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OZET

Bu caligmada, ndtrofil lokositlerin H202'nin
olugturulmasinda gorevii NADH oksidaz enzimi,
insan venéz kanindan elde edilen nortrofil 1o-
kositlerden saflagtirilmigtir.

Saflagtirmada Badwey ve Karnovsky'in kul-
landiklart basamaklara DEAE Sefadeks A-50 kro-
matografisi eklenmigtir.

Saflagtirma sonunda dakikada miligram protein
bagina 892 nmol dzgiil aktivite ile 123.89 saflagtirma
katsayist elde edildi. Saflagtirilmg enzim po-
liakrilamid jel elektroforezinde ve izoenzim eleki-
roforezinde tek band vermigtir.

Anahtar Kelimeler:Nétrofil graniilositier, NADH
oksidaz

SUMMARY

Purification of Soluble NADH Oxidase from
Human Neutrophilic Granulocytes

In this study NADII oxidase enzyme, which has
function in the production of H202 was purified
Sfrom human neutrophyl leucocyies.

Badwey and Karnovsky's methods were used for
purification with on addition of DEAE sephadex A-
50 chromatography tecnique.

At the end of purification specific activity and pu-
rification coeficient were found as 892 nmollmg pro-
tein and 123.89 respectively. The enzyme was found
to have only one band at the end of polyacrylamid
gel electrophoresis.

Key Words: Neutrophyl granulocytes, NADIH oxi-
dase

GIRIS

NADH oksidaz enzimi, oksijen ve NADH'dan
H2072 olusumunu Katalize eden bir flavoproteindir
(1-8).

Insan ve kobay lokositlerinin alkalen potasyum
kloriir homojenatlarinin siipernatan fraksiyonlan, si-
yanide duyarsiz NADH oksidaz aklivilesine sa-
hiptirler (2-4,9). ‘Alkalen potasyum kloriirde ta-
mamen ¢oziinebilir (4,9) olan bu enzim, 0.34 M
silkroz ile homojenize edildiginide yansi graniiler
fazda kalmaktadir (9).

Lokositlerdeki H2O2 NADH oksidaz enzimi ta-
rafindan  dretilir  (2,3,6.9,10). Boylece mik-
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roorganizmalar Oldirtlir. Enzimin eksikliginde bu
fonksiyon yerine getirilemez, ancak bazi mik-
roorganizmalann kendileri H2O2 kaynadidirlar. Bu
tip mikroorganizmalarin oldiiriilmesinde NADH ok-
sidaz eksikligi hissedilmez (3).

NADH oksidaz enzimi hakkindaki ¢aligmalar,
1957'de  kronik  granilomatoz  hastalifinin - ta-
mmlanmasindan sonra, bu hastalikla NADH oksidaz
enzimi cksikligi arasinda bir ilginin oldugunu dii-
siiniilmesi ile baglamisg, daha sonra ¢ok sayida arag-
urict bu enzimin aktivilesi ve ozellikleri iizerinde
birgok c¢aligmalar yapmuglardir. 1964'te Cagan ve
Karnovsky (11) kobay lokositlerinden enzimi ii¢ ka-
demelik bir saflagtrmaya tabi timuglardir. Ayrica




S.U. Tip Fakiiltesi Dergisi
1992

Badwey ve Kamnovsky'de 1979'da kobay 16-
kositlerinden enzimi saflagtirmiglardir (2).

Ulkemizde bu enzimle ilgili herhangi bir aras-
tirmaya rastlayamadik. 1979 yilinda yapilan bir ¢a-
hsmada Tanzer (12) malniitrisyonlu cocuklarda
enzim aktivitesini tayin etmig ve normaller ile kar-
silagtirmugtir.

Enzimin solunumsal patlama (Respiratory burst)
daki biiyiik onemine ragmen yeterli miktarda lokosit
teminindeki giicliik sebebi ile tam bir saflagtirilmasi
ve kinetik ozellikleri hakkinda yeterince inceleme
yapilamamugtir (2,4). Kobay ve insan NADH ok-
sidazina ait Km degerlerinin farkli olarak bil-
dirilmesi enzimin substrat: hakkindaki tartigmalann
siirmesi, ¢oziimii gereken problemler olarak go-
riilmektedir. Bu problemlerin ¢oziimii ve birgok ki-
netik parametrelerin  belirlenmesi total bir pii-
rifikasyonu gerektirir.

