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OZET

ALKALEN FOSFATAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE BAZI
ILACLARA KARSI AFINITESININ ARASTIRILMASI
DOKTORA TEZi
CiGDEM BIiLEN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. NAHIT GENCER)

BALIKESIR, HAZIRAN - 2015

Bu calismada, fosfat metabolizmasinda 6nemli role sahip olan Alkalen
Fosfatazin (ALP), siitte pastorizasyon belirteci olarak kullanilmas1 gerekgesiyle siitte
bulunan izoformu biyokimyasal yontemlerle saflagtirilmis ve bazi veteriner ilaglarin
enzim aktivitesi tizerine etkileri arastirilmistir.

Enzim, cesitli organik ¢oziiciilerle muamele edilerek amonyum siilfat
¢oktiirme araliklari tespit edilmistir. Siitli mayalama islemi ile hazirlanan farkli enzim
cozeltileri de dahil olmak tizere, Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile
saflagtirilarak  elde edilen enzim aktiviteleri ve saflastirma dereceleri
karsilastirilmistir.  Siitiin  mayalanmasi ile elde edilen enzim c¢ozeltileri SDS
poliakrilamid jel elektroforezine uygulanarak yaklagik 85 kDa ve 185-190 kDa
molekiil agirligina sahip bandlar elde edilirken dogal jel elektroforezinde yaklasik
170-190 kDa araliginda tek band elde edilmistir.

Siit Alkalen Fosfatazin p-nitrofenil fosfat substratina karsi Ky ve Vmax
degerleri, Lineawear-Burk yontemi ile sirasiyla 2,27 mM ve 555,56 EU/dk olarak
bulunmustur.

Enzim, pastorizasyon sicakligina gelindiginde inaktive olacagindan enzim
aktivitesinin gézlenmemesi siitiin pastorize oldugunu gosterir. Fakat, veteriner ilaglar
tarafindan enzimin inaktivasyonu séz konusu oldugunda, pastérizasyon sicakligina
ulagilmadan ~ enzim  inhibe  olacagindan  dogru  bir  pastorizasyon
gerceklestirilemeyecektir. Bu sebeple ¢alismamizda ¢ogunlugu antibakteriyel
ozellige sahip cesitli veteriner ilaglarin saflastirilmis siit ALP enzim aktivitesi lizerine
in vitro etkileri incelenmis ve inhibisyon etkisi gosteren ilaglarin ICsy degerleri
hesaplanarak, ilaglara ait siitte belirlenen maksimum kalint1 limitleriyle
karsilagtiritlmistir. ALP’nin bilinen inhibit6rii olan Levamisol ile karsilastirildiginda,
enzim aktivitesini azaltan ilaglarin zayif inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Alkalen fosfataz, siit, pastdrizasyon, saflastirma,
inhibisyon, veteriner ilaglar



ABSTRACT

PURIFICATION OF ALKALINE PHOSPHATASE ENZYME AND
INVESTIGATION OF ENZYME AFFINITY AGAINST SOME DRUGS
PH.D THESIS
CIGDEM BILEN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
CHEMISTRY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. NAHIT GENCER)

BALIKESIR, JUNE 2015

In this study, Alkaline Phosphatase (ALP) which has a critical role in
phosphate metabolism was purified via biochemical methods and the effects of some
veterinary drugs on purified milk ALP were determined on account of the fact that
using as a pasteurization indicator in milk.

Enzyme was homogenized with different organic solvents thereby ammonium
sulfate precipitation intervals were determined. The all enzyme samples with
different yeasting products were applied to Sephadex G-100 gel filtration column and
then the enzyme activities and purification folds obtained from different stages were
compared. The different yeasting enzyme products yielded bands, approximately 85
and 185-190 kDa on SDS-PAGE, while yielded a single band, approximately 170-
190 kDa on Native-PAGE.

The Ky and Vmax values were determined by using Lineweaver-Burk plots
and p-nitrophenyl phosphate as substrate, 2.27 mM and 555.56 EU/min, respectively.

