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KISALTMA LISTESI

NaCl Sodyum kloriir

NaH,P0,.2H,0 Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
Na,HPO,.7H,0 Disodyum hidrojen fosfat heptahidrat
NaOH Sodyum hidroksid

EDTA Etlendiamintetraasetik asid Tetrasodyum tuzu Tetrahidrat
H,0, Hidrojen peroksit

NH,4CI Amonyum kloriir

NaHCO; Sodyum hidrojen karbonat

CH;COOH Asetik asid

HCI Hidroklorik asid

MgCl,.6H,0 Magnezyum kloriir-hegzahidrat
MnCl,.4H,0O Mangan (II) kloriir tetrahidrat

CaCl, Kalsiyum kloriir

(NH4),S0y4 Amonyum siilfat

MPO Miyeloperoksidaz enzimi

LPO Laktoperoksidaz enzimi

EPO Eozinofil peroksidaz

TPO Tiroid peroksidaz

PMN Polimorfoniikleer 16kositler

Cr Klor iyonu

PBS %0.9 NaCl iceren fosfat tamponu

RZ Reinheit Zahl degeri

HPLC Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
LC-MS S1v1 Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi
FT-IR Fourier Transform Infrared Spektrometresi
Br Brom iyunu

HOCI Hipoklorik asid

NOy Nitrit

NO Nitrik oksid

‘O Stiperoksid anyon radikali

NO,- Azot dioksid radikali

ROS Reaktif oksijen tiirleri

SCN” Tiyosiyanat

DOX Doksorubisin
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SEKIL LISTESI
Sayfa

Sekil 2.1 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 iyonlar (sar kiireler) ve
glikozlanmis bolgeler gosterilmistir (Furtmiiller vd. , 2006). .......ccccceeeeiieeene. 3

Sekil 2.2 Miyeloperoksidazin monomer yapisinin sematik olarak gosterilmesi. Hafif zincirin
sarmallart mavi, agir zincirin sarmallar1 ise kirmiz1 renktedir. Kii¢iik
polipeptidin terminalleri N1 ve C1, biiyiik polipeptidin terminalleri ise N2 ve
C2 simgeleri ile verilmistir (Furtmiiller vd. , 2000)...........cccceveeviiiiieeeeeneenee 3

Sekil 2.3 Miyeloperoksidazdaki kalsiyum iyonunu baglama bolgesi. Ca® icin ligand gibi
davranan Asp96 (262), Thr168 (334), Phel170 (336), Asp172 (338), ve Ser174
(340)’e ek olarak distal His95 (260) ve Asp94 (260) da gosterilmistir. Asp94
(260) pirol halkalarindan C’nin 5-hidroksimetil grubu ile ester bagi
olusturmaktadir (Furtmiiller vd. , 2000). ........cccoeeiunmminriiiiiiriiiiiiiieeieeeeeveeeereeeees 4

Sekil 2.4 Insan miyeloperoksidazi (MPO), eozinofil peroksidaz (EPO), laktoperoksidaz
(LPO) ve tiroid peroksidazin (TPO) birincil translasyon iiriinlerinin amino asid
dizilimleri. TPO-spesifik C-terminal uzantisi (750-933 amino asid artiklar1)
gosterilmemistir. Olgun MPO bir homodimerdir, her bir monomer bir hafif
zincir (106 amino asid, mavi) ve bir agir zincirden (467 amino asid, kirmiz1)
olusmaktadir. Onemli katalitik amino asid artiklari sar1 ile ve prostatik grupla
kovalent bag olusturmakta etkili amino asidler yesil ile belirtilmistir.
Glikozlanma bolgeleri (asparaginler, N) * ile, alt tiniteler arasinda distilfid
kopriisii olusturan sistein # ile isaretlenmis ve kalsiyum iyonu baglama
bolgesindeki ligandlarin ise alt1 ¢izilmistir (Furtmiiller vd., 2006). .................. 5

Sekil 2.5 (A) Insan miyeloperoksidazinda ve sigir laktoperoksidazinda hem grubunun
proteine baglanmasi. Miyeloperoksidaz enziminde hem grubu iki ester bagi
(Asp94 ve Glu242) ve bir siilfonyum iyon bagi (Met243) ile baglanmistir. Ek
olarak His95, Arg239, ve GIn91 katalitik amino asid artiklar1 da gosterilmistir.
(B) (WT) tipi rekombinant miyeloperoksidaz (recMPO), sigir laktoperoksidazi
(LPO) ve eozinofil peroksidaz (EPO)’1n elektronik absorpsiyon spektrumlari
verilmistir (Zederbauer vd. , 2007). ..o 6

Sekil 2.6 Peroksidazlarin katalitik dongiisii. Peroksidazlar 6nce birinci substratlar1 olan H,O,
ile reaksiyona girmektedirler ve Bil. I olarak gosterilmis olan ara {iriinii
olusturmaktadirlar. Ortamda asir1 H,O, bulunmast durumunda bilesik IIT (Bil.
IIT) olusabilmektedir. Bil. I mono-elektronik olarak ikinci bir substrati (organik
veya inorganik bir molekiil) okside ederek Bil. II olarak adlandirilan ikinci bir
ara iiriine indirgenmektedir. Bil. II de bir substrat molekiiliinii okside edebilir
veya H,0; ile reaksiyona girebilir ve Bil. III olusumuna neden olabilir
(Ghibaudi ve Laurenti,2003). .......cccceurrremuiieeieeiieeeeeeeeeeeeeeeee e eeee e ee e aae e 7

Sekil 2.7 Miyeloperoksidaz’in peroksidaz dongiisii ve halojenlenmesi. Her iki dongii de
dogal enzimi bilesik I’e okside etmek i¢in hidrojen peroksit kullanmaktadir.
Burada Por, porfirini gostermektedir. AH, ve -AH sirasiyla okside olan
substratlar1 ve olusan radikal iiriinleri simgelemektedir. CI” yerine diger
halojenler (Br’, I') ve SCN™ de bilesik I tarafindan okside edilecektir (Arnhold,

Sekil 2. 8 Esas substrati olan H,O, varliginda MPO-bilesik I ve II NO’yu direkt olarak ya da
degisik kiiciik radikal ara {iiriinlerin (R, R' ya da R*) olusumuna bagl olarak

okside etmektedir. NO katabolizmasinin son {iriinii, nitrit de MPO i¢in bir
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substrattir ve oksidasyonu sonucunda NO,  olugsmaktadir. NO, giiclii bir
oksidleyicidir ve serbest ya da proteine bagli tirozinin nitrasyonuna sebep
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olarak etkilemektedir. Azalmis cFLIP ekspresiyonu hiicrelerin 6liim-ligandi
kaynakl1 apoptoza kars1 savunmasiz hale gelmesine sebep olmaktadir (White
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OZET

Miyeloperoksidaz (MPO, EC 1.11.1.7) baslica polimorfoniikleer notrofillerde, monositlerde
ve doku makrofajlarinin  belirli  popiilasyonlarinda  bulunmaktadir. Bu enzim
“miyeloperoksidaz-H,O,-C1™ reaksiyon sistemi vasitasiyla zararli mikroorganizmalar1 ve
belirli tiimorleri yok edici etkisi nedeniyle savunma sisteminde Onemli bir yere sahiptir.
Miyeloperoksidaz ayrica peroksidasyon yoluyla fenol, anilin ve tiirevleri ile B-diketonlar gibi
bircok maddeyi yiikseltgeyerek serbest radikal meydana gelmesine sebep olmaktadir. Bu
durum genel olarak belirli ilaglarin toksik metabolitlerinin olusmasini da agiklamaktadir.

Kanser tedavisinde kullanilan bazi ilaglara karaciger mikrozomlarin etkisi ile metabolitlerin
olusmasi ve ayrica “Horseradish Peroxidase” etkisi daha 6nce incelenmistir. Bu caligmada ilk
defa insan lokositlerinden izole edilip saflastirillan miyeloperoksidazin 16semi tedavisinde
kullanilan Doksorubisine olan etkisi incelendi. Ayrica miyeloperoksidaz ilk defa laboratuvar
kosullarinda reaksiyon gerceklestirmek iizere yeterli miktarda ve aktivitesi korunarak elde
edildi. Fizyolojik sicaklikta ve pH’da (37°C; pH 7.2-7.3) gerceklestirilen bu reaksiyonda
olusan iriinler UV-Vis. spektrofotometre, FT-IR ve LC-MS spektrometre sistemleri
kullanilarak degerlendirildi. Reaksiyon sonucu Doksorubisinin yapisinda bulunan karbonil
grubunun kayboldugu, C-O-C eterik bagimin parcalandigi ve serbest radikallerin olustugu
belirlendi.

Anahtar kelimeler: Miyeloperoksidaz, Doksorubisin, I6semi, LC-MS, FT-IR, UV-Vis.
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ABSTRACT

Myeloperoxidase (MPO, EC 1.11.1.7) is an enzyme found in polymorphonuclear neutrophils
and monocytes, and certain populations of tissue macrophages. Myeloperoxidase seems to
play an important role in the defense system against invading microorganisms and certain
tumor killing actions via myeloperoxidase-H,O,-Cl™ reaction system. Myeloperoxidase also
oxidizes various compounds such as phenols, anilines and their derivatives, and also [-
diketons which may lead to the formation of free radicals. In general, this explains the
formation of toxic metabolites of certain drugs.

Metabolite production by the effect of liver microsomes on some drugs used in cancer
treatment and also the effect of Horseradish Peroxidase was studied previously. In this study,
for the first time the effect of isolated and purified myeloperoxidase from human leukocytes,
on Doxorubicin, which is used for leukemia treatment, was investigated. In addition,
myeloperoxidase was obtained for the first time at adequate amounts and good activity to
perform the reaction in laboratory conditions. The products formed in this reaction which was
occured at physiological temperature and pH (37°C; pH 7.2-7.3) were evaluated by using UV-
Vis. spectrophotometer, FT-IR and LC-MS spectrometer systems. In consequence, it was
observed that the carbonyl group on Doxorubicin had disappeared, C-O-C ethereal bonds
were broken and free radicals were formed.

Key words: Myeloperoxidase, Doxorubicin, leukemia, LC-MS, FT-IR, UV-Vis.
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1. GIRiS

Kanser bir¢ok faktoriin karmasik bi¢cimde rol oynadigi bir hastaliklar grubudur. Her yil
milyonlarca insam1 vaktinden ©Once Oldiiren kanser, kalp hastaliklarinin ardindan, insan
oliimlerinde ikinci sirada yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii, diinyada her y1l yedi milyon
insanin kanserden 6ldiigiinii bildirmektedir. Bugiin yalniz Amerika Birlesik Devletlerinde bes
milyon kanserli hasta yasamaktadir ve her yil bir milyon insana kanser tanis1 konulmakta ve
her yil yarim milyon insan da kanserden olmektedir (Alican, 1993). Cocukluk ¢agindaki
kanser vakalarinin %35'ini 16semiler olusturmakta ve birinci sirada yer almaktadir. Tiirkiye'de
her yil 16 yasin altinda 1200-1500 yeni 16semili ¢ocuk vakasi bildirilmektedir [2]. ABD’de
her yi1l yaklagik olarak 208 000 insan 16semiye yakalanmaktadir [3].

Losemi kemik iligndeki bir hiicrede baslamaktadir. Hiicre degisiklige ugramakta ve 16semi
hiicresi haline gelmektedir. Ilik hiicresi bir kere 16semik degisim gegirdikten sonra ¢ogalmaya
baslamaktadir. Bu 16semi hiicreleri normal hiicrelerden daha hizli ¢cogalmakta ve uzun siire
hayatta kalmakta, zamanla normal hiicreleri sikistirmakta ve fonksiyonlarimi yerine
getirmelerine engel olmaktadirlar. Losemi tedavisine genellikle kemoterapi ile baglanmaktadir
[1-3]. Antrasiklinler en 6nemli kemoterapi ilaglarindandir ve en cok bilineni Doksorubisindir
(Dunkern vd., 2003). Bu ila¢ akut 16semi, Hodgkin ve Non- Hodgkin lenfoma, meme kanseri
ve akciger kanserini de iceren genis bir aralikta anti-tiimor aktivitesi gostermektedir ve ayrica
kullanilmakta olan en 6nemli antikanser ilaclarindan biridir (Liu vd., 2007). Doksorubisin
cesitli mekanizmalarla sitotoksik etkiler de gostermektedir. Ornegin helikazlar inhibe ettigi,
oksijen radikallerinin olusumuyla birlikte metabolik aktivasyondan sonra antrasiklin-
semikinon radikallerine doniistiigii, ve ayrica cekirdek DNA’sia baglandig: diistiniilmektedir

(Dunkern vd., 2003).

Endojen fenolik bilesenlerin (antioksidanlar, hidroksillenmis metabolitler) ve bazi ekzojen
bilesiklerin (ilaglar, cevresel kimyasallar) miyeloperoksidaz tarafindan katalizlenen bir

elektronlu oksidasyonu ile serbest radikal ara iiriinler olusmaktadir (Kagan vd., 2003).

Bu calismada kan oOrneklerinden izole edilen miyeloperoksidazin losemi tedavisinde
kullanilan Doksorubisine etkisi fizyolojik kosullarda (in vitro) gerceklestirildi. Reaksiyon

sonuclart UV-Vis. spektrofotometre, FT-IR ve LC-MS sistemlerinde incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1 Miyeloperoksidaz

Miyeloperoksidaz (MPO) esas olarak insan polimorfoniikleer notrofillerinde (PMN) yaklasik
olarak % 5 oraninda bulunmaktadir. Ayrica monositlerde (toplam proteinin ~ %1°i) ve doku
makrofajlarinda  MPO varligi belirlenmistir. MPO, PMN ve monositlerin azurofilik
graniillerinde depolanmis durumdadir. Hiicresel aktivasyon ve degraniilasyon siiresince MPO
fagositik vakuollere salindig1 gibi ekstraseliiler alana da birakilmaktadir (Lau ve Baldus,

2006).

