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Bu calismada laktoperoksidaz enzimi afinite kromatografisi teknigine gére
Oktay Arslan tarafindan sentezlenen CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B-L-
trozin-siilfanilamid kimyasal yapisina sahip afinite kolonu kullanilarak islem
gbrmemis inek siitlinden saflagtirillmig ve gluteraldehit ile immobilizasyonu
saglanmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi ile
saflagtirilan laktoperoksidaz enzimi % 28,69 verimle ve 407,94 saflastirma
derecesi ile elde edilmistir. Enzimin safligi SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile
kontrol edilmis ve 78 kDa civarinda tek bant gozlenmistir.

Laktoperoksidaz enziminin kinetik sabitleri (Ky ve Vmax ) 2,2'-azino-bis
(3-etilbenztiazolin—6-Siilfonik asit) (ABTS) bilesigi substrat olarak kullanilarak
belirlenmistir ve Lineweaver-Burk grafiginden elde edilen Ky ve Vmax degerleri
strastyla 2x107°M ve 5000 U/mldak olarak bulunmustur.

CoCl,, CuSO4, MgS0,4, CdCl,, NiCl,, HgCly, MnCl,, FeCls, bilesikleri ile
laktoperoksidaz enzimi {zerindeki in vitro etkileri arastirilmigtir. Calisilan
bilesiklerden inhibisyona neden olan bilesiklerin IC50 degerleri CoCl, igin
5,043x10™*M, CuSO, icin 7,781x10*M, CdCl, icin 4,621x10™*M, NiCl, icin
6,939x10'4M, HgCl, 0,858 x10™*M ve FeCl; 4,930x10*M olarak bulunmustur.
Ayrica MgSO4 ve MnCly bilesikleri laktoperoksidaz enziminin aktivitesini
artirmiglardir.

Enzim farkli glutaraldehit yiizdelerinde immobilize edilmis ve enzim
aktivitesi en fazla % 12 gluteraldehit oraminda immobilize edilen enzimde
gdzlenmistir. Immobilize enzimin kinetik sabitleri, ABTS bilesigi substrat olarak
kullanilarak Lineweaver-Burk grafiginden elde edilmistir. Ky ve Vmax degerleri
sirasiyla 1,67’};10’3 M ve 3333,33 U/mL.dak olarak bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Laktoperoksidaz (LPO), afinite kromatografisi,
enzim immobilizasyonu, gluteraldehit.



ABSTRACT

PURIFICATION OF LACTOPEROXIDASE, IMMOBILIZATION WITH
GLUTARALDEHYDE OF LACTOPEROXIDASE AND INVESTIGATION
OF SOME HEAVY METALS EFFECTS ONTO THE ENZYME AFFINITY

MSC THESIS
HESNA ECEM SAYIT
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
CHEMISTRY

(SUPERVISOR: ASSIST.PROF.DR.SERAP UZUNOGLU)
BALIKESIR, JUNE 2015

In this study, the enzyme Lactoperoxidase was purified by Sepharose-4B-
L-tyrosine-sulfonamide. This gel synthesized by Arslan O. according to affinity
chromatography technique. Lactoperoxidase was purified and immobilization on
glutaraldehyde was investigated. Lactoperoxidase which was purified by
ammonium sulfate precipitation and affinity chromatography was obtained with
28,69 % vyield and 407,94 degree of purification. Purity of the enzyme was
checked by SDS polyacrylamide gel electrophoresis and a single band was
observed around 78 kDa.

Lactoperoxidase enzyme kinetic constants (Ky and Vmax) were
determined by using 2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin—6-Siilfonik asit) (ABTS)
compound as substrate. Ky and Vmax values obtained from the Lineweaver-Burk
graph were 2x10”°M and 5000 U/ml.min respectively.

In vitro effects of CoCl,, CuSO,4, MgSQ,, CdCl,, NiCl,, HgCly, MnCls,
FeCl; compounds on lactoperoxidase enzyme were investigated and IC50 values
were 5,043 x10™*M for CoCl,, 7,781x104M for CuSOQ,, 4,621x10’4M for CdCl,,
6,939x10™M for NiCl,, 0,858 x10™*M for HgCl, and 4,930x10*M for FeCls. In
addition, MgSO,4 and MnCl; were increased the enzyme activity.

The enzyme was immobilized on different percentages of glutaraldehyde
and maximum enzyme activity of the immobilized enzyme was observed in the
rate of 12 % glutaraldehyde. Immobilized enzyme’s kinetic constants were
obtained from Lineweaver-Burk grayh using ABTS compound as substrate. Ky
and Vmax values were found 67x10” M and 3333,33 U/ mL.min respectively.

KEYWORDS: Lactoperoxidase (LPO), affinity chromatography, inhibition,
enzyme inhibition, Glutaraldehyde.
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1. GIRiS

Laktoperoksidaz (LPO) (Hidrojen peroksit Oksidorediiktaz E.C. 1.11.1.7)
Memelilerin gbzyasi, meme, tiikiiriik bezleri ile bu bezlere ait salgilarda bulunan [1]
prostetik hem grubu igeren bir glikoproteindir [2, 3]. Laktoperoksidaz, tim memeli
stitlerinde bulunmaktadir [4]. LPO enzimi memelilerin non-immun biyolojik
savunma sisteminin dogal bir bilesenidir ve patojen mikroorganizmalara kars: yeni

dogan yavrunun bagirsak sistemlerini ve meme bezlerini korumada 6nemli bir role

sahiptir [5, 6].

Ik olarak 1940°'l1 yillarda sigir siitinde bulundugu rapor edilmistir.
Laktoperoksidaz enzimi, ¢ig siit kalitesini koruma amacl olarak yaygin olarak

kullanilmaktadir [4].

Hidrojen peroksit (H»O,) ve tiyosiyonat iyonu (SCN’) ile birlikte
antimikrobiyal bir sistem olusturmaktadir [4]. LPO, siit igindeki ©Onemli
enzimlerden biridir ve asagidaki reaksiyonda goriildiigii gibi tiyosiyanat iyonunun
stitte dogal olarak bulunan [7] antibakteriyal hipotiyosiyanata peroksidasyonunu

katalizler [8, 3, 9].

LPO
SCN™ + H,0, — OSCN~ + H,0

Cig siitte tiyosiyanat ve H»O, diisiik konsantrasyonda olmasina ragmen,

laktoperoksidaz fazla miktarda bulunur [10].

LPO sistem ortamda hidrojen peroksit ve tiyosiyanat iyonu bulundugu zaman
stitte dogal bir inhibitor olarak etki gosterir [8]. Hastalik yapici bakteriye ait
metabolik enzimlerin fonksiyonlarini bozar [11, 12]. Yani patojenlerin yasamu igin
onemli olan ¢esitli proteinlerin tiol gruplariyla reaksiyona girer, 6nemli enzim ve

protein sistemlerini inaktive eder [13].



Laktoperoksidaz enzimi ayni zamanda iyodiiriin hidrojen peroksitle oksidasyonunu
da katalizler [14]. Bu peroksidazlar memeli sisteminde yaygin olarak bulunurlar

[15].

LPO
21 + H,0, + 2H* 5 I, + 2H,0

Tiyosiyanat iyonu mide ve bibreklerde, tiroid bezinde, tiikiiriikte ve hayvan
dokularinda yaygin bir sekilde da@ilmistir ve hayvan tiirlerine gore degisiklik
gosterir [16]. Ayni zamanda hayvan cins ve laktasyon donemlerine [17] mevsimlere
ve beslenmeye gore de farklilik gosterir [18]. Iyodin metabolizmas: ve bunun sonucu
olarak troid fonksiyonlarimin araya girmesiyle tiyosiyanat iyonunun asiri aliminin

yiksek diizeyde toksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir [19].

LPO sistemin gorevi gesitli karsinojenlerin pargcalanmasi yaninda peroksidatif

etkiye karsi hayvan hiicrelerini korudugu rapor edilmistir [20].

1.1.1 Enzimin Biyokimyasal Yapisi

Laktoperoksidaz enzimi, %8-10 karbohidrat ve 608 aminoasit rezidiisii iceren
tek bir polipeptit zincir ihtiva eder ve molekiil agirligi yaklasik olarak 78 kDa’dur.
Yiiksek bir izoelektrik noktaya sahip olan laktoperoksidaz, demir hem grubu olan bir
glikoprotein olup en az 10 izoformu bilinmektedir [4]. LPO, taze siitiin pH aralig:

olan pH 4- pH 7 arasinda en yiiksek aktiviteye sahiptir.

Degigik arastirmacilar tarafindan proteinin 3 boyutlu yapis1 giiclii bir sekilde, bir

kalsiyum iyonuyla stabilize oldugu ifade edilmistir [21].



Sekil 1.1: Laktoperoksidaz yapisi [2].

Yukaridaki  sekilde laktoperoksidazin  kristal {i¢ boyutlu  yapisi
gOsterilmektedir. Her bir protein zinciri farkli renktedir. Hem grubu beyaz, azotlar

mavi ve demir grubu ise portakal rengi ile gosterilmistir [15].

Hem grubu proteine kovalent baglhidir ve bu baglanma hem grubunun

hidroksil grubu ile proteinin karboksil grubu arasinda meydana gelmektedir [22].

1.1.2 Enzimin Etki Mekanizmasi

LPO diger peroksidazlar gibi H,O, mevcudiyetinde fenoller, aromatik
aminler, pirogallol, askorbat ve guaiakol gibi molekiillerin oksidasyonunu da
katalizlerler [22,2]. En yaygin substratlart arasinda ABTS (2,2“-azino-bis(3-
etilbenztiazolin-6-siilfonik asit), guaiakol ve katekol gibi basit fenoller sayilabilir
[23,24,25]. Ayrica hidrazinler tarafindan da inhibe edildigi bilinmektedir [2]. Bazi

tiyokarbamid bilesiklerinin sigir LPO enzimini inhibe ettikleri belirlenmisgtir [26].