Heat treatment of milk at pasteurization temperature inactivates ALP, which
is a good indicator of milk pasteurization. But, in case of decreasing ALP activity by
veterinary drugs, inactivation occurs and inaccurate pasteurization performs.
Therefore, the in vitro effects of some veterinary drugs, that most of them have
antibacterial property, on purified ALP enzyme activity were investigated. The ICs
values of drugs which have inhibitory effect were determined and compared with
maximum residue limits in milk belonging to drugs. When compared to Levamisol
which is a potent inhibitor of the enzyme, the inhibitory effects of the drugs on the
enzyme activity are weak.

KEYWORDS: Alkaline phosphatase, milk, pasteurization, purification, inhibition,
veterinary drug
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1. GIRIS

Siit ve siit {rtinleri, yiizyillardir insan besininin temel ve 6nemli bilesenini
olusturmusgtur. Siit, canli organizmalarin ihtiya¢ duydugu kalsiyum, magnezyum,
selenyum, riboflavin, vitamin B, ve pantotenik asit (vitamin Bs) gibi 6nemli katkilar
saglayan kofaktorlerin yani sira ¢ok sayida besin ihtiva etmektedir [1]. Siitte bulunan
proteinlerin, doku farklilasmalari, biliyime ve gelismeye Kkatkisinin yani sira,
kalsiyum emilimi ve immiin fonksiyonlar {izerine olumlu etkilerinin oldugu, kan
basincini ve kanser riskini azalttig1, viicut agirhiginin kontroliinde etkin oldugu ve dis
ciiriklerine kars1 koruyucu oldugu bilinmektedir. Basta vitaminler olmak {izere, siitte
bulunan hayati 6neme sahip besin dgeleri, 1s1 ve 151k gibi bircok fiziksel ve kimyasal
etkiye karsi son derece duyarhdirlar. Siitiin islenmesi sirasinda (6zellikle 1s1 ile
muamele ve taginma siireci), besin 6gelerinde ultraviyole 1sinlara maruz kalmalari ile
olusan kayiplar saglik agisindan istenilmeyen bir durumdur [2]. Ornegin, enzimatik
olmayan kararma ve Lisinoalanin (LAL) olusumunun 1sil islem gormis siit
iriinlerinin besin degerini sinirlandiran en énemli sebepler oldugu diisiintilmektedir
[3]. Yiiksek derecede ve uzun siire 1sitilmis siitlerde lisin amino asidinin -NH, grubu
ile indirgenmis laktoz sekerinin verdigi Maillard (esmerlesme) reaksiyonu ile siitte
bulunan ve esansiyel bir amino asit olan lisin miktarinda diisiis olmakta ve siitiin
besin degeri azalmaktadir [3,4]. Bu nedenle 1si1l islem ¢ig siitiin igerigi ve
Ozelliklerine uygun bicimde yapilmalidir. Ayrica siitte bulunan Alkalen Fosfataz
(ALP) enziminin de termal kararliligi, siitte bulunan bir¢ok patojenik
mikroorganizmalarinin termal dayanikliligindan daha fazla oldugundan, siitte ALP
enzim aktivitesinin gdzlenmemesi pastorizasyon isleminin yeterli oldugunu

gostermektedir [5].

Tiirk Gida Kodeksi-Cig Siit ve Isil Islem Gormiis Igme Siitleri Tebligine
gore pastorizasyon; ‘siitteki patojen mikroorganizmalarin vejetatif formlarinin
tamaminin ve diger mikroorganizmalarin biiyliik bir kisminin sayisini indirmek
amactyla yapilan, siitiin raf omriinii uzatan, en az seviyede fiziksel, kimyasal ve
duyusal degisikliklerle sonu¢lanan ve en az 72°C’de 15 saniye veya 63°C’de 30
dakika [4] veya diger es deger sartlarda gergeklestirilen 1s1l islemdir’ [4,6]. Bu

1



bilgiler 1s18inda, ¢alismamizda ¢ig siitiin pastorize edilmesinde indikator gorevi
goren alkalen fosfataz [7] enzimi inek siitlinden saflagtirilacaktir. Akdeniz
iilkelerinde yetistirilen koyun ve keg¢i siit liriinlerinin tercihinin yani sira, teknolojik
ve endiistriyel oneme sahip ALP’nin koyun ve kegi siitiindeki termal kararlilig1 sinirl

oldugundan [8] enzimin siitten izolasyonunda inek siitii ile ¢alisilmistir.

