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OZET

Bu c¢alismada insan nétrofil graniilositlerinden
saflagtirilmigs NADH oksidaz enziminin bazi ézel-
likleri aragtirilmugtir. Sonucta enzimin molekil agir-
ligt 280.000 Kp'si 4.8x107%, optimum pH'si 7, op-
timum sicakligt 37 °C olarak tesbit edilmis, ayrica
ATP, ADP ve steroidler tarafindan inhibe edildigi
anlagilmugtir. Saflagtirilmig enzimin NADPH'1 ok-
sitlemedigi goriilmiis ve NADH'e spesifik oldugu an-
lagilmugtir.

Anahtar Kelimeler: Nétrofil, NADH oksidaz

SUMMARY

Some Properties of Human Neutrophil Soluble
NADH Oxidase

In this study, some properties of NADH oxidase,
which had been previously purified from human ne-
utrophils, was determined. Molecular weight of the
enzyme was found as 280.000, Ky, as 4.8x10™ op-
timum pH 7 and optimum temparature 37 °C. ATP,
ADP and steroids were found to inhibit the enzuyme.

The enzyme was also found to be specific for
NADH and showed no activity for NADPH.

Key Words: Neutrophil, NADH oxidase

GIRIS

Insan ve kobay lokositlerinin alkalan potasyum
kloriir homojenatlarinin siipernatan fraksiyonlar: si-
vanide duyarsiz NADH oksidaz aktivitesine sa-
hiptirler (1-4). Bu enzim oksijen ve NADH'dan
H202 olusumunu katalize eden bir flavoproteindir,
enzimin eksikliginde H202 iretimi yeterli olmaz ve
mikroorganizmalar dldiiriilemez (1-3,5,6).

Enzim hakkindaki ilk ¢aligmalar 1957'de bas-
lamig ve artarak devam etmigtir.

Enzim iizerindeki ¢aligmalar da, meteryal te-
minindeki zorluklardan dolay: saflagtinlmas: ve ki-
netik dzelliklerinin aragtinlmasi istenen seviyede ya-
pilamamigtir, Enzime ait farkh K deerleri
bulunmug ve substrati hakkinda tartigmalar ya-

pilmigtir.

Bu ¢ahgmalarda, daha oOnce saflagtirdifimiz
NADH oksidaz enziminin gesitli 6zellikleri arag-
tridmagtar,

MATERYAL VE METOD

Caligmamizda kullamilan gesitli kimyasal mad-
deler analitik saflikta olup degisik firmalardan sag-
lanmugtur.

1) Enzimin Molekiil AZirhiFmmn Tayini:

Notrofil Graniilositlerden saflagtinlan enzimin
molekiil agirh@ Andrew'a gore yapildi (7) Arag-
trmamizda bovin albumin (M.A. 67.000), oval-
bumin (M.A. 43.000). Alkalan fosfataz (M.A.
80.000), Glikoz oksidaz (M.A. 154.000), iircaz
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(M.A. 480.000), Peroksidaz (M.A. 44.000), Blue
dekstran (M.A. 2 milyon), Urikaz (M.A. 120.000) ve
laktik Dehidrogenaz (M.A. 130.000) kullanildi. her
proteinden 5 mg/ml lik soliisyonlar hazirlanmig )]
ve 4x50 cm'lik sefadeks G-200-120 kolonuna ayr
ayn uygulanarak pH 7.5'de 500 nm’luk TRIS-HCL
asit tamponu ile eliie edildi.

Blue dekstran i¢in 625 nm de, proteinler igin ise
280 nm de yapilan tarama ile her birinin ytkama ha-
cimleri tesbit edildi. Elde edilen yikama hacimleri
apsiste molekiil agirliklanimin logaritmasi ordinatta
gosterilerck grafik cizildi. Daha sonra bilinmeyen
numunemizin molekill afirhg  grafikte  de-
gerlendirilerek bulundu.

2) Sefadeks G-200 ile enzimin alt birimlerinin
aragtiriimast: Yaklagik 0.1 mg enzim 1 mM EDTA
iceren bir ml 6 M guanidin hidrokloriir ile karigtirild:
ve 42 °C'de 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra numune 0.9x50 cm'lik bir sefadeks G-200 ko-
lonuna uygulanarak jel elemesine tabi tutuldu (8).
Yikama fraksiyonlarindan protein ve enzim aktivitesi
aranarak alt birim taramasi yapildi.
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Saflagurilmis enzim numunesi ile Jel elekt-
roforozi yapildiktan sonra tiipten ¢ikanlan jel kolonu
tesbit ve boya iglemi yapilmaksizin NADH igeren or-
tamda MTT tetrazolium ile enzimatik inkiibasyona
tabi tutularak enzimin izoenzimlerinin olup olmadii
aragtinldi (9)

4) N-ucu Amino Asitlerinin Tayini:

Bunun igin Gray'in gelistirdigi dansil kloriir me-
todu kullanildr (10-11). Ince tabaka kromatografisi
yapildi.

5) Yukarnda yapilanlara ilaveten enzimin op-
timum pH'si, optimum 1sis1, steroidlerin aktiviteye
etkisi, Substrat konsantrasyounun enzimatik re-
aksiyona etkisi, ATP ve ADP’nin aktiviteye etkisi
ve enzimin substrat spesifikligi ayr1 ayn araginlarak
tesbit edildi.