2.2 Miyeloperoksidazin Yapisi

Memeli peroksidazlarn arasinda sadece miyeloperoksidazin ii¢ boyutlu yapisi bilinmektedir.
Insan miyeloperoksidazinin yapist son olarak 1.8 °A ve —180°C’de X — 1511 kristalografisi
kullanilirak incelenmistir. Miyeloperoksidaz 146 kDa molekiil agirliginda, katyonik 6zellikte,
dimer yapidadir ve monomerleri (73 kDa) arasinda tek bir disiilfit kopriisii [Cys153 (319)]
bulunmaktadir (Sekil 2.1). Her bir monomer 14.5 kDa ve 58.5 kDa molekiil agirliginda iki
polipeptid zincirinden olusmaktadir, ve biiyiikk polipeptide bagh glikoz birimleri
bulundurmaktadir. Kiigiik polipeptid 106, biiyiik polipeptid 467 amino asidden olugmaktadir.
Ayrica, biiyiik polipeptidde bes, kiigiik polipeptidde bir adet zincir ici disiilfid bagi yer
almaktadir. ikincil yapisi (Sekil 2. 2) agirlikli olarak a-sarmal seklindedir ve boylar1 4 — 29
amino asid kalintis1 arasinda degisen toplam 22 a-sarmal, biitin molekiiliin %36’ sin1
olusturmaktadir. Her monomer alti a-sarmali (H2, H6, H7, H9, H10, H14) ve bir hem grubu
iceren cekirdek benzeri bir birim durumundadir. Bu sarmallardan bes tanesi biiyiik
polipeptidde, bir tanesi ise kiigiik polipeptidide aittir. Biiyiik polipeptid katlanarak bes ayr
bolge ve bu merkezi ¢ekirdegi cevreleyen acgik bir ilmek olusturmaktadir. Kiiciik polipepetid
molekiiliin etrafin1 sarmalamakta ve C-terminal o-sarmali (H2) ile molekiiliin icine
girmektedir (Sekil 2. 2). Molekiil yiizeyinde bulunan ve kisa bir ilmek ile birlesmis olan iki
uzun amfipatik sarmal H6 ve H7, merkezi ¢ekirdegin onemli bir parcasimi olusturmakta ve
bilyiik oranda hidrofobik olarak etkilesmektedirler. Hem cebinin distal yiizeyi kiigiik
polipeptidin H2 sarmali tarafindan olusturulurken, biiyiik polipeptidin H9 ve H10 sarmallar

da proksimal yiizeyi olusturmaktadir (Sekil 2. 2).



Sekil 2.1 Dogal homodimerik insan miyeloperoksidazinin tam yapisi. Her alt tinite bir hafif
zincir (mavi), bir agir zincirden (kirmizi) olusmusmakta ve modifiye bir hem grubu (yesil)
icermektedir. Ek olarak kalsiyum iyonlar1 (sar1 kiireler) ve glikozlanmis bdlgeler
gosterilmistir (Furtmiiller vd. , 2006).

Sekil 2.2 Miyeloperoksidazin monomer yapisinin sematik olarak gosterilmesi. Hafif zincirin
sarmallar1 mavi, agir zincirin sarmallart ise kirmizi renktedir. Kiigiik polipeptidin terminalleri
N1 ve Cl, biiyiik polipeptidin terminalleri ise N2 ve C2 simgeleri ile verilmistir (Furtmiiller

vd. , 2006).



Bes asparagin bagh glikozlanmis bolge (Asn-X-Ser ve Asn-X-Thr) biiyiik polipeptidde 157
(323), 189 (355), 225 (391), 317 (483), ve 563 (729) numarali amino asid artiklarinda ortaya
cikmaktadir, yine de birinci ve sonuncu X-1s1m kristal yapilarinda goriilememistir (Sekil 2. 4
ve Sekil 2.1). Asnl57 (Asn323)’nin glikozlanmig olduguna dair kanitlar bulundugu
belirtilmekle birlikte heniiz yaymlanmamistir. Asn317 (Asn483)’deki seker artiklar karsilikli
dimer arayiizeyi ile etkilesmektedir (Sekil 2. 1) ve belki de dimer olusumunda 6nemli bir rol

oynamaktadir (Furtmiiller vd. , 2006).

Dimerik miyeloperoksidazin her bir yarisi, hem seklinde kovalent olarak baglanmis bir demir
ve ayrica bir kalsiyum iyonu bulundurmaktadir. Kalsiyum biitiin memeli peroksidazlarinda
bulunan biiyiik polipeptid zincirinin sekiz amino asid kalintisinin ( Leu-Thr-Ser-Phe-Val-Asp-

Ala-Ser) olusturdugu bir ilmek icerisinde bagl durumdadir (Sekil 2. 4).

D172

Sekil 2.3 Miyeloperoksidazdaki kalsiyum iyonunu baglama bélgesi. Ca* icin ligand gibi
davranan Asp96 (262), Thr168 (334), Phel70 (336), Aspl172 (338), ve Ser174 (340)’e ek
olarak distal His95 (260) ve Asp94 (260) da gosterilmistir. Asp94 (260) pirol halkalarindan
C’nin 5-hidroksimetil grubu ile ester bagi olusturmaktadir (Furtmiiller vd. , 2006).

Eozinofil peroksidaz (EPO), laktoperoksidaz (LPO) ve tiroid peroksidaz (TPO) ile birlikte

miyeloperoksidazin amino asid dizilimleri Sekil 2.4’de verilmistir.
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Sekil 2.4 Insan miyeloperoksidazi (MPO), eozinofil peroksidaz (EPO), laktoperoksidaz (LPO)
ve tiroid peroksidazin (TPO) birincil translasyon tiriinlerinin amino asid dizilimleri
spesifik C-terminal uzantis1 (750-933 amino asid artiklar1) gosterilmemistir. Olgun MPO bir
homodimerdir, her bir monomer bir hafif zincir (106 amino asid, mavi) ve bir agir zincirden
(467 amino asid, kirmizi) olusmaktadir. Onemli katalitik amino asid artiklar1 sar1 ile ve
prostatik grupla kovalent bag olusturmakta etkili amino asidler yesil ile belirtilmistir.
Glikozlanma bolgeleri (asparaginler, N) * ile, alt iiniteler arasinda disiilfid kopriisii olugturan
sistein # ile isaretlenmis ve kalsiyum iyonu baglama bolgesindeki ligandlarin ise alti
cizilmistir (Furtmiiller vd., 2006).

. TPO-



2.2.1 Miyeloperoksidaz Hem Grubunun Yapisi

Miyeloperoksidaz enziminde bulunan hem grubu protporfirin IX tiirevi seklindedir. Pirol
halkalart A ve C iizerindeki metil gruplar, agir polipeptiddeki Glu242 (408) ve hafif
polipeptiddeki Asp94 (260)’1n karboksil gruplari ile ester bagi olusumuna olanak saglayacak
sekilde modifiye olmuslardir (Fiedler vd., 2000; Furtmiiller vd, 2006). Ek olarak pirol halkasi
A tizerinde bulunan vinil grubunun f-karbonu ile siilfonyum iyon bagi olusturarak Met243’iin
siilfiir atomuna kovalent baglanmaktadir. Pirol halkalar1t B ve D neredeyse diizlemsel oldugu
halde A halkasi ve daha az miktarda da C halkas: distal tarafa dogru egilmistir. Bunun sonucu

hem yapis1 yay seklini almistir (Furtmiiller vd, 2006).

Miyeloperoksidazdaki hem halkas1 belirtildigi gibi yay-seklinde bir yap1 (Sekil 2.5 A)
gosterirken sigir laktoperoksidazinda hem daha az egilmis durumdadir. Sonug olarak ferrik
miyeloperoksidazin  elektronik absorpsiyon maksimumu, eozinofil peroksidaz ve
laktoperoksidaz i¢in elde edilenler ile kiyaslandiginda (Sekil 2.5 B), uzun dalga boyuna
kayma (red-shifted) goriilmektedir (Zederbauer vd. , 2007).

. . . ) L L 1 h
300 350 400 450 500 450 550 650 750
Wavelength (nm)

Sekil 2.5 (A) Insan miyeloperoksidazinda ve sigir laktoperoksidazinda hem grubunun
proteine baglanmasi. Miyeloperoksidaz enziminde hem grubu iki ester bagi (Asp94 ve
Glu242) ve bir siilfonyum iyon bagi (Met243) ile baglanmistir. Ek olarak His95, Arg239, ve
GIn91 katalitik amino asid artiklar1 da gosterilmistir. (B) (WT) tipi rekombinant
miyeloperoksidaz (recMPO), sigir laktoperoksidazi (LPO) ve eozinofil peroksidaz (EPO)’in
elektronik absorpsiyon spektrumlar1 verilmistir (Zederbauer vd. , 2007).



2.2.2 Miyeloperoksidazin Katalitik Mekanizmalar1 ve ir vivo Substratlari
Miyeloperoksidaz, laktoperoksidaz, eozinofil peroksidaz ve tiroid peroksidaz memeliler
ailesine aittir. Miyeloperoksidaz icin optimum pH 5.5’tir, fakat enzim genis bir pH araliginda
aktif kalmaktadir ve teorik izoelektrik noktasi 9.2°dir (Nauseef vd., 1988; Lau ve Baldus,
2006).

Miyeloperoksidaz1 da igeren peroksidazlarin katalitik dongiisii asagida Sekil 2.6’da verildigi
gibi genellikle ardisik ii¢ reaksiyon seklindedir.

H,0;

H704 /g;;;t ;UI\.

Dogal Enzim == Bil. | =————————p Bil. I =——= Bil. ITI

"~

Substrat

Sekil 2.6 Peroksidazlarin katalitik dongiisii. Peroksidazlar 6nce birinci substratlar1 olan H,O,
ile reaksiyona girmektedirler ve Bil. I olarak gosterilmis olan ara iiriinii olusturmaktadirlar.
Ortamda asir1 H>O, bulunmasi durumunda bilesik III (Bil. III) olusabilmektedir. Bil. I mono-
elektronik olarak ikinci bir substrati (organik veya inorganik bir molekiil) okside ederek Bil.
IT olarak adlandirilan ikinci bir ara iiriine indirgenmektedir. Bil. II de bir substrat molekiiliinii
okside edebilir veya H,0O, ile reaksiyona girebilir ve Bil. III olusumuna neden olabilir
(Ghibaudi ve Laurenti,2003).

Tamamlanmig MPO-sistemi olarak adlandirilan sistem, enzim MPO, hidrojen peroksit
(H,0,), ve okside olabilen kofaktorlerden olusmaktadir. Temel halde MPO demiri
peroksidazlar igin esas substrat olan H,0, varliginda yiikseltgenen, ferrik formunda
bulundurmaktadir. HO, ile yiikseltgenmesi sonrasinda MPO, bilesik I (Bil. I) olarak
adlandirilan kisa Omiirlii bir redoks ara iiriiniine déniismektedir (Lau ve Baldus, 2006). Bilesik
I’de hem demiri ferril (Fe**) halinde bulunmaktadir ve diger okside edici egdeger ise porfiril
radikali formundadir. Bu durumda bilesik I, oksijen atomunun ikili bag ile demire baglandig
bir ferril n-katyon radikal tiirii (MPO-Fe(IV)=0"") olarak kabul edilebilmektedir (Arnhold,
2004). Bilesik I, halojenler (6rnegin Cl°, Br™, I") ya da SCN™~ gibi degisik substratlari
kolaylikla yiikseltgeyebilmektedir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Miyeloperoksidaz’in peroksidaz dongiisii ve halojenlenmesi. Her iki dongii de
dogal enzimi bilesik I’e okside etmek icin hidrojen peroksit kullanmaktadir. Burada Por,
porfirini gostermektedir. AH, ve ‘AH sirasiyla okside olan substratlar1 ve olusan radikal
tiriinleri simgelemektedir. CI yerine diger halojenler (Br', I') ve SCN™ de bilesik I tarafindan
okside edilecektir (Arnhold, 2004).

Plazma gibi fizyolojik sivilarda kloriiriin fazla miktarda bulunmasi (100 — 140 mM),
MPO’nun fizyolojik substratinin kloriir oldugunu diisiindiirmektedir. Kloriiriin H,0O,
varhiginda MPO-katalizli ile 2-elektronlu oksidasyonu hipokloriir asidi (HOCl) olusumu
gerceklesmektedir. HOCI gii¢lii bir kloriirleyici yiikseltgendir ve notrofillerin mikrop ve viriis

oldiiriicti 6zelliklerinde son derece dnemli olduguna inamlmaktadir.

Halojenlere ek olarak, miyeloperoksidazin bilesik I’i iki asamada birer elektron transferi ile
aromatik amino asidler, indol tiirevleri gibi sayisiz organik ve inorganik substratlar1 da
oksidlemektedir. Bu oksidasyon esnasinda halojenlerle reaksiyona giremeyen ve amino asid
merkezli radikalini kaybetmis olan ferril hem demir molekiilii, bilesik I (Bil. II) (MPO-
Fe(IV)=0) olusmaktadir. ikinci adim, bilesik II'nin temel hale indirgendigi adimdir ve tipik
peroksidaz dongiisiiniin hiz sinirlayici basamagidir. Bu adim nétrofillerde bol bulunan
siiperoksid anyon radikali (O2") ya da askorbik asid gibi fizyolojik indirgeyiciler ile

hizlandirilabilmektedir.

MPO-bilesik I icin diger onemli bir substrat da nitrite (NO,™) yiikseltgenen nitrik oksiddir
(NO). Ancak fizyolojik kosullar altinda tirozin ya da askorbat gibi yarigsmali indirgeyicilerin
konsantrasyonlart NO ile kiyaslandiginda 10° kat daha yiiksektir. Bu nedenle de NO’nun



MPO-bilesik I ve II tarafindan direkt oksidasyonu miimkiin gériinmemektedir. Bunun yerine
MPO’nun esas olarak daha sonra NO’yu okside ederek NO,™ olusumuna sebep olacak tirozil

ya da askorbil radikalleri gibi kiiciik ara iiriinler olusturdugu diisiiniilmektedir (Sekil 2.8).
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Sekil 2. 8 Esas substrat1 olan H,O, varliginda MPO-bilesik I ve I NO’yu direkt olarak ya da
degisik kiiciik radikal ara iirtinlerin (R, R' ya da R*) olusumuna bagh olarak okside
etmektedir. NO katabolizmasinin son iiriinii, nitrit de MPO i¢in bir substrattir ve oksidasyonu
sonucunda NO, olugmaktadir. NO, giiclii bir oksidleyicidir ve serbest ya da proteine bagh
tirozinin nitrasyonuna sebep olabilmektedir (Lau ve Baldus, 2006).

NO; ’nin kendisi de MPO icin fizyolojik bir substrattir. NO,~ biyolojik doku ve sivilarda 1 —
5 uM seviyelerde bulunmaktadir, ancak enfeksiyon durumunda plazma ve hiicredist NO,~
seviyelerinin 200 pM’1 astig1 belirtilmistir. MPO ve H,0O, varliginda NO,™, stabil olmayan bir
radikal ve giiclii bir nitratlayici tiir olan azot dioksid (NO;')’e yiikseltgenmektedir. NO;-
fizyolojik seviyelerde kloriir varliginda bile protein nitratlanmasina ve lipid peroksidasyonuna

sebep olmaktadir (Lau ve Baldus, 2006).