Yukanida sayilan problemlerin ¢dziimiine kat-
kida bulunabilmek ve bundan sonra yapilacak arag-
tirmalara yardimei olmak iizere, goniillii sahislardan
alinan kandan elde edilen Iokositlerden NADH ok-
sidaz enziminin, 10kosit homojenatindan sonra dort
kademelik bir iglemle saflagtinlmasi, numune ile en-
zimin bazi ozelliklerinin tesbiti ve simdiye kadar
yapilmig olanlarla birlikte degerlendirilmesi di-
siintilmiigtir.

MATERYAL VE METOD

Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler
analitik saflikta olup asafidaki firmalardan temin
edildi;

Dimetil siilfoksit, Dimetil asetik asit, Kieselgel
G, etil, asetat, potasyum siyaniir, metanol, piridin,
iireaz, sodyum tungstat ve lityum siilfat, merck’ (B.
Almanya) den;

Dansil klorid, sodyum azid, NADPH, NADH,
NAD, NADP, ADP, ATP, FAD, sefadeks G-200-
120, Blue dekstran, glukoz oksidaz, TEMED,
DEAE Sefadeks A-50, cyanogum - 41, € - amino
kaproik asit, Coomasie brillant blue, amonyum per-
siilfat, MTT tetrazolium ve Dansilli amino asit stan-
dartlart Sigma (ABD)'dan;

TRIS, ovalbumin, toluen, sodyum dezoksikolat,
Nap EDTA, borik asit ve magnezyum kloriir Fisher
(ABD)'den;

Ostradiol, androsteron ve hidrokortizon asatet, K

-584-

M. Unaldr, [ Akkug, M. Akoz, M. Giirbilek, M. Yontem, A. Cigle

and K lab. Inc (ABD)'den;

Dezoksikolik asit, dezoksikortikosteron asctet,
iirikaz, ve horseradiche peroksidaz NBC (ABD)'den;

Ficol-Paque Pharmacia (Isveg)'den;
Silikon (Siliclad) Clay adams (ABD)'den;

2- Merkapto etanol ve guanidin hidrokloriir East-
man (ABD)'den;

Perklorik asit Riedal (B. Almanya)'den;

Diger bir kisim kimyasal maddeler yerli fir-
malardan saglanmugtir.

LOKOSITLERIN AYRILMASI ve
HOMOJENIZASYON

Bu islemler gesitli aragtirmacilarin metodlanndan
(9,12-22) yararlanarak asaZidaki sekilde yapildr;

Biitiin islemlerde, homojenizasyon isleminin so-
nuna kadar ya plastik veya silikonlanmig cam mal-
zeme kullanildi. Iginde 75 ml ACD (Asit-sitrat-
Dekstroz) soliisyonu bulunan kan torbalarina 325 ml
kan alindi. 200 ml makrodex ilave edildi (12,23,24).
30%r ml'lik tiiplere dagularak oda sisinda (17) bir
saat bekledikten sonra plazmalar alinarak biraraya
toplandi. Kolon kromatografileri hari¢ bundan son-
raki iglemler 2-5 °C'de yapllcﬁ @0). Plazmalar 250
g'de 10 dakika (9-12) santrifiij edildiklen sonra sii-
pernatan auldi. Dipte kalan lokosit palleti Hanks so-
lisyonu ile iki defa yikandiktan sonra (16, 17, 25)
eritrositler hipnotik sok ile pargaland: (17, 21.26).
Lokosit palleti soguk Hanks soliisyonu ile iki kez
daha yikandiktan sonra ayni soliisyonla siispansiyon
haline getirildi. Sayim ve notrofil yiizdesi i¢in yayma
yapildi. 4 kisim stispansiyon 3 kisim ficoll Paque
iizerine tabakalandinldiktan sonra (16), 400 g'de
santrifiij cdildi. Siipernatan auldi. Dipte kalan faz
notrofilce zengin fazdir. Bu faz Hanks soliisyonu ile
bir kez ve homojenat ortam: ile iki kez yikandiktan
sonra homojenat ortam ile yeniden siispanse edildi.
Sayim ve yayma yapildi.

