit Zahl; RZ (Aas30)/A2s0) degeri 0.86
olarak bulundu (Sekil 4.7). Literatirde MPO enziminin saflik kriteri olarak bu
degerin 0.72 olmas1 gerektigi savunulmaktadir (71,132,135-137). Saflastirilan enzim,
SDS-PAGE’de 57500 ve 13100 Dalton molekiil agirliginda olan ve MPO’nun biiyiik
ve kiigiik altbirimlerine karsilik gelen iki protein bandi verdi. Ancak elektroforezde,
47000 Dalton molekiil agirhigma karsilik gelen {iglincli bir protein bandi daha
gozlendi. RZ degeri MPO’nun safliginin 6nemli bir kaniti1 oldugundan, bu
beklenmeyen protein bandinin deglikozilasyona ugramis MPO oldugu savunulabilir

(Sekil 4.8).
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Sonug olarak; insan 16kositlerinden MPO enzimi afinite kromatografisi ve
hafif bazik kosullarda CM Sephadex kromatografisini i¢eren iki basamakta % 70.3
verimle saflastirildi. Saflastirilan enzimin pH optimumu belirlendi. Substratlarindan
H>O2 ve tetrametil benzidin i¢in kinetik Ozellikleri tesbit edildi ve MPO tarafindan
katalizlenen nitrit oksidasyonu ve tirozin nitrasyonu caligildi.

MPO enziminin pH optimumu, iki farkli tampon sistemi kullanilarak genis
bir pH araliginda aktivitesi dlgiilerek arastirildi. Calismada kullanilan substratlar g6z
Oniine alindiginda, pH 3.5 altinda ve pH 6.5 {izerinde Olglilebilir ¢cok az aktiviteye
sahiptir ve optimum pH’s1 5.0 olarak tayin edildi. Ancak tetrametilbenzidinin
substrat olarak kullanildig1 calismalarda aktivite dl¢timlerinin pH 5.4’de yapildig:
bildirildiginden, bu ¢alismada da aktivite dl¢timleri i¢in bu pH tercih edilmistir.

Miyeloperoksidazin biyolojik fonksiyonlari, kataliz mekanizmasi, etkileri ve
patolojik durumlarda degisimi ile ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmigs olmasina
ragmen; kinetik Ozelliklerinin arastirildigi calismalar bulunmamaktadir. Istisna
olarak Demirpence ve arkadaslarinin doku homojenatin1 kullanarak MPO’nun H20;
ve tetmetilbenzidin icin kinetik 6zelliklerini arastirdiklar1 ¢aligmada, Km degerleri
sirast ile 0.6 mM ve 0.2 mM olarak bildirilmisdir (124). Bu c¢alismada MPO
enziminin H202 i¢in Vmax degeri 273 + 8 IU/mg protein ve Km degeri 0.727 mM
olarak; tetrametilbenzidin i¢in ise Km degeri 0.111 mM ve Vmax degeri 283.04 + 39
IU/mg protein olarak tayin edildi.

Ozelde MPO, genelde diger peroksidaz enzimleri ve hemoproteinler, H,O ile
tepkimeye girdikleri zaman, hem grubunun demiri ferrik (Fe3+) formundan, daha
yiiksek oksidasyon formu olan perferril demire (Fe'V*) oksitlenir. Bu oksidasyondan
sonra hem demiri oksoferril kompleksi (Fe'V=0) seklindedir. Oksoferril reaktif bir
tiir olup, ortamdaki ¢esitli organik ve inorganik bilesiklerle tepkimeye girer. Girdigi
tepkimenin fizyolojik olarak onemli olup olmadigi, tepkimeye girdigi bilesigin
fizyolojik ortamdaki varligi ve konsantrasyonuna baglidir (41,46).