LPO enzimi i¢in optimum sartlar rapor edilmesine ragmen inhibitorleri tam
olarak bilinmemektedir. Fakat gevresel kirleticiler, agir metaller arasinda bir grup
elementlerin  enzimin katalitik  aktivitesi {izerine etkileri bilinmektedir.
Laktoperoksidaz (LPO) H,0O, mevcudiyetinde yapilan c¢alismada guaiacol
oksidasyonun mekanizmasi aydinlatilmis ve guaiakoliin  3,3-dimetoksi-4,4-

bifenokinon’a okside oldugu bulunmustur [25].



1.1.3 Laktoperoksidazin Antimikrobiyal Etkisi

Laktoperoksidaz enzimi,

H;0,+SCN — OSCN + H;O

reaksiyonunu Kkatalizler, bu nedenle hem hidrojen peroksit hem de tiyosiyanat,
antimikrobiyal aktivite i¢in 6nemlidir [27]. LPO’nun antimikrobiyal aktivitesinden
sorumlu olan tiyosiyanat anyonu (SCN’), hayvan dokularn ve salgilarinda
bulunmaktadir. Ozellikle meme, tiikiiriik, tiroid bezleri ve onlarin salgilarinda
bulunur ve konsantrasyonu hayvanin tiiriine, yemleme sekline, laktasyon dénemine,

yem kompozisyonuna bagl olarak degismektedir [4, 28].

LPO’1n antibakteriyal aktivitesinden sorumlu olan tiyosiyanatin en dnemli ara
oksidasyon {iriinii fizyolojik pH’da hipotiyosiyanat (OSCN’)’dir ve OSCN™ ,

H,0O;’nin bire bir sitokiyometrik oraninda tretilir.

Antimikrobiyal aktiviteden sorumlu diger iiriinler ise, siyanosiilfiiroz ve
siyanosiilfirik asittir. Bu bilesenler bakteriyal proteinlerin siilfhidril gruplarini okside
edebilirler. Hipotiyosiyanat anyonunun bakterileri yok etmede arabulucu oldugu

diisiiniilmektedir [4,29].

Cogu laktobasil, laktokok ve streptokoklar aerobik sartlarda LPO sistemi
aktive etmek icin yeterli miktarda H,O, iiretirler. H,O, sisteme disaridan ilave
edildigi gibi, sodyum perkarbonat, glikoz oksidaz gibi H,O, iireten sistemlerin
ilavesiyle de saglanabilir [4]. Ciinkii hidrojen peroksit fazla kararli degildir, katalaz

tarafindan indirgenebilir veya laktoperoksidaz gibi enzimlerce baglanabilir [30].

LPO’1n mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal 6zelligi ve buna ek olarak
farkli karsinojenleri parcalama ve hayvan hiicrelerini peroksidatif etkilere karsi
korumasi onun biyolojik onemini gostermektedir. LPO sistemin antioksidan olarak
da rol oynadig1 ve bu nedenle memeli hiicrelerini korudugu da bildirilmistir [4].
Laktoperoksidaz sistemi bakteri, mantar ve viriisler de dahil olmak iizere cesitli

mikroorganizmalar iizerinde bakterisidal ve bakteriyostatik aktiviteye sahiptir.



Cizelge 1.1: Laktoperoksidaz sisteminin antimikrobiyal spektrumu [4].

Mikroorganizma Antimikrobiyal | Etkisi
Aktiviteyi
Saglayan
Gram Pozitif Bakteriler
Streptococcus cremoris SCN~ Oksijen Alimu
Streptococcus lactis SCN~ Biiyiime Inhibisyonu

Streptococcus agalactiae | SCN™ Seker Tasinimi

Streptococcus mutans SCN~ Glukoz Alimi

Streptococcus mutans SCN~ Enzim Inhibisyonu

Streptococcus sanguis I Bakterisidal

Gram Negatif Bakteriler

Actinobacillus SCN7/I™ Bakterisidal

actinomycetemcomitans

Actinobacillus I Biiyiime Inhibisyonu

actinomycetemcomitans

Fusobacterium nucleatum | SCN7/1~ Bakterisidal

Helicobacter pylori SCN~ Bakterisidal

Porphyromonas gingivalis | SCN7/1~ Bakterisidal

Porphyromonas gingivalis | SCN™ Bakterisidal

Prevotella loescheii SCN™ Bakterisidal

Prevotella intermedia SCN~ Bakterisidal

Prevotella SCN~ Bakterisidal

melaninogenica

Yersinia enterocolitica SCN~ Biiyiime Inhibisyonu

Mantarlar

Candida albicans SCN~ Yasama Yeteneginin
Kaybi

Viriisler

HIV-1 SCN~ Enzim Inhibisyonu

(SCNT; Tiyosiyonat iyonu, I7; iyodiir iyonu )




Tabloda verilmis mikroorganizmalar diginda farkli bakteri gruplari,
laktoperoksidaz sistemine karsi degisen derecelerde duyarlilik gosterirler. Shigella,
Salmonella, Coliform, Pseudomonas gibi katalaz pozitif mikroorganizmalar ve gram
negatif bakteriler, laktoperoksidaz sistemi ile yalnizca inhibe edilmekle kalmaz ayni
zamanda ortam sartlarina bagli olarak ( pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi, hiicre
yogunlugu) H»O,'nin ilavesi ile oldiirilebilir. Streptococ, Lactobacil gibi katalaz
negatif bakteriler ve gram pozitif bakteriler laktoperoksidaz sistemi tarafindan

oldiiriilmezler genelde inhibe edilirler [4].

Laktoperoksidaz sistemi tarafindan gerceklestirilen bakteriyal inhibisyon
sitoplazmik membrana etki eder ¢linkii hipotiyosiyanat (OSCN") enzimlerin serbest -
SH gruplarina baglanir, bu da pH diisiisline, potasyum ve aminoasitlerin hiicreden
sizmasma neden olur. Bu durum karbohidratlarin, aminoasitlerin ve diger besin
elementlerinin hiicreye alimini engeller c¢iinkii bunlarin transfer mekanizmalari
inhibe edilmis olur. Ayrica hiicrenin DNA ve RNA sentezleri bozulur. Gram (-)
bakteriler, gram (+) bakterilere gore laktoperoksidaz sistemi tarafindan parcalanmaya
ve Oldiiriilmeye daha elverislidir. Bu durum muhtemelen bu iki hiicre tiiriindeki
hiicre duvart ve kalinhik farklarina baghidir. Bazi gram (+) Streprococlar

hipotiyosiyanata kars: direnclidirler [31].

H,O, ve sodyum kloriir (NaCl) varliginda aflatoksinin parcalanmasi
laktoperoksidaz sisteminin bagka bir dzelligidir. Arastirmalar, elma suyunda ve tuz
¢ozeltisinde H,O, kayna@i olarak glukoz oksidaz ile laktoperoksidaz sisteminin
antifungal aktivite gosterdigini belirtmigtir [4]. Baska bir arastirmada ise,
laktoperoksidazin ¢ocuk felci viriisii ve ineklerde cicek hastaligi virtisiiniin her ikisini
de oldirdigi gosterilmistir. Bu o6zel viriisler 1s1, kurutma, dezenfektan etkilerine

diger virtislere kiyasla ¢cok daha fazla dayaniklidirlar [32].

Laktoperoksidazin biyolojik olarak dnemi, patojen mikroorganizmalara karsi

dogal konak savunma sistemine dahil olusundandir [4].



1.2 Agir Metaller ve Cevreye Etkileri

Cevre insanla birlikte tiim canli varliklar, cansiz varliklar ve canli varliklarin
eylemlerini etkileyen ya da etkileyebilecek fiziksel, kimyasal, biyolojik ve toplumsal
nitelikteki tiim etkenlerdir [33]. Ancak bu etkenlerin insanlarin niifus artisi,
teknolojik gelismeler ve tiiketim aligkanliklarina bagli olarak zarar gormesi ve bu
zararin rahatsiz edici seviyelere ulagsmasi sonucu kirlenmesi s6z konusudur. Béylece
cevre kirliligi ortaya ¢ikmaktadir. Cevre kirliligi gecici veya siirekli bir bigimde
canlilara zarar veren gaz, sivi ve kati maddeler ile radyasyonun; cisim, sistem ve
cevre de meydana getirdigi olumsuz degisimlerdir. Bir baska deyisle hava, su ve
topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozelliklerinde meydana gelen arzu edilmeyen

degisimlerdir [34].

Cevre kirliligine neden olan ve gittikge daha biiylik boyutlarda tehlike
olusturan etmenlerin baginda agir metaller gelmektedir. Agir metallerin (Ag, As, Cd,
Cu, Fe, N1, Pb, Zn, Mo, Co, Cr, gibi) toprak kirlenmesi ve ¢evreye yaptigi zararlar

¢ok onemli giincel sorunlar haline gelmistir.

Hizli sehirlesme, endistrilesme, giibreleme ve pestisit kullanimi, toprak ve su
kaynaklarinda toksik metal kirliligi ile sonuclanmaktadir.  Toksik metallerin
birikimindeki artma, ekosistemde dengesizlige neden olmakta, toksik metallerin
yiiksek miktarlarda cogu habitatin canli gelisimi boyunca birikmektedir. Bu durum
biyolojik biiylime siirecinde besin zinciri boyunca transfer edilmekte ve
biriktirilmektedir. Ayrica bu metallerin besin zincirindeki ytiksek konsantrasyonu
yagsayan insan ve hayvan saghigim cesitli gekillerde tehdit etmesiyle

sonuclanmaktadir.