Bu c¢alismada, yukaridaki bilgiler g6z Oniine alinarak, fosfat
metabolizmasinda 6nemli role sahip olan Alkalen Fosfatazin (ALP) [9] siitte
pastorizasyon belirteci olarak kullanilmasi [10-12] enzime endiistriyel Onem

kazandirdigindan ALP’nin siitten saflastirilmasi: amaglanmaistir.

Bu amagla asagidaki hedefler belirlenmistir:

o Enzimin siitten izolasyonunda en uygun organik ¢dziicii tespit edilerek, on
saflagtirma basamaklar1 i¢in optimizasyon ¢aligmasinin yapilmasi,

o Organik ¢oziicii ile homojenizasyon sonrasi amonyum siilfat ¢oktiirme
araliklariin tespit edilmesi,

o Siitte en ¢ok bulunan protein kazeinin uzaklastirilmasi amaciyla, saflastirma
prosediiriiniin  degisik asamalarinda rennet koagiilasyonu (mayalama)
uygulanarak elde edilen ALP aktivitelerinin karsilastirilmast,

. Amonyum siilfat ¢oktiirme sonrasi elde edilen ¢okelek dahil olmak iizere,
mevcut numunelerin  Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile
saflastirilarak enzim aktiviteleri ve saflagtirma derecelerinin karsilastirilmasi,

o Dogal jel elektroforezi (Native-PAGE) ve SDS-PAGE elektroforezleri ile
enzimin her bir numunedeki yaklagik molekiiler agirliginin tespit edilmesi,

. Optimum sartlarda enzimin p-nitrofenil fosfat substratina karg1t Ky ve Vmax
degerlerinin bulunmasi,

. Enzimin farkli veteriner ilaglara karsi ilgisinin arastirilmasi ve bu amagla ilag
etkenlerine ait 1Csg degerlerinin bulunmasi,

o Tespit edilen ICsq degerlerinin, Tiirk Gida Kodeksinde (Teblig No: 2011/20)
belirtilen 1ilaglara ait maksimum kalinti limitleriyle karsilagtiriimasi

planlanmuistir.



11 Siitiin Bilesimi ve Siit Proteinlerinin Biyokimyasal Ozellikleri

Genel olarak siitiin yapisinda bulunan azot igerigi; kazein, kesilmis siitiin

suyu (peynir alt1 suyu) ve non-protein azot (NPN) olmak {izere ii¢ boliimde dagilmis

olup kazein, azotun yaklasik % 78’ini, peynir alti suyu % 17 ve siitiin protein

olmayan kismi1 % 5’ ini olusturmaktadir [13].

Tablo 1.1: Siitiin bilesimi [14].

Kazein
Laktoalbiimin
Protein Laktoglobiilin
(% 3,1) Proteoz-Pepton
Immunoglobiilinler
Trigliseridler
Fosfolipidler
Kuru Steroller
Madde Yag Serbest Yag Asitleri
. (% 12,6) (% 3,7) Mumlar
Inek Skualenler
St Yagda Eriyen Vitaminler
Laktoz (% 4,7)
Mineral Maddeler,, | <& Na, K Mg, P, CI?
(% 0,75) <: Fe, Cu,uI un fosfat, sitrat
ve kloriirleri
Gazlar
Diger Vita_minler
Su Maddeler Enzimler
(% 87,4) Koruyucu Maddeler
Organik Asitler




Tablo 1.2: Siitte bulunan proteinler [15].