MPO’nun halojenasyon (klorinasyon) tepkimesinde baslica substrati klor
iken; peroksidasyon (oksidasyon) tepkimesi ile oksitledigi ¢ok sayida substrati
vardir. Fizyolojik kosullarda, 6zellikle de inflamasyon bdlgesi ile fagozom iginde
onemli substrati nitrittir. Diyet ile alinan ve sistemik dolasima gegebilen nitrit bir

tarafa birakilirsa, viicuttaki nitritin ana kaynagi nitrik oksittir (49,138). Bilindigi gibi
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aktive edilerek travma/enfeksiyon bolgesine go¢ eden 16kositlerde oksijen
tilketiminde patlama (respiratory burst) goriiliir. Bu sirada oksijen ve glukoz
tiketimindeki artisin nedeni, NADPH oksidaz sistemi ile siiperoksit ve neticede
H20O> tiretmektir. Lokosit aktivasyonu sirasinda hiicrelerde gerceklesen ¢ok sayidaki
degisimlerden biri de iNOS indiiksiyonudur. Diger nitrik oksit sentaz izozimlerinin
(eNOS ile nNOS) aksine, INOS aktivitesi kontrol edilemez ve ortamda arjinin amino
asiti mevcut oldugu siirece, yiiksek konsantrasyonda NO sentezlemeye devam eder.
Nitrik oksit oksihemoglobin ile tepkimeye girdiginde nitrata oksitlenir ve nitrat
viicutta NO oksidasyonunun baslica son iiriiniidiir. NO’nun diger bir son iirlinii de,
aerobik ortamda kendiliginden oksidasyon tepkimeleri ile olusan nitrittir. Nitrat’in
aksine, nitrit MPO ve benzeri peroksidazlar tarafindan kullanilabilen bir bilesiktir.
Aktive edilen lokositlerin hem H202, hem de nitriti ayn1 anda yiliksek
konsantrasyonda iiretmeleri nedeniyle, nitritin MPO tarafindan H2O2 bagimli olarak
oksidasyonu fizyolojik etkileri bakimindan énemlidir.

Nitritin MPO tarafindan oksidasyonu, inkiibasyon ortamina eklenen nitrit
konsantrasyonundaki azalma izlenerek tayin edilebilir. Nitritin oksidasyonu ile
olusan ilk {irlin nitrojen dioksit radikalidir. Bu reaktif ortamdaki diger molekiilleri
oksitleyebilir veya katilma (nitrasyon gibi) tepkimelerine girebilir (49).

Hidrojen peroksit varliginda ve asidik kosullarda nitrit stabil olmayip hizla
once peroksinitroz aside, ardindan nitrata oksitlenir. Bu durum goz Oniine alinarak,
MPO varliginda ve yoklugunda nitrit oksidasyonu (ortamdan nitrit kayb1) pH bagimh
olarak calisildi. Bu ¢alismada pH 8 ile 3.5 arasinda ortamdaki nitritin stabil oldugu,
ancak pH 3.5’un altinda, pH diistiikge nitritin kendiliginden oksidasyonunun
hizlandig1 bulundu. MPO tarafindan katalizlenen nitrit oksidasyonu ise pH 6.5
civarinda  baglamakta ve kendiliginden oksidasyonun basladigit pH’da
tamamlanmaktadir (Sekil 4.15). MPO tarafindan katalizlenen nitrit oksidasyonunun
optimum pH’s1 4.5 olmakla beraber (Sekil 4.16), nitrit oksidasyonu kinetigi pH
5.4°de galisildi.

Nitritin MPO tarafindan oksidasyonu zamana bagl olarak ilerlemekte, fakat
ortamdaki nitritin tamami tiiketilmemektedir. Bunun nedenlerinden biri, zamana
bagli olarak H>O, konsantrasyonunun azalmast ve ortamda sabit H>O»

konsantrasyonunun temin edilememesidir. Calisilan kosullarda, ortamdaki nitritin %
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75’1 MPO tarafindan tiiketilmektedir. Yine bu kosullarda oksitlenen nitritin 1/3’{iniin
nitrata ¢evirildigi goriildii (Sekil 4.17). Teorik olarak, ortamda MPO tarafindan
oksitlenen nitritin peroksinitrit ve nitrojen dioksit radikalleri ara tiriinleri araciligiyla
nitrata ¢evrilmesi beklenir. Muhtemelen nitritin oksidasyonu ile baglayan radikalik
tepkimeler sirasinda, bazi reaktif tiirler son iirlin olarak nitrata gevrilirken, reaktif
tiirlerin bir kism1 tekrar nitrite ¢evrilmektedir ve bu nedenle nitrit konsantrasyonu
sifira kadar dismemektedir.