Esansiyal olsun veya olmasin agir metallerin yiiksek konsantrasyonlari
mikroorganizmalar, bitkiler, hayvanlar ve insanlar1 iceren canlilar alemi igin toksik
etkisi bilinen bir gergektir [35,36]. Onemli bir kirletici grubu olusturduklar1 bilinen
agir metallerin; toksik ve kanserojen etkileri oldugu gibi, canli organizmalarda
birikmesi de s6z konusudur. Krom, civa, kursun, kadmiyum, mangan, kobalt, nikel,
bakir ve cinko gibi metaller dogada genellikle siilfiir, oksit, karbonat ve silikat

mineralleri seklinde bulunmaktadir. Bunlarin suda ¢oziiniirliikleri oldukca diistiktiir.



Cok kiiciik miktarlarda bile genellikle kuvvetli zehir etkisine sahip olan agir metaller,

kirlenmis sularda metal, katyon, tuz ve kismen anyon seklinde bulunurlar [36].

Agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine gtre yasamsal ve
yasamsal olmayan olarak siniflandirilirlar.  Yasamsal olarak tanimlananlarin
organizma yapisinda belirli bir konsantrasyonda bulunmalar1 gereklidir ve bu
metaller biyolojik reaksiyonlara katildiklarindan dolayr diizenli olarak besinler
yoluyla alinmalari1 zorunludur. Bir agir metalin yagsamsal olup olmadigi dikkate

alinan organizmaya da baglidir [37].

Agir metaller biyolojik dongii iginde en nemli zararlarini bitkilerde meydana
getirmektedir. Tohum ¢imlenmesi, ¢ikis, fide biliylime ve gelisimi, bitkilerde
biiyiime ve gelismede gerilikler, biyomas {iretiminin dismesi, ¢icek ve meyve
tutumunda azalma, verimde diisme ve iirlin Kalitesinde bozulma bu zararlardan
bazilaridir. Bundan bagka agir metallerin fotosentetik aktiviteyi sekteye ugratmasi,
azot dongiisi ve baglanmasini bozmasi, klorofil miktarini azaltmasi, enzim
sistemlerinde bozulmalara yol agmast; bitkilere yarayisl diger elementlerin alimini

engellemesi gibi hiicre i¢i mekanizmalarda da olumsuz etkileri bulunmaktadir [38].

Genelde agir metallerin gevre agisindan yarattigi sorunlar; insan, hayvan ve

bitki saglig1 ile su ekosistemleri tizerindeki etkileri agisindan énemli olmaktadir.

1.3  Enzim Immobilizasyonu

Enzimler, canli sistemlerinde kimyasal reaksiyonlarin gerceklesmesini
saglayan biyolojik katalizorlerdir. Belirli bir diizen ile siralanmig binlerce atomdan
meydana gelmis bu molekiiller, canli hiicrelerde cereyan eden farkli kimyasal
reaksiyon topluluklarinin katalizlenmesini saglarlar. Biyolojik proseslerde, hastalik

ve sagliktaki rolleri genis bir sekilde incelenmektedir [39].

Enzimler oldukga iliman kosullarda, yiiksek derecede substrat seciciligi ile
reaksiyonlar1 katalizleme Ozelligine sahiptir. Bdylece yan iiriin olusumunu azaltir.
Katalizlenen reaksiyonlar arasinda, mevcut organik kimya metodlariyla ulagilamayan,
biyolojik makromolekiiller arasinda son derece fazla, kompleks kimyasal

transformasyon reaksiyonlari vardir. Bu durum enzimleri biyoteknolojik kullanimlari



icin son derece OGnemli kilmustir [39]. 20. yiizyihn baglarinda, enzimlerin
fermentasyon islemlerinden sorumlu oldugu bulunmug, yapilarni ve kimyasal
bilesenleri dikkatle inceleme altina alinmistir. Bunun sonucunda biyolojik katalizlerin
genis kapsamli teknolojik kullanimu tekstil, ilag ve diger kimya endiistrisi gibi farkli
alanlara da oOnciilik etmistir [40]. Ancak pek cok enzimin kararsiz olmasi,
saflagtirilmas1 igin oldukga yiiksek ticret gereksinimi ve kullanildiktan sonra
reaksiyon karisimindan aktif enzimin tekrar kullanimu icin kurtarilmasi teknik olarak

oldukca zordur [41].

Enzimler ¢ozeltide tek bagina, diger bilesenleriyle kiimeleserek veya bir
ylizeye bagli olmak gibi degisik durumlarda kimyasal reaksiyonlar
katalizleyebilirler. Yiizeye baglanma veya immobilizasyon 6zellikle teknik kullanim

icin iizerinde son derece yogunlasilan durumdur [42].

Enzim immobilizasyonu terimi, enzimlerin fiziksel olarak belirli bir yere
baglanmasinin veya hapsedilmesinin yaninda katalitik aktivitelerinin de korunmasi,
bu sayede de tekrarlanabilir ve siirekli uygulanabilir olmasini saglamak olarak ifade
edilebilir [43, 44]. Immobilize edilmis enzimler genel olarak endiistriyel
uygulamalarda katalatik Ozelliklerinin yaninda, ekonomik olarak da son derece

gelistirilmis olmasinin 6nemi bir hayli fazladir [45].

Immobilize enzimlerin ilk endistriyel kullanimi 1969 yilinda Japonya’nin
Tanebe Seiyaku Limited sirketinde Chibata ve arkadaglari tarafindan, sentetik
rasemik D-L amino asitlerin ¢dziinmesi icin Aspergillus oryzae aminoasilaz’in
immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir [46]. Immobilize enzimlerin diger nemli
uygulamalarina sekerler, amino asitler ve ilaglarin endiistriyel iiriinleri &érnek olarak
verilebilir. Bunun yaninda bazi endiistriyel siireclerde, istenilen enzimi iceren biitiin

mikrobiyal hiicreler immobilize edilir ve katalizor olarak kullanilabilir [47].

Endiistriyel olarak uygulamalarindan bagka, biyosensorler, biyoafinite
kromatografisi ve tipta kullanilan ilaclardaki pekgok biyoteknolojik iiriinlere enzim

immobilizasyonunun temel tegkil ettigi goriilmektedir [48].

Ozellikle son 20 veya 30 yila baktigimizda, immobilizasyon teknikleri hizla
gelismistir ve immobilizasyon teknikleriyle ilgili tasarimlar énemli oranda artmustir,

Ancak halen mevcut islemlerde ilerleme gerekmektedir. Immobilize enzimlerin



diger pratik iglemlere uygulanabilirligini artirmak icin yeni metodolojilerin
geligtirilmesi ve mevcut tekniklerin daha iyi anlasilmasi ve gelistirilmesi

gerekmektedir.

1.3.1 immobilize Enzimlerin Ozellikleri

Enzim immobilizasyonunun sonucu olarak enzim molekiiliiniin termal
stabilitesi ve katalitik aktivitesi gibi bazi 6zellikleri, ¢oziinebilir esleniklerine gore
degisiklik gosterebilir [49]. Ozelliklerinin modifikasyonlarindaki degisimin nedeni,
immobilize enzimin esas aktivitesindeki degisimle veya immobilize enzimle substrat
arasindaki etkilesimin farkli olmasindan kaynaklanir. Immobilizasyonlarin katalitik
Ozelliklerindeki  gOzlenen degisim proteinlerin  ti¢ boyutlu  yapilarindaki
konformasyonlarindaki degisimle, enzim ve substrat arasindaki baglanmayla ilgili

oldugu diisiiniilmektedir [50].

Genel olarak enzimler immobilize edildiginde, enzimin caligma stabilitesi
arttirilir.  Stabilizasyon kavrami, immobilizasyon yapilacak enzimler igin son derece
Onemli etkileyici bir giictiir. Pek ¢ok durumda gézlenilen operasyonel stabilizasyon,
enzimin baglanma sonucuyla ilgilidir. ~ Ancak, molekiiler seviyedeki dogru
stabilizasyonun gosterilmesi, proteinlerin immobilizasyonunun ¢ok noktaya kovalent
baglanmasi ile olabilmektedir [51]. Farkli metodlarin kullanimu ile ilgili pek ¢ok
bilimadami tarafindan gosterilen caligmalarda stabilizasyon ve matrikse enzimin
kovalent baglarla baglanma sayilar: ile 6nemli bir baglanti oldugu bulunmustur.
Immobilize enzimlerin kullanimi ile ilgili temel problemlerden birisi, dzellikle
enzimlerin makromolekiiler substratlartyla gosterdigi katalitik aktivitenin kaybidir

[52].

Enzimin aktif bolgesine substratlarin ulagiminin sinirlanmasindan dolayi,
substratin sadece yiizeydeki gruplara ulagsmasinin sonucu olarak aktivite diisebilir.
Bu sterik sinirlama zamanla makromolekiiler substratlardan tiireyen iiriinlerin
karakteristik Ozelliklerini degistirebilir. Bu sterik problemlerden uzaklasmak igin
pek cok strateji gelistirilmistir. Bunlardan bazilar1; izole makromolekiiler zincirlerin
aglarindan olugmus tagiyicilarin segimi, immobilize olacak enzim rezidiilerinin

dikkatli se¢imi ve hidrofilik inert uzant: kollarinin kullanilmasidir [53].
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1.4  Arastirmanmin Amaci

Son yillarda siit enzimleri iizerinde bircok ¢alisma yapildi. Arastirmamizda,
siitte bulunan laktoperoksidaz enziminin yapisi ve Ozellikleri ile antimikrobiyal
aktiviteleri ve gida sanayinde kullanim alanlari hakkinda bilgi verildi. Bu amacla,
LPO enziminin afinite kromatografisi teknigi ile saflastirilmasi tizerinde ¢alisildi. Bu
teknik sayesinde, minimum zaman ve masraf harcamasiyla maksimum verim elde
edilerek enzim saflagtirilmasi caligmanin amacini olusturmaktadir. Yiiksek verimle
saflasmis enzimin farkli agir metal tiirlerinin enzim iizerine inhibitdr/aktivatdr

etkileri gozlenmeye galisilmustir.