BULGULAR

Meteryal ve metod bolimiinde agiklandifi gibi
molekiil aZirh tayini sefadeks G-200 jel elemesi ile
yapilmigtir. Standartlara ait sonuglar ekil-1'de gra-
fik edilmisgtir. :

3) Izoenzim aragtiriimas: ; A T
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Sekil 1. NADH oksidazin molekiil agirligiun sefadeks G-200 jel elemesi ile bulunmasi.
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fikten deferlendirilmis ve 280.000 olarak bu-
lunmugtur.

Alt birim aragtinlmasinda enzimin tek bir alt bi-
riminden olugtuu anlagilmagtur.

Izoenzim tayininde enzimin izoenzimlerinin ol-
madif1 gosterilmigtir.

Enzimin N ucu amino asidinin alanin oldugu tes-
bit edilmigtir.

Caligmamuizda protein koruyucusu olarak ku-
lanilan 2-Merkaptoetanol (2 ME), € - amino kap-
roik asit ve toluenin enzim aktivitesine etkisi ol-
madif1 anlasildi. Aym gekilde eklenen ve enzimin
koenzimi olan FAD'nin aktiviteye herhangi bir et-
kisinin bulunmadig gosterildi.

Artan substrat konsantrasyonlarinda elde edilen
reaksiyon hizlan ile ¢izilen Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk grafikleri Sekil - 2'de gos-
terilmigtir. enzimin Km degeri bu grafiklerden
8x10-4 M olarak bulunmustur.

Enzimin optimum pH'st 7 ve optimum 1st51 37
°C olarak bulundu. Ancak enzimin genig bir pH ve
1s1 aralifinda aktivite gosterdigi anlagildi.

Ostradiol, androsteron, dezoksikortikosteron,
ATP ve ADP'nin enzim aktivitesini inhibe ettikleri
goriilmiigtiir. 100 um ATP % 82, 100 um ADP % 70
inhibisyon gostermektedir. Enzim spesifikliginin
belirlenmesi i¢in NADPH substrat olarak hazirlanip
saflagtinilmig enzim preperat: ile aktivite Olgiimii ya-
pilmig ve aktivite bulunamamagtur,

TARTISMA

Kamovsky ve Badwey (2) kobay NADH-
oksidaz enziminin molekiil agirhgim sefaroz 6-B jel
clemesi sonucu 310.000 - 14.000 olarak bul-
muglardir. Cahgmamizda ise G-200 jel elemesi ile
enzimin molekill agwh@ 280.000 olarak bu-
lunmustur. Aradaki fark materyalden ileri ge-
lebilecegi gibi jelden de ileri gelebilir.

Caligmamizda enzimin alt birimlerinin ve izo-
enzimlerinin bulunmadi@ tesbit edilmigtir ki bu bul-
gumuz diger aragtirmcilarin  bulgularma  uyu-
maktadir (2, 12).

Insan Nétrofili Coziinebilir NADH Oksidaz Enziminin Bazi Ozellikleri
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Sekil 2 . Enzimin substrat konsantrasyonu ile ilis-
kisinin A-Michaelis-Menten, B-Linewea-
ver-Burk grafikleri ile ¢izimi (Km = 4.8 x
10-4 M bulunmugtur)

Aragtirmamizda enzimin Km degeri 48x10%
olarak bulunmugstur. Cagan ve Karnovsky (12) ko-
bayNADH-Oksidaziin  Kyy'sini 1x10-3 m, insan
NADH-Oksidazinin Ky, sini 4x10-4 m olarak bul-
muglardir. Kamovsky ve Badwey (2) ise kobay
NADH oksidasinin Ky, sini 10x10-4 olarak bul-
muglardir. Goriildiigi gibi aragtirmamizda bulunan
Km degeri dier aragtirmacilarin insan NADH ok-
sidaz1 i¢in verilen Ky, degeri ile uyum igindedir.

Cagan ve Kamovky (12) insan ve kobay NADH
oksidaz1 icin pH'yr 5, Iverson ve ark. (13) insan
NADH-oksidazi igin 6, bizim gahgmamizda ise 7
olarak bulunmugtur.
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Enzimin NADH'" oksitleyip oksitlemedigi aras-
tinlmig ve oksitlemedigi goriilmiigtiir. Bu bulgumuz
solubl NADH oksidaz enziminin NADH igin spe-
sifik oldugunu gostermektedir ki bu bulgumuz Green
ve Pratt'in (14) bulgularina uyumaktadir.

Netice olarak, insan lokositlerinden elde edlen

M. Unald, I. Akkus, M. Akéz, M. Giirbilek, M. Yéntem, O. Deger

solubl NADH-oksidaz enziminin NADH" spesifik.
Km'i 4.8x10-4 m, optimum pH's1 7, optimum iss1 37
°C olan ADP, ATP ve steroidlerce inhibe edilebilen
280.000 molekiil agulifinda ve izoenzimleri bu-
lunmayan monomerlik yapida bir enzim oldugu soy-
lenebilir.
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