Protein Konsantrasyon % T_oplam
(9/kg) Protein (w/w)
Kazein
asi-kazein 10,0 30,6
os-kazein 2,6 8,0
B-kazein 10,1 30,8
k-kazein 3,3 10,1
Toplam Kazein 26,0 79,5
Peynir Alt1 Suyu (whey) Proteinleri
a-laktalbiimin 1,2 3,7
[B-laktoglobiilin 3,2 9,8
Albimin 0,4 1,2
Immunoglobiilinler 0,7 2,1
Proteoz-Peptonlar 0,8 2,4
Toplam Peynir Alt1 Suyu Proteinleri 6,3 19,3
Yag Globuler Membran Proteinleri 0,4 1,2
Toplam Protein 32,7 100

Tablo 1.3: Siit proteinlerinin biyokimyasal ozellikleri [16].

Protein ~ % Degeri | izoelektrik |  Molekiil
(Yagsiz Siitte) pH Agirhg: (Da)
a-Kazein 45-55 41 23,000
k-Kazein 8-15 4,1 19,000
B-Kazein 25-35 4,5 24,000
y-Kazein 3-7 5,8-6,0 --
a-Laktalbiimin 2-5 51 14,437
B-Laktoglobiilin 7-12 53 18,000
Albiimin 0,7-1,3 4,7 68,000
Laktoferrin 0,2-0,8 - 87,000
Immunoglobiilinler: - -- --
lgG1 1-2 - 160,000
1gG2 0,2-0,5 - 160,000
IgM 0,1-0,2 - ~1,000,000
IgA 0,05-0,10 - ~400,000
e e A




Tablo 1.4: Cig siit kaymaginda bulunan bazi enzimler (siitiin tamaminda bulunan enzimlerin
¢ogu siitiin kaymaginda da mevcut) [17].

Enzim

Literatiir

B-N-Asetilglukozaminidaz

Mellors (1968)

Asit Fosfataz

Dowben er al. (1967); Kitchen et al. (1970); Kitchen
(1974)

Aldolaz

Polis and Schmukler (1950); Dowben et al. (1967);
Kitchen et al. (1970)

Alkalen Fosfataz

Hayashi et al. (1965); Dowben et al. (1967); Kitchen
et al. (1970); Kitchen (1974)

Katalaz

Mellors (1968); Kitchen et al. (1970); Ito (1972)

Kolinesteraz

Dowben et al. (1967)

Diyaforaz

Morton (1954); Kitchen (1974)

B-Galaktozidaz

Anderson and Cheeseman (1975)

Glukoz-6-Fosfataz

Dowben et al. (1967); Kitchen (1970);
Kitchen (1974)

B-Glukozidaz

Anderson and Cheeseman (1975)

y-Glutamil Transpeptidaz

Majumder and Ganguli (1972); Kitchen (1974)

Inorganik Pirofosfataz

Kitchen (1974)

Mg*2-ATPaz

Dowben et al. (1967); Patton and Trams (1971);
Kitchen (1974)

NADH: Sitokrom ¢
Rediktaz

Dowben et al. (1967)

NADH Dehidrogenaz

Evans and Pillinger (1973); Kitchen (1974)

5’ Niikleotidaz

Patton and Trams (1971); Huang and Keenan
(1972); Kitchen (1974)

Niikleotit Pirofosfataz

Patton and Trams (1971); Kitchen (1974)

Plazmin Hofmann et al. (1979)
Riboniikleaz Kitchen et al. (1970)
Siilfidril Oksidaz Kitchen (1974)

Ksantin Oksidaz

Dowben et al. (1967); Kitchen et al. (1970); Brilley
and Eisenthal (1974, 1975); Kitchen (1974)




Tablo 1.5: Cig siit kaymaginda bulunan bazi enzimlerin dagilimi [17].