Aragtirmamizin son boliimiinde ise, saflastirilan enzim gluteraldehit iizerine
immobilize edilecektir. Elde edilecek sonuglarin endiistride ve klinik c¢alismalarda

onemli olabilecedi diistiniilmektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1  Materyal

2.1.1 Kullamilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alisma i¢in kullanilan; Sepharose 4-B, siilfamid, L-trozin, p-nitro fenil
asetat, 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin—6-Siilfonik asit) (ABTS), diyaliz torbalari,
akrilamid, N, N, N’N’- tetra metil etilendiamin(TEMED),N,N’- metilen
bisakrilamid, B- merkaptoetanol, SDS, glisin, standart serum albumin, amonyum
siilfat, coomassie brillant blue G-250, coomassie brillant blue R-250, brom-timol
mavisi Sigma Chemical Comp.’den; sodyum hidroksit, sodyum karbonat |,
trihidroksi metil aminometan(Tris), sodyum kloriir, hidrojen peroksit, sodyum
stilfat, sodyum perklorat, sodyum asetat, hidroklorik asit, asetik asit, siilfiirik asit,
fosforik asit, sodyum azotiir, sodyum nitrat ve diger kimyasal maddeler Merck
A.G’den;  sodyum monohidrojen fosfat, sodyum dihidrojen fosfat, metanol, etanol

ve amonyum persiilfat Riel de Haen A.G’den saglanmistir.
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2.1.2 Kullamlan Alet ve Cihazlar

Bu ¢alismada yararlanilan alet ve cihazlar asagidaki tabloda gosterilmektedir.

Cizelge 2.1: Kullanilan laboratuvar geregleri

Kullanmilan Gereg Modeli

Buz Makinesi Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya
Buzdolab1 Profilo, Tiirkiye

Calkalamali Inkiibator She-Lab, USA

Elektroforez Apelex, 1ngiltere

Elektronik Tart1 Sartorious, Almanya

Etiiv WTB, German, Niive, Tiirkiye
Isitmali Manyetik Karistirict Velp Scientifica, Ispanya
Kromatografi Kolonu Sigma (1,5 cm ¢ap ve 10cm uzunluk)
pH Metre WTW, Almanya

Dijital Goriintiileme Sistemi UVP, Ingiltere

Saf su cihazi Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)
MikroSantrifiij Sigma Laborzentrifugen, Germany
Santrifiij Hettich Zentrifugen, Germany
SDS PAGE Aparatlari Atto, Japonya

Calkalayict GFL, Almanya

Elektroforez igin Gii¢ Kaynag: Consort, Ingiltere

Sicak su banyosu Elektro-mag, Tiirkiye

Is1 kontrollii Calkalamali etiiv GFL , Almanya

UV visible Spektrofotometreler Heios o (Unicam), Metro Lab,
Vorteks Elektromag, Tiirkiye

2.1.3 Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Calismanin deneysel kisimlarinda kullanilmak {izere asagidaki cozeltiler

hazirlanmustir.
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* Sepharose 4-B Jel Sentezinde Kullanilan Yikama Tamponu (0,2 M
NaHCO; pH=8.8): 16.8 g (0.02 mol) NaHCO3 950 mL suda ¢oziiliir. 1M NaOH

ile pH=8.8’e ayarlanarak toplam hacmi 1L’ye tamamlanir.

* Sepharose 4-B Jel Sentezinde Kullanilan Saklama Tamponu (0,1 M
NaHCO3, pH=10.0 ): 8.4 g (0.01) NaHCO; 950 mL distile suda ¢oziiliir. | M NaOH

ile pH=10a ayarlanarak toplam hacim 1L’ye tamamlanir.

* Amonyum Siilfat Coktiirmesi Sonucu Elde Edilen Cokelegin Alindig ve
Diyaliz Edilen Tampon (5 mM Na;HPO,;, pH:6,8): 1,34 g (5.10° mol)
Na,HPO4.7H,0, 950 ml destile suda ¢oziilir. IN HCI ile pH:6,8’e ayarlanarak

toplam hacim 1L’ye tamamlanir.

* CNBr Ile Aktiflestirilmis Sepharose-4B Afinite Jelinin Dengelenmesinde
Kullamlan Tampon (10 mM Na,HP0s, pH:6,8): 2,68 g (1.10'3 mol)
Na,HPO4.7H,0, 950 ml saf suda coziildii. IN HCI ile pH:6,8’e ayarlanarak toplam

hacim 1 L’ye tamamlanir.

* CNBr Ile Aktiflestirilmis Sepharose-4B Afinite Kolonunun Yikama
Tamponu (25 mM Na,HPQO,4, pH:6,8): 1,19 g(l.lO’3 mol) Na,HPO,.7H,0, 950 ml
saf suda ¢oziilir ve IN HCI ile pH:6,8’e ayarlanarak toplam hacim 1 L’ye

tamamlanir.

* LPO Enziminin Eliisyon Tamponu (1M NaCl/25mM Na,HPO,,
pH:6,3): 11,7 g (0,2 mol) NaCl 200 ml saf suda ¢oziiliir.

* LPO Aktivitesinin Olciimiinde Kullamlan 1mM ABTS Substrat
Cozeltisi: 0,055 g ( 1.10™ mol) ABTS 100 ml 0,1 M Na,HPO, pH:6,0 tamponu

i¢inde ¢oziiliir.

* LPO Aktivitesi 6lgﬁmﬁnde Kullamilan 3,2 mM H;0; Cozeltisi: %30’luk

yogunlugu 1,11 g/ml olan H,0,’den 32 uL alinarak son hacim 100 ml’ye tamamlanir.

*Bradford Cozeltisi: 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik
etanolde ¢oziilir ve ¢ozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave edilerek hacmi

1L ye tamamlanir.

* SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Tamponlar
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Cizelge 2.2: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tampon.

Kimyasal Madde Miktar
0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) 2.5 mL
% 10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0mL
B-merkaptoetanol 1.0 mL
Bromfenol mavisi 00lg
Destile su 0.5 mL

Cizelge 2.3: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tampon.

Kimyasal Madde Miktar
Tris-HCI 30¢g
Glisin 144 ¢
SDS 10g

Destile su ile son hacim 1L’ye tamamlanir

Cizelge 2.4: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma

jellerinin hazirlanist.

Ayirma Jeli Yigma Jeli
%10 %3
Akrilamid/Bis (% 30)
Akrilamid 15¢g
Bisakrilamid 0.4 g {665, 2.6 mL
Son hacim destile su ile 50 mL’ye
tamamlanir.
Destile su 20.1 mL 12.2 mL
1.5 M Tris-HCI (pH:8.8)
Tris-HCI 11.82 g
12.5 mL
pH:8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilave edilerek -
son hacim destile su ile 50 mL’ye tamamlanir.
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Cizelge 2.4: (devam)

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8)
Tris-HCI 394 ¢
pH:6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH 5mL

ilave edilerek son hacim destile su ile

50 mL’ye tamamlanir.

% 10’1uk SDS
SDS lg
Son hacim destile su ile 10 mL’ye [0.5 mL 200 uL

tamamlanir.

TEMED 25 uL 20 uL

% 10’luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat  1g 750 pL 400 pL
Son hacim destile su ile 10 mL’ye

tamamlanir.

Cizelge 2.5: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi.

Kimyasal Madde Miktar
Coomassie Brillant blue R-250 0.66 g
Metanol 120 mL
Glasiyal asetik asit 24 mL
Destile su 120 mL

Cizelge 2.6: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agma ¢ozeltisi:

% 7.5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 mL destile su.

Kimyasal Madde Miktar
Metanol 50 mL
Glasiyal asetik asit 75 mL
Destile su 875 mL
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2.2 Yontemler

2.2.1 Laktoperoksidaz Enzimi  Cozeltisinin Hazirlanmas1  ve

Saflastirilmasi

Taze, iglem gormemis siit +4 °C’de buzdolabinda bir gece bekletildi. Bir
miktar kati1 EDTA ve 2 mL toluen eklenerek blendir ile 30 dakika muamele edildi.
Stitlin sicaklig1 bir miktar yiikseldi ve dolaba sicakligin diismesi i¢in birakildi. Tekrar
30 dakika boyunca blendir ile muamele edildi. Toplam hacim 150 ml olacak sekilde
+4 °C’de 60 dakika boyunca 15000 rpm’de ve santrifiij yapildi. Siitiin ¢okelegi
atilarak siizgec kagidiyla siiziilen sivi kisma % 60’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapildi1 ve arkasindan +4 °C’de 60 dakika boyunca 15000 rpm’de santrifiijlendi.
Santrifiijden sonra Usteki siipernanant atild: ve altta kalan ¢okelek 0,05 M pH=7.0
Tris-HCI ‘den her tiipe 2 mL olacak sekilde eklendi ve ¢tkelegin ¢oziilmesi saglandi.