2.2.2.1 Bilesik I Olusumunda Geri Doniisiimliilliik (Reversibl olma) ve Katalaz
Aktivitesi

Peroksidazlardaki katalaz aktivitesi Bil. I olusumu reaksiyonun geri doniisiimliiliigii ile siki
bir sekilde alakalidir. Uzun bir zamandir bu reaksiyon tam anlamiyla doniisiimsiiz olarak

dikkate alindig1 halde, giiniimiizde bu ifadeye kars1 olan degisik kanitlar bulunmugtur.

Deneysel bulgulara gore H,O, Bil. I’i iki elektronlu bir reaksiyon ile dogal MPQO’ya, ya da bir
elektronlu bir reaksiyon ile Bil. II’ye indirgemektedir. Ikinci reaksiyon birinci reaksiyona gore
iki kat daha yavastir. Siiperoksid, katalaz aktivitesini diizenlemede Bil. II birikimini dnleyerek

ve ara iiriinii dogal formuna indirgeyerek katkida bulunmaktadir (Ghibaudi ve Laurenti,2003).
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Sekil 2.9 MPO Bil. I olusumu ve geri doniistimii (Ghibaudi ve Laurenti,2003).

2.2.3 Miyeloproksidazin Bagisiklik Sistemindeki Yeri

Polimorfoniikleer 16kositler (PMNs, noétrofiller olarak da adlandirilirlar), enfeksiyona karsi
insanlarda, konak bagisiklik savunmasinda ilk aktive olan hiicre tiiriidiir. Bu hiicreler, bakteri
ve diger harici mikroorganizmalar1 taniyip fagosite ettikleri enflamasyon bolgesine gog
etmektedirler. Yabanci patojenler, graniiller igerisine Onceden depolanmis olan hidrolitik
enzimler ve bakteri oldiiriicii proteinlere, ayrica yeni iiretilmis reaktif oksijen tiirlerine (ROS)

maruz kalmaktadirlar.

PMN’ler, farkli proteinler ve enzimler iceren dort cesit graniil ile donatilmislardir. Graniil
icerigi hiicrelerin aktivasyonu iizerine, olusmus fagozomlara ya da hiicre icine yavas yavas
salinmaktadir. Hiicre ici kalsiyumunda yiikselme degraniilasyonu baglatmaktadir. Salgi
keseciklerin ve iiciinciil graniillerin iceriginin salinmasi icin Ca** seviyesinde orta seviyede
(0.25 uM) bir artis olmast yeterlidir. Bu tiir graniiller baslica albiimin, jelatinaz (gelatinase),
kollajenaz (collagenase), ve diger proteinleri bulundurmaktadir. Bu proteinler ve enzimler,
PMN’lerin sikica paketlenmis doku materyali igerisinden enflamasyon bolgesine

ulasabilmeleride yardime1 olmaktadirlar.

Ikincil ve azurofilik garniillerden icerigin salinmasi igin hiicre ici kalsiyumda daha yiiksek bir
artis (0.7 pM) olmasi gerekmektedir. Bu enzimler ve proteinlerin ¢ogu yabanci patajonlere

yoneliktir. Burada bakteri duvarn bilesenlerini pargalayan 6zel enzimler bulunmaktadir.
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Sekil 2.10 Fagositlerin 6ldiirme mekanizmalar1 gosterilmistir.

PMN’lerin azurofilik graniilleri fazla miktarlarda ve benzersiz bir protein icermektedir ki, bu
hem iceren enzim miyeloperoksidazdir. NADPH oksidaz ile birlikte miyeloperoksidaz
biyolojik materyallerin oksidasyonunda ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda yer
almaktadir. Uyarilmis PMN’lerde NADPH oksidaz molekiiler oksijeni siiperoksid anyonu
radikaline indirgemektedir. Bu tiir ve onun dismutasyon iiriinii hidrojen peroksid

miyeloperoksidazin substratlaridir (Arnhold, 2004).

2.3 Kanser

2.3.1 Kanser Hiicreleri

Kanser hiicreleri ve normal hiicreler goriiniisleri, davraniglar1 ve yasama siireleri yoniinden
farklidirlar. Doku kiiltiiriinde iiretilen kanser hiicreleri, yasama ortami uygun oldugu siirece
O0lmezler. Diger taraftan normal hiicreler yaklasik 50 nesil sonra Slmektedirler. Kanser
hiicrelerinin 6liimsiizliigii ile ilgili en iyi kamt, Henrietta Lacks isimli bir kadinin servikal

timoriinden izole edilen ve 1951 yilinda kurulan bir kanser hiicre hatti olan Hela
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hiicrelerinden elde edilmistir. HeLa hiicreleri cok iyi gelisme gostermektedir ve bu sebeple
belirtilen hiicrelerin Kkiiltiirleri diinya genelindeki laboratuvarlarda arastirma amaci ile
korunmaktadir. Baltimore Marylan’li Henrietta Lacks, tiimor tespit edildiginde 31 yasindaydi

ve bundan sekiz ay sonra servikal kanser sebebi ile hayatin1 kaybetti.

Oliimsiizliigiin basarilmasinin kotii bir sey oldugunu diisiinmek garip bir sey gibi goriilebilir.
Insanlarda, eger bir hiicre 6liimsiiz olursa biitiin organizmay1 &liimsiiz hale getirebilecegine
inanma egilimi vardir. Ancak hayvan viicudu, toplumun iyiligi i¢in diizenli hiicre boliinmesi
prensibi etrafinda tasarlanmistir. Bir yetiskinin viicudundaki pek ¢ok hiicre postmitotiktir, bu
da belli bir organ boyutu ve seklini garantilemektedir. Deri ve kemik iligi hiicreleri gibi bazi
hiicreler boliinebilmektedir ancak bu da sinirli sayidadir. Viicutta 6liimsiiz olan hiicreler
sadece sperm ve yumurta hiicreleridir ki, onlar bile kisi ¢ocuk sahibi olmadigi takdirde
oleceklerdir. Kok hiicreler de kiiltiir ortaminda senelerce boliinebilmektedirler (heniiz tam
olarak oliimsiiz olduklar1 bilinmemektedir) ve onlarin medikal tedavilerde kullanilmalar1
insan Omriiniin uzamasini miimkiin kilabilir, ancak simdilik somatik bir hiicrenin dliimsiizliik

kazanmas1 her zaman soruna yol agcabilmektedir.

40 yi1l boyunca bilim adamlan kanser hiicrelerinin 6liimsiiz hale geldigi mekanizmalar
anlamaya calismuslardir. 1990’larda ilgi, telomer olarak adlandirilan ve kromozomlarin
uclarinda yer alan 6zel bir DNA sekansina yonelmisti. DNA her replike oldugunda
telomerler kiictilmektedir. DNA raplikasyon mekanizmalarim1 ¢alisan bilim adamlart
telomerlerin her bir kromozomun dogru bir sekilde kopyalanmasinda hayati bir oneme sahip
olduklarina karar vermislerdir. DNA kopyalanmasindaki hata otomatik olarak hiicre
dongiisiinii sonlandirmaktadir. Normal hiicreler eksik telomeraz bulundurmalart sebebiyle

sonsuz cogalma 6zelligine sahip degildirler.

2.3.1.1 Kirik Kromozomlar

Oliimsiiz hale gelmek bir hiicrenin kanserojen olmasi igin gereken pek cok seyden bir
tanesidir. Basit olarak bir hiicrenin sayisiz boliinmesi bir tiimor kiitlesi olusturabilmekte,
ancak iyi huylu kaldig: siirece cerrahi yolla alinarak sorun giderilmektedir. Gergek tehlike
baz1 kanser hiicreleri viicudun baska bolgelerinde koloniler olusturmak icin esas tiimorden
kactiklarinda ortaya ¢cikmaktadir. Metastaz, hiicre biyolojisinde pek ¢ok degisikligi gerektiren
kompleks bir siirectir. Bu degisikliklerin kokeninin hiicrelerin genlerinde olduguna iligkin ilk

belirlemeler kanser hiicrelerinin histolojik incelemeleri sonucunda ortaya c¢ikmistir. Bu
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calismalar cogu kanser hiicresinin, pek ¢ok kirik kromozomun varlig: ile karakterize edilen

anormal bir karyotipe (karytype) sahip olduklarini géstermistir.

Philadelphia kromozomu (ilk kesfedildigi sehrin ad1 verilmistir), genetik anormallik ve kanser
olusumu arasindaki iliskiyi gosteren carpici bir Ornektir. Bu kromozomal anormallik
kromozom 9 ve 22’nin uzun kollar arasinda bir translokasyon ile ilgilidir. Bu anormallik
kronik miyeloid 16semi ile iliskilidir ve kanserin bu formuna sahip olan neredeyse biitiin
hastalarin 16semik beyaz kan hiicrelerinde goriilebilir. Philadelphia kromozomu hiicrenin
normal gen ekspresyonunu degistirmektedir ve kansere sebep olabilecek somatik bir

mutasyona, ya da genomda degisiklige drnek olusturmaktadir.
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Sekil 2.11 Philadelphia kromozomu (Ph) kromozom 9 ve 22’nin uzun kollar arasindaki
translokasyon ile olugmaktadir. Kisa oklar fragmentasyon noktalarimi isaret etmektedir
(Panno, 2005).

2.3.1.2 iletisim Kurmada Basarisizhk

Normal hiicreler kiiltiir ortamina yerlestirildiginde kabin alt tabanin1 kaplayarak tek bir hiicre
tabakasi olusturmaya yetecek kadar cogalirlar. Tek tabaka olustugunda ise hiicreler temas
inhibisyonu (contact inhibition) olarak bilinen bir olaya bagh olarak biiyiimeyi keserler. Tek
tabakadaki hiicreler diger hiicrelerle temas halinde olduklarim bilirler ve bu bilgi, hiicrelerin
birbiri tizerine yigilmadigindan emin olmak amaciyla, ¢ogalmayr sonlandirma sinyalinin
verilmesi icgin yeterlidir. Kanser hiicreleri kiiltiir ortaminda temas inhibisyonuna (contact

inhibition) uymamaktadirlar. Bunun yerine genellikle biiyiik hiicre kiimeleri olusturarak



14

biiyiimeye devam etmektedirler.

Kanser hiicrelerindeki temas inhibisyonu basarisizligi haberlesme basarisizligidir ve anormal
“glycocalyx”e baglidir. Normal hiicrelerde “glycocalyx” anten gibi davranan pek ¢ok hiicre
yiizey glikoproteini igermektedir. Bu antenler baska bir hiicrenin “glycocalyx™i ile temas
ettiginde bilgi hiicre igerisine, hiicreye bilyiimeyi durdur diyen bir sinyal yolu (pathway) ile
iletilmektedir. Kanser hiicrelerinde bunlarin hicbiri ¢calismamaktadir. Antenler ya tamamen
yok olmustur ya da dogru sinyal yoluna bagh degillerdir. Sonug¢ olarak, kanser hiicreleri
birbirleri iizerinde biiyiir ve onlarin bilyiimesini sinirlayan tek sey, in vivo ve in vitro olarak,
oksijen ve besin varligidir. Biiylik kiimeler halinde yigmlar olusturduklarinda merkezdeki
hiicreler boliinmeyi birakirlar ve belki de besin ve hava istekleri nedeni ile dlebilirler (Panno,

2005).

2.3.1.3 Kanser Hiicrelerinin Diger Dokularda Kontrolsuz Yayilmasi

Kanser hiicrelerinin karakteristigi olan bozuk iletisim kanallar1 onlarin kiiltiir ortaminda
biiyiirken birbirlerini sikistirmasindan, ve ayrica kanser hiicrelerinin diger hiicreler icin
ayrilmis olan dokularda da koloniler olusturabilmelerinden sorumludurlar. Normal bir kalp
hiicresi asla beyin ya da karacigerde koloniler olusturmaz. Diger taraftan beyin hiicreleri de

deri, kemik, ya da bagka bir doku tiiriinii istila etmeye ¢aligmaz.

Eger normal bir hiicre kaza ile bulundugu organ ya da dokudan bagka yabanci bir bolgeye
giderse hemen cevresindeki diger hiicrelerden intihar etmesine yol acabilecek sinyaller
alacaktir. Hiicre intiharina apoptoz denilmektedir ve 6zel haberlesme yollar1 tarafindan
diizenlenmektedir. Kanser hiicreleri apoptozu uygulamamaktadirlar. Onlar ya cevrelerindeki
hiicrelerden gelen sinyalleri yok saymaktadirlar ya da apoptozu diizenleyen yollar
calismamaktadir. Her iki durumda da 6liim sinyalinin kayb1 kanser hiicrelerinin her ortamda

bilyiimesine olanak saglamaktadir.

Bununla birlikte, intihar uygulama emrini yok sayma yetenegi metastas olarak bilinen
kompleks siirecin sadece bir parcasidir. Kanser hiicrelerinin bagka bir bolgeyi istila etmesi
icin, tiimor kiitlesinden ayrilmalari, bir kan damarina ulasana kadar doku veya organ boyunca
ilerlemeleri, damar duvarindan ge¢meleri, dolasim halindeki kanda tasindiktan sonra da
damardan viicudun bagka bir tarafinda ¢ikmalar1 gerekmektedir. Yeni bolgede kolonilesmeye
ve timor olusturmaya basladiklarinda, oksijen ve besin alabilmek icin anjiyogenezi, timor
icerisine kan damarlarimin biiylimesini, aktive etmeleri gerekmektedir. Bu, pek c¢ok siirece

bagl olmasi sebebi ile basar1 olasiligi diisiik bir olay gibi goriinebilmektedir, ancak kanser
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hiicreleri bu olaylarin tamaminmi diizenleyebilmektedirler ve bunu basardiklarinda istedikleri

yere gitmekte 6zgiir olmaktadirlar (Panno, 2005).

2.3.1.4 Tek Bir Mutasyon Yeterli Degildir
Kanser hiicreleri genetik mutantlardir ki, bu anormal karyotiplerinden ve iletisim yollarinin
bozukluklarindan agik¢a goriilebilmektedir. Bu degisiklikler kanser hiicreleri i¢in standart bir

davranig sablonu olusturmaktadir. Bunlar;

® (Cogalmay diizenleyen sinyalleri yok saymaktadirlar.
¢ Gelismeleri sirasinda var olan sinirlamalara uymazIlar.
¢ Genetik olarak kararsizdirlar.

¢ Bulunduklar1 dokuyu terk ederler.

e Yabanci dokularda koloniler olugturmaktadirlar.

e Intihar etmezler, yani 0lmezler.