Enzim

% Aktivite (siitiin
tamamina gore)

Literatiir

Asit Fosfataz 21 Bingham et al. (1961)
23 Kitchen et al. (1970)
Aldolaz 19 Kitchen et al. (1970)
30 Morton (1953)
40 Zittle et al. (1956)
Alkalen Fosfataz 31 Kitchen et al. (1970)
49-91 Stannard (1975)
Katalaz 24 Kitchen et al. (1970)
y-Glutamil 47 Majumder and Ganguli (1972)
Transpeptidaz 23 Baumrucker (1979)
Riboniikleaz 3 Kitchen et al. (1970)
20-81 Gudnason and Shipe (1962)
Ksantin Oksidaz 21 Kitchen et al. (1970)
41-85 Stannard (1975)

1.2 Alkalen Fosfataz (ALP)

Alkalen Fosfataz
uygulamalarda kullanilan iki metal igerikli bir monoester fosfohidrolaz enzimi olup
alkali kosullarda niikleotidler, proteinler ve alkaloidler vb. fosfat monoesterlerinden
fosfat gruplarmin  koparilmasim
gerceklestirir [18-20] ve tiriin olarak inorganik fosfati olusturur [19]. pH 9-10,5’da
optimum reaksiyon verir [11]. Enzimin molekiiler agirligi yaklasik 187 kDa,

(ALP), (EC 3.1.3.1) potansiyel biyoteknolojik

izoelektrik noktasi 5,4-6,0 civarindadir [21].

saglayarak fosforil transfer reaksiyonunu




1.3  Alkalen Fosfatazin Onemi

ALP enzimi kemik, karaciger, bagirsak, osteoblast, plazenta ve bobregin yant
sira pastorize edilmemis, ¢ig siitte bulunan dogal bir enzim olup safra yoluyla disar
atilmakta ve bazi yapilarinda sialik asit igermektedir. Siitte bulunan patojenik
mikroorganizmalarin dldiiriilmesi i¢in gerekli pastorizasyon isleminde ALP enzimi
inaktive oldugu [21] i¢in, pastorize siitlin i¢erisinde enzim aktivitesinin gézlenmesi,
pastdrizasyon isleminin dogru yapilmadiginin gostergesi olarak kullanilir. Enzimin
aktivite gosterip gostermedigi alkali ortamda non-floresans aromatik monofosforik
ester substratinin ALP tarafindan hidrolizi, yliksek floresans Ozellikte {iriin
olusumuyla sonuglandigindan [22] enzim renk degisiminden nitel olarak tayin
edilebilir. Dolayisiyla ALP, pastorizasyon islemi i¢in iyi bir gostergedir [23-27] ve
pastdrizasyon islemi dogru yapilmadigi takdirde ¢ig siitte gida kaynakl
(Campylobacter jejuni, Shigatoxin-iiretici Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella serovars ve Yersinia enterocolitica) patojenik mevcut mikroorganizmalar
tanimlanmistir [28]. ALP’nin siitten saflastirilmasi, aktivite Ol¢limleri ve veteriner

ila¢ inhibisyon ¢aligmalarinda p-nitro fenil fosfat substrati kullanilmigtir (Sekil 1.1).