2.2.1.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine goére belirli proteinlerin
¢okmesini saglayan 2 degerlikli, ¢ok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak

amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiille tespit edildi:

1.77xVAS, - S,)
3 54—,

8 (N H, )z S0, =
V: Blender ile islem gormiis siit hacmi,

S1: I'in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu,

S»: I'in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu
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2.2.2 Laktoperoksidaz Enziminin Aktivite Tayini

Laktoperoksidaz enziminin aktivite 6l¢limii, Shindler ve Bardsley yonteminin
bazi modifikasyonlar1 sonucu belirlenen prosediir ile yapildi. Bu yéntem, H,O,
tarafindan 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS) kromojenik
substratin ylikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans

artiginin 412 nm’de izlenmesi esasina dayanir [23].
Aktivite tayininde su prosediir takip edildi:

I ml’lik kiivete 0,1 M pH= 6.0 fosfat tamponundan 867 uL, 67 uL 1mM
ABTS ve 33 uL H;O» pipetlendi. 33 uL enzim cozeltisi ilave edilerek hemen
kronometre calistinldi  kiivet alt iist edildikten sonra spektrofotometreye
yerlestirilerek kore karst 412 nm’de absorbans artigi, 3 dakika siireyle her 15
saniyede bir olmak iizere kaydedildi. Her aktivite l¢iimii 3 kez tekrar edildi. Kor

olarak enzim ¢ozeltisi yerine 0,1 M fosfat tamponu (pH:6) kullanildi.

Enzim saflagtirilmasi islemlerinde substrat olarak ABTS kullanildigindan,
saflastirma basamaklarinin enzim aktivite 6l¢limii sonuclari icin; 1 enzim tinitesi
"20°C’de 1 dakikada lumol ABTS’nin oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar:"

olarak tanimlanda.

[Reaksiyon Hacmi (mL)x % xlOOO]

EU =
£412X Enzim Hacmi (mL)xd

d=1 cm, 151k yolu

2.2.3 Kalitatif Protein Tayini

Kromatografi islemleri sonunda fraksiyon toplayicisi yardimiyla esit hacimde
alinan biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Bu metodun esasi protein
yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip amino asitlerin (fenilalanin, tirozin ve

triptofan ) 280 nm deki UV 1sinlarin1 absorblamalari esasina dayanmaktadir [54].
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Kromatografi ~ sonucunda  eltatlar  kuvarz  kiivetlere  konularak
spektrofotometrede proteinin iginde bulundugu tampon kor olarak kullanilarak

absorbanslar dlciildii.

2.2.4 Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Saflagtirma basamaklarinda elde edilen ¢ozeltilerdeki protein miktarlari,
Bradford yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Bu yontem fosforik asitli ortamda
proteinlerin, Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi,
olusan kompleksin 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans gostermesi esasina
dayanir. Bu yOntemin diger protein tayini yontemlerinden tstiin tarafi, ¢cok kisa
stirede uygulanmasi, bozucu faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksinin

¢Ozeltilerde uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 ug arasindadir.

ImL’sinde 1mg protein ihtiva eden standart sigir albiimin ¢ozeltisinden
tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl alindi. Tiiplerin hacimleri
100mM Tris-HCl tamponu (pH:8.00) kullanilarak 0,1 mL’ye tamamlandi. 5mL
Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave edildi. Tiipler vorteks ile
kanigtirilarak 10 dakika sonra 595nm’de 3ml’lik kiivetlerde kore karsi absorbans
degerleri okutuldu. K&r olarak 0,1 mIL’lik 100mM Tris-HCI (pH:8.00) tamponu olan
1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile

standart grafik hazirlandi.

Hazirlanan enzim ¢ozeltilerinden 0,1’ er ml 2 ayn tiipe alinarak iizerlerine
5’er ml Coomassie reaktifi ilave edildi. Vortekste karistirildiktan 10 dakika sonra
595 nm’de absorbanslari 6lgiildii. Iki 6l¢iimiin ortalama absorbansina karsilik gelen

protein miktar: standart grafik yardimiyla hesapland .

2.2.5 Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jeli, Sepharose 4B kati destek materyali iizerinde hazirlanmistir.
Sepharose 4B’nin serbest —OH gruplart literatiirde daha c¢ok CNBr ile
aktiflestirilmistir. Bu caligmada da ayn: yontem kullanilarak Sepharose 4B afinite

jelinin CNBr ile aktiflestirilmesinden (Sekil 2.1) sonra, tirozin kovalent olarak
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baglandi. (Sekil 2.2) Daha sonra siilfonamid diazolanarak L-tirozine kenetlendirildi.
Burada afinite jelinin; uzanti kolunu L-tirozin, enzimi spesifik olarak baglayan
kismini da siilfonilamid olugturur. Stilfonilamid karbonik anhidraz enziminin spesifik
bir inhibitoriidiir. Afinite jelinin yapisina girerek LPO enziminin yiiksek oranda

saflastirilmasinda basar ile kullanilmustir.

Afinite jeli asagida anlatilan prosediire gére hazirlanmustir.

2.2.5.1 Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi ve L-Tirozinin kolona

baglanmasi

20 mL kadar Sepharose 4B jeli destile su ile iyice yikanarak dekante edildi.
Esit hacimdeki destile su ile birlestirilerek bir siispansiyon elde edildi.
Kangtirilmakta olan siispansiyona 4 g toz haline getirilmis CNBr katildi. pH-metre
kullanilarak siispansiyonun pH’st 4 M NaOH ile hemen 11 degerine cikarilarak
reaksiyon bu pH degerinde sabit tutuldu. Reaksiyona pH degismeyinceye kadar
devam edildi (10-15 dakika). Cok miktarda buz siispansiyona katildi ve karisim bir
buncher hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL soguk 0,1 M NaHCO3 tampon
cozeltisi (pH=10) ile yikandi ve bir behere aktarildi. Ayn1 tamponun 20 mL’sinde 8
mg tirozin ¢oziilmiis soguk c¢ozelti behere ilave edilerek yavasca karistirilan
slispansiyonda, baglanma derecesini &grenmek igin, her 15 dakika icinde jel
bulunmayan 0,2 mL 6rnek alind: ve 1 M NaOH c¢ozeltisi ile 20 mL’ye tamamlanarak
294 nm dalga boyunda absorbansi belirlendi. Isleme absorbans degerinde &nemli bir
degisme olmayincaya kadar devam edildi. Bir siire (baglanma siiresi) yaklasik 90
dakika siirdii. Bundan sonra siispansiyon, 4°C’de 16 saat siiresince bekletildi. Bu
stirecin sonunda jel, yitkama suyu 280 nm dalga boyunda absorbans vermeyinceye
kadar bol su ile yikandi. Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen ortamdan
uzaklastirlmis oldu. Yikama 100 mL 0,2 M NaHCO3 tamponu (pH=8.,8) ile

tekrarlandi. Tirozin takil jel ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alindi.
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2.2.5.2 Siilfonamidin Kenetlenmesi

25 mg siilfonilamid, 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCI icerisinde ¢oziildii. 75
mg NaNO; ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL ¢ozelti, siilfonilamid ¢ozeltisine damla damla
katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra diazolanmis olarak bulunan siilfonilamid 40
mL Sepharose 4B-L-Tirozin siispansiyonuna ilave edildi. pH=9,5 degerine
cikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1 L destile
su ve 200 mL 0,05 M Tris-SO4 (pH=7,5) tamponu ile yikandi ve ayni tampon

icerisinde saklandi.

H

OCH
¢ CNBr— % Q
OH
NCO

Sepharose-4B Aktiflestds matriks

Sekil 2.1: Sepharose-4B nin aktiflestirilmesi.

?OGH
NI, —(lf——CH; @— OH
H
L-tirozin lﬂl
OCN _FT clrom{
NH—CH—CH,@OH
NCO
Alktiflestmg Matnks Sepharose-4B-L-Tirozin

Sekil 2.2: L-Tirozinin baglanmasi.
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OO NH-—CH—CH,4©>—OH
Sepharose-4B-L-Tirozin

NE=NCr

2HN20S
Diazolanmig Stilfonilamid
W
COCH

I
—C
I I
NH—CH—CH, OH

%

N=N

Sepharose-4B- L. Tirozin. Slifoniamid SO2NH2

Sekil 2.3: Siilfonamid bilegiginin baglanmasi.

2.2.5.3 Afinite Kolonunun Paketlenmesi

Hazirlanan jeller dengeleme tamponu igine alinarak jeller siispanse edilerek
havasi alindi. Siispanse edilmis jeller, 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali
kolonlara paketlenerek yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun
dengelenmis oldugu, eluat ile tamponun 280 nm’de absorbansilarinin ve pH’larinin

esitlenmesinden anlasildi.

2.2.5.4 Afinite Kolonuna Numune Tatbiki ve Eliisyonu

2.2.1.’de belirtildigi gibi enzimin kismi saflastiriimasi ile elde edilen enzim
ekstraktinin 12 mL’si 25 mM Tris-HCl/ 0.1 M Na,SO; (pH:7.0) tamponu ile
dengelenmis olan kolona tatbik edildi ve kolon Tris-HCl/ 22 mM Na,SO, (pH:7.0)
cozeltisi ile yikandi. Sonra 1M NaCl/ 50 mM Na,HPO, (pH:6.3) tamponu tatbik
edilerek laktoperoksidaz enzimi eliie edildi. Toplanan her bir eliiatin 280 nm ve 412

nm’de absorbans degerleri belirlendi.
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2.2.6 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safigimn Kontrolii

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzimin safligit SDS-PAGE ile kontrol
edildi. Bu amagla iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, ayirma jeli
% 10 konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemelli tarafindan belirtilen yontem uygulandi [55].

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri lizerine konuldu ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina
yerlestirildi. Cizelge 2.18’te belirtildigi gibi hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina
istten 2-3 cm kalana kadar enjekttrle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcifi
kalmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir
tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklasik 15 dakika) iist
yiizeydeki n-biitanol uzaklastirildi. Daha sonra cam plakalarin arasi tamamen
doluncaya kadar polimerlesmis ayirma jelinin iizerine yigma jeli ilave edildi. Jel
kasetindeki yiikleme jelinin iizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin
polimerlesmesi beklendi (yaklasik 30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra
tarak, kuyucuklarin arasinin bozulmamasina dikkat edilerek cikarildi. Kuyucuklar
Once saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset
elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve st kismina yiiriitme

tamponu konuldu.