Bu liste, bir kanser hiicresinin olugmasi i¢in birden fazla kusurlu gene ihtiya¢ oldugunu
gostermektedir. Kanser hiicresi olusumu i¢in gerekli mutasyon sayisi bilinmemektedir, ancak
belki 10 — 20 gen gerekli olmaktadir. Mutasyonlar zamanla, yavas bir bicimde meydana
gelmektedir ve belki de beyin tiimorleri, meme kanseri, ve prostat kanserinin yas ile alakali
olmas1 bundan kaynaklanmaktadir. Bu durum gectigimiz 10 yil boyunca tiimor gelisimi
izerine yapilan gozlemlerle uyum gostermektedir. Bu gozlemler vasitasiyla, biraz anormal
olan bir hiicrenin daha sonradan metastatik kansere evrimlesecek olan hiicreler kolonisi

olusturdugu belirlenmistir.

Kanserin evrimlesmesinin ardindaki itici giig, bu hiicrelerin karakteristigi olan genetik
karasizlik gibi goziikmektedir. Normal hiicreler iiriinlerinin dogrulugunu, kendi araglarinin
calismalarini diizenli bir sekilde izleyerek siirekli kontrol etmektedirler. Hiicre boliinmesine
hazirlanirken DNA c¢ogalmasi sirasinda regiilatorler, izleme sistemi ve tamir enzimleri bu
islem esnasinda hata meydana gelmediginden emin olmak icin nobettedirler. Eger hata tamir
edilemezse hiicre ya intihar1 goniillii olarak kabul edecek ya da bagisiklik sistemi tarafindan
bunu yapmaya zorlanacaktir. Tamir enzimleri ve izleme sistemi kromozomlarin da dogru bir
sekilde ayrilip ayrilmadigim kontrol etmektedir. Eger ayrilma anormal ise, yeni olusmakta
olan hiicrelerden bir tanesi daha fazla kromozom ile sonlanirken, digeri daha az kromozoma
sahip olacaktir. Boyle bir sey oldugunda apoptoz izleme sistemi tarafindan aktivasyon

gerceklestirilmektedir ve boylece her iki hiicre de intihar1 kabul etmektedir.

Kanser hiicreleri kalite kontroliinii hor goriir gibi davranmaktadirlar. DNA sentezi esnasinda
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bir hata meydana gelirse bu hatayr onarmamaktadirlar. Eger kromozomlar dogru bir sekilde
ayrilmazlar ya da anormal bir karyotip gelistirirlerse, olusan iki yeni hiicre intihar1 kabul
etmemektedirler. Bu yolla, anormal hiicre hatti habis hale gelene kadar ya da bagisiklik
sistemi tarafindan yok edilene kadar pek ¢ok genetik anormalligi biriktirmektedir. Garip bir
sekilde kanser hiicreleri, genetik cesitliligin en {iist seviyede oldugu bir durum olusturmaya
calismaktadirlar, bu da evrim gecirdikleri oranda bir artis meydana gelmesi ile

sonuclanmaktadir (Panno, 2005).

2.3.2 Losemi

Cocukluk cagindaki kanser vakalarinin %35'ini 16semiler olusturmaktadir ve birinci sirada yer
almaktadir. Tiirkiye'de her yil 16 yasin altinda 1200-1500 yeni l6semili cocuk vakasi
bildirilmektedir [2]. Amerika Birlesik Devletlerinde her y1l yaklasik olarak 32000 yetiskin ve

2000 cocuk 16semi (beyaz kan hiicreleri kanseri) oldugunu 6grenmektedir (Panno, 2005).

2.3.2.1 Anatomi

Uc degisik tiir kan hiicresi vardir; kirmiz1 kan hiicreleri (RBC, ya da eritrositler), beyaz kan
hiicreleri (WBC, ya da lokositler), ve trombositler. Kirmizi kan hiicreleri hemoglobin
icermektedirler ve onu akcigerden dokulara oksijen tagimak i¢in kullanmaktadirlar. Beyaz kan
hiicreleri oksijen tasimazlar, viicudun bagisiklik sisteminin bir parcasidirlar. Beyaz kan
hiicreleri ya lenfosit, zamanlarinin ¢ogunu lemfotik sistemde gegirirler ya da miyeloid
hiicrelerdir ve bunlar da zamanlarinin ¢ogunu kemik iliginde ya da genel dolasimda gecirirler.
Trombositler tamamlanmis hiicreler degillerdir, belli tiirlerdeki lenfositlerin olusturanlaridirlar

ve kanin pihtilagmasinda gorev almaktadirlar.

Losemi sadece beyaz kan hiicrelerini etkilemektedir, lenfoid hiicrelerde (lenfositer 16semi) ve
miyeloid hiicrelerde (miyeloid 16semi) de ortaya ¢ikabilmektedir (Panno, 2005). Losemiler
beyaz dizi hiicrelerinin (6ncii hiicrelerin ya da daha olgun hiicrelerin) mutasyona ugrayarak
habislesmesi ve kontrol dis1 cogalmalar sonucu meydana gelmektedirler (Berkarda, 2003).
Hastaligin akut ve kronik 16semi olmak {izere iki formu vardir. Akut 16semi ¢ok hizli gelisen,
hastanin bagisiklik sistemini yikan, harap edici bir hastaliktir. Kronik 16semi ¢ok daha yavas
gelismektedir, ve lokositler doniisim gecirdigi halde bazi normal fonksiyonlarini
korumaktadirlar. Bu sebeple de bagisiklik sistemi hizli bir sekilde ya da tamamen

yikilmamaktadir (Panno, 2005).
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2.3.2.2 Risk Faktorleri

Ana risk faktorii hastanin yasidir. Akut lenfositik 16semi ¢ocuklarda, 65 yas ve iizeri
yetiskinlerde en c¢ok goriilen 16semi tiriidiir. Akut miyeloid 16semi yetiskinlerde ve
cocuklarda ortaya ¢ikmaktadir. Kronik lenfositik 16semi ¢ogunlukla 55 yas iizeri yetiskinleri
etkilemektedir. Bazen daha geng yetiskinlerde de ortaya ¢ikmaktadir ancak ¢ocuklarda ¢ok
nadir goriilmektedir. Kronik miyeloid 16semi genellikle yetiskinlerde goriilmektedir. Cok az

cocukta 16seminin bu tiirii gelismistir (Panno, 2005).

2.3.2.3 Semptomlar

Losemide ates, titreme ve diger grip benzeri semptomlar; zayiflik ve halsizlik; sik
enfeksiyonlar; istah ya da kilo kaybi; sismis ya da duyarh lenf diigiimleri, sismis veya duyarh
karaciger ya da dalak; kolay kanama ya da c¢iiriime; deri altinda kiiciik kirmizi lekeler;
ozellikle geceleri terleme; ve kemik ya da eklem agrilar1 goriilmektedir. Beyine metastas
yapmast durumunda bas agrilarina, kusmaya, kafa karigikligi, kas kontrolii kaybina ve
nobetlere sebep olmaktadir. Losemi hiicreleri agr1 ve sismeye sebep olarak testislerde, deri ve
gozlerde, viicudun diger pek ¢cok doku ve organlarinda da koloni olusturabilmektedir (Panno,

2005).

2.3.2.4 Teshis

Hasta karaciger, dalak, koltukaltlari, boynundaki ve kasiklarindaki lenf diigiimlerinde sisme
yoniinden incelenmektedir. Kan 6rnegi mikroskop altinda, anormal beyaz kan hiicreleri
aramak icin degerlendirilmektedir. En kesin test kemik iligi biyopsisinin mikroskopik

incelenmesidir (Panno, 2005).

2.3.3 Kanser Tedavileri

Kanser hiicrelerinin ¢ok yonliiliigii, adapte olabilme yetenegi ve asirt akilliligt bilim
adamlarinin bu hastaligi kontrol altina alabilmek ya da tamamen yok edebilmek icin bir
yontem gelistirmesini ¢ok zorlastirmaktadir. Biitiin kanser tedavileri, normal hiicrelere zarar
vermemek i¢in, kanser hiicrelerine has olan 6zellikleri hedeflemeye caligsmaktadirlar. Bunlar,
mutasyona ugratilmigs bir protein, hiicre boliinmesi oranimindaki artis ya da kanser
hiicrelerinin yiiksek metabolik aktivitelerini desteklemek icin oksijen talebindeki artis gibi
kanser hiicrelerine has olan davranis sekilleri olabilir (Panno, 2005). Kanser tedavisinde

asagida verilen yontemler kullanilmaktadir.

® Anjiyogenez Engelleyiciler
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¢ Biyoterapiler
e Kemik iligi Transplantasyonu
e Kemoterapi
e Kiriyocerrahi
¢ Gen Terapisi
e Lazer Terapi
¢ Fotodinamik Terapi
e Radyoterapi

e Kok Hiicre Terapisi

2.3.3.1 Kemoterapi
Kemoterapi kanserin ilag ile tedavisidir. Insanlar kanseri yokedecek bir ila¢ beklemektedirler.
Fakat kemoterapistler, tiim kanserleri yok edecek bir ilagtan umutlarim1 kesmislerdir. Bunun

nedeni kanserin heterojen bir hastaliklar grubu olusudur (Alican, 1993).

2.3.3.2 Kemoterapinin Kanser Hiicrelerine Etkileri

Kanser kemoterapisinde kullanilan sitotoksik (hiicre oldiiriicii) ilaglarin bircogu DNA ya da
RNA iizerine etkiyle protein sentezini bozmaktadir. Bunlar kanser hiicrelerine de normal
hiicrelere de aym etkiyi yapmaktadirlar. Kanser hiicrelerinin daha fazla etkilenmelerinin
nedeni normal dokulardan daha hizli ¢ogalmalaridir. Kemik iligi, gastrointestinal sistem
mukozas1 ve sac¢ follikiilleri gibi hizli c¢ogalan normal dokularin hiicreleri de zarar

gormektedir ancak bunlar kanser hiicrelerinden daha ¢abuk toparlanabilmektedirler.

Bir kanser yayginlastiginda, viicutta yaklasik olarak bir trilyon kanser hiicresi bulunmaktadir.
Hastanin kurtulmasi i¢in bunlarin hepsinin 6lmesi gerekmektedir. Bu yapilamaz da, sadece
sayilar1 azaltilirsa, palyasyon saglanmis olur; sayilar1 ne kadar azaltilirsa hastanin yasami da o

kadar uzar.

Bir sitotoksik ila¢ verildigi zaman tiimoriin biiyiikliigii, icindeki hiicrelerin sayisi ne olursa
olsun, bu hiicre populasyonunun ancak belirli bir yiizdesini 6ldiirmektedir. Bir kemoterapi
kiirti yapildiginda kanser hiicrelerinin belirli bir yiizdesini oldiirdiigiinii varsayalim. Bir siire

sonra ayni iagla yapilan kemoterapi yine aym yiizdeyi oldiirecektir; fakat bu sefer olen
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hiicrelerin sayis1 ¢cok daha az olacaktir.

Cesitli sitotoksik ilaglar kanser hiicrelerinin cogalma dongiilerinin farkli fazlarinda etki
yapmaktadirlar. Bununla birlikte, bir kanser kitlesindeki hiicrelerin hepsinin ¢ogalma
sikliisleri de senkronize degildir. Bundan dolay1 bir ilacin belirli araliklarla verilmesi
uygundur, cilinkii bir verilisinde yakalayamadigi  hiicreleri  oteki  verilisinde
yakalayabilmektedir. Birka¢ ilacin birlikte kullanilmasi da akla yatkindir. Boylece hem
toksisite azalmaktadir hem de hiicre cogalma sikliisii daha fazla etkilenebilmektedir. Her bir

ilacin dozu tek basina verildigindeki dozdan az olabilir.

Birlikte kullanilacak ilaclarin sozkonusu tiimore karsi aktif olmasi, hepsinin etki
mekanizmalarinin farkli olmasi, toksisite spektrumlarinin da farkli olmasi gerekmektedir. Bu
sekilde timor hiicrelerinin diren¢ kazanmasi Onlenebilir. Genellikle birkag haftalik araliklarla
birka¢ giin ila¢ verilmektedir ki bdyle aralikli olarak bir iki yil siiren tedaviler, normal

dokularin toparlanmas i¢in de uygundur (Alican, 1993).

2.3.3.3 Doksorubisin

Doksorubisin esas olarak Streptomyces peucetius’un caesius tirii tarafindan iretilen bir
glikozid antrasiklin antibiyotigidir (Liu vd. , 2007). Doksorubisin, 7. karbon atomundan O-
glikozidik bag ile daunosamin (daunosamine) sekerine baglanmis bir aglikon (aglycone)

iskeletten olusmaktadir (Sekil 4.1).

Q
AN 13

CCHSOH
OH
Daunosamin
Sekeri

MHo
Baabe kil Audior iz
Doksorubisin #3352 gimol

Sekil 2.12 Doksorubisinin ag¢ik formiilii.
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Doksorubisinin enzim-kaynakli indirgenme ve deglikozidasyonu yapisal olarak benzerdir,
birkac hidroksillenmis ve aglikon metabolitin olusmasi ile sonu¢lanmaktadir (Sekil 4.2). Ana
metabolit doksorubisinol, sitozolik karbonil rediiktaz enzimi vasitasi ile C-13 pozisyonunda
bulunan karbonil kisminin NADPH-bagimli aldo-keto rediiksiyonu sonucu meydana
gelmektedir. C-7 pozisyonundaki daunosamin sekerinin deglikozidasyonu doksorubisinon ve
doksorubisinolon olusturmaktadir. Olusan hidroksil grubu 7-deoksidoksorubisinon ya da 7-

deoksidoksorubisinolon haline metabolize olabilmektedir.

Doksorubisin metabolitlerinin biyolojik aktiviteleri ve toksisiteleri heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Doksorubisinol Doksorubisinden daha az aktif olmakla birlikte klinik
olarak ©nemlidir. Doksorubisinol ve benzer metabolitler reaktif serbest radikallerin
olusumunu arttirabilmekte ve belki de doz-sinirlayici kardiotoksisiteye katkida bulunmaktadir
(Arnold vd. , 2004).
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Sekil 2.13 Doksorubisinin metabolitleri.

Doksorubisin onlarca yildir kemoterapide yer almistir (White vd. , 2007). Bu ila¢ akut 16semi,
meme kanseri, akciger kanseri ve sarkomlar1 da iceren genis bir aralikta anti-tiimor aktivitesi
gostermektedir. Kullanilmakta olan anti-kanser ajanlarinin en 6nemlilerinden biridir (Liu vd. ,
2007). Doksorubisin tedavisi goren kanser hastalarinda, sa¢ dokiilmesi, anemi, mide bulantisi,
azalmis bagisiklik, ve genel yorgunluk gibi pek ¢ok yan etki goriilebilmektedir. Agir
vakalarda, Doksorubisin yan etkisi kardiak toksisiteyi de kapsayabilmektedir (White vd. ,
2007). Doksorubisin-kaynakli kardiotoksisite i¢in varsayilan temel mekanizma, ilacin hiicre
ici metabolizmas1 boyunca serbest radikal iiretimesi seklindedir. Serbest radikaller, kalp
dokusundaki kritik hiicresel komponentlerde ve membranlarda degisik oksidatif hasarlara
neden olmaktadirlar. Kalp oksidatif strese ¢ok duyarli bir dokudur. Ciinkii kendisinin yiiksek

oranda oksidatif bir metabolizmas1 vardir ve karaciger gibi diger dokular ile kiyaslandiginda
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cok diisiik bir antioksidan savunmasi bulunmaktadir (Choi vd. , 2007).