Homojenat ortami olarak 0.32x10-4 M KHCO3
ve 154 mM KCI igeren soliisyon kullanildi.

Notrofiller potter tip homojenizator - ile  ho-
mojenize edildikten sonra 250 g'de 10 dakika sant-
rifiij edilerck siipernatan alind1.

ENZIMIN SAFLASTIRILMASI

1) Graniiler ve soliibl fazlarm ayrilmasi:
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Yukanda elde edilen siipematan 30000 g'de 20
dakika santrifiij erdilerck (2.9) graniiler faz ¢ok-
tirriildii (27). Stipernatan alindi. Protein ve aklivite
tayinleri yapildi. Poliakrilamid jel elektroforezi uy-
gulandi.

2) Amonyum siilfat ile ¢oktiirme:

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi Badwey ve Kar-
novsky (2)'nin kullandiklari metoda gore yapildi.
12000 g'de 30 dakika santrifiij edildikten sonra (28)
NADH oksidaz bulunan siipernatan alindi. NADH
oksidaz siipernatandan tuz ¢oktiirmesi ile ¢oOk-
tiiriilereck alindiktan sonra c¢okelek TRIS tam-
ponunda ¢dziildii.

3) Dializ:

Tuz c¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune,
PH's1 7 olan 5 mM TRIS-HCI tamponuna kars: se-
lofen membran ile bir gece boyunca dializ edildi.

4) Sefadeks G-200 gel elemesi:

Sefadeks G-200 - 120 jel boncuklan oda si-
caklifinda 3 giin pH's1 7.5 olan TRIS-HCI tamponu
ile dengelendikten sonra 4 x 50 cm'lik paket olacak
sckilde kolona dolduruldu. Dializlenmig numune
evaporatorle yan hacmine kadar konsatre edildi ve
her 6 ml'si bir defada olmak iizere bu kolona uy-
gulandi. Kolon aym tamponla doldurulmug re-
zervuara baglandi. 35-40 cm sivi basinci ile kro-
matografiye devam edildi. Fraksiyon toplayicisinin
damla sayici iinitesi ile 75 damlalik fraksiyonlar
topland.

Fraksiyonlar 280 nm dalga boyu taramasina tabi
tutularak protein pikleri belirlendi ve enzim ak-
tivitesi tayin edildi (29).

Aktivite gosteren numuneler birlegtirildi. En
yiiksek aktiviteli fraksiyondan elektroforez yapildi.

5) DEAE sefadeks kolon kromatografisi:

Jel elemesinden elde edilen aktivite tagiyan frak-
siyonlar bir gece 5 mM pH 7 TRIS - HCI tamponu
ile dializden sonra evaporatdrle hacmi azalularak
2.5 x 25 cm boyutlarindaki DEAE sefadeks (11) ko-
lonuna tatbik edildi. Kolan daha onceden pH's1 7
olan 50 mM TRIS -HCI tamponu ile dengelendi.
Ayni tamponla kromatografiye devam edildi. Daha
sonra ayni tamponla bu tamponun 500 mM NaCl
igeren ikinci bir kismi arasinda tuz gradiyenti uy-
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gulayarak yikamaya devam edildi. Akig hiza 25 ml/
saat olarak ayarlandi. 100 damlalik fraksiyonlar ayn
ayn toplandi. Protein miktart ve enzim aktivitesi
tayin edildi. aktiviteli fraksiyonlar toplandi. Bir gece
dializ edildi. Enzim 6zelliklerinin aragtinlacag: de-
neylerde kullanilmak iizere konsantre edilerck buz-

dolabinda saklandi. En yiiksek aktiviteli frak-
siyondan elektroforez yapildi.

6) Protein tayini:

Kromatografik  g¢aligmalarda  kolan  frank-

siyonlarmin 280 nm dalga boyundaki absorbansi
okundu. Kantitatif tayin i¢in modifiye Lowry metod
kullamild: (30-32). -

7) Aktivite dlglimii:

Aktivite olgiimii Iverson ve arkadaglanimin (29)
bildirdikleri Lowry ve arkadaglarinin metoduna gore
yapildi.