p-nitro fenil fosfat (p-NPP) p-nitro fenol

e
o ll
o~ Yo OH

7
H,0 o'fF"fo'
;2»
Fosfataz
N N
0" Yo 0" Yo

H,0 Alkali Ortam
CH,

N+
- §

p-nitro fenolat

Sekil 1.1: Kay ve Graham (1933-1935), siitiin pastorize edilmesinde ALP
inaktivasyonunun indikator olarak kullanildigi aktivite metodu [29-31]
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Alkalen fosfataz, bazi hastaliklarin teshis edilmesinde de kullanilan bir enzim
tiriidiir [32]. Kemik tiimorleri, karaciger hasari, safra yollarmin tikanikligi gibi
patolojilerde enzim aktivitesi artar. Ornegin; kanserli dokularda ALP aktivitesinde
artis gozlenmistir. Bu tip ALP enzimlerinin, mevcut alkalen fosfatazlarin modifiye
formlar1 olabilecegi ileri siiriilmektedir. Muhtemelen bu durum kanserli hiicrelerde
siyalil transferaz artisi ile ilgilidir. Fosfatazlar, bir organizmanin hayatta kalabilmesi
icin gerekli olan en Onemli enzim gruplarindan biridir. Fosfat sentezleyemeyen
mikroorganizmalar ve inorganik fosfat (Pi) kaynagini fosforillenmis seker, niikleik
asit ve proteinlerden karsilayan hiicrelerin yagam kaynagi olmasi agisindan ALP’nin
verdigi enzimatik reaksiyon sonucu olusan inorganik fosfatlar, enzimi son derece
onemli kilmaktadir [33]. Dolayisiyla bu enzim, diger fosfatazlar gibi metabolitlerin
aktif transportu ve modifikasyonu, besin maddelerinin absorbsiyonu, fosforilasyonu
ve defosforilasyonu (fosfat metabolizmasi), hiicre-i¢i sinyal iletimi vb. temel
fonksiyonlar1 i¢in gerekli olup hiicre i¢inde epitel hiicrelerinin ylizey membrani ile
yakin iligkili oldugu yerlerde lokalize olmustur [34,35]. Biyosensor ve
immiinosensor dizaynina dair uygulamalarda da, etiket amacl kullanilan fosfatazlara
rastlanmistir [36]. ALP nin fetusun biiyiime ve gelismesi i¢in de gerekli oldugu tespit
edilmistir. Yeni dogan bebeklerde, hiperbilirubineminin erken teshisi i¢in serum
ALP seviyesinin ¢ok dnemli oldugu ve kanda artan bilirubin seviyesine bagli olarak
ALP miktariin da arttid1i belirlenmistir [37]. Ilaveten serumda yiiksek ALP
seviyesinin, kalp-damar hastaliklariyla da iliskilendirilebildigi ortaya konulmustur
[38]. Tibbi ve endiistriyel 6neme sahip bu enzim, 6zellikle son yillarda molekiiler
biyoloji alaninda da biiytik ilgi odag1 haline gelmistir. Globiiler yag membranlarina
bagli, pastorizasyon indikatorii olarak kullanilan ALP ile mikrobiyal kaynakli ALP,
Western blot yontemi kullanilarak  spesifik antikorlar1  sayesinde ayirt
edilebilmektedir [21]. DNA Hibridizasyon 6l¢iim tekniginde de ALP’nin olusturdugu

sinyal amplifikasyonundan yararlanilmistir [39].

1.4  Alkalen Fosfatazin Yapisi ve Biyokimyasi

ALP enziminin varlhigr ilk kez 1907 yilinda Suzuki ve arkadaslar1 tarafindan
fosfatazlar1 ayr1 bir enzim sinifi olarak gostermeleri ile literatiire girmistir. 1960’11

yillarda E.coli alkalen fosfataz enzimi {izerine yapilan g¢alismalarda enzimin iki



polipeptit zincirinden olustugu ve her bir zincirin iki Zn*? ve bir Mg metal iyonu
iceren dimerik bir metaloenzim oldugu rapor edilmistir [40,41]. Diger enzim
cesitlerinde oldugu gibi ALP enziminin de farkli organ ve dokularda, ¢esitli
izomerleri mevcuttur. Oregin; E.coli ALP, Xanthomonas axonopodis niikleotit
pirofosfatazi (NPPaz) ile iki ¢ekirdekli Zn*? katalitik merkezleri karsilastirildiginda
hemen hemen ayni bulunmasina ragmen, fosfat monoester veya diesterlerin spesifik
hidrolizlerinin birbirinden olduk¢a farkli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla katalitik
spesifikliklerinde meydana gelen farklilik, X-Isin1 Absorpsiyon Spektroskopisi ve X-
Isin1 Kristalografik verilerle belirlenebilir [42]. E.coli ALP’sinin aktif bolgesinin X-
Isin1 kristal yapisi, memeli ve maya hiicrelerinde bulunan izoformlariyla benzerdir
[43]. Ayrica siit ALP enzimi de, E.coli ALP ve enzimin memeli dokularindaki farkli
izoformlariyla benzer yapiya sahiptir [44]. Insan siitiinde bulunan ALP yapisinin da
bu enzimin insan karacigerinde mevcut izoformuyla benzer olmasiyla birlikte sialik
asit igeriklerinden dolay1 farkliliklar bulunmaktadir. Iki boyutlu elektroforetik
analizlerle de siit ALP enziminin karacigerde bulunan izoformundan, sialik asit
iceriklerinin birbirinden farkli olmasmin bir sonucu olarak alt birim molekiiler

agirhiginin ve izoelektrik noktasinin farkli oldugu goriilmiistiir [45].
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Sekil 1.2: ALP enziminin yapisi [42]

Substratin yapisinda bulunan fosfat grubu, enzimin aktif bdlgesine yan zincir

Serinyg, reziidiistiniin hidroksil grubu iizerinden non-kovalent baghdir (Sekil 1.2)
[42].



