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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

FAVIPIRAVIR, LEVOFLOKSASIN, SEFTRiIAKSON, LEVODROPROPIZIN,
BUDESONID, LINEZOLID, KASPOFUNGIN DIASETAT UZERINE
MIYELOPEROKSIDAZ ENZiMIi INHIBISYONU

NEZAKET ARSLANOGLU

SINOP UNIiVERSITESI LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
DiSIPLINLERARASI CEVRE SAGLIGI ANABILiM DALI
DANISMAN: DR. OGR. UYESi HANDE USANMAZ

Miyeloperoksidaz (MPO, EC 1.11.1.7) oksidorediiktaz olup, memeli nétrofillerindeki baglica
antimikrobik sistem enzimlerinden biridir. Insan MPO’ su ve aktif NADPH oksidaz tarafindan
iretilmis H,O,” in noétrofiller ve kupffer hiicrelerinde antimikrobiyal islevleri oldugu
disiiniilmektedir. Miyeloperoksidazin katalitik etkisi sirasinda olusan reaktif tiirler normal
biyomolekiiller ile de tepkimeye girdiklerinden, miyeloperoksidaz enzimi gesitli enflamatuar
hastaliklardaki hiicre ve doku hasarma katkida bulunur. MPO atherosklerozun, merkezi sinir
sistemindeki hasar sonucu goriillen rahatsizliklarin ve bazi timor tlirlerini igeren farkl
enflamatuvar hastaliklarin sebeplerinden biri olarak goriilmektedir. Miyeloperoksidaz enzimi
tizerine Favipiravir, Levofloksasin, Seftriakson, Levodropropizin, Budesonid, Linezolid,
Kaspofungin diasetat molekiillerinin ICsy degeri sirasiyla 53,31 puM, 53,31 uM, 36,48 uM,
43,32 uM, 43,32 uM, 49,51 uM, 86,64 uM, olarak hesaplanirken, Ki degerleri ise sirasiyla 0,30
nM, 0,73 nM, 0,63 nM, 0,14 nM, 540 nM, 740 nM, 122 nm olarak tespit edilmistir. Bu
antioksidan enzim ile Favipiravir, Seftriakson, Levodropropizin, Budesonid, Linezolid,
Kaspofungin diasetat yarismali inhibisyon ve Levofloksasin yarigmasiz inhibisyon gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Miyeloperoksidaz; Kinetik; inhibisyon; Spektro
Subat 2024, 63 Sayfa



ABSTRACT

MSC THESIS

MYELOPEROXIDASE ENZYME INHIBITION ON FAVIPIRAVIR,
LEVOFLOXACIN, CEFTRIAXONE, LEVODROPROPIZINE, BUDESONIDE,
LINEZOLID, CASPOFUNGIN DIACETATE

NEZAKET ARSLANOGLU
SINOP UNIVERSITY INSTITUTE OF GRADUATE PROGRAMS
DEPARMENT OF INTERDISCIPLINARY ENVIRONMENTAL HEALTH

SUPERVISOR: DR. OGR.UYESIi HANDE USANMAZ

Myeloperoxidase (MPO, EC 1.11.1.7) is an oxidoreductase and a major antimicrobial system
enzyme in mammalian neutrophils. It is believed that human MPO and H,0, produced by the
active NADPH oxidase have antimicrobial functions in neutrophils and Kupffer cells. Due to
the reactive species generated during the catalytic action of myeloperoxidase, which can react
with normal biomolecules, the enzyme also contributes to cell and tissue damage in various
inflammatory diseases. MPO is considered a factor in the etiology of inflammatory diseases,
including atherosclerosis, disorders resulting from damage to the central nervous system, and
certain types of tumors. The ICs, values for Favipiravir, Levofloxacin, Ceftriaxone,
Levodropropizine, Budesonide, Linezolid, and Caspofungin diacetate on the myeloperoxidase
enzyme were calculated as 53.31 uM, 53.31 uM, 36.48 uM, 43.32 uM, 43.32 uM, 49.51 uM,
and 86.64 uM, respectively. The Ki values were determined as 0.30 nM, 0.73 nM, 0.63 nM,
0.14 nM, 540 nM, 740 nM, and 122 nM, respectively. These compounds exhibited competitive
inhibition with the antioxidant enzyme for Favipiravir, Ceftriaxone, Levodropropizine,
Budesonide, Linezolid, and Caspofungin diacetate, while Levofloxacin showed non-competitive
inhibition.

country.

KEYWORDS: Myeloperoxidase, Kinetics; Inhibition, Spectro
February 2024, 63 Page



TESEKKUR

Bu calismanin gergeklestirilmesinde bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan, faydali
olabilmek adina elinden geleni yapan danismanim Dr. Ogr. Uyesi Hande USANMAZ’a
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica ¢alismalarimin her asamasinda maddi, manevi
yardim ve desteklerinin yani sira, géstermis olduklari sabir ve anlayistan dolay aileme

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Nezaket ARSLANOGLU



ICINDEKILER

Sayfa
TEZ KABUL ...ttt ettt ii
OZET ...ttt b ettt re s 11
ABSTRACT ...ttt iv
TESEKKUR .......cooviiiitieeiieeee e ete st nes sttt en st st sans st \Y;
ICINDEKILER oottt ettt Vi
TABLOLAR DIZINI ......coooooiiiiiiiee s viii
SEKILLER DIZINT .........coiiiiiiiceeeeeeee et X
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ........cocoooiiiiinincnd Xii
| R ) 0 21 £ 1
THREDZI ... O O T 1
1.2. ENZimlerin OZelHKIETL. .....c.evivvereieereieseeeceeieies s eesesetssesesseesstssssesssssessssensessesssesensssesans 2
1.3. Enzimlerin Calismasini Etkileyen FakKtorler.........cccoooviiiiiniiiiiciie e 3
1.4.Enzimlerin Sniflandirtlmast...........ccoooiiiiiiiiiiici e 4
1.5.Enzimolojiden Tip Alaninda Yararlanilmasi.........cccocceiiiiiniiniicic e 5
2. GENEL BILGILER..........coooiiiiiiiiiiii sttt 6
2.1.Peroksidazlar (POD:H;0,-Oksidorediiktaz E.C.1.11.1.7)cccccoeiiiiiiiiiiiineceee 6
2.2. Miyeloperoksidaz enzimi (MPO) (EC: 1, 11, 1, 7) cooveiieieieeceeeceece e 8
2.3. Enzim Aktivitelerinin Tayininde Kullanilan Yontemler ...........cccoooviiiiiiiiiinn, 13
2.3. 1. SPEKLIOSKOPT ...ttt 13
3. MATERYAL VE YONTEM.........coceoiviiiiiseeeeeeeeeeee s siss s s 15
.1 IMALEIYAL ...t nre s 15
3.1.1.Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler .............cccoooeniiiiiiniiniiiec 15
3.1.2. Calismada Kullanilan Alet ve Cihazlar ..........ccccocveeiiien i 15
R I 0] 117531101 1<) TSP URR RO PPRROPPRPPIN 17
3.2.1. Miyeloperoksidaz AKLIVITE TAYINT .....ccviiiiiriiieieieseseeee e 17
3.3. MPO Enzimi Uzerine Siilfanilamid Tiirevlerinin Inhibisyon Calismalari .............. 20
4. BULGULAR.....coti ettt ettt sttt ettt nbesneenneas 21
4.1. Miyeloperoksidaz Enzimi ile Tlgili Yapilan Calisma Bulgulari ...............cccceveneee. 21

4.1.1. Favipiravir MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan Kinetik Calismalar21
4.1.3. Seftriakson MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan Kinetik Calismalar26
4.1.4. Levodropropizin MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan Kinetik
CalISIMALAT ... rr e 28



4.1.5. Budesonid MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan Kinetik Caligmalar 31
4.1.6. Linezolid MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan Kinetik Calismalar.. 33
4.1.7. Kaspofungin diasetat MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan Kinetik

(81 TS 50T 1 PSSR 36
5. TARTISMA VE SONUC ......c.ooiviiiiieiiiesessesoetesee s es st 40
KAYNAKLAR L.ttt e e s s b b e e e s ab e e e e e nbaeeeeaas 43
OZGECMIS ...ttt 49

vii



TABLOLAR DiZiNi
Sayfa

Tablo 4.1 Favipiravir MPO {izerine O-dianisidin substratiyla yapilan % Aktivite-
Konsantrasyon deney proSediirii..........c.cveiiieeiieniniinieiiseeseee s 21
Tablo 4.2 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substrat1 ile Favipiravir i¢in elde edilen
1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii..........eevveeerieeiiiieiiiee e ssiee e 22
Tablo 4.3 MPO enzimini iizerine Favipiravir inhibitoriiniin inhibisyon etkisi............... 23
Tablo 4.4 Levofloksasin MPO iizerine O-dianisidin substratiyla yapilan % Aktivite-
Konsantrasyon deney proSediirii........c..cucvieiiiieiieieiiieeiieessiee e 23
Tablo 4.5 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substrat1 ile Levofloksasin i¢in elde edilen
1/V,1/[S] degerleri ve deney proSediirti.........c.coeverieriireeneeieniiesienieseeseese e 24
Tablo 4.6 MPO enzimini ilizerine Levofloksasin inhibitdriiniin inhibisyon etkisi.......... 25
Tablo 4.7 Seftriakson MPO iizerine O-dianisidin substratiyla yapilan % Aktivite-
Konsantrasyon deney prosediifii..........ccoeuuiereiiiieniesiie e 26
Tablo 4.8 MPO enzimini iizerine Seftriakson inhibitdriiniin inhibisyon etkisi .............. 27
Tablo 4.9 Levodropropizin MPO {izerine O-dianisidin substratiyla yapilan % Aktivite-
Konsantrasyon deney proSeduirii...........cocveererrirerieiieesiesiie e esee e e e 28
Tablo 4.10 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substrati ile Levodropropizin icin elde edilen
1/V,1/[S] degerleri ve deney proSediirti...........covererirerieienieriese s 29
Tablo 4.11 MPO enzimini iizerine Levodropropizin inhibitdriiniin inhibisyon etkisi ... 30
Tablo 4.12 Budesonid MPO iizerine O-dianisidin substratiyla yapilan % Aktivite-
Konsantrasyon deney prosediirii...........ccocviiieiiiiiiiiiiiiiesi e 31
Tablo 4.13 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substrati ile Budesonid i¢in elde edilen
1/V,1/[S] degerleri ve deney proSedurii..........ccvovvereerrieneerieeneisee e 32
Tablo 4.14 MPO enzimini iizerine Budesonid inhibitdriiniin inhibisyon etkisi ............. 33
Tablo 4.15 Linezolid MPO f{izerine O-dianisidin substratiyla yapilan % Aktivite-
Konsantrasyon deney prosediirii...........cocuiiieiiiiiiiiciiiiiiieiisieseeesee e 33
Tablo 4.16 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substrati ile Linezolid i¢in elde edilen
1/V,1/[S] degerleri ve deney proSediirii..........cccvveereerriereeriieseseesee e 34
Tablo 4.17 MPO enzimini iizerine Linezolid inhibitériiniin inhibisyon etkisi................ 35
Tablo 4.18 Kaspofungin diasetat MPO {izerine O-dianisidin substratiyla yapilan %

Aktivite-Konsantrasyon deney proSedilrii .........cooereiirerinieniieniene e 36

viii



Tablo 4.19 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substrat1 ile Kaspofungin diasetat i¢in elde
edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii ..........ccoovverveiiieiiiininiienecieseeie 37

Tablo 4.20 MPO enzimini {lizerine Kaspofungin diasetat inhibitoriiniin inhibisyon etkisi