Afinite kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan toplam hacim
100 pL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek
numuneler 3 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Numuneler sogutularak
enjektdrle kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez giic kaynagina baglanarak 80 volta
ayarlandi.  Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu
icindeki boyaya ait bant yiikleme jelinden ayirma jeline vardiginda voltaj 200 volta
¢ikartildi. Bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi bant jelin altina 0.5 ¢cm kalana
kadar yiiriitiildiikten sonra akim kesilerek yiirlitme durduruldu. Cam plakalar
arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildl yigma jel ayrildiktan sonra protein bantlarini iceren
ayurma jeli renklendirme cozeltisi icine konuldu ve 1-1.5saat kadar galkalayici

lizerinde birakildi. Daha sonra jel renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikarilarak renk agma
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cozeltisine konuldu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip
protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti icinde calkalandi. Jel, renk agma

cozeltisinden ¢ikarildiktan sonra fotografi cekildi.

2.2.7 Enzimin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Kum ve Vi degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda LPO,
ABTS substratinin alt1 farkl: substrat konsantrasyonlarindaki enzim aktivitesi dl¢timii
yapildi. Her Ol¢ilim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi. Buna
dayal1 olarak, 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi.

Kwm ve Vimax degerleri grafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.

2.2.8 ICsp Degerlerinin Bulunmasi

Co*?, Cu™, Mg*, Cd", Ni*?, Hg*?, Mn** ve Fe*™ iyonlarinin laktoperoksidaz
enzimi lizerine in vitro etkileri arastirilip tiim bu iyonlardan inhibisyona neden olan

iyonlar igin ICsg degerleri tespit edildi.
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2.2.9 Glutaraldehit ile immobilizasyon Basamag:

Sekil 2.4: Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi [56,57].

Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi; serbest enzim
molekiilleri ile glutaraldehit homo gapraz baglayici reaktifi kullanilarak ¢apraz baglh
enzim agregasyonlari olusturulur (Sekil 2.4). Glutaraldehit reaktantinin nemi, her
iki ucunun da reaktif olmasidir. Boylelikle birgok enzim molekiiliiniin bir arada
bulunmasiyla ¢oziiniir yap1 ¢oziinmez ozellik kazanarak enzim molekiilleri giiglii
baglanir. Glutaraldehit ile capraz bagli agregasyon immobilizasyonu, ¢apraz bagh
immobilizasyon ¢esidinin bir alt kiimesi olarak diisiiniilebilir. Bu yontemin avantaj,
glutaraldehit disinda herhangi bir tasiyiciya gerek duyulmadigindan uygulanisi diger
immobilizasyon cesitlerine gore daha basittir. Ayrica uygulanisi kolay oldugu igin

zamandan tasarruf edilir, maliyeti de diisiiktiir.

%25’lik 0.265g/ml yogunlugundaki glutaraldehit (GA), saf enzime farkli
yiizdelerde ilave edildi. Glutaraldehit/ serbest enzim karisimi, 25°C de, 65-70 rpm
calkalama hizinda bir giin inkiibasyona birakilarak enzim agregasyonlari olusturuldu.
Serbest enzim renksiz iken immobilize enzimin renginde kahverengi bir ¢okelek
gbzlendi. Bir giin sonrasinda immobilize enzim (5000 rpm, 4°C, 5 dakika) santrifiij
edilerek kat1 ve sivi faz ayrildi. Laktoperoksidaz enzimi, ¢oken kati kisimda

kaldifindan, kati faz minimum hacimde soguk su ile yikama islemine tabi
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tutulduktan sonra enzim aktivitesi hem serbest hem de immobilize enzim igin

spektrofotometrede Olgiilerek kargilagtirma yapildi.
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3. BULGULAR

3.1  Kantitatif Protein Tayini Icin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi. Standart grafik
bolim 2.2.4 aciklandigi gibi hazirlandi. Cesitli basamaklardan sonra siitten elde

edilen enzim cozeltisi ve saflastirma basamaklar1 sonundaki enzim cozeltilerinin

protein miktarlari bu standart grafige gore belirlendi.

Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile standart

grafik hazirland: (Sekil 3.1).

Iki &lgiimiin ortalama absorbansina karsilik gelen protein miktar: standart

grafik yardimiyla hesaplandi.

0,5 -
0,45 -
0,4 -
0,35 -

.

»
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\
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0 &

>

*
e

y = 0,0046% + 0,0105
R? = 0,987

0 20

40 60
Protein{mg)

80
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Sekil 3.1: Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan

standart grafik.
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3:2 Enzimin Saflastirilmasi

3.2.1 Laktoperoksidaz Enziminin Hazirlanmasi

Taze, islem gérmemis siit +4 °C’de buzdolabinda bir gece bekletildi. Toplam
hacim 100 ml olacak sekilde +4 °C’de santrifiij yapildi. Siitiin yag kismu atilarak
stizgec kagidiyla siiziilen sivi kisma %60’lik amonyum siilfat ¢oktlirmesi yapildl ve
arkasindan +4 ° santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra kalan ¢tkelek Tris-HCI eklendi

ve ¢okelegin ¢oziilmesi saglandi.

3.2.2 Laktoperoksidaz Enziminin Saflastirilmasi

Hazirlana homojenatin 10 mM fosfat (pH:6,8) tamponu ile dengelenmis olan
kolona tatbik edildi ve kolona 400 ml 25 mM fosfat (pH:6,8) ¢ozeltisi ile yikandi.
Boylece laktoperoksidaz enziminin kolona tutunmasi saglandi. Sonra 1M NaCl/25
mM Na,HPO4 (pH:6,8) tamponu tatbik edilerek laktoperoksidaz enzimi eliie edildi.
Eltiatlar 2 mL’lik fraksiyonlar halinde topland: ve 280 nm’ absorbanslar1 alindi. Her

bir fraksiyona aktivite 6l¢timii yapildi (Sekil 3.2 ).

2 T 2500
1.8 -
1.6 + 2000 =
1.4 - g
g 1.2 4 1+ 1500 E
Sos + + 1000 5
0.6 - Z
0.4 - + 500
0.2
O o A A A ASARA A ALAL AL ALALALA e ; . £ L O
13 5 7 9 11131517 19 21 23 25 27 289 31 33 35 37 39 41
Tiip sayisi

Sekil 3.2: LPO enziminin Sepharose 4B-L-Tirozin-Siilfonamid jeli ile

saflastirma grafigi.
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Km ve Vg de@erlerinin bulunmas: amaciyla, optimum sartlarda ABTS
substratinin degisen konsantrasyonlarinda (Cizelge 3.2) enzim aktivitesi Slciimleri

yapild1 ve Linewear-Burk grafikleri ¢izildi.

Grafikten yararlanarak Ky degeri 2x10° M ve Vimax degeri 5000 U/mL.dak
olarak bulundu (Sekil 3.3 ).

0,007 -
¢
0,006 - g P
/5/*
0,005 - s
0,004 e y = 4E-07% + 0,0002
//

/v 0,003 - /@//

0,002 ﬁ//

o,soj‘/ﬁ/
5000 5000 10000 15000 20000

0,001

1/(s}

Sekil 3.3: Saflastirilmis LPO enziminin ABTS substrati ile elde edilen
Linewear-Burk  grafigi.
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3.3 SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

LPO enziminin saflik kontrolli, sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi ile
yapildi (Sekil 3.4).

~78 KDa—

Sekil 3.4: Afinite kromatografisi ile saflastirilan LPO enziminin SDS-PAGE
goriintiis.

3.4 Bazi Bilesiklerin Laktoperoksidaz Enzimi
Arastirillmasi

Uzerine Etkisinin

107 M stok konsantrasyonuna sahip bilesiklerin laktoperoksidaz enzimi

lizerine etkisi aragtirild1 ve bulgular agagida verilmistir. (Cizelge 3.3- 3.10 ve Sekil
3.5-3.12)
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Cizelge 3.3: CoCl; bilesiginin LPO enzimi lizerine etkisi.

Kiivetteki Absorbans farka En.z.im Unitesi | % Aktivite
Inhibitor (EU) (mol/dak)
konsantrasyonu |A2 - A1
(10*M)
0 0,974 21233 100
2 0,759 1654.7 77,93
3 0,618 13473 63,45
4 0,577 12579 59,24
5 0,512 1116,2 52,57
6 0,437 0527 44,87
7 0,318 693,2 32,65
8 0,217 473,0 22,28
0 0,156 340,0 16,07
10 0,052 113,3 5,34
120
y = 0,0766x2 - 9,8976x + 97,944
100 €
80
3
2
£ 60 -
<
=
40 -
20 .
0 ' Y :
2 4 6 8 10 12
Co*2x10* M

Sekil 3.5: Saflagtinlmig LPO enzimi tizerine CoCl, bilesiginin % aktivite grafigi
(IC50=5,043 x10™*"M).
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Cizelge 3.4: CuSO, bilesiginin LPO enzimi iizerine etkisi.

Kiivetteki Absorbans farki Enzim Unitesi | % Aktivite
Inhibitor (EU) (mol/dak)
konsantrasyonu A2 - Al
(10*M)
0 0,759 1654,7 100
2 0,708 1543.5 93,28
8 0,654 1425,8 86,16
4 0.552 12034 1202
5 0,508 11074 66,93
6 0,470 1024,6 61,92
7 0,407 887,2 33,62
8 0,356 776,1 46,9
9 0,312 680,2 41,1
10 0,271 590,8 35,7
120
y =-0,0016x2 - 6,8611x + 102,94
100 ¢
80
z
2
£ 60
<
N
40
20
0 ; : : : ;
2 4 6 8 10 12
Cu*2x10* M

Sekil 3.6: Saflastirilmig LPO enzimi iizerine CuSOy bilegiginin % aktivite grafigi
(ICso=7,781x107'M).
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Cizelge 3.5: MgSO, bilesiginin LPO enzimi iizerine etkisi.