Prensip : Piridin niikleotidlerinin asit ortamda re-
diikte formunun bazik ortamda ise okside formunun
bozulmasi ve olugan bozulma iiriinlerinin ultraviyole
i1k ile uyanldifinda floresans emisyonu yapmalan
ve bu floresansin dlgiilmesi ile madde miktaninin be-
lirlenmesi esasina dayanur.

1.25 mM NADH ve 2.50 mM KCN igeren subs-
trat ¢ozeltisinden 0.8 ml inkiibasyon tiipiine konuldu.
Tipiin iizerine 0.2 ml numune konulup 60 dakika 37
°C'de calkanarak su banyosunda inkiibe edildi. In-
kiibasyon sirasinda 0.4 N HCIO4 ilave edilerck re-
aksiyon durduruldu ve 3000 devirde 10 dakika sant-
riliije edilerek proteinler ¢oktiiriildi.

Santrifiigasyondan sonra siippernatandan 0.2 ml,
ikinci bir deney tiipiine alindi ve iizerine 0.3 ml 10
N NaOH ilave edilerck 60 dakika oda isisinda in-
kiibasyona birakildi. Daha sonra her bir 6rnege 3.2
ml redistile su ilave edildi ve florometik ekler monte
edilmis Beckman DU-2 spektrofotometre ile 365 nm
cksitasyon ve 448 nm emisyonda okundu. Sonuglar
NAD ile hazirlanmig standart grafifinde nM NAD
olarak deZerlendrildi. Emisyon 1131 rolatif olarak de-
gerlendirildi. Biitiin standart ve numunelerden kor
degerler ¢ikanldi.

Sonuglar spesifik aktivite i¢in dakikada mg pro-
tein bagina n mol (NAD) olarak degerlendirildi (20).

8) Poliakrilamid jel elektroforezi : PAJE:
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Saflagtirmanin her basamaginda saflagtirma de-
reces PAJE ile kontrol edildi. Jel olarak % 5 NN
metilenbis akrilamit ve %95 akrilamit igeren Cya-
nagum 41 (33,34), katalizor olarak amonyum per-
siilfat, TEMED kanigim1 (33,36) , tampon olarak da
pH's1 84 olan TRIS-Borik asit EDTA Disodyum
(37) kullamildi. Boyamada coomasie birillant blue
kullanildi. Numune 90x6 mm boyutlarindaki jel ko-
lonlarna tatbik edildi. Kolon bagina 4 mA akimla
onciil boya bitis ucuna 5 mm yaklagincaya kadar
elektroforeze tabi tutuldu.

BULGULAR

Enzim saflagtiilmasi ile ilgili bulgular Tablo
1'de toplu olarak gosterilmigtir.

Enzim saflagtirma iglemleri sonunda 160 ml ho-
mojenattan % 31.18 verimle dakikada mg protein
bagmna 892 nmol'liik bir 6zgil aktiviteye ulagilmig
ve saflagtirma katsayis1 123.89 olarak bulunmustur.

Homojenattaki total protein 1430 mg, total ak-
tivite 10.296 nmol, ozgiil aktivite ise dakikada mg
protein bagina 7.2 nmol iken 30000 g'de santrifiije
etmeden sonra alinan siipernatan kisminda total pro-
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tein 760 mg, total aktivite 9424 nmol ve ozgiil ak-
tivite ise dakikada mg protein bagina 12.4 nmol'e
yiikselmigtir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde % 30 - % 56 ke-
simi alinmig ve bu basamakta total protein 159 mg,
total aktivite 7791 nmol ve ©zgiil aktivite ise da-
kikada mg protein bagina 49 nmol olarak tesbit edil-
migtir.