Doksorubisinin etki mekanizmasi DNA hasarina, topoizomeraz inhibisyonuna, demire
baglanarak serbest radikal olugmasina sebep olma seklindedir. Doksorubisinin DNA hasari
olusturmasi, ilacin iyilestirici ve zararli etkilerinin yaygin olarak kabul edilen aciklamasi
oldugu halde son zamanlarda pek c¢ok grup serbest radikal hipotezini tekrar giindeme
getirmistir. Doksorubisin viicuda verildiginde seliiler demire baglanmaktadir ve hidrojen
peroksidi de iceren serbest radikaller olusturmaktadir. Bu serbest radikallerin antiapoptotik
protein cFLIP’i dogrudan bozundurduguna (degrade ettigine) ve bu sebeple de tedavi edilmis
hiicrelerin apoptoza karsi daha savunmasiz hale geldiklerine inanilmaktadir (White vd. ,

2007).

Demir gelatlandwicilan: Oliim ligandlary

Desferoksamin demir | doksoruibisin Fas, TRAIL

Desferral

Deferipron l

Kaspaz-8

¢FLIP N

Anti-oksidanlar: aktivasyonu

Katalaz Reaktif Oksijen Tiirleri:

n-asetil sistein

. Hidrojen peroksid

Stiperoksid Dizmutaz JuE —

Glutatyon Sentaz TN

: [ cfLIP Apoptoz

Sekil 2.14 Oliim-ligand: kaynakli apoptoza kars1 Doksorubisinin sebep oldugu duyarlilagma
aciklamasi. Reaktif oksijen tiirlerinin tiretilmesi Doksorubisinin demir ile etkilesimi sonucu
meydana gelmektedir ve bu etki demir celatdrleri ya da antioksidanlar tarafindan
diizeltilebilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri, apoptotik yoldaki kaspaz-8 inhibitorii olan
cFLIP’in ekspresiyon seviyelerini negatif olarak etkilemektedir. Azalmis cFLIP ekspresiyonu
hiicrelerin 6liim-ligand1 kaynakli apoptoza kars1 savunmasiz hale gelmesine sebep olmaktadir
(White vd. , 2007).

Doksorubisin (DOX) uzun zamandan beri mutajen ve kanserojen olarak tanimlanmustir.
Doksorubisinin tiimor hiicreleri icin sitotoksitesi belki de ilacin, DNA-DOX-topoizomeraz II
ayrilabilir komplekslerinin olusumunu da igeren mutajenik potansiyeli ve DNA helikazlarin
Doksorubisin kaynakli inhibisyonlar ile ilgilidir. Doksorubisin ayrica, molekiiler oksijen ve
gecis metalleri Ozellikle de demir varlifinda reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna sebep olan

flavin dehidrogenazlarin yiikseltgenme ve indirgenme dongiilerinin de hedefidir, veya bu
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dongiilerine de maruz kalmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (stiperoksit anyonu, O,*", hidrojen
peroksit, H»O,, hidroksil radikali, ‘OH) normal seliiler metabolizma tarafindan yan {riin
olarak olusturulmaktadir, bununla birlikte Doksorubisine maruz birakma intraseliiler reaktif

oksijen olusumunu ¢ok fazla arttirabilmektedir.

Reaktif oksijen tiirleri niikleer ve mitokondriyal DNA’ya zarar verebilmektedir. Hidroksil
radikalleri DNA bazlarindan veya sekerlerinden bir hidrojen c¢ikartabilir ya da DNA
bazlarinin ikili baglarina katilabilir. Bu sekilde olusmus kararsiz ara iiriinler, ardisik
molekiiler transformasyonlar sonucunda kararli modifiye DNA bazlar1 olusturabilmektedirler.
Hidroksil radikalinin saldirist sonucu olusmus DNA baz radikalleri kovalent DNA-protein
capraz baglarn olusturmak i¢in komsu proteinlerin amino asidleri ile reaksiyona
girebilmektedir. Benzer DNA hasarlarmin etkili ve dogru tamiri, kanser olusumunu
baslatabilecek mutasyonlarin olusumunun engellenmesinde ¢ok Onemlidir. Habis olmayan
dokular reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu DNA hasarlarin1 sinirlandirmak amaci ile
antioksidan molekiiller, reaktif oksijen tiirleri katalitik enzimleri, ve DNA tamir enzimlerinin

olusturdugu genis bir sistemden yararlanmaktadirlar (Gajewski vd. , 2007).
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3. DENEYSEL CALISMA

3.1 Materyaller

3.1.1 Kullamlan Cihaz ve Malzemeler

e Precisa BJ 6100D, Kaba terazi

e Precisa XB 220A, Hassas terazi

e Millipore FASN77678, Saf su cihazi

e Heidoloph MR 3001, Manyetik karistirict

¢ Inolab, pH metre cihazi

e JASCO V-530, UV-Visible Spektrofotometre

e UV-1700 PharmaSpec, UV-Visible Spektrofotometre
e Millipore Stirred Ultrafiltration Cell Model 8010, Ultrafiltrasyon Sistemi
e GFL 1086, Calkalamali su banyosu

e Telstar Cryodos, Liyofilizator

¢ Shimadzu Program Class VP, HPLC sistemi

¢ Shimadzu Marka LC-MS Sistemini

e Perkin Elmer, FTIR

e Perkin Elmer, Universal ATR Sampling Accessory

e Sogutmali Santrifiij

Kullanilan malzemeler:

e Otomatik pipet: Finnpipette 0-50 ul, 100-1000 pl
e Beher: 50ml, 100 ml, 500 ml, 1 L

¢ Deney tiipleri

e Ependorf kapakli tiip (2 ml)
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3.1.1.1 Kullanilan HPLC Sisteminin Techizat ve Calisma Parametreleri

Kolon : Silika jel kolon ( LC column Shim Pack Diol-300)
Boyut :7,9mm x 50cm

Akis hizi : 1 ml/dak

Dedektor : UV-VIS detektor (SPD-10AV)

Mobil faz : PBS; pH=7,0; %0,05 NaNj3

Kolon sicakligi :25°C

Dalga boyu : 280 nm

3.1.1.2 Kullamilan UV-Vis (UV-1700 PharmaSpec) Spektrofotometresinin Techizat ve
Calisma Parametreleri

Optik Sistem : Filtre
Detektor : Fotodiod detektor
Isik kaynagi : Deuterium (D2) lamba : 190-350 nm

Halojen lamba  : 390-1100 nm

3.1.1.3 Kullamilan UV-Vis (JASCO) Spektrofotometrenin Techizat ve Calisma

Parametreleri
Optik Sistem : Monokromator
Dedektor : Silikon fotodiod (S1337)
Isik kaynagi : Doteryum lamba: 190-390 nm

Halojen lamba: 390-1100 nm.
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3.1.1.4 Kullamlan SHIMADZU Marka LC-MS Sisteminin Techizat ve Calisma

Parametreleri
Kolon : C18 N43296 kolon
Akis hizi : 0,2ml/dak
Boyut 5 um 20 cm x 0,21 cm
Mobil faz : Asetonitril/Su: %10/90- %70/30-%30/70
Kolon sicakligi :25°C
Detektor : UV254 nm
Dalga boyu 1254 nm

3.1.1.5 Kullamlan Thermo IEC Marka Sogutmali Santrifiijiin Techizat ve Calisma

Parametreleri
Model : Micromax RF
Devir araligi : 300-23300 rpm

Sicaklik araligt : ((9C) - (+40°C)



27

3.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.1 Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin listesi.

Kimyasal Maddeler Uretici Firma Lot No.
NH4Cl Horasan Kimya 17088
NaHCO; Fluka 71627
EDTA Fluka 03699
TritonX-100 Fluka 93443
NaH,PO4.2H,0 Riedel-de Haen 04269
Na,HPO,.7H,0 Fluka 71647

NaCl Fluka 71376
(NH4),S0Oq4 Carlo Erba Reagenti 420777
CH;COOH Riedel-de Haen 27225

CaCl, Riedel-de Haen 12095
MgClL. 6H,O Applichem A1036.1000
MnClL. 4H20 Riedel-de Haen 31422
NaOH Riedel-de Haen 06203

HCI Merck 1.00314.2500
H,0, Fluka 95321
o-Dianisidin Fluka 33430
H,SO4 Merck K31996213315
Polieter ~ Siilfon  Ultrafiltrasyon = Membrani | Millipore PBGC02510
NMWL:10000

Doksorubisin hidrokloriir Sigma D1515
5,5-Dimetil-1-Pirolin N-Oksit Fluka 41568
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3.2 Miyeloperoksidazin Kan Orneklerinden izolasyonu

3.2.1 Kullanilan Cozeltiler
1) 10 mM PBS (pH 7; pH 7.2 olan tampon ¢ozeltiler hazirlandi)

2) % 0.2 (v/v) Triton X-100 Cozeltisi

3) 75 mM Amonyum Kloriir Liziz Cozeltisi

3.2.2 Miyeloperoksidazin Kan Orneklerinden izolasyonu icin Uygulanan islem

Miyeloperoksidaz enzimini izole etmek iizere EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rnekleri kullanildi.
Otomatik pipet ile Ependorf tiiplerine aktarilan 50 pl kan 6rnagi tizerine 2000 pl amonyum
kloriir liziz ¢ozeltisi (75 mM NH4Cl + 10 mM NaHCOs; + 10 mM EDTA, pH 7.3) eklendi. 10
dakika bekleme siiresi sonrasinda ependorf tiipleri 5 dakika siireyle santrifiij (550xg, 10°C)
edildi. Siipernatant atildi, kalintinin tizerine 1000 pl yikama ¢ozeltisi (10 mM PBS, pH 7.2)
ilave edildi ve tekrar 5 dakika siireyle aym kosullarda santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan
sonra elde edilen pellete 50 pl (0.2 %) Triton X-100 eklendi. 5 dakika bekleme siiresi sonunda
250 Wl PBS (10 mM, pH 7) eklendi ve 5 dakika siireyle santrifiij (850xg, 10°C) uygulandi.
Siipernatant otomatik pipet ile epondorflar icerisinden bir behere alindi. Bu islem toplam kan
ornegini degerlendirmek iizere tekrarlandi (Kuzu-Karsilayan vd., 2002). Sonucta yaklagik
olarak 32 ml ornek, hiicre ektrakti elde edildi, spektrumu alindiktan (Sekil 6.1) sonra

amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemi uygulandi.

3.3 Amonyum Siilfat ile Coktiirme

Hiicre ektratlarinda istenmeyen proteinleri gidermek amaciyla %100 Amonyum siilfat ile
¢Oktiirme yapildi. Coktiirme islemi icin gerekli amonyum siilfat miktar1 asagidaki gibi

hesaplandi;

Vismek X 0.697g = % 100 doygunluk icin gerekli amonyum siilfat miktar1 (Cutler, 2004)
Vimek = 32 ml

32 x 0.697g = 22.304g amonyum siilfat

Yukarida hesaplanan miktarda amonyum siilfat tartildi ve +4°C’de, manyetik karistirici ile
100 rpm’de karistirilan protein ekstraktina yavas yavas eklendi. Tartilan miktarin tamami

¢oziindiikten sonra manyetik kanstirict kapatildi ve 1 saat bekletildi. Bekleme siiresi
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sonrasinda beherde bulunan protein ekstrakti ependorflara aktarildi ve santrifiij edildi
(10000xg, 20 dakika, +4°C). Siipernatant ayrildi. Toplanan siipernatantlardan bir havuz elde

edildi ve degerlendirilmek iizere absorbans spektrumu alindi (Sekil 6.1).

3.4 Miyeloperoksidaz Enziminin Konsantre Edilmesi ve Yikanmasi

Amonyum siilfat ile ¢oktiirme isleminden sonra elde edilen havuz ultrafiltrasyon sistemi
kullanilarak konsantre edildi. Konsantre Ornek asetat tamponu (pH 5.6) ile 5 defa ve
devaminda PBS (pH 7.3) ile 2 defa yikandi. Yapilan her yikamada membrandan gecen kismin
ve iistte kalan kismin spektrumlari alindi, 430 ve 280 nm’deki absorbanslart kaydedildi, RZ

degerleri hesaplandi (Cizelge 6.1).

3.5 Miyeloperoksidaz Enziminin Aktivitesinin Tayini

3.5.1 Kullamlan Cozeltiler
1) 10 mM PBS (pH 7.3)

2) 5 mM o-Dianisidine Cozeltisi

3) %3 (v/v) Hidrojen Peroksit Cozeltisi

4) 4N H,SO4 Cozeltisi

5) 0.23 mg/ml Miyeloperoksidaz Cozeltisi
3.5.2 Deneyin Yapilisi

Aktivite tayini (37°C) sabit sicaklikta, calkalamali su banyosunda ve her defasinda ii¢ 6rnek

ile calisilarak gergeklestirildi. Her bir deney tiipii igerisine;
1) PBS (pH 7.3)’den 805 pl,
2) Miyeloperoksidaz ¢ozeltisinden 100 pl,
3) O-Dianisidine ¢ozeltisinden 10 pl,
4) Hidrojen peroksit ¢ozeltisinden 10 pl (baslatici)
eklendi. Hidrojen peroksidin ilavesinden tam 10 dakika sonra,
5) Siilfiirik asit ¢ozeltisinden 75 pl eklendi ve reaksiyon durduruldu.

Tiiplerin 400 nm’de absorbanslar1 okundu.
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3.6 UV-Vis Spektrofotometre ile Miyeloperoksidazin Doksorubisine Olan Etkisinin
Incelenmesi

3.6.1 Kullamlan Cozeltiler
1) 10 mM, PBS (pH 7.3)

2) 0.08 mM Doksorubisin Cozeltisi (pH 7.2)
3) 0.23 mg/ml Miyeloperoksidaz Cozeltisi
4) %3 (v/v) Hidrojen Peroksit Cozeltisi
3.6.2 Deneyin Yapilisi

1) 750 pl Doksorubisin ¢ozeltisi

2) 226 pl Miyeloperoksidaz Cozeltisi

3) 14 ul PBS

Yukanida belirtilen ¢ozeltiler belirtilen miktarlarda, sirasiyla kuvartz UV-Vis.