Kiivetteki Absorbans farki En_z_im Unitesi | % Aktivite
Aktivator (EU) (mol/dak)
|A2 - Alf
konsantrasyonu
(10*M)
0 0,272 5929 100
| 0,371 808,8 136
2 0,384 837,1 141
3 0,429 935.2 157
4 0,433 9439 159
5 0,489 1066,0 179
6 0,521 1135.8 191
250 -
y =-0,869x2 + 18,679x + 107,12
200 -

8 150 - .

2 ]

x

<

< 100 ¢

50
0 7 y
0 1 2 3 4 5 6 7
Mg*2x10* M

Sekil 3.7: Saflagtinlmis LPO enzimi tizerine MgSOy bilesiginin % aktivite grafigi.
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Cizelge 3.6: CdCl; bilesiginin LPO enzimi lizerine etkisi.

Kiivetteki Absorbans farki | Enzim  Unitesi | % Aktivite
Inhibitor (EU) (mol/dak)
konsantrasyonu A2 - A1]
(10*M)
0 0,468 1020,2 100
1 0,390 850,2 83,33
2 0,353 769,6 75,43
3 0,333 7239 71,15
4 0,252 5494 53,85
5 0,218 475,2 46,58
6 0,171 372,8 36,54
120
y =0,1221x2 - 10,928x + 97,893
100 4
80
3
=
£ 60
<
®
40
20
0 7
0 1 2 3 4 5 6 7
Cd*2x10 M

Sekil 3.8: Saflastirilmis LPO enzimi tizerine CdCl, bilesiZinin % aktivite grafigi
(ICs0= 4,621x10*M).
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Cizelge 3.7: NiCl; bilesiginin LPO enzimi iizerine etkisi.

Kiivetteki Absorbans farki En_:_zim Unitesi | % Aktivite
Inhibitor (EU) (mol/dak)
konsantrasyonu A2 - A1]
(10"M)
0 0,456 9941 100
1 0,449 978.8 08,46
2 0,427 930,9 03,64
3 0,400 872,0 8772
4 0,390 850,2 85,53
5 0,363 791,3 79,6
6 0,283 616,9 62,06
7 0,217 473.1 47,59
120
y =-1,1448x% + 0,9517x + 98,528
100 @
80 -

2

5

£ 60 -

=3

x

40 -
D 1] 1 H E
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Ni*2x10*M

Sekil 3.9: Saflagtirilmuig LPO enzimi iizerine NiCl, bilesiginin % aktivite grafigi
(IC50=6,939 x107*M).
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Cizelge 3.8: HgCl, bilesiginin LPO enzimi iizerine etkisi.

Kiivetteki Absorbans farki En;_im Unitesi | % Aktivite
Inhibitor (EU) (mol/dak)
konsantrasyonu A2 - A1
(10M)
0 0,427 930,9 100
0,3 0,332 723.8 77,75
0,5 0,248 540,6 58,08
1 0,126 2747 29,51
2 0,089 194,0 20,84
3 0,073 159,1 17,1
3,5 0,066 147.0 13,58
4 0,025 54,5 5,85
120
y = 8,9646x2 - 54,658x + 90,316
100 €

% Aktivite

Hg*x10* M

Sekil 3.10: Saflastirilmis LPO enzimi tizerine HgCl, bilesiginin % aktivite grafigi
(IC5=0,858 x10"*M).
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Cizelge 3.9: MnCl; bilesiginin LPO enzimi iizerine etkisi.

Kiivetteki Aktivator | Absorbans farki | Enzim Unitesi | % Aktivite

konsantrasyonu A2 - Al (EU) (mol/dak)

(10*M)

0 0,319 6954 100

1 0,339 739,0 106,27

2 0,363 791,4 113,79

3 0,372 810,9 116,61

4 0,396 868,3 124,14

5 0,405 882,9 126,96

6 0,412 898,2 129

7 0,414 902,5 130

8 0,421 917,8 131,97

9 0,435 948,3 136,36

10 0,447 974,5 140,12
160 -

140

120

y =-0,2514x% + 6,2153x + 100,92
100 ¢

% Aktivite

60 -
40 -
20 -

0 2 4 6 8 10 12
Mn*2x10*M

Sekil 3.11: Saflastirilmis LPO enzimi tizerine MnCl, bilesiginin % aktivite grafigi.
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Cizelge 3.10: FeCl; bilesiginin LPO enzimi iizerine etkisi.

Kiivetteki Inhibitor | Absorbans farki En_zjm Unitesi | % Aktivite
(EU) (mol/dak)
konsantrasyonu |A2 - A1|
(10M)
0 0,330 7194 100
1 0.307 669,2 93
2 0,267 582,1 80
3 0,208 453.4 63
< 0,186 405,5 56
5 0,171 372.,8 51
6 0.150 327,0 45
7/ 0,111 241,9 33
120
y = 0,4821x* - 12,935x + 101,96
100 ¢
80
2
=
£ 60 -
<
R
40 -
20 -
0 ; ; ; :
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Fet3x104 M

Sekil 3.12: Saflastirilmig LPO enzimi tizerine FeCl; bilesiginin % aktivite grafigi
(IC5p=4,930x 10™*M).
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3.5

3.5.1 Enzimin Glutaraldehit ile Farkh Yiizdelerde Karistirilmasi

Enzim immobilizasyon Basamag)

%25’1ik 0.265g/ml yogunlugundaki glutaraldehit, farkli ylizdelerde (% 1, 2.3,
4,5,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14 ve 15) saf enzime ilave edilerek 24 saat boyunca

37°C’de inkiibasyona birakildi ve enzim immobilize edildi ve enzim aktivitesi en

fazla % 12 oraninda glutaraldehit ilave edilen enzimde goriildii (Cizelge 3.11). Saf

enzim ¢Ozeltisi, aktivitenin ve protein miktarinin yiiksek ¢iktigi tiiplerden enzim

ornekleri kullanilarak elde edildi.

Cizelge 3.11: Serbest enzim, farkli yiizdelerdeki GA miktarlari ve
immobilize enzim aktiviteleri.

Glutaraldehit | Glutaraldehit | Glutaraldehit Serbest Absorbans Immobilize
/Saf Enzim Enzim Fark (Kat Enzim
Faz) Aktivitesi
% Oran Kiitle (g) Hacim (pL) Kiitle (g) |[A2 - Al EU (mol/dk)
1 0,0135 | VA 1,2624 * *
2 0,0281 26,58 1,3029 0,027 58,86
3 0,0423 39,98 1,2930 0,066 143,88
A 0,0572 54,04 1,2970 0,028 61,04
5 0,0731 69,04 1,3118 0,016 35,65
6 0,0896 84,70 1,3271 0,084 187,16
7 0,1046 98,80 1,3126 0,041 89,38
8 0,1216 114,88 1,3211 0,018 39,24
9 0,1375 129,90 1,3135 0,085 185,30
10 0,1541 145,57 1,3102 0,024 3232
11 0,1713 161,80 1,3091 0,042 91,56
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Cizelge 3.11: (devam)

12 0,1875 177,14 1,2990 0,579 1262,26
13 0,2086 197,06 1,3188 0,076 165,68
14 0,2287 216,02 1,3270 0,133 289,94
15 0,2463 232,66 1,3184 0,055 119,90

Yukandaki cizelgede de goriildiigii gibi; immobilize laktoperoksidaz enzim
aktivitesi en fazla, % 12 glutaraldehit ile karistirildiginda gozlenmistir. Dolayisiyla
sonraki deneysel basamaklarda % 12 (GA / saf enzim) orani dikkate alinarak

immobilize enzim aktivitesi hesaplanmistir.

3.5.2 Glutaraldehit ile % 12 Oraminda Kanstirllarak immobilize
Edilen LPO Enzimi Icin Aktivite Tayini

Immobilize laktoperoksidaz enzimi icin en yiiksek aktivite % 12 oraninda
glutaraldehit ilavesiyle gozlendiginden, afinite kromatografisi yOntemiyle
saflagtinlan tiiplerden en yiiksek aktivite ve en yiiksek protein miktar1 iceren
tiiplerdeki enzim ¢ozeltileri kullanilarak, tamami % 12 oraninda immobilize edildi

(Cizelge 3.11) ve bu immobilize enzim i¢in 412 nm’de aktivite tayini yapildi.
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Immobilize enzim aktivitelerine iliskin enzim {inite degerleri,
laktoperoksidaz enzim aktivite tayininde belirtilen formiile gore hesaplanmigtir.
Substrat konsantrasyonu ise; M;xV; = MxV, formiiline gore hesaplanmistir.
Reaksiyonun toplam hacmi 1000ul {867ul pH= 6,0 fosfat tamponu 67 pl substrat
cozeltisi (0,1 mM ABTS) + 33 pl enzim ¢ozeltisi} olup farkli substrat hacimleri ve

konsantrasyonlar: da Cizelge 3.12" de verilmektedir.

3.5.3 immobilize Enzim igin Ky ve Vmax Degerlerinin Hesaplanmasi

Immobilize enzim igin bulgular cizelge 3.12’da hesapladigimiz enzim iinitesi
ve substrat konsantrasyonlarindan yola ¢ikilarak Ky ve Vmax degerleri hesaplandi.
Linawear-Burk metoduna gére, dogrunun x-eksenini (-1/Ky) ve y-eksenini (1/Vmax)

kestigi noktalardan yola ¢ikilarak Ky ve Vmax degerleri hesaplandi. (Sekil 3.13).