Sefadcks G-200 jel elemesi sonunda yapilan pro-
tein ve aktivite taramasinda 188 ml'den itibaren
enzim ¢ikmig, toplanan aktiviteli fraksiyonlarin
hacmi 108 ml olarak bulunmustur. Yapilan 0l-
¢iimlerde total protein 12 mg, total aktivite 5232
nmol, 6zgiil aktivite ise dakikada mg protein bagina
436 nmol olarak bulunmugtur. Bu kademeye ait eliis-
yon grafigi Sekil - 1'de verilmigtir. DEAE sefadeks
A-50 kolonunda yapilan saflagtirmada protein ve ak-
tivite taramalarindan elde edilen dederlerle cizilen
grafik Sckil - 2'de gosterilmigtir. Bu kademede total
protein 36 mg, total aktivite 3211 nmol ve ozgil ak-
tivite isc dakikada mg protein bagina 892 nmol ola-
rak elde edilmigtir.

Tablo 1. Nétrofil graniilosit homojenizatindan ¢oziinebilir NADH oksidaz enziminin saflagurilmasina ait

basamaklar ve elde edilen sonuglar

PROTEIN NADH OKSIDAZ

Basamak Total Ozgiil akti- Saflagtir-
numarast Basamak Hacim  prolein vite mg pro- Total ma katsa-
(ml) miktari1 % Verim tein bagina  aktivite % Verim  yisi
(mg) nmol/Dk. (nmol)

Lokosit 130 - - - - - -
Suspansiyonu
Homojenat 160 1430 100 7.2 10296 100 1
30.000 g Sant-

24.1  rifiigasyon 145 760 53.15 124 9424 91.53 1.72
Siipernatan
Amonyum Sulfat

242  Coktirmesi 80 159 11.12 49 7791 75.67 6.81
% 30 - % 56 Doy-
gunluk Kesiti

243  Sefadcks G-200 108 12 0.84 436 5232 50.82 60.56
Jel Elemesi

244  DAEA Scladcks _

& A-50 Kroma- T2 3.6 0.25 892 3211 31.18 123.89

tografisi B 5 S

-586-



Cur: 8

Insan Nitrofil Graniilositlerinden (oziinebilir NADI Oksidaz Enzimi’ nin Saflagurdmas:

Srves o
|
-
= i
ul ! ]
r
| DA <
‘ [ | g
e ¥ £
400 -‘ f, ] lb.
1 '
a | :
300 | ! \ -
2 : F) 5
1 ]
- ’\ " ’ 8
£ 200 | / \\ ! : 1.0 &
5 () =
& f X 4 : #
B | / \ ! //-Ii\ c.5 £
2 1c0 ! / \ ! \ =
i i / it f Ny
| / e 4 ~
L_- /'/ -"/ \\_:::f{ ~ ]
4/ 42 213 44 'L 2 47 28 E o 51 Praksiyon
numaraT1
Sekil 1. Sefadeks G-200-120 jel clemesi eliisyon grafigi (fraksiyon 40 damla)
- - . .
PrOIEIN i icoucnicovacinsa aktivite
"J‘t
[ [ s
300 -~ 0.6
1t
’ \
0.5 £1:0 3
z -
| To. 270 .‘ g k. ]
| & 1 = o4 -
ﬂ b A =
| 5 11 2
i ] g
| 20,3 ; B
la |2 ' &
| = - I =
§ .8 E : s
| E = i S
| £0.2 100 e . 0.2 g
| & H N : -
| o
> i ; L
PR gl AT \_/\ h N
1 ! - i ) A
e 7 A\
i | | o st __\\\v’f\-‘ I
"
. 100 220

130 FProksiyen

o ~s8)

Sckil 2. DEAE Scladeks - -30-120 Kolon Kromatografisi (Fraksiyon 40 damla)

protein

Aktivite —.——.— Tuz gradienti



S.U. Tip Fakiiltesi Dergisi
1992

M. Unald. 1. Akkug, M. Akoz, M. Giirbilek, M. Yéntem, A. Cigh

Tablo 2.Degisik arastiricilar tarafindan NADH oksidaz enziminin saflagtiriimasi ve bulunan bazi ézellikleri