Tablo 4.21 MPO enzimini iizerine tez kapsaminda calisilan inhibitorlerin kinetik

CAlISMAST SOMUGIATT ..ttt ettt enes 39



SEKILLER DiZIiNi

Sayfa
Sekil 1.1 Tepkime hizi-Enzim derisimi grafigi .........ccccovviiiiiniiiiiiiiieceeee e 3
Sekil 1.2 Tepkime hizi-Substrat konsantrasyonu grafigi ..........c.cceevriiiiiiiniiniiciiicnns 4
Sekil 2.1 Peroksidazlarin katalize ettigi tepkimenin bilimsel gosterimi ................... 7
Sekil 2.2 Myeloperoxidase'un katalitik dONUSTL .......ccvvevivviiiiiieiiiie e 11
Sekil 2.3 MPO’nun Kimyasal YapIS1 ......cccccveiiiiiiiiiiiiiiie e 11
Sekil 2.4 Dogal homodimerik insan miyeloperoksidazinin tam yapist .........cc.ceevennee. 12
Sekil 2.5 Miyeloperoksidazin monomer yapisinin sematik olarak gosterilmesi ............ 12
Sekil 2.6 Spektrofotometre dalga boyu grafigi........cccocviiiiiiiiiiiiii 14
Sekil 3.1 MPO enzimi iizerine inhibisyon ¢alismalar1 yapilan molekiiller................ 20

Sekil 4.1 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Favipiravir ile elde
edilen % Aktivite-KoNnsantrasyonuU ...........c.cooiuiiiiiiiiiii i 21
Sekil 4.2 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Favipiravir esliginde elde edilen
L/V-T/[S] GLATIZT 1. 22
Sekil 4.3 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Levofloksasin ile elde
edilen % AKLiVite-KOoNSANTraSYONU..........cciieieiieriecie e seeite e 24
Sekil 4.4 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Levofloksasin esliginde elde edilen
AN W I I - P OSSP 25
Sekil 4.5 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Seftriakson ile elde
edilen % AKLivite-KoNSANtraSYONU..........c.ccveveiieiieeie e 26
Sekil 4.6 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Seftriakson esliginde elde edilen
AN U I I - P SRS 27
Sekil 4.7 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Levodropropizin ile
elde edilen % AKtivite-KoNSaNtraSyonU ...........cocceieririneniniiene e 28
Sekil 4.8 MPO enzimi ic¢in O-dianisidin substratiyla Levodropropizin esliginde elde
edilen 1/V-1/[S] Grafi@i......ccoriiiiiirieiii e 30
Sekil 4.9 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Budesonid ile elde
edilen % AKLIVIte-KONSANITASYONU .......ccviiiiiieiieiie e 31
Sekil 4.10 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Budesonid esliginde elde edilen
L/V-T/[S] GLATIZT 1. 32


file:///C:/Users/KemaL/Desktop/BALON.docx%23_Toc160558357

Sekil 4.11 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Linezolid ile elde
edilen % AKLiVIte-KONSANIraSYONU ........ccveiiiieiieiiieie s 34
Sekil 4.12 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Linezolid esliginde elde edilen
L/V-T/[S] GLATIZT vt 35
Sekil 4.13 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Kaspofungin diasetat
ile elde edilen % AKtivite-KoNSantraSyonu ............ccooervreiieieneienesese s 36
Sekil 4.14 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Kaspofungin diasetat esliginde
elde edilen 1/V-1/[S] rafii.....cccccceviieieiiieie e 38

Xi



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Kisaltmalar;

ALP : Alkalen Fosfataz

ALT : Alanin Aminotransferaz

AST . Aspartat Transaminaz

Br : Bromiir

Ca™ : Kalsiyum

Cr : Klortir

CRP : C-Reaktif Protein

DMSO : Dimetil Siilfoksit

E : Enzim

EC : Enzim Kod Numarasi

El - Enzim-Inhibitor

ES : Enzim-Substrat

ESI : Enzim-Substrat-inhibitér

F 'Floriir

GGT : Gama Glutamil Transferaz

H,0, : Hidrojen Peroksit

H,SO, : Siilfuirik Asit

HCI : Hidroklorik Asit

I : Inhibitor

I : Tyodiir

IC50 : Enzim aktivitesini yartya diisiiren inhibitor konsantrasyonu

IUBMB : Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Dernegi

Ki : Antagonstin disosiyasyon sabitesi

Ky :Maksimum tepkime hizinin yarisina ulasmak icin gereken
substrat konsantrasyonu

LPO . Laktoperoksidaz

MPO : Miyeloperoksidaz

NADPH : Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat

O, : Siiperoksit

pH : Power of hydrogen

xii



PMN
POD
ROS

vd
Vmax

: Polimorfontikleer Lokositler
: Peroksidaz

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Substrat

: 11k Hiz

: ve digerleri

: Katalizin ulasabilecegi en yiiksek hiz degeri

Xiii



1. GIRIS

1.1. Enzim

Organizmalarda kimyasal tepkimeleri katalize eden (hizlandiran) enzimler protein
yapisindaki biyolojik molekiillerdir. “Maya” anlamina gelen enzim terimini ilk kez W.
Kiithne kullanilmistir. Sarap, ekmek, yogurt yapimi gibi birgok olay enzimatik
reaksiyonlar ile ger¢eklesmektedir. (Bingdl, 1977).

Insan gen haritasinin biiyiik ¢ogunlugu enzimlerin kodlarmi barindirir (Lehninger,
2005). Enzimlerin bilinen en belirgin o6zellikleri 6zgiin olmalar1 ve tepkimeleri
katalizlemeleridir. Yalnizca canli hiicreler tarafindan sentezlenen enzimlerin bir kismi
hiicre icinde kalir ve burada faaliyet gosterir, bir kismiysa hiicre i¢inde sentez edildikten
sonra hiicre disina atilir ve etkinliklerini burada gosterir. Hiicre i¢i enzimlere
“intraseliiler”, hiicre dis1 enzimlere ise ‘‘ekstraseliiler’” enzimler denilmektedir (Kose,
2015). Tepkimelerde enzimler substrat (reaktan) adli maddeleri etkileyerek fonksiyon
gosterirler. Yapir bakimindan reaktanlar kiiciik, enzimler goérece daha biiyiik
molekiillerdir. Reaktanin disindaki maddelerin tutundugu yere allosterik bolge denir
(Ersoy, 2003).

Enzimin substratla birlestigi bolgeye katalitik bolge veya aktif merkez adi verilir.
Enzimlerin katalizleme olaymnin meydana geldigi alan olan aktif bdlge, enzimin
reaktanini varsa kofaktoriinii baglayarak bag olusturabilme ve yok etme giicli olan
bolgeler barindirir. Enzimler bulundurdugu katalitik 6zellikten faydalanarak tepkimenin
aktivasyon enerjisini diisiirerek tepkime hizin1 gozle goriiliir bicimde yiikseltir (Berg
vd., 2014).

Katalizlenen tepkime, ona denk gelen ve katalizlenmeyen reaksiyondan ¢ok daha
hizlidir. Enzimler hem katalize ettikleri tepkimeye spesifik hem de reaksiyon aninda
kullandiklar1 substratlarina karst c¢ok 0Ozgiildiir. Enzimler protein yapisinda olup
substratlarini katalizledikten sonra tepkime sonunda yok olmaz ve 6zelliklerini aynen
korurlar. Substratlar1 uygun sekilde bir araya getiren enzimler kimyasal baglarin
olusumunu, kiritlimini saglarlar (Gilbert, 1992).

Ozgiil molekiillerin ve iyonlarin baglanmasiyla pek ¢ok enzimin aktivasyon ozelligi
digiiriiliir. Enzimlerdeki inhibisyon 06zelligi ayn1 zamanda tepkimelerdeki uyari

sistemidir. Enzim inhibisyonu geri doniisiimlii (reversible) ve geri doniisiimsiiz



(irreversible) olarak iki kola ayrilir. Geri doniisiimsiiz inhibitorler enzime sikica
baglanirlar ve enzimden ayrilmalar1 zordur. Yarigmali (kompetetif) ve yarigmasiz
(unkompetetif) olarak iki kisimda incelenen geri doniisiimlii inhibisyonda ise
inhibitoriin enzimden ayrilmasi daha kolaydir (Berg vd., 2014). Yarismal1 inhibisyonda
yarigmasiz inhibisyondan farkli olarak (ES) kompleksi veya (EI) kompleksi olusur,
(ESI) kompleksi olusmaz. Yarigmasiz inhibisyonda substrat konsantrasyonunun
artirtlmasi inhibisyondaki degeri diisiirmez (Gilbert, 1992).

Hiicrelerde metabolik tepkimelerin devam edebilmesi, hiicrelerin serbest radikallere ve
zararl etkilere karsi onlem alinmasina baghidir. Bu Onlem, antioksidan molekiiller
(katalaz, siiperoksitdismutaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, proteazlar,
fosfolipaz ve peroksidazlar adi verilen enzimler ve tokoferol, ubikinon gibi) tarafindan
saglamaktadir (Usanmaz ve Atmaca, 2020). Antioksidan molekiiller ile enzimler,
aerobik hiicrelerde yag peroksidasyonu yaparak ve serbest radikallerin aracilik ettigi
tepkimeleri pasif duruma getirerek hiicrelerde oksidatif strese karsi bariyer gorevi
goriirler. Antioksidanlar, yag peroksidasyonu vb. yaparak bir¢ok miizmin hastaligin ileri

seviyelere ulagmasini engellerler (Giilgin vd., 2010a).
1.2. Enzimlerin Ozellikleri

Enzimlerin kendilerine 6zgii 6zellikleri su sekilde agiklanabilir.

Etki sartlar: sutmirlidir: Hiicre i¢indeki etkinlikler ve koordinasyonun biitiinii olan yasam,
sicaklik, pH (power of hydrogen), gibi birgok faktdrden etkilenerek meydana gelen bir
siirectir.

Katalitik etkinlik: Kimyasal katalizorlere kiyasla kat ve kat yiiksektir. Sabit olmayan bu
etkinlik, metabolizmanin hizina gore degiskenlik gostermektedir.

Yan iiriinler meydana gelmez: Oran degismekle birlikte organik kimyasal
reaksiyonlarda mutlaka yan iirlin olusmakta iken enzimlerin katalizledigi
tepkimelerdeyse hi¢ yan {iriin olugsmaz.

Enzim ve subsrat molekiillerinin orami: Substrat, enzimlerle reaksiyon veren
enzimlerden c¢ok daha kiiciik molekiiller maddelerdir. Enzimler niikleikasit tarzindaki
molekiil agirligr fazla olan polimerleri de etkisi altina alabilir. Etki altina alinan kisim

polimerin az bir boltimiidiir.



Ozgiilliik (Spesifiklik): Enzimler birgok substrata kars1 faaliyet gdsterirler. Hiicrede aym
anda birden ¢ok biyokimyasal tepkime olusur. Bu nedenle hiicrenin ¢ok sayida farkli
enzim bulundurmasi olagandir.
Baglanma yeri ve aktif merkez: Substrat, enzim molekiiliiniin aktif merkezine baglanir
ve tepkime burada gerceklesir.

Aktif merkezdeki enzim ve substratin yapilart birbiri ile uyumludur (Develioglu vd.,
2012).

1.3. Enzimlerin Calismasimi Etkileyen Faktorler

Enzimler ¢alisirken birtakim ¢evresel faktorlerden etkilenirler. Enzimleri test etmek icin
dikkate alinmasi gereken ana faktorler, sicaklik, ph, iyonik kuvvet ve substratlar ve
enzimler gibi temel bilesenlerin uygun konsantrasyonlaridir. Enzim-substrat
reaksiyonunu etkileyen baslica faktorler sunlardir (Bisswanger, 2014).

Substrat konsantrasyonu

Reaktanin fazla oldugu bir tepkimede en uygun sartlarda enzimatik bir reaksiyonun

olgiilen ilk hiz1 (V,), enzim konsantrasyonu [E] ile dogru orantilidir (Altinisik, 2009).