Spektrofotometre kiivetine alindi, kiivetin agz1 kapatilarak karistirildi.
4) 10 pl Hidrojen Peroksit Cozeltisi (Reaksiyon Baglatici)

eklendi, ayn1 anda kronometre c¢alistirildi, kiivetin agzi kapatildi ve karnstirildi, hemen
ardindan cihaza yerlestirildi ve 6lgiim (spektrum) alindi. Olgiimler, ilk 30 dakika boyunca 2
dakikada bir, daha sonra ise 10 dakikada bir olmak iizere 120 dakika boyunca alindi ve

spektrumlan kaydedildi. Bu ol¢iimlerin tamami 37°C’de gerceklestirildi.

3.7 UV-Vis Spektrofotometre ile Serbest Radikal Yakalayici (5,5-Dimetil:1-Pirolin N-
Oksit) Varhiginda Miyeloperoksidazin Doksorubisine Olan Etkisinin Incelenmesi

3.7.1 Kullanilan Cozeltiler
1) 10 mM, PBS (pH 7.3)

2) 0.08 mM Doksorubisin Cozeltisi (pH 7.2)
3) 0.23 mg/ml Miyeloperoksidaz Cozeltisi
4) %3 (v/v) Hidrojen Peroksit Cozeltisi

5) 10 mM Serbest Radikal Yakalayici (5,5-Dimetil-1-Pirolin N-Oksit) Cozeltisi
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3.7.2 Deneyin Yapilisi
1) 750 pl Doksorubisin Cozeltisi

2) 203 ul Miyeloperoksidaz Cozeltisi
3) 27 ul PBS
4) 10 pl Serbest Radikal Yakalayici (5,5-Dimetil-1-Pirolin N-Oksit) Cozeltisi

Yukarida belirtilen ¢ozeltiler belirtilen miktarlarda UV-Vis Spektrofotometre kiivetine alindi,

kiivetin agz1 kapatilarak karistirildi.
5) 10 pl Hidrojen Peroksit (Reaksiyon Baglatic1) Cozeltisi

eklendi, ayn1 anda kronometre c¢alistirildi, kiivetin agz1 kapatildi ve karistirildi, hemen
ardindan cihaza yerlestirildi ve 6lgiim (spektrum) alindi. Olgiimler, ilk 30 dakika boyunca 2
dakikada bir, daha sonra ise 10 dakikada bir olmak iizere 120 dakika boyunca alindi ve

spektrumlar kaydedildi. Bu dl¢iimlerin tamami 37°C’de gerceklestirildi.

3.8 FT-IR Spektrometresi ile Miyeloperoksidazin Doksorubisine Olan Etkisinin
Incelenmesi

3.8.1 Kullamlan Cozeltiler
1) 10 mM, PBS (pH 7.3)

2) 0.08 mM Doksorubisin Cozeltisi (pH 7.2)
3) 0.52 mg/ml Miyeloperoksidaz Cozeltisi

4) %3 (v/v) Hidrojen Peroksit Cozeltisi

3.8.2 Deneyin Yapilisi
1) 750 pl Doksorubisin ¢ozeltisi

2) 160 ul Miyeloperoksidaz Cozeltisi
3) 80 ul PBS

Yukarida belirtilen ¢ozeltilerden belirtilen miktarlarda 3 ayr1 cam deney tiipiine alind1 ve bu

tiipler 37°C’ye ayarlanmis calkalamali su banyosuna yerlestirildi.

4) 10 pl Hidrojen Peroksit (Reaksiyon Baslatic1) Cozeltisi
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eklendi ve ayn1 anda kronometre calistirildi. Tiiplerden bir tanesi hemen banyodan alindi1 ve
donduruldu (0. dk 6rnegi). Diger tiipler de sirastyla 60 dk ve 120 dk sonra su banyosundan
alind1 ve donduruldu. Bu 6rnekler daha sonra liyofilizatorde kurutuldu ve FT-IR spektrumlari

alinda.

3.9 FT-IR Spektrometresi ile Serbest Radikal Yakalayici (S,S-Dimetil-l-lfirolin N-
Oksit) Varhiginda Miyeloperoksidazin Doksorubisine Olan Etkisinin Incelenmesi

3.9.1 Kullamlan Cozeltiler
1) 10 mM, PBS (pH 7.3)

2) 0.08 mM Doksorubisin Cozeltisi (pH 7.2)
3) 0.52 mg/ml Miyeloperoksidaz Cozeltisi
4) %3 (v/v) Hidrojen Peroksit Cozeltisi
5) 10 mM Serbest Radikal Yakalayici (5,5-Dimetil-1-Pirolin N-Oksit) Cozeltisi
3.9.2 Deneyin Yapihisi
1) 750 pl Doksorubisin ¢ozeltisi
2) 160 ul Miyeloperoksidaz Cozeltisi
3) 70 ul PBS
4) 10 ul Serbest Radikal Yakalayict (5,5-Dimetil-1-Pirolin N-Oksit) Cozeltisi

Yukarida belirtilen ¢ozeltilerden belirtilen miktarlarda 3 ayr1 cam deney tiipiine alindi ve bu

tiipler 37°C’ye ayarlanmis calkalamali su banyosuna yerlestirildi.
5) 10 Hidrojen Peroksit (Reaksiyon Baslatic1) Cozeltisi

eklendi ve aym anda kronometre calistirildi. Tiiplerden bir tanesi hemen banyodan alindi1 ve
donduruldu (0. dk 6rnegi). Diger tiipler de sirastyla 60 dk ve 120 dk sonra su banyosundan
alind1 ve donduruldu. Bu 6rnekler daha sonra liyofilizatorde kurutuldu ve FT-IR spektrumlar

alind1.
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3.10 LC-ESI-MS Spektrometresi ile Miyeloperoksidazin Doksorubisine Olan Etkisinin
Incelenmesi

LC-MS sistemi ile gerceklestirilen deneylerde kullanilan mobil faz gradyen (%10/%90-
%70/%30-%70/%30) olusturmak iizere enasetonitril-su icermektedir. LC-MS sisteminde ters

faz (C18) kolon kullanilmig ve akis hiz1 0.2 ml/dk olarak ayarlanmistir.
3.10.1 Kullamlan Cozeltiler
1) 10 mM, PBS (pH 7.3)
2) 0.08 mM Doksorubisin Cozeltisi (pH 7.2)
3) 0.23 mg/ml Miyeloperoksidaz Cozeltisi
4) %3 (v/v) Hidrojen Peroksit Cozeltisi
3.10.2 Deneyin Yapilisi
1) 750 pl Doksorubisin ¢ozeltisi
2) 226 pl Miyeloperoksidaz Cozeltisi
3) 14 Wl PBS

Yukarida belirtilen ¢ozeltilerden belirtilen miktarlarda 3 ayr1 cam deney tiipiine alind1 ve bu

tiipler 37°C’ye ayarlanmis calkalamali su banyosuna yerlestirildi.
4) 10 ul Hidrojen Peroksit (Reaksiyon Baslatic1) Cozeltisi

eklendi ve aym1 anda kronometre calistirildi. Tiiplerden bir tanesi hemen banyodan alindi1 ve
LC-MS spektrometresine verildi (0. dk 6rnegi). Diger tiipler de sirasiyla 60 dk ve 120 dk

sonra su banyosundan alind1 ve LC-MS spektrometresine verildi ve kromatogramlari alindi.

3.11 LC-ESI-MS Spektrometresi ile Serbest Radikal Yakalayici (5,5-Dimetil-1-Pirolin
N-Oksit) Varhginda Miyeloperoksidazin Doksorubisine Olan Etkisinin
Incelenmesi

3.11.1 Kullamlan Cozeltiler
1) 10 mM, PBS (pH 7.3)

2) 0.08 mM Doksorubisin Cozeltisi (pH 7.2)

3) 0.23 mg/ml Miyeloperoksidaz Cozeltisi
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4) %3 (v/v) Hidrojen Peroksit Cozeltisi

5) 10 mM Serbest Radikal Yakalayici (5,5-Dimetil-1-Pirolin N-Oksit) Cozeltisi
3.11.2 Deneyin Yapilisi

1) 750 pl Doksorubisin ¢ozeltisi

2) 215 pl Miyeloperoksidaz Cozeltisi

3) 15 ul PBS

4) 10 ul Serbest Radikal Yakalayici (5,5-Dimetil-1-Pirolin N-Oksit) Cozeltisi

Yukarida belirtilen ¢ozeltilerden belirtilen miktarlarda 3 ayr1 cam deney tiipiine alindi ve bu

tiipler 37°C’ye ayarlanmis calkalamali su banyosuna yerlestirildi.
5) 10 wl Hidrojen Peroksit (Reaksiyon Baslatic1) Cozeltisi

eklendi ve aym1 anda kronometre calistirildi. Tiiplerden bir tanesi hemen banyodan alind1 ve
LC-MS spektrometresine verildi (0. dk 6rnegi). Diger tiipler de sirasiyla 60 dk ve 120 dk

sonra su banyosundan alind1 ve LC-MS spektrometresine verildi ve kromatogramlari alindi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Kan Orneklerinden izole Edilen Miyeloperoksidazin Konsantre Etme ve Yikama
Sonuclar:

Cizelge 4.1 Ultrafiltrasyon sistemi kullanilarak gerceklestirilen konsantre etme islemi ve her
bir yikama iglemi sonras1 280 ve 430 nm’deki absorbans degerleri ve enzimin safliginin bir
Olciisii olarak kabul edilen RZ degerleri.

Azso Ago RZ430
(NH4),SO4 ¢oktiirmesi yapilmadan dnce 0,834 0,672 0,81
(NH4),SO, ¢oktiirmesi yapildiktan sonra 0,307 0,045 0,15
Konsantre Kendisi 1,846 0,982 0,53
Konsantre Alta Gegen 0,179 - -
1. Asetat ile Yikama Sonras1 Kendisi 0,601 0,341 0,57
1. Asetat ile Yikama Sonras1 Alta Gecen 0,065 0,005 -
2. Asetat ile Yikama Sonras1 Kendisi 0,456 0,283 0,62
2. Asetat ile Yikama Sonras1 Alta Gecen 0,042 0,008 -
3. Asetat ile Yikama Sonrasi Kendisi 0,438 0,285 0,65
3. Asetat ile Yikama Sonras1 Alta Gegen 0,027 0,008 -
4. Asetat ile Yikama Sonras1 Kendisi 0,371 0,245 0,66
4. Asetat ile Yikama Sonrasi Alta Gecen 0,014 0,005 -
5. Asetat ile Yikama Sonras1 Kendisi 0,319 0,213 0,67
5. Asetat ile Yikama Sonras1 Alta Gecen - - -
1. PBS ile Yikama Sonras1 Kendisi 0,286 0,197 0,69
1. PBS ile yikama sonrast alta gecen - - -
2. PBS ile Yikama Sonras1 Kendisi 0,305 0,212 0,70
2. PBS ile yikama sonrasi alta gecen 0,001 - -
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Sekil 4.2 Protein ekstraktinin (NHy4),SO,4 ¢otiirmesi uygulanmadan 6nce ve uygulandiktan

sonra alinan absorpsiyon spektrumlart.
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1. PB3' wikama sontast
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Sekil 4.3 Konsantre etme ve yikama islemlerinden sonra alinan absorpsiyon spektrumlari.

4.2 Kan Orneklerinden izole Edilen Miyeloperoksidazin HPLC Kromatogrami

Yapilan saflagtirma igleminden sonra saflik kontrolii amaci ile HPLC cihazina 6rnek verilip

kromatogram alindi.

Sekil 4.4 Kandan izole edilen miyeloperoksidazin HPLC kromatograma.
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4.3 Miyeloperoksidazin Doksorubisine Olan Etkisi ve Orneklerin Absorbans
Spektrumlari

4.3.1 Doksorubisine Miyeloperoksidaz Etkisi UV-Vis Spektrumlari

0,500 | T . T T
‘ E| Doksorubisin

] 15en
B Lk
] 4dk
] 6

oamf B sk .
] 10.dk
] 124k
] 14 dk
] 16 &
= meo

['y]
0,200 F \ .
1
0200 - .
.'f‘.j
000 - .
T
o] e ———
0,000 1 L L
210,00 300,00 400,00 500,00 £00,00 700,00

Sekil 4.5 Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 16 dakika siireyle 37°C’da alinan
absorbans spektrumlari.
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4.3.2 Serbest Radikal Yakalayic1 (Free Radical Trap) Varhginda Miyeloperoksidazin
Doksorubisine Etkisi ve Orneklerin Absorbans Spektrumlari

0500

[ Doksorubisin
] %5
— 2k
—] 4.k
] 6.
— 8. dk
] 10.dk
] 12.dk
] 4.
] 16.dk
—] mpo

] 5.5-Dimetil-1-pirolin N-oksit

0400F

0300k

Abs.

02001

000 R

0,000 L L L
21000 300,00 400,00 800,00 £00,00 700,00

Sekil 4.6 Serbest radikal yakaliyici varliginda 37°C’da miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 16.dakika siireyle alinan absorbans spektrumlari.
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4.4 Miyeloperoksidazin Doksorubisine Etkisinin Incelenmesi ile lgili FT-IR
Spektrumlari

4.4.1 Doksorubisinin FT-IR Spektrumu

96,6

90
35

20

75 332108

173058

70
o B3
o OoH
60
GO OGS N
om
55 T 141329
<.) L=} OH [=]
| 11354
50 e, . i
107154
45 HC NH,
oH o3
128366 1004
40 — 9
Doksorubisin
35,0
4000,0 3500 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200
em-1

Sekil 4.7 Doksorubisinin FT-IR spektrumu

4.4.2 Serbest Radikal Yakalayicimin FT-IR Spektrumu

92,7 _
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136303

o5 | 232527

44 298150
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114845

107117

85824
87 J =

Serbest Radikal Yakalayici

86,0

650,0

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800

em-1

1500 1400 1200 1000

Sekil 4.8 Serbest radikal yakalayicinin FT-IR spektrumu

800

650,0
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Miyeloperoksidazin FT-IR Spektrumu

229353

208151

310931

040,12

155133 1407 42

4000,0 3800 3200 2800 2400 2000 1200 1800 1400 1200 1000 200 50,0

4.44
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35

50

45,0
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Sekil 4.9 Saflastirilan miyeloperoksidazin FT-IR spektrumu

NaH,P04.2H,O’nun FT-IR spektrumu

268702

357258 228584

164529
124739

113122

40000 3600 200 2800 2400 2000 1200 1500 1400 1200 1000 200 &50,0

cm-1

Sekil 4.10 PBS tamponu elde etmek i¢in kullanilan NaH,PO4.2H,;0O’nun FT-IR spektrumu
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4.4.5 Doksorubisine Miyeloperoksidaz Etkisi FT-IR Spektrumlari

%T

B = = -CH3 veya
9 ‘! "'W\'Q_‘A N - CH, (alifatik)
2880 IRy ~
% 3258 R \
e C=C b erA J
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845 -
7s / c=C 1730 ’
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i 3321 2897 15 l
651 A g Ar-OCH
O 4e k] C-H (alifatik) ¢
- ~3000 C-H g
(aromatik) O=C-CHyveya 1580 449 g
55 O-H tersiyer alkol /
C-O (fenol) veya C-NH, (alifatik) C-0-C __ llyo1
Bl (aromatik) - 1075
| 1199
o c-OveyaCN — 12817 1437 C-0-C
C-0, tersiyer- (alifatik)

. OcH, konder alkol
%7 . ‘ . . ‘ ’ ‘ ‘ se Cin er alkoi ' ' ;
40000 3600 3200 2800 2400 2000 1300 1600 1400 1200 1000 300 630,0

— 120 dk 60 dk - 0 dk Doksorubisin

Sekil 4.11 Miyeloperoksidazin Dosorubisine farkl siirelerde (0, 60 ve 120.dk) etkisinden
sonra orneklerin alinan FT-IR spektrumlari.