Aragtinc1  Materyal Alinan homo- Saflagtirma Basamaklar: Saflagtirma Km Optimum Molekiil
- jenat fazi katsayisi (M) pH Azirhg
Caganve  Kobay 30.000 x g santrifiigasyon 10 1x103 5 -
Karnovsky Peritoneal Siipernatan % 30 - % 60 Amonyum Sulfat
(11) Lokositleri kesiti DEAE Seliiloz
Kromatografisi
Iverson ve Insan Vendz  Graniiller  Siikroz gradienti 10-30 - 6 <
ark. (29)  kam faz
Badwey ve Kobay Siipernatan  30.000 xg Santrifiigrasyon
Karnovsky Peritoneal Siipernatan  100.000 xg Santrifiigasyon 20-50 4x10™4 - 310 bin
) Lokositleri % 30 - 56 Amonyum Sulfat kesiti + 14 bin
Sefaroz 6-B Jel elemesi
Calismlamiz Insan Venoz 30.000 xg Santrifiigasyon
kam Siipernatan % 30 - 50 Amonyum sulfat kesiti
Sefadeks G-200-120 Jel elemesi  123.89 48x107 7 280 bin
DEAE Sefadeks A-50
Kromatografisi
TARTISMA nigimi hazirlandi. Tampon olarak Gomori' (41) nin

Fagositozda onemli bir yeri olan H2O7 iire-
timinde pridin niikleotidlerine bagh bir oksidazin so-
rumlu olduBu yaygin bir kanidir (2,3,29,38). Fakat
bunun substrat: ve hiicre i¢indeki lokalizasyonu tar-
tistlmaktadir (11,39). Bu oksidaz graniiler olarak mi
yoksa ¢oziinebilir olarak mi bulunmaktadir, substrati
NADH midir NADPH mudir yoksa aymi enzim her
ikisini de etkileyebilmekte midir (24,29)?. Bu so-
rulara cevap verecek aragtirmalar ancak tam olarak
saflagtimlmig  bir enzim preperati ile yapilabilir
(2,29).

Caligmamizda lokosit homojenat1 elde edil-
dikten sonra homojenatian NADH oksidaz enzimi 4
basamakl: bir saflagtirmaya tabi tutuldu. Saflagtirma
her basamakta enzim aktivitesi, protein tayinleri ve
jel elektroforezi ile kontrol edildi.

Arastirmamizda,  protein  tayininde  en-
terferanslarin engellenebildigi modifiye Lowry me-
todu kullamild (32).

Aktivite Olgiimlerinde c¢esitli metodlar bil-
dirilmekle beraber (2,29,40) iclerinde en duyarli ve
kolayca uygulanabilir olan Iverson ve arkadaslarinin
(29) florometrik metodlan uygulandi.

Cahgmalarimiz pH 7'de yapildi. NADH kon-
santrasyonu ise 1 mM olacak sekilde inkiibasyon ka-
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verdigi tampon listesinden faydalanarak stossel ve
arkadaglart (42)'nin kullandidi Tris-HCI tamponu
kullanildi.

Enzim c¢aligmalarinda -SH gruplarini korumak
i¢in 2-ME ve proteaz inhibitorii olarak € -amino kap-
roik asit bir siire kullanilmakla beraber daha sonra
bu maddelerin kullammmasiyla farkli sonug elde edi-
lemeyince kullanilmaktan vazgegildi. Ayni sekilde
aktivite artirer olarak FAD bir siire kullanildi. Farkli
bir sonug elde edilemeyince kullanilmasindan vaz-
gegildi. 5

Degigik arastirmacilar tarafindan gimdiye kadar
yapilmig olan saflastirmalar Tablo 2'de verilmistir.
Tablodan da goriildigii gibi kobay peritenoal 1o-
kositlerinden purifikasyon yapan Cagan ve Kar-
novsky (11) 10 defa, insan vendz kani kullanan Iver-
son ve arkadaglart (29) 10-30 defa, kobay peritoneal
10kositlerini kullanan Badwey ve Karnovsky (2) 20 -
50 defa saflagma elde ectmiglerdir. Bizim ¢a-
lismamizda ise insan venodz kami Kullanilmig ve
123.89 defa saflagma elde edilmigtir. Taralimizdan
elde edilen bu yiiksek rakamin nedeni saflastirmanin
bir basanmak daha ileri gotiiriilmiis olmasina ba3-
lanabilir. Ayrica sefadeks G-200 - 120 jel elemesi ta-
rafimizdan yapilan degisik bir uygulamadir. Farklihik
bundan da ileri gelebilir.
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