>

Substrat yeterl

Tepkime hizi

. . . . >
Enzim derisimi

Sekil 1.1 Tepkime hizi-Enzim derisimi grafigi

Enzim konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonu ve diger biitiin sartlarin sabit oldugu bir ortamda enzimatik
tepkimenin hizi, substrat konsantrasyonunun artirilmasiyla baslangi¢ta dogrusal bir artig
gosterir; fakat substrat ilave edildikce hiz giderek daha az artar ve belirli bir Vmax

(Katalizin ulasabilecegi en yiiksek hiz degeri) diizeyinde sabit kalir (Altinisik, 2009).



>

x kadar enzim varken

Tepkime hizi1

>
Substrat konsantrasyonu

Sekil 1.2 Tepkime hizi-Substrat konsantrasyonu grafigi

Sicakligin Etkisi

37 °C’lik viicut sicakligi deney sicakligi olarak islev gorse de genellikle deneysel
nedenlerden kaynakli 25 °C tercih edilmektedir (Bisswanger, 2014).

Kinetik molekiil hareketlerini artiran sicaklik ile enzimlerin ¢alisma hizi dogru
orantilidir. Sicaklik arttikca kimyasal reaksiyonlarin da hiz1 artmaktadir. Sicakligin 10°
artmastyla, reaksiyon hizlar yaklagik olarak 2 kat artar.

pH'in Etkisi

Enzimlerin yaklasik ph degerleri 3 ila 8 arasinda olmakla birlikte pek ¢ok enzimin pH'",
7 civarindadir. Birgok enzim 7.5’a yakin bir optimum pH’a sahiptir. Cok asidik veya
cok bazik ortamlarda enzim molekiiliinliin yapist bozulacagindan reaksiyon hizi sifira
diismektedir. Canli hiicrelerde ortamin pH degeri notrale yakindir fakat biyokimyasal
reaksiyonlar sirasinda her enzimin yerel pH degerini tayin etmek miimkiin degildir. Bu
yerel pH degerlerinde kiigiik degisikliklerin meydana gelerek bu yolla da reaksiyon
hizlarinin ayarlandig diigtiniilmektedir.

Zaman

Enzimin katalize ettigi tepkimelerde, tepkime hizinin zaman gectik¢e diismesinde
reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan tiriinlerin kendi aralarinda birleserek tam tersi yonde bir
tepkime olusturmalari, enzimin aktivasyonunu kaybetmesi, reaksiyonu engelleyen
maddelerin meydana gelmesi, substratin bitmesi gibi birden fazla faktér etkili

olmaktadir.
1.4.Enzimlerin Siiflandirilmasi

Kisa adi [IUBMB olan Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi, enzimlerin
her birinin birgok alt grup igeren, alt1 ana sinifa ayrildigi bir isimlendirme sistemi

gelistirmistir (Champe vd., 1997).



Oksidorediiktazlar, ylikseltgenme ve indirgenme tepkimelerini kataliz eden enzimler bu
gruptandir. Bu grup enzimlerin reaktanlari biiyiik ¢ogunlukla hidrojen ve elektron
vericileridir. Dehidrogenazlar oksidorediiktaz grubuna girmektedir. Eger ki, oksijen
elektron alicis1 olarak rol aliyorsa oksidazlar da oksidorediiktazlar grubuna dahil
olmaktadir. Laktatin piriivik asite doniistiiriilmesi reaksiyonu 6rnek olarak verilebilinir.
Transferazlar, fonksiyonel bir grubu, bir vericiden bir aliciya transportunu saglayan
enzimlerdir.

Hidrolazlar, baz1 baglarin hidrolizini katalizlemektedirler.

Liyazlar (Sentazlar), adi verilen enzimler C-C, C-O ve C-N arasindaki baglari
hidrolizden ve oksidasyondan farkli bir yolla kirarlar veya bu atomlar arasina bir ¢ift
bag ilave ederler. Sistematik adlandirmasi substrat-grup-liyaz seklinde olup, pratik
adlandirmada dekarboksilaz, aldolaz ve dehidrataz seklinde karsimiza ¢ikmaktadir.
Izomerazlar, molekiildeki yapisal ve geometrik degisiklikleri katalizlemektedirler

(Korkmaz vd., 2012).
1.5.Enzimolojiden Tip Alaninda Yararlanilmasi

Hastalik tanilarmin tespitinde biyokimyasal siire¢lerin merkezini olusturan enzimler
onemli belirteclerdir. ilaglarin birgogu enzimlere etki ederek tedavi edici 6zelliklerini
gosterirler. Tedavide daha ¢ok ekzoenzimlerden yararlanilmaktadir. Enzimler spesiyal
etkilerini yalnizca belli substratlar iizerinde gosterirler (Sozbilir vd., 2008).

Pek cok enzim sayesinde kalitsal anomalilerin ve hastaliklara tani konulabilmekte
ayrica hastaligin prognozu hakkinda bir yoruma sahip olunabilmektedir. (Bingdl, 1977).
Ornegin, karaciger hastaliklarinin tanisinda AST (aspartat aminotransferaz), ALT
(alanin aminotransferaz), ALP (alkalen fosfataz), GGT (gama glutamil transferaz)
enzimleri onemli parametrelerdir (Ersoy, 2012).

Son yillarda diinyada ve iilkemizde yaygin olarak gériinen COVID-19 pandemisinde de
hastalarin biiyiikk cogunlugunda Laktat dehidrogenaz ve kreatinin kinaz yiiksekligi
goriilmekle birlikte ALT ya da AST degerlerininde de artis gozlenmistir. CRP (C-
reaktif protein) diizeyleri ise hastalarin ¢ogunda normal araligin lizerindedir (Yesil vd.,
2021).



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Peroksidazlar (POD:H,0,-Oksidorediiktaz E.C.1.11.1.7)

Enzimler sayesinde metabolizma sirasinda olusan reaktif oksijen tiirleri zararsiz
molekiillere dontismektedir (Davies, 1995). Oksidorediiktazlar sinifina ait peroksidazlar
antioksidan 6zellik gostererek elektron alicisi olarak hidrojen peroksiti kullanan organik
ve inorganik substratlarin aralarinda gergeklesen oksidasyonu katalizlerler (Hussain vd.,
1995).

Yaygin olarak bitkilerde, hayvanlarda bakterilerde ve funguslarda bulunan
peroksidazlar organizmalardaki dagilimindan ve coklu fizyolojik rollerinden dolayi
oldukca &nemlidir (Oztekin, 2019). Enzimoloji, biyokimya, tip, genetik, fizyoloji gibi
arastirma dallarin  ¢esitli  konularinda c¢alisilan  peroksidazlar olusumu ve
tepkimelerdeki rolleri dikkate alindiginda; bitki peroksidazlari, hayvan peroksidazlari ve
katalazlar olarak 3 ana simifta toplanabilir (Kose, 2015). Endiistriyel iiretimde ve
uygulamalarda, gii¢lii oksidasyon-rediiksiyon katalizorii olmalarindan dolay1 kullanilan
peroksidaz enzimi, hiicre duvar1 olusumunda, oksin metabolizmasinda, lignifikasyonda,
reaktif oksijen tiirlerinin giderilmesinde, meyve olgunlasmasinda ve bitki savunma
sisteminde de 6nemli rol oynar (Passardi vd., 2005). Bitkilerdeki isiya en dayanikli
enzim peroksidazlar olarak bilinmektedir (Keles, 1986).

Pek c¢ok bitki tiirlinden, farkli peroksidaz izoenzimleri de (POD) analiz edilmektedir.
POD; reaktan ilgisi, inhibitdr faktorlere duyarlilik, kofaktorler ve en uygun pH gibi
farkli biyokimyasal 6zellikte olan pek ¢ok izoenzimi bulundurur (Van Huystee, 1987;
Fric, 1976). Hiicre duvarindaki molekiillerin baglanmas1 (Fry, 1986), savunma
sistemleri (Bartonek-Roxa vd., 1991), ¢cimlenme (Morohashi, 2002), lignin biyosentezi
(Duarte vd., 2000), oksidatif stres (Hiraga vd., 2001) ve hormonal etkinlik (Wakamatsu
ve Takahama, 1993) gibi pek ¢ok fonksiyonda bitki peroksidazlar rol almaktadir.
Memelilerde bulunan peroksidaz enzimleri; gézyasinda ve siitte tiikiiriik bezlerinde
laktoperoksidaz (LPO) (Kumar ve Bhatla, 1995), trombositlerde, 16kositlerde, dalakta
ve karacigerde MPO, akciger duvarlarinda, uterus, mitokondri ve sitoplazmada
glutatyon peroksidaz, lizozomlar ve mikrozomlarda peroksidaz seklinde yerlesmistir
(Usanmaz ve Atmaca, 2020).

Viicutta peroksidazin once protein boliimii sentezlenmekte olup, bu enzimin islevsel

ozelligi yoktur. Holoenzim, hem grubu ile apoproteinin birlestirilmesi ile etkinlik
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gosterir. (Van Huystee, 1987; Fric, 1976). Protohem peroksidazlarda ilk prostetik grup
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Prothemler apoproteine gevsek bigimde bagli olmak
zorundadir (Rousset ve Doumonted, 1983). Peroksidazlarin katalize ettigi tepkimelerde
H.0, (hidrojen peroksit); elektron alicis1 olarak harekete gecen kinonlar, askorbat, ve
sitokrom C gibi pek cok maddeyi olumsuz etkileyerek rediikte edilir (Rousset ve
Doumonted, 1983). H;O;’nin oksitleme ozelligi nedeniyle bulundugu tepkimeden
arindirilmas1  gerekir. Hiicrelerden uzaklastirilmas:t gorevini 6nemli antioksidan
enzimler olan peroksidaz ve karalaz enzimleri meydana getirir (Robert vd., 1993;
Haliwell, 1989). Antioksidan enzimler, serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirarak
biyolojik oksidatif hasarlara karsi koydugu bildirilmistir (Harris, 1992).

Peptid zinciri Ustlindeki prostetik gruplardan ikincisi glikozid dallanmis yapisidir.
Bir¢cok peroksidaz izoenzimi, biyolojik agirliklarinin %15-17 oranlarinda karbohidrat
ihtiva ederler (Van Huystee, 1987). Glikozidik grup ve hem grubuna ek olarak kalsiyum
(Ca?") iyonlari da peroksidaz salgilammi ve yapisal siirekliligi acisindan gerekli
olmaktadir (Van Huystee, 1987; Fric, 1976). Yapilan arasgtirmalarda at turpu
(horseradish) peroksidazin 31-33,8 kD agirligina sahip oldugu ve hem grubu yani sira
ek olarak bir glikozid prostetik grubu igerdigini kaydetmistir (Van Huystee, 1987).

Peroksidaz

[HZOZ + AH2 2H20 + AJ

Sekil 2.1 Peroksidazlarin katalize ettigi tepkimenin bilimsel gosterimi

Aktivitelerinin kolay olciilebilmesi, sicakliga karsi dayanikli olmalar1 6zelliklerinden
dolayi, metabolik tepkimelerin, enzimlerin islevi ve protein yapr deneylerinde
peroksidazlar siklikla tercih edilmektedir (Hiraga vd., 2001). POD deneysel tam
caligmalar1 ve mikroanalitik uygulamalarla beraber gida sanayisi ve ila¢ endiistrisinde

en ¢ok tercih edilen enzimlerden biri olarak dikkat ¢cekmektedir (Kwak vd., 1996).