4.4.6 Serbest Radikal

Yakalayici
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(5,5-Dimetil-1-Pirolin N-Oksit) Varhginda

Miyeloperoksidazin Doksorubisine Etkisi ve Alinan FT-IR Spektrumlar:
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== vl \Ji 2 — -
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(aromatik) 1659
8 3527 b f\\\/\
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2
$ 3321 1730 1
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1615 111450
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0=C-CH, veya /f;,,r1413 v
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C-0 (fenol) veya 121
50 o i
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4 C-0-C 58 1199
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340 —C-0_tarsiyer-sekondar alkol
4000,0 3600 3200 2300 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,

-1
120 dk 60 dk SR ' " Doksorubisin

Sekil 4.12 Serbest radikal yakalayici (free radical trap) varliginda miyeloperoksidazin
Dosorubisine farkli siirelerde (0, 60 ve 120.dk) etkisinden sonra 6rneklerin alinan FT-IR

spektrumlari.



44

4.5 Miyeloperoksidazin Doksorubisine Etkisinin LC-ESI-MS Ciahaziyla incelenmesi
ile Tlgili Sonuclar

4.5.1 Doksorubisinin LC-MS Kromatogramlari

(x100,000)
LS

a5
3.0

25]

M Al S
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 200 225 250 275 300 325 35.0

Sekil 4.13 PBS tamponunda ¢6ziilmiis Doksorubisinin LC-MS cihazinda alinmis

kromatogrami
(x100.000)
{TIC
1271.20 (7.96)
2.57
1 I
] Il |
0.0] \ b M pean, J | R N YTEITEN [}
R R R e N e B e e R
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325 35.0

Sekil 4.13. (1) PBS tamponunda ¢6ziilmiis Doksorubisinin alikonma zamani: 22.000-22.887
dk olan MS yarilmasinin MS kromatograminda belirtilmesi

Inten.(x1,000)
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50-
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s0]
3.0
20,

1.04 50,00

1 493.30 1967.40
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1 Mlﬂ“\%gﬁ-\zp 3“%2m5 b

L e e e e e

936. 1348 .2 . 757.
s et S e B G Rt B i
250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

W YR
!

0.0

Sekil 4.13. (2) PBS tamponunda ¢6ziilmiis Doksorubisinin alikonma zamani: 22.000-22.887
dk olan MS yarilmasi
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4.5.2 Miyeloperoksidazin Doksorubisine Etkisi 0.dk’daki LC-MS Kromatogramlari

(x100,000)
ITIC

20

2.5]

2.0

e e e ey B e e A e e e e e e e e e B B
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0 225 25.0 27.5 30.0 325 35.0

Sekil 4.14 Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alinmis kromatogrami

(x100,000)

iC

1607.10 (2251)
11109.50 (211 .95)
2.5+ 5 (46.12)

Sekil 4.14. (1) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 16.967-17.853 dk olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi

Inten.(x1,000)
1.75] 607.10

1.50
1.25
1.00]
1 1109.50
0.757

050, 3949

397.15
681.05

748.25
1673.80

0.251 y b
E j 0.40 84515 1128.50  1380.90 1547.40 1871.35

250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

0.00

Sekil 4.14. (2) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 16.967-17.853 dk olan MS yarilmasi
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x100,000)
IC
127125 (514)
2.5+
\
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OO e
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325 35.0

Sekil 4.14. (3) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 22.040-22.800 dk olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi

9.(}Iinten.(x1 ,000)
] 271.25

8.0
7.01
oo
5.0-
.
s

2.0

107 198.05 .
0.0 bbbt L0 38423 53007 1056.75  1264.70 1611.60 _ 1850.10
" T T T T T T T | T T T T T T T T T T T T T T

' ot e i i e e "
250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 4.14. (4) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 22.040-22.800 dk olan MS yarilmasi

(x100,000)
[TIC

#2450 (4.87)
2.57

Sekil 4.14. (5) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.493-28.100 dk olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi
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Inten.(x10,000)
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Sekil 4.14. (6) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamant: 26.493-28.100 dk olan MS yarilmast

4.5.3 Miyeloperoksidazin Doksorubisine Etkisi 60.dk’daki L.C-MS Kromatogramlari

(100,000)
{TC
3.5

3.0
2]

2.0

0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0 225 25.0 27.5 30.0 32.5 35.0

Sekil 4.15 Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 60. dk bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alinmig kromatogrami

(x100.000)
e
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2.571109.4 3.86)
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Sekil 4.15. (1) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 60. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 16.967-17.547 dk olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.15. (2) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 60. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 16.967-17.547 dk olan MS yarilmast

(x100.000)

TIC

0.0
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]
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Sekil 4.15. (3) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 60. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.673-27.833 dk olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi

Inten.(x1,000)

ool
o
40
3.0

107

423.80

50.00

22952145 | dds.a5
{27145 44645 60g 35

e

ol

1175.25 1354 .45

1871.55

0.0~

ey bkl
250 500

I
750

e
1000

!
1250

m—
1500

e
1750

m/z

Sekil 4.15. (4) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 60. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.673-27.833 dk olan MS yarilmasi
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4.5.4 Miyeloperoksidazin Doksorubisine Etkisi 120.dk’daki LC-MS Kromatogramlari

(x100,000)
{TIC

so]
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e e L By e B e e e e A ey B e e B B By B B
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Sekil 4.16 Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 120. dk bekleme ile LC-MS cihazina
verilmesinde alinmis kromatogrami

(x100,000)
4TIC
11109.45 (40.04)
3'%681.35 (40146
1606.75 (16141
2.0
1.0 M\’
Ll . N—— A |
T L e
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Sekil 4.16. (1) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde120. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 16.920-17.633 dk olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi

Inten.(x1,000)
1.75] 606.75

1.50
1.25]
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1.00]
0.75] 272.10

0.50] 510735 681.35 1109.45
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0.00
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Sekil 4.16. (2) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 120. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 16.920-17.633 dk olan MS yarilmast
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(x100,000)
1C

3.01271:30 (857)
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Sekil 4.16. (3) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 120. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 21.953-23.020 dk olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi

Inten(x1,000)
271.30

5.0
30]
20/

1.04

0.0

1120.1 371.15
12900 Lo 53380 77360 110595 1306.00 1622.90....1870.70
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Sekil 4.16. (4) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 120. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 21.953-23.020 dk olan MS yarilmasi

(x100,000)
1TIC
3.01424.05 (1765)
2.0
107 |
E " | A | | le | WA | [ .
O e R e e B B I I e I B e e I e
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Sekil 4.16. (5) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 120. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.940-27.740 dk olan MS yarilmasinin
kromatogramda belirtilmesi
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Inten.(x1,000)
3(} 424.05
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051 5000 1.75
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Sekil 4.16. (6) Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 120. dk bekleme ile LC-MS
cihazina verilmesinde alikonma zamani: 26.940-27.740 dk olan MS yarilmast

4.6 Serbest Radikal Yakalayic1 (Free Radical Trap, 5,5-Dimetil-1-Pirolin N-OKksit)
Varhginda Miyelo_peroksidazm Doksorubisine EtKisinin LC-ESI-MS Ciahazi ile
Incelenmesine ile Ilgili Sonuclar

4.6.1 Serbest Radikal Yakalayicimin LC-MS Kromatogramlari

(x100,000)
TIC
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3.0

20 gt
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Sekil 4.17 Asetonitrilde ¢coziilmiis serbest radikal yakalayicinin LC-MS cihazinda alinmig

kromatogrami
(x100,000)
{TIC
1227.15 (1.4
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2.5 ‘\4‘\
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] ’ Wy, AL
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Sekil 4.17. (1) Asetonitrilde ¢6ziilmiis serbest radikal yakalayicinin alikonma zamani: 2.500-
3.480 dk olan MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Inten.(x100,000)
1.254 227.15
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Sekil 4.17. (2) Asetonitrilde ¢6ziilmiis serbest radikal yakalayicinin alikonma zamani: 2.500-
3.480 dk olan MS yarilmast

4.6.2 Serbest Radikal Yakalayic1 Varh@inda Miyeloperoksidazin Doksorubisine Etkisi
0.dk’daki LC-MS Kromatogram

(x100,000)
{TIC

2,50
2.25]

2.00]

Sekil 4.18 Serbest radikal yakalayic1 varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde
0. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alinmis kromatogrami

(x100,000)
3.0TIC
1226.95 (3.06)
24¢WNWWWMWWWWMWMMMWWWMWMWW
1.0] Wi
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Sekil 4.18. (1) Serbest radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 3.920-5.613 dk
olan MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Inten.(x10,000)
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Sekil 4.18. (2) Serbest radikal yakalayici1 varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani:3.920-5.613 dk
olan MS yarilmasi

(x100,000)
3.0TIC
272.15 (17.16)
1.(%: ’
] I
PR 10§ P P | W M_A__wlwwwwwfulw'uu'uu .. uMuUJLUULWJUML R N C T
e e e i e e R e e
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 325 35.0

Sekil 4.18. (3) Serbest radikal yakalayic1 varlifinda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 21.600-23.287 dk
olan MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi

Inten.(x100)

4_(}f 272.15
7 50.00
354 —
3.0-
] 429.15 759.05
2.5
Er 466.10 663.60
20 69.70
1333.05 1724,
1271.60 1509.20 %85'59

m/z

Sekil 4.18. (4) Serbest radikal yakalayici varlifinda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zaman: 21.600-23.287 dk
olan MS yarilmasi
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(x100,000)
3.04TIC
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Sekil 4.18.(5) Serbest radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 22.000-22.980 dk
olan MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi

Inten.(x100)

272.15
5.0
407 5000 759.05
3.0 432.80  663.60 1015.40
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Sekil 4.18. (6) Serbest radikal yakalayic1 varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 22.000-22.980 dk
olan MS yarilmasi
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Sekil 4.18. (7) Serbest radikal yakalayici1 varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 24.493-27.567 dk
olan MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Inten.(x100)
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Sekil 4.18. (8) Serbest radikal yakalayici1 varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 0. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 24.493-27.567 dk
olan MS yarilmasi

4.6.3 Serbest Radikal Yakalayic1 Varhginda Miyeloperoksidazin Doksorubisine Etkisi
60.dk’daki LC-MS Kromatogram

(x100,000)
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Sekil 4.19 Serbest radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde
60. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alinmig kromatogrami
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Sekil 4.19. (1) Serbest radikal yakalayici1 varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 60. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 16.787-17.453
dk olan MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi



Inten(x1,000)

56

8.0
7.07
6.0]
5.0
401
3.0
2.0

1.07

227.10

397.00__ 607.30

0.0 el

250

125910 | ‘u“ﬁﬂﬂﬁj\ 722.45 89525 116720 4956 05 155980 1871.45
5

500

i — i ' — —
750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 4.19. (2) Serbest radikal yakalayic1 varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 60. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 16.787-17.453

(x100,000)

dk olan MS yarilmasi
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Sekil 4.19. (3) Serbest radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 60. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 16.787-17.453
dk olan MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.19. (4) Serbest radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 60. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 16.787-17.453

dk olan MS yarilmasi
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Sekil 4.19. (5) Serbest radikal yakalayici varlifinda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 60. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 21.733-23.513
dk olan MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi
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Sekil 4.19. (6) Serbest radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 60. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 21.733-23.513
dk olan MS yarilmasi

4.6.4 Serbest Radikal Yakalayic1 Varhginda Miyeloperoksidazin Doksorubisine Etkisi
120.dk’daki LC-MS Kromatogramlari

3 (x100,000)
~ITIC

3.0]
2.5

2.0

0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0 225 25.0 27.5 30.0 32.5 35.0

Sekil 4.20 Serbest radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde
120. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alinmis kromatogrami
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Sekil 4.20. (1) Serbest radikal yakalayici varlifinda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 120. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 4.053-6.053 dk
olan MS yarilmasinin kromatogramda belirtilmesi

Ipten.(x1 0,000)
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Sekil 4.20. (2) Serbest radikal yakalayic1 varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 120. dk bekleme ile LC-MS cihazina verilmesinde alikonma zamani: 4.053-6.053 dk
olan MS yarilmasi



59

Sonuclarin Degerlendirilmesi;

Karaciger mikrozomlar, “Horseradish” peroksidaz ve diger peroksidazlarin ilag aktif
maddelerine etkisi ile zararl radikallerin olustugu ve bu radikallerin proteinlere, lipidlere ya
da DNA’ya baglanarak viicuda hasar verdigi yapilan calismalarda belirtilmistir (Gamboa da
Costa vd., 2007; Lim vd., 1998; Davies vd., 1996). Bu ¢alismada miyeloperoksidazin 16semi
tedavisinde kullanilan Doksorubisin iizerine etkisi ilk defa incelendi. Miyeloperoksidazin bu
calismay1 laboratuarda gerceklestirmek iizere yeterli miktarda izolasyonu ve saflastirilmasi da

ilk defa yapildu.

Bu amagla yapilan ¢alismada 6nce asagida verilen islemler uygulanarak 16kosit hiicre igerigini

bulunduran havuz elde edildi.