Aktive edilen lokositler NADPH oksidaz, iNOS ve miyeloperoksidaz
enzimleri araciligi ile radikalik zincir tepkimelerini baglatirlar. Olusan ilk reaktif
tiirler, fagozom ortaminda hatta lokositlerin mikro ¢evrelerinde bilinen biitlin reaktif
oksijen ve nitrojen oksit radikallerinin yapimina olanak saglarlar. Lokositler
tarafindan olusturulan reaktif tiirlerin ve salinan hidrolitik etkili enzimin primer
hedefi sadece patojenler degildir. Reaktif tiirlerin secici etkileri olmadigindan, bu
reaktif tlirler enflamasyon veya travma bolgesindeki konak¢min normal
biyomolekiilleri ile de tepkimeye girebilirler. Bu nedenle enflamasyonun siddetine de
bagli olmak iizere konak¢inin biyomolekiilleri de hasar goriir. Bu hasarlara 6rnek
olarak amino asit ve niikleobazlarin nitrasyonu, oksidasyonu, DNA baz
modifikasyonlari, lipid peroksidasyonunda artis, antioksidanlarin tiiketimi O6rnek
verilebilir. Bu degisimlerin izlenmesi, 6rnegin kisiden alinabilen biyolojik 6rneklerde
yukarida belirtilen parametrelerin tayini, oksidatif ve nitrozatif stres konusunda bilgi
verir (11,49-51,53,100,102).

Literatiirde bildirilen c¢esitli arastirmalarda ¢esitli  hemoproteinlerin
(hemoglobin, miyoglobin, laktoperoksidaz, tiikiiriikk peroksidazi, miyeloperoksidaz)
tirozin amino asitinin oksidasyonuna, ditirozin olusumuna ve nitrit varliginda ise
tirozin nitrasyonuna neden olduklar1 gosterilmistir.

Bir kaos ortami olan fagozom i¢inde ve aktive olan ldkositlerin biriktigi
ortamda, gozlenen tepkimelerden biri de nitrasyon tepkimesidir. Proteinlerdeki
tirozin amino asitinin yan zinciri ile niikleobazlardan guanin nitrasyona ugradiklari
bilinen molekiillerdir. Hiicresel kosullarda nitrasyon ajani olarak bilinen baslica
reaktif tiirler peroksinitrit (ONOOH), nitril kloriir (NO2Cl), nitrojen dioksit radikali
(NO%) ile nitronyum iyonudur (NO2"). Bu reaktif tiirler lokositler tarafindan

olusturulabilmektedir. Nitrasyon tepkimelerinde hiz kisitlayict basamaklar bu
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radikaller ile tirozil radikalinin olusumudur. Bu radikaller tirozil radikali ile radikal-
radikal tepkimesi sonucu nitrasyonu gerceklestirirler.

Bu c¢alismada, saflastirllan MPO tarafindan tirozinin nitrasyonu kosullari
arastirtlmistir.  Tirozin nitrasyonunun pH bagimliligi incelendiginde, nitrit
oksidasyonu ve tirozin nitrasyonu arasinda tam bir paralellik goriildii. MPO bagimh
nitrit oksidasyonunun goriildiigii pH araliginda (pH:4-6.5) tirozin nitrasyonu da etkili
olarak gerceklesmektedir (Sekil 4.16 ve 4.18). Ancak nitrasyon i¢in optimum pH
daha yiiksek olup 6.5°dir.