2.2. Miyeloperoksidaz enzimi (MPO) (EC: 1,11, 1,7)

1940 yilinda Agner tarafindan ilk kez saflastirilan miyeloperoksidaz enzimi (EC: 1, 11,
1, 7) 16kositlerden salgilanan (Tay vd., 2013) bagisiklik sistemi hiicrelerinde bulunan
sitotoksik etkisi ile enfeksiyonlari kontrol eden iirettigi bakterisidal ve fungisidal
(mantar o6ldiriicii) oksijen tiirleri ile mikroplar1 6ldiirme ve inflamasyon tepkisini
diizenleme 6zelliklerine sahip bir enzimdir (Devecioglu, 2009).

Yalnizca notrofillerde ve monositlerde bulunan MPO enziminin (Arnhold, 2004),
antimikrobiyal ozelligi, hipokloriir asidi ve diger toksinlerin {iretiminden
kaynaklanmaktadir.

Periferik dokularda ve sivilarda fagosit aktivasyonuyla birlikte MPO, solunum sirasinda
hidrojen peroksit (H,0,) iiretilirken, hem ekstraselliiler ¢evreye hem de fagolizozom
icine salgilanir. Ozellikle plazma seviyelerinde, kloriir (C1-) varliginda, MPO, H,0,'yi
kullanarak sitotoksik oksidan olan hipokloréz asit (HOCI) iretir (Alkaya, 2022).
HOCI'nin mikrobisidal 6zellikleri, aminlerin ve doymamuis lipidlerin klorlanmasi, hem
gruplarinin ve demir-siilfiir merkezlerinin oksidatif beyazlatilmasi dahil olmak iizere
Kimyasal reaktivitesinden kaynaklanir (Davies vd., 2008; Podrez vd., 2008; Albrich vd.,
1981).

MPO, dogrudan proteinlerin, lipidlerin ve diger biyolojik molekiillerin oksidasyonu ile
iliskilendirilen ¢esitli reaktif oksidan tiirlerini iiretebilir (Tay ve Tamam, 2013). Faydali
roliine ragmen, MPO'nun dogrudan inflamatuar doku hasarina ve ¢esitli hastaliklarin
patogenezine katkida bulunabilecegini yani, MPO'nun bakterisidal, fungisidal ve
virisidal fonksiyonlari yerine getirmek i¢in olusturdugu reaktif kimyasal tiirlerden
kaynaklanir, ki bunlar aynm1 zamanda normal konak dokularma zarar verebilecek
kapasitededir (Klebanoff vd.,1980; Albrich vd., 1981).

Bircok hastaligin patogenezinde Onemli bir rol oynayan, giiclii antimikrobiyal
Ozelliklere sahip MPO enziminin eksikliginde kisilerin notrofilleri normal olarak
calismaz ve enfeksiyonlara karsi savunmasiz hale gelirler (Tay vd., 2013).

Memelilerde bagisiklik sisteminin savunma mekanizmasinda rol oynayan MPO
enziminin inhibisyonu reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu etkilediginden
olduk¢a onemlidir (Kirmit ve Isik, 2020). ROS, oksidatif strese ve hiicrelere zarar
verebilir, bu da kanser, kardiyovaskiiler hastalik ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi

cesitli hastaliklara yol agabilir (Cetintas, 2011).



Miyeloperoksidaz enziminin aktivitesindeki asirt artiy veya bu enzimin diizensiz
inhibisyonu da bagisiklik sisteminin enfeksiyonlara karsi etkisiz hale gelmesine neden
olmaktadir (Fiedler vd., 2000).

Pekgok hastaligin  kaynagimi bulmada yardimci, bu hastaliklarin  olugsmadan
onlenmesinde, tani ve tedavisinde etkili olan miyeloperoksidaz enzimi ozellikle akut
lenfoblastik 16semi tedavisinde kullanilmaktadir (Basaran, 2007). Otoimmiin
hastaliklarin patogenezinde, enfeksiyonlara kars1 bagisiklik savunmasinda da énemli bir
rol oynayan MPO’ nun, ateroskleroz (damar sertlesmesi) ve koroner arter hastaligi gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarda aktivitesinde artis gézlenmistir. (Set, 2020).

Saglikli bir bagisiklik sistemi islevi i¢in miyeloperoksidaz enziminin inhibisyonunun
dengelenmesi ve diizenlenmesi, 6nemlidir (Cetintas, 2011).

Yapilan cesitli aragtirmalara gére MPO’nun, hiicrenin kuru agirligimin %1 ile %5
arasinda oldugu disiiniilmektedir (Olsson vd., 2004). Memeli peroksidaz ailesinin bir
tiyesi olan MPO enziminin MPO I, MPO II ve MPO III seklinde ii¢ izoenzimi
bulunmaktadir (Wright vd., 1990; Miyasaki vd., 1987). MPO azurofilik graniiler
lokositlerin 6nemli proteinlerinden olup, sindirim enzimleri ve diger antimikrobiyal
proteinlerle azurofilik graniillerin sitoplazmasinda bulunur (Olsson vd., 2004).
Iceriginde glukoz barindiran molekiiler agirhk olarak 144 kD olan MPO, iyon
bakimindan katyonik dzellik gdsteren bir enzimdir. Iki benzer dimerin disiilfid bagiyla
baglanmasi sonucu olusup, disiilfid baginin segici bicimde pargalanmasi enzimin
spektral ve katalitik 6zelliklerinden ¢ok da farki bulunmayan hemi-enzimi (yari-enzimi)
Verir.

MPO her bir dimer yapida, merkezi demir atomu iceren protoporfirin IX grubu
bulunduran bir hafif bir de agir alt initeden (herbiri 108 ve 466 amino asitten
olusmaktadir. MPO’nun her iki hem grubu fonksiyonel olarak aymidir. Hem gruplari
apoprotein ile iki ester bagi ve bir siilfonyum iyon bagi ile baglanmistir. Hemin bu tiglii
baglanis sekli diger hem proteinleri ile karsilastirildiginda kendine 6zgii olmaktadir. Bu
da porfirin halkasinin biraz da olsa egilmesine ve Soret bandinin MPO i¢in 428 nm’ye
kaymasinin “red shift” yapmasinin sebep oldugu gosterilmektedir (Arnhold vd., 2004).
Bu kayma da enzimin karakteristik yesil renginden sorumlu olan UV bdlgede gii¢lii bir
absorpsiyon band1 vermektedir (Fiedler vd., 2000).

Dimerik enzimin ikiz yari enzimleri birbirine non-kristallografik c¢iftli aksis ve
Cys153°teki kovalent disiilfid kdpriisiiyle baglanmistir. Ikincil yap: ¢ogunlukla Heliks

yapisinda ve ¢ok az da olsa katlanmis yaprak yapisi bulunmaktadir. Her bir yar1 enzim
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bes tane heliksli merkezi bir ¢ekirdekten ve kovalent olarak bagli bir hem grubundan
meydana gelmistir (Fiedler vd., 2000).

Lokositler, fagositoz olayr ile antimikrobiyal etkilerini gosterirler. Fagozom zarinda
yerlesen NADPH oksidaz vasitiyla solunum patlamasi (respiratory burst) olarak
adlandirilan, oksijen kullaniminin ¢abuk bir sekilde artti§i ve sonucunda siiperoksit
(02-) radikalinin olustugu bir dizi olay gerceklesir. Fagositoz aninda ¢ok fazla oksijen
tiiketimi sonrasinda; siiperoksit ve hidrojen peroksit meydana gelir. Serbest radikal olan
stiperoksit, oksijen molekiiliiniin bir elektron kaybetmesi sonucunda olusur (Hampton
vd., 1998). Miyeloperoksidaz enzimi H202 ve halojenleri (Cl-(Kloriir) , F-(Floriir) ,
Br-(Bromiir) ve I-(Iyodiir)) katalize ederek hipohalozlar1 meydana getirir. Ornek olarak;
MPO enziminin H202 ile CI- iyonunu katalizleyerek bakteri 6ldiirme 6zelligi olan
hipokloriir ve Brile hipobromiiriin olugsmasi gosterilebilir. Olusan bu kimyasal ajanlar
bakteriler, mantarlar ve memeli hiicrelerine karsi toksik o6zellik gosterir (Klebanoff,
1968).

MPO i¢in gozlemlenen klasik peroksidaz pargaciklarinin kinetik modeli, MPO'nun
farkli protez gruplarmi ve imidazol nitrojen enzimi araciligiyla bagli oldugunu
belirtmektedir. Serbest birakilan dinlenme halindeki enzim (MPO-Fe(lll)), H202 ile
bilesikleri olusturmak i¢in hizli ve geri doniisiimlii bir reaksiyona girer; bu, Fe(1V)=0
grubu ve rezonansla stabilize olup oksitlenmis bir ara {irlindiir. Enzimin dinlenmesi
(MPO-Fe(IIT)) ve hipohalous asitleri olugturan mekanistik bir yol olusturur. Fizyolojik
kosullar altinda, MPO i¢in tercih edilen oksidan olan iyonu, halojenasyon teknikleri
olarak bilinen mekanistik bir yol olusturur. Bilesik I, ardisik iki elektron adimiyla
Bilesik IT ve MPO-Fe(IIl) olusturmak ig¢in birden fazla karakteristik substrati okside
edebilir. Stiperoksitin MPO-Fe(III) ile birlesmesi, Bilesik III olarak bilinen MPO-Fe(ll)-
O2 olusturulur. MPO'nun katalitik kaybinin 6nemli bir 6zelligi, elastikiyet dokularina
zarar veren ve ¢esitli sorunlarin baslangicina ve ilerlemesine katki saglayan hipoklor6z
asit (HOC]I) tireten oldukga reaktiftir. HOCI, ayn1 zamanda oksidatif stresi artiran reaktif
oksijen ve azot tiirlerinin olusumunda dogrudan iligkilidir. Nétrofillerde bulunan
stiperoksit, MPO'un Kkatalitik dongiisiinii 6nemli Ol¢iide etkiler. MPO-Fe(lll) ile
reaksiyona girer ve onu hizla Bilesik Ill'e gevirir. Siiperoksit, Bilesik II ile reaksiyona

girer ve enzimin klorlama aktivitesini yiikseltir (Kettle vd., 1988).
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Sekil 2.2 Myeloperoxidase'un katalitik dongiisii

MPO katalitik donglislinlin substrat veya mekanizma temelli inhibitorleri olarak
arastirilir. Melatonin, triptofan ve serotonin gibi maddeler anti-inflamatuar aktivite
sergiler ve bunun biiyiik bir kismi serbest radikal ¢ekimleyici olarak islev goriirler.
Melatonin  H,O, tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonunu ve lipojen
modifikasyonunu engelleyebildigini gosterir ve en etkilisidir. Antioksidan 6zelliklerine
ek olarak, kinetik caligmalar melatoninin MPO tarafindan genis bir konsantrasyon
araliginda H,O; tiiketimini 6nemli dlgiide inhibe eder (Galijasevic vd., 2008; Allegra
vd., 2001).

Sekil 2.3 MPO’nun kimyasal yapis1
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Sekil 2.4 Dogal homodimerik insan miyeloperoksidazinin tam yapisi

Her alt iinite bir hafif zincir (mavi), bir agir zincirden (kirmizi) olusmusmakta ve
modifiye bir hem grubu (yesil) icermektedir. Ek olarak kalsiyum iyonlar1 (sar1 kiireler)
ve glikozlanmig bolgeler gosterilmistir (Furtmiiller vd., 2006).

Sekil 2.5 Miyeloperoksidazin monomer yapisinin sematik olarak gosterilmesi

Hafif zincirin sarmallart mavi, agir zincirin sarmallart ise kirmizi renktedir. Kiigiik
polipeptidin terminalleri N1 ve CI1, biiyiik polipeptidin terminalleri ise N2 ve C2

simgeleri ile verilmistir (Furtmiiller vd., 2006).
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2.3. Enzim Aktivitelerinin Tayininde Kullamlan Yontemler

Spektrofotometrik yontem,

Bir enerji diizeyinden digerine ge¢is yapan atom, molekiil veya iyonlarin gegisleri
esnasinda emilen ya da yayilan elektromanyetik 1s1manin 6l¢iilmesi seklindedir.
Monometrik yontem, bir komponenti gaz olan enzimlerin aktivitesini dlgmek igin
kullanilan yontemdir. Ornegin; oksidazlarla oksijen almimi ve dekarboksilazlarla
karbon dioksit salinimi bu yontemle 6lgiiliir.