0,008 -
0,008 A

0,007 - /
0,006 v

0,005 - /’9/ y = 5E-07x + 0,0003
E v/\

1V 0,004 P >
0,003 - o

0,002 - /‘»(

0,001 ~

5000 4001 O 5000 10000 15000 20000
1/18]

Sekil 3.13: % 12 oraninda GA ile immobilize edilmis enzim i¢in aktivite grafigi.
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Cizelge 3.13: Immobilize ve serbest enzim icin katalitik etkinlik,

Vmax ve Ky degerlerinin karsilastirilmasi.

Vmax (EU) Kv (M) | Vmax/Ku(x 10°EU/M)
Serbest Enzim 5000 2x107 25
Iimmobilize Enzim 3333,33 1,67x107° 19,96
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4. TARTISMA VE SONUC

Yapilan calismalari {i¢ ana baslikta toplamak miimkiindiir. Ilk olarak yukarida
anlatildig1 gibi onemli fizyolojik fonksiyonlara sahip LPO’in daha 6nceden Oktay
Arslan tarafindan Sepharose 4B-L-tirozin-Siilfonamid kimyasal yapisina sahip afinite
jeli kullanilarak saflastirild: ve saflastirilan sz konusu enzimin agir metaller lizerine
in vitro etkisi arastirildi. Arastirmanin {iciincii boliimiinde ise immobilizasyonda

kullanma potansiyeline sahip bu enzimi glutaraldehit ile immobilize etmektir.

Laktoperoksidaz daha ekonomik ve hizli bir sekilde saflastirilmasi gereklidir.
LPO’1n biyolojik olarak ©nemi, patojen mikroorganizmalara kargt dogal savunma
sisteminde yer almasidir. Ayrica, LPO’1n mikroorganizmalara karst antimikrobiyal
ozelligi ve buna ek olarak farkli karsinojenleri pargalama ve hayvan hiicrelerini
peroksidatif etkilere karsi korumasi onun biyolojik ©nemini gostermektedir, bu
Ozelliklerinden dolay: bu enzimin antioksidan olarak da rol aldig: da bildirilmektedir
[4]. Laktoperoksidazin bircok uygulama alani vardir. Ozellikle siit isleme
tesislerinde nakil esnasinda siitin muhafazas1 amaciyla siit endistrisinde
kullanilmaktadir [58]. LPO enziminin, son yillarda bircok organik sentezlerde
kullanildig: bilinmektedir. Ayrica bu enzimin endiistriyel dneminin de olmasi daha

pratik saflastirma metotlarinin gerekliligini ortaya koymaktadir [58].

LPO si1gir ve insan siitiiniin normal bir bilesenidir ve ayrica memeli siitlerinde
bulunmaktadir [4]. LPO enzimi memelilerin bagisiklik sistemi disindaki biyolojik
savunma sisteminin dogal bir bileseni olarak islev gorerek, patojen
mikroorganizmalara karst yeni dogan yavrunun bagirsak sistemlerini ve meme
bezlerini korumada Onemli bir role sahiptir [5,6]. Laktoperoksidaz enzimi, sigir
stitiinde oldukga fazla bulundugundan dolay: enzim kaynag: olarak sigir siitii tercih
edilmigstir. Sifir siitiine, afinite kromatografisi tekniginden once ©n saflagtirma
tekniklerinden biri olan nétral tuzlarla ¢oktiirme islemi uygulanmustir. Notral tuz
olarak amonyum stlfat tercih edilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin LPO

enzimi igin % 50 oldugu bulundu. Amonyum siilfat c¢oktiirmesi ve afinite
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kromatografisi ile saflastirilan laktoperoksidaz enzimi % 28,69 verimle ve 407,94

saflastirma derecesi ile elde edilmistir.

Enzimin safliginin kontrolii i¢cin SDS-PAGE uygulanmis ve saflastirilan
enzimin molekiil agirhigi yaklasik 78 kDa agirliginda oldugu bulunmus ve tahmin
edilen LPO enzimi tek bant olarak SDS-PAGE jelinde gozlenmistir. Bu deger

literatiirle uygunluk gostermektedir [4].

Calismamizin bu boliimiinde siitten saflastirilan LPO enzimi iizerine, civa
kloriir, demir (III) kloriir, bakir siilfat, magnezyum siilfat, kadmiyum kloriir, nikel
kloriir, mangan kloriir ve ¢inko kloriir bilesiklerinin enzim iizerine in vitro etkileri
incelenmigtir. LPO enzimi icin optimum sartlar rapor edilmesine ragmen inhibitorleri
tam olarak bilinmemektedir. Fakat cevresel kirleticiler, agir metaller arasinda bir
grup elementlerin enzimin katalitik aktivitesi tizerine etkileri bilinmektedir. [25].

Calisilan bilesiklerin enzim tizerine etkilerini igeren bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Calisilan bilesiklerin  bazilarimin  agir metal igerikli oldugu bilinen bu
bilesiklerin se¢ilmesinin en énemli nedeni medikal alanda ve endiistride oldukga sik
bir sekilde kullanilmasidir. Girig béliimiinde ayrintili bir sekilde belirtildigi gibi
onemli fizyolojik fonksiyonlara sahip bu enzim iizerine s6z konusu bilesiklerin nasil
etkili oldugunun saptanmasinin énemli oldugu diisiincesindeyiz. Inhibisyona neden
olan bu bilesiklerin inhibisyon etkisi ICsg degerleri bulunarak verilmistir. Bu amagcla
substrat konsantrasyonlar1 sabit tutularak, yukaridaki bilesiklerin degisik
konsantrasyonlarinda, yiizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra grafik yolu ile %

50 inhibisyona sebep olan bilesik konsantrasyonu hesaplanmaktadir.

CoCl,, CuSO4, MgSQ4, CdCl,, NiCl,, HgCl,, MnCl,, FeCls, bilesikleri ile
calisilmistir. Calisilan bilesiklerden inhibisyona neden olan bilesiklerin IC50
degerleri CoCl, igin 5,043x10‘4M, CuSO4 1¢in 7,781x10'4M, CdCl; icin
4,621x10™*M, NiCl, icin 6,939x10™*M, HgCl, 0,858 x10™*M ve FeCl; 4,930x10*M
olarak bulunmustur. Ayrica MgSO,4 ve MnCl, bilesikleri laktoperoksidaz enziminin
aktivitesini artirmuslardir. Ozellikle MgSO, bilesigin diisiik konsantrasyonlar da bile
aktiviteyi oldukca artirdifi gdzlemlenmistir. Bunun yaninda HgCl, enzimi oldukca

diisiik konsantrasyonlarda bile inhibe ettigi bulunmustur.
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Sepharose-4B-L-tirozin-siilfonamid yapili afinite jeli kullanilarak saflastirilan
LPO enziminin kinetik sabitleri (Ky ve Vmax ) ABTS bilesigi substrat olarak
kullanilarak belirlenmistir. Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen Ky ve Vmax
degerleri ABTS substrat olarak kullanildiginda sirasiyla 2x10”*M ve 5000 U/mldak

olarak bulunmustur.

Laktoperoksidaz enziminin immobilize edilmesi arastirmamizin ©Oncelikli
hedefidir. Immobilize edilen séz konusu enzim % 12’lik gluteraldehit oraninda
maksimum aktivite gosterdigi tespit edilmistir. % 12 ’lik gluteraldehit ile immobilize
edilen laktoperoksidaz enziminin Lineweaver-Burk grafiginden elde edilen Ky ve

Vmax degerleri sirasiyla 1,67x10% M ve 3333,33 U/mL.dak olarak bulunmustur.
Sonug olarak yapilan ¢aligmalarda asagidaki bulgular elde edilmistir.

e Siitten LPO enzimini saflagtirmak icin Arslan O. tarafindan sentezlenen
Sepharose  4B-L-tirozin-  Siilfonamid kimyasal yapisina sahip afinite

kromatografisi jeli kullanilmistir.

e Sigir siitiinden LPO, yiiksek verimde ve yiiksek saflagtirma derecesinde

(% 28,69 verim ve 407,94 saflastirma derecesi) saflastirilmustir.

e Yaygin olarak kullanilan bilesiklerden CoCly, CuSQOy, CdCl,, NiCl,, HgCl» ve
FeCl; LPO enzim aktivitesini in vitro olarak farkli diizeylerde etkiledigi
saptanmug ve ICso degerleri tespit edilerek inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu bilesikler
icinde laktoperoksidaz enzimi igin HgCl, en fazla inhibisyona neden oldugu
belirlenmistir. Ayrica, MgSO4 ve MnCl, bilesikleri laktoperoksidaz enziminin

aktivitesini artirmiglardir.

e Arastirmanin asil amacinin LPO’in, immobilize edilmesi oldugu yukarida
belirtilmistir. Enzim farkli glutaraldehit oranlarinda (% 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 ve 15) immobilize edilmis, en yiiksek aktivitenin hangi oranda

oldugu arastirilmis ve % 12 immobilize edilen enzimde oldugu gdzlenmistir.

e 9% 12 glutaraldehit oraninda immobilize edilen enzim icin enzim iinitesi ve

substrat konsantrasyon degerleri hesaplanarak buradan katalitik etkinlik, Ky ve
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Vmax degerleri elde edilmistir. Ayni iglemler serbest enzim i¢in de denenmis ve
katalitik etkinligin serbest enzimde biraz az oldugu gozlenmistir. Immobilize
enzimin Ky degeri artsa da defalarca kullanilarak yiiksek konsantrasyonda

calisilabilir. Bu da immobilize enzimin avantaji olarak yorumlanabilir.
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