50 ul Kan Ornegi
+

2000 nl 75 mM NH,CI Siipernatant
Liziz Tamponu

A
10 dk bekl Santrifiij
cxleme Miyeloperoksidazin (© dis, 850xg, 10°C)
Kan Ormeklerindenizolasyonu A
5 dk, 550xg, 10°C + 250 nl PBS
Santrifiij (10 mM, pH 7)
A
5 di
+ 1 hekleme
1000 pl yikama c¢tzeltisi + 50. nl %0.2
] :_ Triton X-100
(10 mM PBS, pH 7.2) Santrifiij

(5 dk, 550=g, 10°C)

Hiicre igeriklerinden olusan havuzda istenmeyen proteinleri uzaklastirmak iizere %100
(NH4),S0, ile ¢oktiirme yapildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatantlar ile olusturulan
havuz deneysel kisimda verildigi sekilde asetat ve PBS tamponlari ile polietersiilfon membran
kullanilarak yikandi ve bu islemler Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de verilen UV-Vis. absorpsiyon
spekturumlar1 ve hesaplanan RZ sayilar ile degerlendirildi (Cizelge 4.1, Sekil 4.1 ve Sekil
4.3). Miyeloperoksidazin saflik durumu HPLC sistemi ile kontrol edildi (Sekil 4.4). Bu
calismada, miyeloperoksidaz enzimi insan kan orneklerinden yiiksek aktiviteye sahip ve

laboratuvarda deney yapmaya yeterli miktarda ilk defa izole edildi ve saflastirildi.

Saflastirilan miyeloperoksidazin 16semi tedavisinde kullanilan ilaglardan Doksorubisine etkisi

fizyolojik sicaklik ve pH’da (37°C; pH 7.2-7.3) incelendi. Reaksiyonun gerceklestigi
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oncelikle absorpsiyon spektrumlarinda meydana gelen degismeler vasitasiyla izlendi Sekil 4.5
ve Sekil 4.6). Miyeloperoksidaz ve Doksorubisin deneylerde yiiksek konsantrasyonda
kullanildigindan, reaksiyon sonucu olusan iiriinlerin FT-IR ve LC-MS sistemleri ile

karakterizasyonu daha net olarak yapilabildi.

Doksorubisinin, radikal yakalayici varliginda ve yoklugunda gerceklestirilen reaksiyonlart
sonucu olusan iiriinlerin FT-IR spekturumlan Cizelge 4.2, Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’de

yorumlandi.
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Cizelge 4.2 Doksorubisinin FT-IR spektrumunun yorumlanmasi

Teorik Kirmiz1 Otesi | Spektrumda Ahlnan Aciklamalar

Frekanslari (cm'l) Frekanslar (cm'l)

3600-3400 3527 O — H gerilmesi

3400-3200 3321 N — H gerilmesi

3100-3000 ~3000 C — H gerilmesi (aromatik)

3000-2800 2979- 2897 C — H gerilmesi (alifatik)

2830-2815 2845 Metil Eter Bandi, Ar-OCHj; varliginda
2850 cm™’e kayma

1720-1700 1730 C=0 gerilmesi keton grubu,
o-karbonuna bagli oksijen ve halojen varliginda
frekansta 20 cm™' kadar artma

1650-1600 1615 Kondense sistemler C=C gerilmesi

1630-1575 1580 Kondense sistemler C=C gerilmesi (fenil grubu
cift bag ile konjuge ise goriiliir)

15251450 1524 Kondense sistemler C=C gerilmesi

1450 1450 Fenil C=C gerilmesi

~1425 1428 CH,-C=0

1410 1413 Karbonile komsu metilen veya

1410-1310 O — H egilme tersiyer alkol ve fenol

1450-1375 1376 -CHj; egilme veya

1370-1310 N — CHj (alifatik)

1300-1000 1283 C -0 veya C — N piki

1230 veya 1230-1030 | 1233 C — O gerilmesi (fenol) veya C — NH, (alifatik)

1275-1200 1211 C - O -C, asimetrik gerilme (aromatik)

1190 1199 - OCH3

1150 1149 C — O gerilmesi, tersiyer alkol

1140-1090 1113 C — O gerilmesi, tersiyer - sekonder alkol

1150-1070 1071 C - O - C, asimetrik gerilme (alifatik)

1075-1020 1026 C -0 -C, simetrik gerilme

1065-1015 Siklik alkol
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Cizelge 4.3 Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde FT-IR cihazinda alinan
spekturumunun yorumlanmasi

"Teorik Kirmizi
Otesi Frekanslar1

Spekturumda
varhgim siirdiiren,

Aciklamalar

(em™) yok olan veya olusan
Frekanslar (cm'l)

3600-3200 3258 O - H ve N — H gerilmeleri

3000-2800 2880 -CH; ve —CH,-. Bu gruplarin halen yapida
var oldugunu gostermektedir.

1720-1700 1730 Karbonil piki kaybolmus.

1650-1600 1659 C=C gerilmesi (aromatik)

1450 1450 Fenil C=C gerilmesi kaybolmus.

~1425 1428 Karbonile komsu metilen grubu piki
kaybolmus.

1450-1375 1361 -CH; egilme veya N — CHj (alifatik) pik
siddetinde azalma oldugu halde varligini
korumakta.

1300-1000 1283 C - O veya C — N piki kaybolmus.

1275-1200 1211 C — O — C asimetrik gerilme (aromatik) nin
kaybolmast aromatik halkaya bagh eter
baginin kopmus olabilecegini gdstermektedir.

1230 1233 C - O gerilmesi, fenol

1230-1030 C — NH; (alifatik) kaybolmus.

1190 1199 - OCH; kaybolmasi bu grubun yapidan
ayrilmis olabilecegini gostermektedir.

1140-1090 1137 C — O gerilmesi, tersiyer-sekonder alkol piki
belirginlesmis.

1150-1070 1075 C - O - C, asimetrik gerilme (alifatik),

varligim1 korumaktadir.
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Cizelge 4.4 Serbest radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde
FT-IR cihazinda alinan spekturumunun yorumlanmasi

_Teorik Kirmzi Spekturumda varhigim Aciklamalar
Otesi Frekanslar1 | siirdiiren, yok olan veya
(cm'l) olusan Frekanslar (cm'l)

3600-3200 3258 O - H ve N — H gerilmeleri

2980-2900 2980 -CH; ve —CH,-. Bu gruplarin halen
yapida var oldugunu gostermektedir.

1720-1700 1730 Karbonil piki kaybolmus.

1650-1600 1659 C=C gerilmesi (aromatik)

1450 1450 Fenil C=C gerilmesi kaybolmus.

~1425 1428 Karbonile komsu metilen grubu piki
kaybolmus.

1450-1375 1365 -CH3; egilme veya N — CHj (alifatik) pik
siddetinde azalma oldugu halde varligini
korumakta.

1300-1000 1283 C - O veya C — N piki kaybolmus.

1275-1200 1211 C - O - C asimetrik gerilme

(aromatik)’nin kaybolmasi1 aromatik
halkaya bagl eter baginin kopmus
olabilecegini gostermektedir.

1230 1233 C — O gerilmesi, fenol

1230-1030 C — NHj; (alifatik) kaybolmus.

1140-1090 1138 C — O gerilmesi, tersiyer-sekonder alkol
piki belirginlesmis.

1150-1070 1071 C — O - C, asimetrik gerilme (alifatik),

varligin1 korumaktadir.

= Saflasgtinlmis miyeloperoksidaz ile 37°C’da, pH 7.2-7.3’te serbest radikal yakalayicinin
bulunmadigi ve bulundugu kosullarda gerceklestirilen reaksiyonlarm 0, 60 ve 120.

dakikalarinda 6rnekler LC-MS sistemine verildi, kromatogramlar alind1 ve kiyaslandi.

Elde edilen sonuglar dikkate alinarak, miyeloperoksidazin 16semi tedavisinde kullanilan
Doksorubisine etkisi ile parcalanarak Cizelge 4.5, Cizelge 4.6, Cizelge 4.7, Cizelge 4.8,
Cizelge 4.9, Cizelge 4.10, Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12’de verilen radikaller ve dolayisiyla
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bilesikler olustugu ve bu ila¢ aktif maddesinin asagida verilen Sekil 4.22°de belirtildigi gibi

parcalandig1 kanaatine varildi.

Cizelge 4.5 PBS tamponunda ¢6ziilmiis Doksorubisinin LC-MS sonuglar1 dikkate alinarak

olustugu tahmin edilen yapilari

Allkkonma M/Z Doksorubisinin LC-MS sonucu dikkate Verinin
Zamam (dk) Degerleri alimarak olustugu diisiiniilen yapisinin alndigy sekil
formiilii
22.000-22.887 | 271.20 X +R+2H" Sekil 4.13. (2)

Cizelge 4.6 Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 0. dk reaksiyon siiresi (reaksiyonun
baslamasi ile birlikte) uygulanan islem i¢in LC-MS sistemi sonuclar1 dikkate alinarak

olustugu tahmin edilen yapilar

Alikonma M/Z Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisi ile Verinin
Zamam (dk) Degferler olusan olasi yapilarin formiilleri alindig sekil
i
16.967-17.853 | 607.10 (Z-H)+X+3R Sekil 4.14.(2)
1109.50 3X+(Y-HY+(L-H)+N+2H"
397.15 A
22.040-22.800 | 271.25 X +R +2H" Sekil 4.14. (4)
26.493-28.100 | 424.50 a) X+ (L-H"+HO +2H" Sekil 4.14. (6)
b) X+ (L -H)+R+H"
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Cizelge 4.7 Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 60. dk reaksiyon siiresi (reaksiyonun
baslamasi ile birlikte) uygulanan islem i¢in LC-MS sistemi sonuclan dikkate alinarak
olustugu tahmin edilen yapilar

Alikonma M/Z Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisi Verinin
Zamam (dk) | Degerleri ile olusan olas1 yapilarm formiilleri alindigx sekil
16.967-17.547 | 397.00 A Sekil 4.15. (2)
607.15 (Z-HH+X+3R
1109.40 3X+(Y-H)Y+L-HH+N+2H"
544.00 X+(Y-H)+@L-H)+R
585.10 X+(N-HH)+R+H"
680.55 (2Z-H")+ (N-H"
26.673-27.833 | 423.80 a) X+ (L-H"+H0 +2H" Sekil 4.15. (4)
b) X+ (L-H)+R+H"

Cizelge 4.8 Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisinde 120. dk reaksiyon siiresi
(reaksiyonun baglamasi ile birlikte) uygulanan islem i¢in LC-MS sistemi sonuglar dikkate
almarak olustugu tahmin edilen yapilar

Alikonma M/Z Miyeloperoksidazin Doksorubisine etKisi Verinin
Zamam (dk) Degerleri ile olusan olas1 yapilarin formiilleri alindigx sekil
16.920-17.633 | 1109.45 3X+(Y-H)+(L-H)+N+2H" Sekil 4.16. (2)
681.35 (2Z-H") + (N-H"
606.75 (Z-H)+X+3R
396.60 A
21.953-23.020 | 271.30 X +R+2H" Sekil 4.16. (4)
26.940-27.740 | 424.05 a) X+ (L-H"+H,0+2H" Sekil 4.16. (6)
b) X+ (L -H)+R+H"




66

Cizelge 4.9 Asetonitrilde ¢oziilmiis serbest radikal yakalayicinin LC-MS sistemi sonuglari
dikkate alinarak olustugu tahmin edilen yapilar

Alikonma M/Z Serbest Radikal Yakalayicomn LC-MS Verinin
Zamam (dk) Degerleri sonucu dikkate alimarak olustugu alindigy sekil
diisiiniilen yapisinin formiilii
2.500-3.480 227.15 2C Sekil 4.17. (2)

Cizelge 4.10 Serbest radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 0. dk reaksiyon siiresi (reaksiyonun baglamasi ile birlikte) uygulanan islem icin LC-
MS sistemi sonuclar dikkate alinarak olustugu tahmin edilen yapilar

Alikonma M/Z Serbest radikal yakalayic1 varhginda Verinin
Zamam (dk) | Degerleri | miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisi | alindig sekil
ile olusan olas1 yapilarin formiilleri
3.920-5.613 226.95 2C Sekil 4.18. (2)
21.600-23.287 | 272.15 X +R+2H" Sekil 4.18. (4)
22.000-22.980 | 1015.40 4X + 4H" Sekil 4.18. (6)
759.05 3X
24.493-27.567 | 610.45 X +3C+HO Sekil 4.18. (8)
664.20 X+2(Y-H)+(@L-H"
1604.30 5X+2C+N+3R+H"
1870.95 5X +5C+2R
532.10 Z+2C
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Cizelge 4.11 Serbest radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 60. dk reaksiyon siiresi (reaksiyonun baglamasi ile birlikte) uygulanan iglem i¢in
LC-MS sistemi sonuglar1 dikkate alinarak olustugu tahmin edilen yapilar

Alikonma M/Z Serbest radikal yakalayic1 varhginda Verinin
Zaman (dk) Degerleri | miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisi | alindig: sekil
ile olusan olas1 yapilarin formiilleri
16.787-17.453 227.10 2C Sekil 4.19. (2)
16.787-17.453 607.30 (Z-H"H+X+3R Sekil 4.19. (4)
21.733-23.513 1364.30 3X +4C+ (L-H" Sekil 4.19. (6)

Cizelge 4.12 Serbest radikal yakalayici varliginda miyeloperoksidazin Doksorubisine
etkisinde 120. dk reaksiyon siiresi (reaksiyonun baslamasi ile birlikte) uygulanan islem igin
LC-MS sistemi sonuglar1 dikkate alinarak olustugu tahmin edilen yapilar

Alikonma M/Z Serbest radikal yakalayic1 varhginda Verinin
Zamam (dk) Degerleri | miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisi | alindig: sekil
ile olusan olas1 yapilarin formiilleri
4.053-6.053 227.15 2C Sekil 4.20. (2)
113.90 C
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OH
0 OH 0
OH
o] o] OH o]
J OH
CH4 o
o) s OH OH

Doksorubisin “(A-H") + (Y-H") + R” Yapis1 “A” Yapist (Ma=399.331 g/mol)

(M2=543.525 g/mol)

O OH o] o
O O OH o o (o]
“Z” Yapist (Ma=309.297 g/mol) “X” Yapist (Ma=253.189 g/mol)
O
CH
3 o \
A
HO HC — CH,
[<H., N
2 OH
“Y” Yapis1t (Ma=131.175 g/mol) “M” Yapis1 (MA=60.052 g/mol)
HO
\
HEC — C\H2
- CH
OH 3

“N” Yapis1 (MA=62.068 g/mol) “R” Yapis1t (MA=15.053 g/mol)
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OH OH
i H Hz HSC |
H,C—C C—CH, >l: j

| , H,C T
OH
OH CH3 0
“L” Yapis1 (MA=150.174 g/mol) Serbest Radikal Yakalayict

“C” Yapis1 (MA=113.664 g/mol)

Sekil 4.21 LC-MS sistemi sonuglarinin verildigi ¢izelgelerde simgelerle belirtilen olasi
yapilarin agik formiilleri.

Kayboluyor

OH

Kopuyor

\o 0 OH o/ Kopuyor

Yapidan
Ayriliyor

\ Yapidan

Ayrihyor

Sekil 4.22 Miyeloperoksidazin Doksorubisine etkisi.
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