Thunberg yontemi, ¢ok sayida dehidrogenaz enziminin aktivitesi bu yontem kullanilarak
Olculiir.

Elektrot yontemi, cam elektrotlarla olusan {irlinlerin 6lglilmesi esasina dayanir.
Polimerik yontem, pek cok enzimin substrati optikce aktiftir. Eger iiriinde optik aktivite
degismesi goriilecek olursa bu yontem kullanilmaktadir.

Kromatografik yontem, diger yontemlerle bir 6lgme yapilamadiginda bu yonteme
basvurulur.

Kimyasal tayin yontemi, bir¢ok enzim reaksiyon basladiktan sonra belirli zaman
araliklarinda karisimdan 6rnek alip, substrat ve iriinlin kimyasal yontem ile miktari

tayin edilir (Cansaran, 2018).
2.3.1. Spektroskopi

Isin-madde etkilesimini inceleyen bir bilim dali olan spektroskopi; molekiil, atom veya
iyonlarin enerji seviyeleri arasindaki gecisleri esnasinda emilen ya da etrafa sagilan
elektromanyetik 1s1manin tespit edilmesi metodudur (Ahmadova, 2019).

Renklerin bandi anlamina gelen spektro sdzciigiiniin 151k ve 6lgiim terimleri ile bir araya
gelmesiyle olusan spektrofotometre ise 15181n iki ¢esit 6zelligini karsilastiran bir 6l¢iim
cihazidir (Erkus ve Yiice, 2012).

Organik ve inorganik sistemlere uygulanabilirlik, hata diizeyinin az olmasi, veri
toplama kolayliligi ve elverigliligi yonleri spektrofotometrik yontemlerin en onemli

ozelliklerindendir (Onur, 2019).
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Sekil 2.6 Spektrofotometre dalga boyu grafigi

Miyeloperoksidaz enzimi hakkinda yapilan c¢ogu arastirmada hastaliklarin
patogenezindeki roliine odaklanilmasi, miyeloperoksidaz enziminin tedavi amagh
kullanim1 hakkinda yeterli bilgi bulunmamasi nedeniyle tez kapsaminda MPO enzimi
calisilmigtir.

Calismada Favipiravir, Levofloksasin, Seftriakson, Levodropropizin, Budesonid,
Linezolid, Kaspofungin diasetat molekiilleri {izerine ilk defa kinetik ¢aligma yapilmasi
ve MPO enziminin yeni inhibitdrlerini bulmak amag¢lanmustir.

Calisma sonucunda bulunan inhibitdr degerleri, ilaglarin kullanim dozajlarinin

ayarlamasinda 6nemli bir sekilde katki saglayacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1.Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez galismasinda Siilfirik asit, O-dianisidin, Hidrojen peroksit, Sodyum Fosfat, Sodyum
kloriir, Etanol, Metanol, Favipiravir, Levofloksasin, Seftriakson, Levodropropizin,
Budesonid, Linezolid, Kaspofungin diasetat Sigma Chemical Company’den; Sodyum

siilfat, DMSO kullanilmuistir.

3.1.2. Calismada Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagida marka ve modelleri verilen cihazlar kullanilmistir.

Spektrofotometre : Beckman Coulter Du 730 (UV-VIS)
pH metre : Sehott pH-Meter CG840

Karigtirict (Shaker) : IKA KS 130 basic

Karstirier (Vorteks) : Fisons whirli-mixer

Hassas terazi : Denver Instrument

Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karistirict : WiseStir MSH-20A

Saf su cihazi
Kar makinesi
Buzdolaplari
Derin dondurucu (-20°C’ye kadar)
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar)

: Barnstead Easy Pure UV/UF

: Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
: Siemens

: Sanyo Medical Freezer

: Sanyo Ultra Lo
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3.1.3. Caismada Kullamlan Cézeltiler ve Cozelti icerikleri

Biyokimyasal ¢aligmalarda kullanilan ¢dzeltilerin kullanilis yerleri ve igerikleri asagida
verilmistir.

Aktivite ol¢liimiinde kullanilan cozeltiler

1. 0,1 M NaHPO, pH=6,8 (O-dianisidin hazirlanmasinda ve enzim aktivitesinin
Ol¢iilmesinde kullanilan tampon): 7,8g (0,1 mol) Na,HPO,4.7H,0O, 500 ml distile suda
¢Oziilmiistir. 1N HCI ile pH>6,8’¢ kadar titre edilecek, daha sonra toplam hacim
distile suyla 1 litreye tamamlanmustir.

2. 6 M H,SO, (Siilfiirik Asit) ¢ozeltisi igin 31,45 ml H,SO,4 alinip distile su ile 100 m1’ye
tamamlanmugtir.

3. 5SmM O-dianisidin ¢0zeltisi (O-dianisidin substratina bagli olarak yapilan
calismalarda, MPO aktivitesinin 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢6zeltisi) : 0,122 g O-
dianisidin ile i¢ine birka¢ damla HCI (Hidroklorik Asit) ilave edilerek 100 ml 0,1 M
Na,HPO, pH=6,8 i¢inde ¢oziilmiistiir.

4. 3,2 mM H;,0; ¢ozeltisi (O-dianisidin substratina bagli olarak yapilan ¢alismalarda,
MPO aktivitesi Olglimiinde kullanilan ¢ozelti): %30'luk yogunlugu 1,11 g/ml olan
H,0;'den 32 pL alinarak distile suyla 100 ml 'ye tamamlanmustir.

inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan molekiillerin stok konsantrasyonlar

1. 0,0063 Mm Favipiravir: 1 mg favirpiravir tartilip DMSO (Dimetil Siilfoksit) ile 1000
ml’ye tamamlanmistir. 157.1 g/mol’

2. 0,0027 mM Levofloksasin: 1 mg Levofloksasin tartilip DMSO ile 1000 ml’ye
tamamlanmistir. 361.37 g/mol

3. 0,0018 mM Seftriakson: 1 mg Seftriakson tartithp DMSO ile 1000 ml’ye
tamamlanmistir. 554.58 g/mol

4. 0,0033 mM Levodropropizin: 1 mg Levodropropizin tartilip DMSO ile 1000 ml’ye
tamamlanmistir. 297.38 g/mol

5. 0,0023 mM Budesonid: 1 mg Budesonid tartilip DMSO ile 1000 ml’ye
tamamlanmistir. 430.54 g/mol

6. 0,0029 mM Linezolid: 1 mg Linezolid tartilip DMSO ile 1000 ml’ye tamamlanmuistir.
337.35 g/mol

7. 0,00067 mM Kaspofungin diasetat: 1 mg Kaspofungin diasetat tartilip DMSO ile
1000 ml’ye tamamlanmistir. 1488.69 g/mol
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3.2. Yontemler
3.2.1. Miyeloperoksidaz Aktivite Tayini

Dimerik MPO’nun her monomeri, hem grubuna bagli bir demir ve bir kalsiyum igerir.
Kalsiyum iyonunun baglanma merkezi pentagonal bipiramid yapidadir. Yapi tiim
memeli peroksidazlarinda iyi korunmus benzer sekans igerir. Iki ugta Ser174 ve Phel70
ve merkez diizlemde ise Asp96, Thrl68, Aspl72, bulunmaktadir. Bu aminoasitlerden
distal His95’e komsu olan Asp96 kiigiik polipeptid lizerinde 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 (Booth, 1989). Bu ise kalsiyum iyonunun {igiincli yapiyr diizenledigini
gosterir. Natif MPO’da hem grubu bes bag ihtiva eden Fe*" igerir. Bu baglardan dordi
porfirinin pirol halkalarinin azot atomuna, besincisi ise proksimal histidinin (His336) ¢
azotuna baglidir. Bu histidinin & azotu ise Asn421’in NH2 gurubuna hidrojen bag ile
baglidir. Bu yap1 ayrica su molekiilleriyle de hidrojen bag1 araciligiyla baglanir. Bu yapi
bir kompleks halinde MPO’nun peroksidaz aktivitesini saglamaktadir (Fiedler vd.,
2000; Zederbauer vd., 2007).

Km (Maksimum tepkime hizinin yarisina ulasmak icin gereken substrat konsantrasyonu)
Ve Vnax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla; O-dianisidin kullanilarak optimum pH
degerinde ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat konsantrasyonunda aktivite degerleri
Olglilmiistiir. Bu amagla O-dianisidin’nin stok ¢ozeltisinden sirasiyla 0,25 ile 1,5 ml
araliklarinda alinmistir. Her bir O-dianisidin konsantrasyonunun uygulandigi deney
igin, enzim aktivitesinin Ol¢iildiigli tampon ¢ozeltisiyle toplam hacim 2,8 ml’ye
tamamlanmistir. Daha sonra her bir tiipe 0,1 ml enzim ¢dzeltisi ve son olarak 0,1 ml
H,0, katilarak, spektrofometrede O-dianisidin i¢in 460 nm’de absorbans degerleri
Olciilmiistir. Her 6l¢iim 3 defa tekrarlanmistir. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir. Grafiklerin c¢izimlerinde en kiigiik kareler
regrasyon dogru denklemi kullanilmistir. Ky ve Vpmax degerleri grafik ve dogru
denklemleri yardimriyla hesaplanmistir.

MPO enzimi {izerine ilaglar i¢in inhibisyon kinetiklerine bakilmistir. Bu amagla
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek ICso (Enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitor
konsantrasyonu) ve K; degerleri ve inhibisyon tipleri ilk defa ¢alisilmistir. Amlodipin

maleat’1n aril tiirevlerinin MPO enzimin K ve ICso degerleri hesaplanmistir.
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ICs0 degerlerinin tespit edilmesi amaciyla, amlodipin maleat ve amlodipin maleat’in aril
tiirevlerinin O-dianisidin substratina bagli olarak oda sicakliginda ve optimum pH’da,
doygun olmayan 0.53 mM O-dianisidin konsantrasyonunda ortama farkli hacimlerde
inhibitor ¢ozeltisi ilave edilerek, % Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izilmistir. K;
degerlerinin tespit edilmesi ve inhibisyon tiplerinin belirlenmesi amaciyla, oda
sicakliginda optimum pH’da 5 farkli O-dianisidin substrat konsantrasyonunda ve her bir
amlodipin maleat ve amlodipin maleat’in aril tiirevlerinin i¢in 3 farkli sabit
konsantrasyonunda aktivite dlgiimleri yapilmistir. Elde edilen bu aktivite degerleri ile
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek inhibisyon tipleri ve K; degerleri bulunmustur.