MPO tarafindan serbest tirozin amino asitinin nitrasyonu hizi, ortamin H203,
nitrit ve tirozin konsantrasyonuna bagimlidir ve nitrasyon derecesi zamana bagli
olarak ilerler (Sekil 4.19-4.22). MPO enziminin tirozin nitrasyonu aktivitesinin
kinetik sabitlerini belirlemek icin diger substrat konsantrasyonlar1 sabit tutularak (1
mM nitrit, 1 mM H20z) farkli L-tirozin konsantrasyonlarinda nitrotirozin olusumu
incelendiginde, enzimin tirozin amino asiti i¢in Vmax degeri 1.845 pmol/mg protein
ve Kn degeri 0.72 mM olarak hesapland (Sekil 4.23.).

Tirozin nitrasyonu, radikal 6zelligindeki kimyasal tiirler arasinda gerceklesen
bir tepkimedir. Bu 6zellik nedeniyle radikalleri indirgeyici ya da radikallere afinitesi
yiiksek olan bilesiklerin c¢alistigimiz sistemde tirozin nitrasyonunu inhibe etmeleri
beklenir. Indirgenmis glutatyon ve askorbik asit radikallere elektron transfer afinitesi
yiiksek olan iki hiicresel antioksidandir.

Calismamizda, tirozin nitrasyonunun calisildigi ortama eklenen askorbik
asitin, doz bagimli olarak nitrotirozin olusumunu inhibe ettigi goriildi (Sekil 4.23).
Inhibitor olarak kullanilan askorbik asit konsantrasyonunun logaritmasma karsi
nitrasyon hizi grafiginde, inhibitdriin yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonu
(ICso degeri) 533.9+35 uM olarak belirlendi (Sekil 4.24). Nitrotirozin olusumunun
askorbat tarafindan inhibisyonunun tipini belirlemek amaciyla farkli askorbik asit
derisimlerinde yapilan kinetik caligmada, artan inhibitér konsantrasyonuna karsi
azalan Vmax ve artan Km degerleri ve grafigin bicimi dikkate alinarak inhibisyon tipi
kismi non kompetetif inhibisyon olarak belirlendi (Sekil 4.25).

Tirozin nitrasyonuna glutatyonun etkisi de, askorbik asite benzer sekilde
calisildi. Glutatyon ile kiyaslandiginda, GSH tirozin nitrasyonunu daha diisiik
konsantrasyonda % 50 oraninda inhibe etmektedir (ICso degeri 300.4uM). Tirozin
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nitrasyonunun c¢alisildig1 ortamda, glutatyonun da zamana bagli olarak azaldigi
goriildii (Sekil 4.26, 4.27). Kinetik ¢aligmalarin grafigi ve yapilan hesaplamalar GSH
inhibisyonunun lineer karigik tip inhibisyon oldugunu gostermektedir. Karisik tip
inhibisyon, nitrasyonun hem askorbik asit, hem de GSH tarafindan inhibisyonunda
beklenen bir sonu¢ olmalidir. Cilinkii her iki antioksidan molekiil sadece MPO’nun
aktif merkezindeki oksoferril kompleksini degil; ayrica tepkime sirasinda olusan
tirozil radikali ve nitrojen dioksit radikali ile tepkimeye gireceklerdir. Bu nedenle
inhibisyon tipinin klasik kompetitif veya nonkompetitif/Junkompetitif inhibisyon
tiplerinden birine uymasi beklenemez.

MPO bagimli tirozin nitrasyonu oksidatif ve nitrozatif stres durumlarinda
artmaktadir. Serbest tirozin amino asitinin nitrasyonu ve nitrasyonu etkileyen bazi
faktorler bu tezde incelenmis ve etkileri aragtirilmistir. Bu etkenlerin proteinlerde ve
lipoproteinlerde tirozin nitrasyonu ile DNA’daki guanin nitrasyonunu nasil
etkilediginin ve nitrasyonun bu makromolekiillerin fonksiyonunu nasil etkilediginin
arastirilmasi calismanin devami olarak planlanmaktadir. Ozellikle lipoproteinlerde
tirozin nitrasyonu ve monosit MPO’sunun bu olayda ve aterosiklerotik plaklarin

olusumundaki roliiniin incelenmesi dncelikli konudur.
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