A= ¢eb.c c=Al/eb V =c.Ds

A = Absorbans (1 dakika sonunda okunan absorbans)

b = Is1gin gectigi mesafe (1 cm)

¢ = Konsantrasyon (pmol/ml)

& = Ekstinksiyon kat sayis1 ( 11300 M x cm™)

D¢ = Seyreltme katsayisi

V = Reaksiyon hiz1 (umol x dak. /ml)

Enzim saflastirilmasi islemlerinde substrat olarak O-dianisidin kullanilacagindan,
saflastirma basamaklarinin enzim aktivite Ol¢limii sonuglar1 i¢in; 1 enzim {initesi
"20°C'de 1 dakikada 1 umol O-dianisidin’in oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1"

olarak tanimlanmustir.
3.2.2. MPO I¢in Kullanmilan Inhibitorler

Miyeloperoksidaz'in (MPO) inhibitorleri, MPO'nun katalitik aktivitesini azaltan veya
engelleyen bilesiklerdir. Bu inhibitorler, ¢esitli biyolojik ve farmakolojik etkileri
modiile etmek veya noétrofillerin mikrobisidal aktivitesini diizenlemek amaciyla
arastirtlmaktadir. MPO inhibisyonu, anti-enflamatuar ve antioksidan 6zellikler gosteren
hastaliklarin tedavisi veya Onlenmesi amaciyla potansiyel bir strateji olabilir. MPO
inhibitorlerinde biri AZD3421 yapisal formiilii, 1-(2-izopropoksietil)-2-tiokso-1,2,3,5-
tetrahidropirrolo(3,2-d)pirimidin-4-on‘dur. (Jucaite vd.,2015) Benzoik asit hidrazitleri,
flavonoidler ve polifenoller, melatonin, NSAID'ler de MPO inhibitorlerine 6rnek
verilebilirler. MPO inhibitorleri hakkin ¢ok fazla arastirma yoktur ve ¢alismalar devam

etmektedir. Buradan yola ¢ikarak bu tezde Favipiravir, Levofloksasin, Seftriakson,
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Levodropropizin, Budesonid, Linezolid, Kaspofungin diasetat molekiillerinin MPO

tizerine inhibisyon etkileri incelenmistir.
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Kaspofungin diasetat

Sekil 3.1 MPO enzimi iizerine inhibisyon ¢aligmalar1 yapilan molekiiller
3.3. MPO Enzimi Uzerine Siilfanilamid Tiirevlerinin inhibisyon Calismalar

MPO enzimi iizerine ligand olarak kullanilmasi planlanmig Favipiravir, Levofloksasin,
Seftriakson, Levodropropizin, Budesonid, Linezolid, Kaspofungin diasetat molekiilleri
icin inhibisyon kinetiklerine bakilmistir. Bu amagla Lineweaver-Burk grafikleri
cizilerek 1Cso ve K (Antagonstin disosiyasyon sabitesi) degerleri ve inhibisyon tipleri
ilk defa calisilmigtir. Favipiravir, Levofloksasin, Seftriakson, Levodropropizin,
Budesonid, Linezolid ve Kaspofungin diasetat molekiilleri MPO enzimin K; ve ICsg
degerleri hesaplanmustir.

ICsp degerlerinin tespit edilmesi amaciyla, Favipiravir, Levofloksasin, Seftriakson,
Levodropropizin, Budesonid, Linezolid, Kaspofungin diasetat molekiillerinin O-
dianisidin substratina bagh olarak % Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izilmistir. K;
degerlerinin tespit edilmesi ve inhibisyon tiplerinin belirlenmesi amaciyla, oda
sicakliginda optimum pH degerinde 5 farkli O-dianisidin substrat konsantrasyonunda ve
her bir Favipiravir, Levofloksasin, Seftriakson, Levodropropizin, Budesonid, Linezolid,
Kaspofungin diasetat molekiilleri i¢in 3 farkli sabit konsantrasyonunda aktivite
Olgtimleri yapilmistir. Elde edilen bu aktivite degerleri ile Lineweaver-Burk grafikleri

cizilerek inhibisyon tipleri ve K; degerleri bulunmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Miyeloperoksidaz Enzimi ile Tlgili Yapilan Calisma Bulgular

4.1.1. Favipiravir MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan Kinetik

Cahismalar

Tablo 4.1 Favipiravir MPO iizerine O-dianisidin substratiyla yapilan % Aktivite-

Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii

% = = ~ 'E = = = 2
< z |E RE | E £_2 |E | mE | E|E€_ o =
Z 5 S| %5~ % | EE 5 5 g3 | < BE LE|Z
: 5= 8 ££7¢ 285528 E£| g EE 38 2
-  O0&E| I - - = o0& =z | T = S

15 M0 o4 [ or - | M0 05 01 - 005 | 100

15 1,0 0,39 0,1 001 15 1,0 034 | 01 001 | 005 85
% 1,5 1.0 | 0,37 01 | 003 | 15 1,0 033 | 01 003 005 72
{ .
215 L0 035 01 | 005 1.0 030 | 01 005 005 42’2
©
LL

15 | Y0 o033 | 01 o007 Y® | L0 o028 | 01| 007 | 005 | 40

15 | 10 o031 | o1 | 000 Y | 10| 02 | 01 009 005 34

y = 100e-0,013x
R?=0,9848

% AKTIVITE
=

N B OO 00O O N
O O O O o o o

20 40 60 80 100

o

FAVIPIRAVIR (uM)

Sekil 4.1 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Favipiravir ile elde

edilen % Aktivite-Konsantrasyonu
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Tablo 4.2 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substrati ile Favipiravir i¢in elde edilen

1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipit Numune Tiipii

£ = ~| ~ £ = | - ~~
5 2 E EE 5 2 | E EE £ | E
21829 $8 9 22229 €2 9 22 8 L
S| 0El I £ £ | EE SE I | &8 T EE = SE

050, 1,0 1,37 0,1 0,03 | 0,50 1,0 132 | 01| 0,03 0,05 1,2

075 1,0 1,12 0,1 0,03 | 0,75 1,0 1,07 | 01| 0,03 0,05 0,8
[l 1,00 1,0 0,87 0,1 0,03 | 1,00 1,0 082 | 01| 0,03 0,05 0,6
1 125 1,0 0,62 0,1 0,03 | 1,25 1,0 0,57 | 0,1 | 0,03 0,05 | 0,48

150 10 | 037 | 01 | 003|150 | 10 | 032 | 01| 003 | 005 | 04
050 10 | 135 | 01 | 005 | 050 | 1.0 | 130 | 01| 005 | 005 | 12
075 10 | 120 | 01 | 005 | 075 | 1.0 | 105 | 01| 005 | 005 | 08
01 100/ 20 | 085 | 01 | 005 | 100 | 10 | 080 | 01| 005 | 005 | 06
125/ 10 | 060 | 01 | 005 | 125 | 10 | 055 | 01| 005 | 005 | 048
150 10 | 035 | 01 | 005|150 | 10 | 030 | 01| 005 | 005 | 04
050 10 | 133 | 01 | 007 | 050 | 1.0 | 128 | 01| 007 | 005 | 12
075/ 10 | 108 | 01 | 007 | 075 | 1.0 | 103 | 01| 007 | 005 | 08
T 100 20 | 083 | 01 | 007 | 100 | 10 | 078 | 01| 007 | 005 06
125/ 10 | 058 | 01 | 007 | 125 | 10 | 053 | 01| 007 | 005 | 048
150 10 | 033 | 01 | 007 | 150 | 1.0 | 028 | 01| 007 | 005 | 04

15 -
i
E
£ [10]= Kontrol
£ [11]= 0,34 nMO -
g [12]= 0,32 nM
= [13]= 0,24 nM
2 5 |

-7 -2 3 8 13
1/ [O-dianisidin] nM

Sekil 4.2 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Favipiravir esliginde elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Tablo 4.3 MPO enzimini iizerine Favipiravir inhibitoriiniin inhibisyon etkisi

e I1Cs s, -
Inhibitor Ortalama K; (nM Inhibisyon tiirii
Favipiravir 53,31 + 0,30 Yarigmal

4.1.2. Levofloksasin MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan Kinetik
Calismalar

Tablo 4.4 Levofloksasin MPO iizerine O-dianisidin substratiyla yapilan % Aktivite-

inhibitor

Levofloksasin

Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii
2 T4 E
E < [N
© . (@) o c
v = @R L s
oE| T =
15 | L0 o4
15 1,0 0,38
1,5 10| 0,36
15 | L0 o35
15 | 10| o33
15 | 1O 030

H,0, (ml)
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0,1

0,1
0,1

0,1

inhibitor
(mI)

0,02
0,04

0,05

0,07

0,1

O-dianisidir

(ml)

=
ol

1,5
1,5
1,5

1,5

1,5
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R>=0,9917

100

LEVOFLOKSASIN (uM)

150

Sekil 4.3 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagl olarak Levofloksasin ile elde

Tablo 4.5 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substrati ile Levofloksasin i¢in elde edilen

inhibitor

(1]

(1]

(1]

edilen % Aktivite-Konsantrasyonu

1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

O-dianisidin

(ml)

o e
~ | u,
o | o

1,00
1,25
1,50
0,50
0,75
1,00
1,25
1,50
0,50
0,75
1,00
1,25
1,50

H,SO,(ml)

PrirPIPIPIPIPIPPIPIPIPIFPIP PP
O o oo oo oo oo oo o ol o

H,0, (ml)

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

inhibitor

(ml)

o e
o |o
NN

0,02
0,02
0,02
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0,05
0,05
0,05
0,05
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

Pk |lkrlololr kPP oo kR kP RO e
oo o D, ;e o~ ; ; T o |~ o | O-dianisidin
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H,SO4(ml)

1,0
1,0

Numune Tiipii

Fosfat
Tamp(ml)

1,33
1,08
0,83
0,58
0,33
1,30
1,05
0,80
0,55
0,30
1,25

1,0
0,75

0,5

0,3

H,0, (ml)

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

inhibitor

1/s

1,2
0,8
0,6
0,48
0,4
1,2
0,8
0,6
0,48
0,4
1,2
0,8
0,6
0,48
04



[10]= Kontrol

257 [11]=0,62 nM
[12]=0,81 nM
—
~ 201 [13]=0,73nM
&
R= 15
E
g 10 -
=
2 5 1
o
e’
-2 3 8 13

1/ [O-dianisidin] nM

Sekil 4.4 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Levofloksasin esliginde elde edilen
1/V-1/[S] grafigi

Tablo 4.6 MPO enzimini iizerine Levofloksasin inhibitoriiniin inhibisyon etkisi

. 1Cso .
Inhibitor Ortalama K;(nM) Inhibisyon tiirii
(M)
Levofloksasin 53,31 +0,73 Yarismasiz
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4.1.3. Seftriakson MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan Kinetik

Calismalar

Tablo 4.7 Seftriakson MPO {izerine O-dianisidin substratiyla yapilan % Aktivite-

Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
s 2 E gEE £_ 2 E =wE E £ o._| %
3 = £33 S Z= | £ = 29 2= 3
2 S2 9 fg g 28 S § gg g EE sE| 2
- o0& | T i oE | T N = S
15 | 19 04 | 01 15 110 985 01| - | 005 | 100

15 10 039 | 0,1 001 15 10| 033 0,1 001 0,05 77

S | 15 10| 037 01| 003 15 10| 031 01| 003 005 | 58
X
=
15 | 19 o035 01 o005 ¥ | 10030 01 005 o005 44
[«b]
[9p]
15 | 190 032 01 008! 15 | 10| 928 01| 008 005 | 24
15 101 930 01| 01 | 1° 101 025 01| 01 @ 005 | 12
y = 100g-0019
i} 120 R2 = 0,9755
= 100
o
2 80
»
2 60
S 40 =
20
0
0 20 40 60 80 100 120
Seftriakson (uM)

Sekil 4.5 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Seftriakson ile elde

edilen % Aktivite-Konsantrasyonu
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40
[10]= Kontrol
[11]= 0,62 nM
30 [12]= 0,73 nM
[13]= 0,54 nM

1/V[pmol/min.ml]-1

-6 -3 0 3 6 9 12
1/ [O-dianisidin] nM

Sekil 4.6 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Seftriakson esliginde elde edilen
1/V-1/[S] grafigi

Tablo 4.8 MPO enzimini iizerine Seftriakson inhibitoriiniin inhibisyon etkisi

) ICs .
Inhibitor Ortalama K; (nM) Inhibisyon tiirii
(M)
Seftriakson 36,48 + 0,63 Yarismal
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4.1.4. Levodropropizin MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan Kinetik

Calismalar

Tablo 4.9 Levodropropizin MPO {izerine O-dianisidin substratiyla yapilan % Aktivite-

Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
£ 2 E  E | E £. % E sE|E &£. o~ =
25 S %98~ X SE| § N 28 | < 2F 4aE| %
: 2 9 EE7 ¢ 28 £2 8 BE o EE SE %
- o0& I A - - 0E| I - | T = S
15 | M0 04 | or | - [ Y | 0 085 01 - | 005 | 100

15 10 | 0,39 01 | 001 | 15 1,0 034 | 01 001 | 005 85
1,5 10 | 0,37 01 | 003 | 15 1,0 033 | 01 003 005 72

Levodropropizin
=
(6]

101 035 | 01 | 005 1P 10 030 | 01 005 | 005 42’2
15 | W0} 032 | 01 | oo 1° 101 027 01| 008 005 40
1.0 15 101 925 01 01 | 005 | 34

15 0,30 0,1 0,1

120
y = 100e-0.016

100 R> = 0,9844

80
60
40

%AKTIVITE

20
0 20 40 60 80 100 120

Levodropropizin (nM)

Sekil 4.7 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Levodropropizin ile

elde edilen % Aktivite-Konsantrasyonu
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Tablo 4.10 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substrati ile Levodropropizin i¢in elde edilen

inhibitor

(1]

(1]

(1]

1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

O-dianisidin
(ml)

Ll|e
~ |u
o | O

1,00
1,25
1,50
0,50
0,75
1,00
1,25
1,50
0,50
0,75
1,00
1,25
1,50

H,SO,(ml)

Ll I ol Il ol gl st gl Il o Pl ol gl Ll Il By
oO|lo/o|lo/o|lojo|lo o o|o o|o o o

Kor Tiipit

Fosfat
Tamp(ml)

1,36
1,13
0,88
0,63
0,38
1,35
1,10
0,85
0,60
0,35
1,32
1,07
0,82
0,57
0,32

H,0; (ml)

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

O-dianisidin
(ml)

Ll Ml gl Bl o Ml M M K KR M o ol ol K K
g v oY |uwludv oy |ala v oy u
ol ||l |o|lo|g|od|la | oo &g | O
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H,SO,(ml)

1,0

1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0

Numune Tiipii

EE £ E
88 5 4 © p
172) 2, = = o =
£ T | EE| = SE
131 | 01| 002 | 005 | 12
1,08 | 01| 002 | 005 | 08
083 | 01| 002 | 005/| 06

058 | 01| 002 | 005 | 048
033 | 01| 002 | 0,05 04
1,30 | 0,1 | 0,04 | 0,05 1,2
105 | 01| 0,04 | 0,05 0,8
080 | 0,1 | 0,04 0,05 0,6
055 | 01| 004 005 048
030 | 01| 004 | 0,05 04
1,27 | 01| 0,08 | 0,05 1,2
102 | 01| 0,08 | 0,05 0,8
0,77 | 01| 0,08 | 0,05 0,6
053 | 01| 008 | 005 048
027 | 01| 0,08 | 0,05 0,4



15 1

[10]= Kontrol
- [11]=0,15nM 10 |
= [12]= 0,17 nM °
S [13]= 0,11 nM
E o
E
E  — . .
Z -10 -5 0 5 10

1/ [O-dianisidin] nM

Sekil 4.8 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Levodropropizin esliginde elde
edilen 1/V-1/[S] grafigi

Tablo 4.11 MPO enzimini {izerine Levodropropizin inhibitdriiniin inhibisyon etkisi

) I1Cs .
Inhibitor Ortalama K; (nM) Inhibisyon tiirii
(uM)
Levodropropizin 43,32 +0,14 Yarigsmali
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4.1.5. Budesonid MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan Kinetik

Calismalar

Tablo 4.12 Budesonid MPO iizerine O-dianisidin substratiyla yapilan % Aktivite-

Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
£z £ g% E E-f E|gE E|L
) 3 D O~ 2= 3 % a = 2=
Z | 5o 3 L E @) = E s = Q S £ @) = E
= < oY = UL g oY =
- o0& I ol T = ofE T T =

15 | 0 04 | 01 e X I X ;

15 10| 038 | 01| 0015 @15 10 0335 | 01 0,015

©
g 1,5 10| o036 | 01 004 | 15 10 031 | 01| 0,04
wn
L 15 | 10 035 01| o005 1 | 10 930 | 01| 005
>
oM

15 | 10 0325 | 01 o075  1® | 10| 0285 01| 0075

15 | Y0 0275 01 o125 L5 L0 025 | 01| 0125

y = 100e-0.016
R = 0,9844

[EN
o o
o O

%AKTIVITE
S (o))
o (e)

N
o O

0 50 100 150

Budesonid (uM)

MPO
(ml)

0,05

0,05
0,05

0,05
0,05

0,05

%Aktivite

100

70

53

34

22

Sekil 4.9 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Budesonid ile elde

edilen % Aktivite-Konsantrasyonu
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Tablo 4.13 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substrati ile Budesonid i¢in elde edilen
1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipit Numune Tiipii
£ = | o~ i = ~| ~ ~
5 § | E EIE | & | B E E E 5 | E
= | € S =5 = = c ¥ 5 = | = g .
£ 2 85 ¢ f2 %2 2 35 9| Iz 2 | o3
L o0& =T L T EE OE | T g £ EE = S E
050/ 10 | 136 | 01 | 002 050 | 10 | 131 | 01| 002 | 005 12
075/ 10 | 113 | 01 | 002 075 | 10 | 108 | 01| 002 | 005 08
[N 100/ 20 | o088 | 01 | 002 1200 | 10 | 08 | 01| 002 | 005 | 06
1
125/ 1,0 | 063 | 01 | 002 | 125 | 10 | 058 01| 002 | 005 | 048
150/ 1,0 | 038 | 01 | 002 | 150 | 10 | 033 | 01| 002 005 | 04
050 10 | 135 | 01 | 004 050 | 10 | 130 | 01| 004 | 005 | 12
075/ 10 | 110 o1 | 004 | 075 | 10 | 105 | 01| 004 | 005 08
[ 100/ 120 | o085 | 01 | 004 | 1200 | 1.0 | 08 | 01| 004 | 005 | 06
2
125/ 1,0 | 060 | 01 | 004 | 125 @ 10 | 055 01| 004 | 005 | 048
150/ 1,0 | 035 | 01 | 004 | 150 | 10 | 030 | 01| 004 005 | 04
050/ 10 | 130 | 01 | 007 050 | 10 | 125 | 01| 007 | 005 12
075/ 10 | 105 | 01 | 007 | 075 | 10 | 10 | 01| 007 | 005 08
[N 100/ 20 | 080 | 01 | 007 200 | 10 | 075 | 01| 007 | 005 | 06
3
125 1,0 | 055 | 01 | 007 | 125 | 10 | o5 | 01| 007 | 005 | 048
150/ 1,0 | 033 | 01 | 007 | 125 | 10 | 03 | 01| 007 005 | 04
40
[10]= Kontrol
< [11]=0,60 pM
T [21-058uM 30
S [BlFoA3pM
£
=
£
=
Z
—(
0
-9 -6 -3 0 3 6 9 12

1/ [O-dianisidin] pM

Sekil 4.10 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Budesonid esliginde elde edilen
1/V-1/[S] grafigi
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Tablo 4.14 MPO enzimini {izerine Budesonid inhibitdriiniin inhibisyon etkisi

) |C50 .

Inhibitor Ortalama K; (uM) Inhibisyon tiirii
(uM)

Budesonid 43,32 +0,54 Yarismal

4.1.6. Linezolid MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan Kinetik

Cahismalar

Tablo 4.15 Linezolid MPO iizerine O-dianisidin substratiyla yapilan % Aktivite-

Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
E g g EE E Ef_‘\ g g Eg g E’: O = g
OE| T S | & | QE T S| £ 8 S
15 | 0] 04 | 01 - L0 05 01 - 005 100
1,5 10 | 0,39 01 | 001 | 15 1,0 034 | 01 001 005 85
%’ 15 10 | o037 01 | 003 L5 10 033 | 01| 003 | 005 72
E’ 15 | 20 035 01 o005 Y | Y0 030 01| 005 | 005 42’2
-
15 | Y00 o033 | o1 | o007 MO | 10| 028 | 01| 007 | 005 | 40
15 | Y00 o031 | o1 | 009 Y° | L0 | 026 | 01 009 | 005 34
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N oS D (o)
o o o o

o

50

y = 100e-0.014x
R2=10,9579

100

Linezolid (nM)

150

Sekil 4.11 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Linezolid ile elde

edilen % Aktivite-Konsantrasyonu

Tablo 4.16 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substrat1 ile Linezolid i¢in elde edilen

inhibitor

(1]

(1]

(1]

1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

© | O-dianisidin
S (mi)

= o
o |
S u

1,25
1,50
0,50
0,75
1,00
1,25
1,50
0,50
0,75
1,00
1,25
1,50

H,SO,(ml)

Ll gl ol Il gl Il Il Rl I gl ol I ol I gl ol Il
O o|loolo|lo/lo|lo/o|lo|o o|o | o|o

0,37

H,0, (ml)

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

inhibitor

(ml)

o
o
w

o
o
w

0,03
0,03
0,03
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,07
0,07
0,07
0,07
0,07

(ml)

o - « . -
Pt O-dianisidin
o

= e
o |~
S o

1,25
1,50
0,50
0,75
1,00
1,25
0,50
0,50
0,75
1,00
1,25
1,50
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H,SO,(ml)

Lol I ol Il I ol Il ol I gl Il I Pl ol Il
©Olo|looo|lo/lo|lo o/ o|o | o|o

1,0
1,0

Numune Tiipii

H,0, (ml)

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

inhibitor

(ml)

SclLeeeeleeeeelelele|e e
o |o| oo oo o o|lo | o|lo ol|lo | ol|o
NN RN RN RSN, RS BRS, B RS ERS, ERCRR R R C R R o

MPO (ml)

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

0,48
0,4
1,2
0,8
0,6

0,48
04



20

— [10]= Kontrol

— [11]= 0,98 uM

E 1 m=0,74uM

E [13]= 0,50 uM

= 10 1

£

=

2 5 -

o

4 0 12

4 8
1/ [O-dianisidin] pM

Sekil 4.12 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Linezolid esliginde elde edilen
1/V-1/[S] grafigi

Tablo 4.17 MPO enzimini {izerine Linezolid inhibitdriiniin inhibisyon etkisi

) 1Cso .

Inhibitor Ortalama K; (uM) | Inhibisyon tiirii
(M)

Linezolid 43,51 +0,74 Yarigsmal
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4.1.7. Kaspofungin diasetat MPO Uzerine O-dianisidin Substratiyla Yapilan

Kinetik Calismalar

Tablo 4.18 Kaspofungin diasetat MPO tizerine O-dianisidin substratiyla yapilan %

Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Inhibitor
H '_\ |_\ - - - -
Ty O-dianisidir
(ml)

Favipiravir
=
(6]

15

1,5

H,SO,(ml)

=
()

1,0
1,0
1,0

1,0

1,0

Kor Tiipii

H,0, (ml)

0,1
0,1

0,1
0,1

0,1

inhibitor
(ml)

0,01
0,03

0,05
0,07

0,09

50

O-dianisidir

(ml)

=
(6}

1,5
1,5
1,5

15

1,5

100

| HSO4(ml)
o

1,0
1,0

1,0

1,0

150
Kaspofungin diasetat (uM)

Numune Tiipii

=E | E
BE o
LL N

© T
0,85 0,1
0,34 0,1
0,33 0,1
0,30 0,1
0,28 0,1
0,26 0,1

y = 100e-0,008)(
R2=0,9131

200

inhibitor
(ml)

0,01
0,03

0,05
0,07

0,09

250

MPO
(ml)

0,05

0,05
0,05

0,05
0,05

0,05

%Aktivite

[EEN

00

72
49,2

40

34

Sekil 4.13 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratina bagli olarak Kaspofungin diasetat

ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyonu
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Tablo 4.19 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substrati ile Kaspofungin diasetat i¢in elde

inhibitor

(1]

(1]

(1]

edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

O-dianisidin
(ml)

Ll|e
~ |u
o | O

1,00
1,25
1,50
0,50
0,75
1,00
1,25
1,50
0,50
0,75
1,00
1,25
1,50

H,SO,(ml)

L = R S = = R R S e R e e e
O 0O 0O 0O 0O 0o o o o o o o o o|o

Kor Tiipit

Fosfat
Tamp(ml)

1,35
1,10
0,85
0,60
1,35
1,32
1,07
0,82
0,57
0,32
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25

H,0; (ml)

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

inhibitor

(ml)

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,15
0,15
0,15
0,15
0,15

O-dianisidin
(ml)

Ll ol Ml Sl e Ml M M K K i ol ol R
g v oY |uwludv oy |ala v oy u
ol ||l |o|lo|g|od|la | oo &g | O
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H,SO,(ml)

1,0

1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0

Numune Tiipii

L - I
1,30 0,1
1,05 0,1
0,80 0,1
0,55 0,1
1,30 0,1
1,27 0,1
1,02 0,1
0,77 0,1
0,52 0,1
0,27 0,1
1,20 0,1
0,95 0,1
0,70 0,1
0,45 0,1
0,20 0,1

inhibitor

(ml)

e e |e
o oo
a G| a

0,05
0,05
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,15
0,15
0,15
0,15
0,15

mM?

1/S

1,2

0,6
0,48
04
1,2
0,8
0,6
0,48
04
1,2
0,8
0,6
0,48
0,4



1/V[pmol/min.ml]-1

-18

[10]= Kontrol

[11]= 0,135 pM 15 -

[12]= 0,144 uM
[13]= 0,087 uM

-13 -8

20 1

10 -

7

-3

5 4

2 7 12 17

1/ [O-dianisidin] pM

Sekil 4.14 MPO enzimi i¢in O-dianisidin substratiyla Kaspofungin diasetat esliginde
elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Tablo 4.20 MPO enzimini {izerine Kaspofungin diasetat inhibitoriiniin inhibisyon etkisi

) I1Cs .
Inhibitor Ortalama K; (uM) | Inhibisyon tiirii
(uM)
Kaspofungin diasetat 86,64 +0,122 Yarigsmali
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Tablo 4.21 MPO enzimini lizerine tez kapsaminda calisilan inhibitorlerin kinetik

calismasi sonuglari

Inhibitor ICso (uM) | Ortalama K; | Standart Inhibisyon
(nM) sapma tiiri
Favipiravir 53,31 0,30 0,050 Yarigsmali
Levofloksasin 53,31 0,73 0,099 Yarismasiz
Seftriakson 36,48 0,63 0,099 Yarismal
Levodropropizin 43,32 0,14 0,030 Yarigsmali
Budesonid 43,32 540 0,090 Yarismal
Linezolid 43,51 740 0,242 Yarismal
Kaspofungin 86,64 112 0,031 Yarigsmali

diasetat
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5. TARTISMA VE SONUC

Siilfamat bilesikleri, siilfon grubuna ait bir amino ve bir -OR grubunun bagli oldugu
biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerdir (Hartwig, 1998). Ihtiva ettikleri bu gruplar ilag
olma o6zelligi kazandirmakta ve giliniimiizde anti-kanser tedavisinde, antienflamatuar,
antibakteriyel, antiviral vb. kullanilan ilaclarin yapilarinda bulundugu bilinmektedir
(Goddard-Borger ve Stick, 2007; Usanmaz ve Atmaca, 2020).

Bu sebeple siilfamat bilesikleri hem sentetik farmasotik kimya alaninda hem de
kullanim alanlar1 bakimindan mekanistik organik kimya alaninda olduk¢a 6nemli bir
yere sahiptirler (Daryadel vd., 2018). Bununla birlikte, siilfamat tiirevi bilesikler MPO
enzim aktivitesi tizerindeki etkisi bilinmemektedir. Bu ¢alismada MPO iizerine bu
maddelerin inhibisyon etkileri incelenmistir.

MPO aktivitesi ve oksidan f{iriinleri, nérodejeneratif bozukluklar, kanser olusumu,
romatoid artrit, bobrek ve solunum yolu hastaliklari, diyabetes mellitus, sepsis ve
ateroskleroz gibi bir dizi hastaligin inflamatuar olaylarinin baslatilmasi ve ilerlemesinde
rol oynamaktadir.

MPO'nun eylemlerinin agikga ¢eligkili dogasi hem konak savunmasindaki ¢ift roliini
hem de inflamatuar doku hasar1 potansiyelini vurgular, bu da onu g¢esitli patolojik
durumlarda 6nemli bir faktor haline getirir. (Tay ve Tamam, 2013).

MPO enzimi sadece notrofillerde ve monositlerde bulunmaktadir (Arnhold, 2004).
MPO’nun antimikrobiyal o6zelliginin hipokloriir asidi ve diger toksik ajanlarin
tiretiminden kaynaklandigi ve bunun da nétrofil fagolisosomlariin ig¢indeki mikrop
inhibisyonu veya Oldiiriicii 0zelligi yaratan ortami olusturdugu birgok calisma ile
kanitlanmustir.

Viicuttaki toksisite destegi ile tirozil radikali olusumu, klorlandirma, tirozin peroksid
tiretimi ve serum lipoproteinlerinin oksidasyonu gibi MPO-katalizli modifikasyonlarinin
varlig1 bilinmektedir.

MPO pek c¢ok hastaligin olusumuyla ilgili bilgi saglamakta, bu hastaliklarin
onlenmesinde, tan1 ve tedavisinde gorev almaktadir (Fiedler vd. 2000).

Bu caligmada Ky ve Vpmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla; O-dianisidin
kullanilarak optimum pH degerinde ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat

konsantrasyonunda aktivite degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu yontem O-dianisidin kromojenik
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substratin H,O; tarafindan ylikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin meydana getirdigi
absorbans artisinin 460 nm’de izlenmesi esasina dayanmaktadir.

Kromatografik islemler sonucunda elde edilen eliiatlarda MPO enziminin aktivitesinin
belirlenmesinde bu yontemin tercih edilmesinin sebebi, literatiirde enzimin bilinen en
iyi substrati olmast ve molar ekstinksiyon katsayisinin literatiirde verilmesidir
(e460nm=11300 M-1 cm-1).

Bu c¢alismada MPO enzimi {izerine Favipiravir, Levofloksasin, Seftriakson,
Levodropropizin, Budesonid, Linezolid, Kaspofungin diasetat inhibitorleri i¢in detayl
kinetik ¢alisma yapilmistir. O-dianisidin substratina bagli olarak inhibisyon etkisini
incelemek amaciyla, doygun olmayan O-dianisidin reaksiyon ortamina farkl
konsantrasyonlarda inhibitor ilave edilerek aktivite degerleri hesaplanmustir. Elde edilen
bu degerlerle % Aktivite- Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek 1Cso degerleri bulunmustur.
MPO i¢in elde edilen sonuglara gore ICsy degerleri Favipiravir igin; 53,31 uM,
Levofloksasin igin; 53,31 uM, Seftriakson i¢in; 36,48 uM, Levodropropizin igin; 43,32
uM, Budesonid i¢in; 43,32 uM, Linezolid i¢in; 43,51 uM, Kaspofungin diasetat igin;
86,64 uM olarak bulunmustur.

MPO enzimi i¢in 5 farkli O-dianisidin substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit
inhibitér konsantrasyonunda aktivite Ol¢iimii yapilarak, inhibitdr konsantrasyonlari
tizerine  Favipiravir, Levofloksasin, Seftriakson, Levodropropizin, Budesonid,
Linezolid, Kaspofungin diasetat i¢in Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek inhibisyon
cesitleri ve Kj degerleri bulunmustur.

MPO i¢in bu grafikler Sekil 10.°dan Sekil 23.’e kadar gosterilmistir. Tablo 1°den 21’¢
kadar olan tablolarda goriildiigii gibi, Favipiravir i¢in 0,30 nM, Levofloksasin i¢in 0,73
nM, Seftriakson i¢in 0,63 nM, Levodropropizin i¢in 0,14 nM, Budesonid i¢in 540 nM,
Linezolid i¢in 740 nM, Kaspofungin diasetat i¢in 112 nM ortalama K; bulunmustur.
Levofloksasin yarismasiz diger molekiiller yarigmali inhibisyon gostermistir. Bu
caligmada 6zellikle Levodropropizin nanomolar seviyede inhibisyon gostermesi, MPO
enziminin gii¢lii inhibitorii oldugunu gostermistir. Boylece molekiillerin detayli Kinetik
parametreleri Kj, 1Csq ve inhibisyon tipleri de ilk kez tespit edilmistir.

Tez kapsaminda MPO enziminin yeni inhibitorleri bulunmus ve bu molekiillerin nano
molar seviyede inhibe ederek bu enzimlerin gii¢lii inhib6torleri oldugunu gostermistir.
Favipiravir, Levofloksasin, Seftriakson, Levodropropizin, Budesonid, Linezolid,
Kaspofungin diasetat bu molekiiller {izerine ilk defa MPO enzimlerinin kinetik

calismas1 yapilmstir.
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MPO enzimi, 16koferez ile elde edilen insan lokositlerinden saflastirildiktan sonra
kinetik ozellikleri belirlenmistir.  Miyeloperoksidaz enzimi  hakkinda yapilan
arastirmalarin  ¢ogu, hastaliklarin patogenezindeki roliine odaklanmaktadir ve
miyeloperoksidazin tedavi amacl kullanim1 hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.
Favipiravir igeren ilaglar, yeni veya yeniden ortaya ¢ikan influenza tipi viriislerin neden
oldugu enfeksiyonlarda, diger influenza viriis enfeksiyonlarina kars1 kullanilan ilaglarin
yetersiz veya etkisiz kaldigi durumlarda kullanilir. SARS hastalig1 i¢in kullanilan bir
ilac. ham maddesidir. Giiniimiizde ise COVID-19 hastaligmmin tedavisinde
kullanilmaktadir.

Levofloksasin igeren ilaglar, bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilir. Akciger, siniis, deri ve idrar yolu enfeksiyonunun tedavisinde kullanilir.
Seftriakson igeren ilaglar, bakterilerin tam olarak gelisimini durdurmada etkilidir.
Bakterilerin yol agtig1 tiim hastaliklarin tedavisinde 6zellikle akciger enfeksiyonlarinda
kullanilir.

Levodropropizin igeren ilaglar, oksiirigiin giderilmesinde kullanilir.

Budesonid igeren ilaglar, akcigerdeki iltihab1 azaltmak i¢in ve solunum yollarini agik
tutarak astim belirtilerini azaltir.

Linezolid igeren ilaglar, zatiirre ve deri tizerindeki veya deri altindaki bazi
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kullanilir.

Kaspofungin diasetat igeren ilaglar ise dokularda veya organlarda bulunan ciddi fungal
enfeksiyonlarda kullanilir.

Buradan yola ¢ikarak su ana kadar bu kapsamda yapilmayan, cogunlukla akciger
hastaliklarinin tedavi edilmesinde onemli etkiye sahip ilaglarin etken maddeleri olan
Favipiravir, Levofloksasin, Seftriakson, Levodropropizin, Budesonid, Linezolid,
Kaspofungin diasetatin MPO enzimi iizerine inhibisyon etkisi ilk kez incelenmistir.
Secilen bu ila¢ etken maddelerinin akcigerden saflastirilan enzim olan MPO {izerine
yapilan kinetik ¢alisma sonuglart akciger hastaliklarinda kullanilan ilaglarin kullanim

dozajlarin ayarlamasinda 6nemli bir sekilde katki saglayacaktir.
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