1.5 Alkalen Fosfataz Enziminin Katalitik Mekanizmasi
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Sekil 1.3: ALP enziminin reaksiyon mekanizmasi [47]

Serbest enzimde (E) katalitik gruplarin yer aldig1 fosfat-baglanma bolgesi, ii¢
su molekiilii ile ¢evrilidir. Mg*?
rezidiistiniin  hidroksil grubunun hidrojenine niikleofilik atak yaparak serin
niikleofilini olusturur. Ortama substrat (ROP) katilmasiyla Zn' atomu ile ester
oksijeni ve Zn? atomu ile substratin oksijen atomlari arasindaki elektrostatik
etkilesimler ve Argies rezidiisiiniin guanidium grubunun H atomlariyla fosfor

atomuna bagli diger iki O atomu arasinda H-baglar1 meydana gelir [46,47]. Biitlin bu

iyonu ile koordine olmus (-OH) iyonu, Serip,

etkilesimler enzim-substrat (E-ROP) kompleksinin olusumunu tetikler.
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niikleofili ayrilacak olan grubun karsi tarafinda yer alarak doniisiim mekanizmasi
icin uygun ortami olusturur. Bu durumda serin niikleofilinin eksi yiikli O atomu,
kismi pozitif yiiklii fosfor atomuna niikleofilik atak yaparak fosfat grubunda
inversiyon meydana getirir ve ayrilacak olan grup (RO-) aktif bolgeden ayrilarak
kovalent enzim-fosfat (E-P) bagini meydana getirir. Bu defa Znl atomu ile koordine
haldeki niikleofilik —OH iyonu, kovalent E-P bagini olusturan fosfor atomuna atak
yapar ve fosfat grubunun konfigiirasyonunda ikinci bir inversiyona sebep olarak
enzim-inorganik fosfat (E-Pi) kompleksini olusturur. MgJ'2 iyonu ile koordine olmus
su molekiilii de bir asit gibi davranarak serin rezidiisiiniin negatif yiiklii O atomuna
kismi pozitif yiiklii hidrojenini verir. Serin grubunun protonlanmasi da inorganik
fosfatin kovalent bagli olmayan E-Pi kompleksinden ayrilmasini kolaylastirir.
Inorganik fosfat, E-Pi kompleksinden ayrilirken Mg iyonu ile elektrostatik
etkileserek koordine olmus su molekiilleri tarafindan dogrudan protonlanir ve sonug

olarak Pi grubu agiga cikar [47].

1.6  Siit Yag Globiiler Membranlari

Siit, viicutlar siit iireten geng memelilerden elde edilen, canlilarin fizyolojik
ve beslenme ihtiyaglari i¢in yararli ve gerekli bir¢cok gida igeren, besin degeri yliksek
biyolojik bir sividir. Toplam lipit fraksiyonlarinin yaklasik % 97-98’ini olusturan
trigliseridler, doymamislik derecesine ve farkli zincir uzunluklarina bagl olarak
cesitli sayida ve tiirde yag asidi (>400) igerdiginden oldukca kompleks yapiya
sahiptir. Bir¢ok biyo-fonksiyonel ozellige sahip yag asitleri, trigliserit ve fosfolipit
membran komponent konsantrasyonlari, beslenme stratejileri ile ayarlanip kontrol
edilebilir. Boylece doymamis yag asidince zengin gidalar tiikketilmesiyle biyoaktif

doymamis yag asidi ylizdesi artirilarak, doymus yag asitlerinin sayis1 azaltilabilir.

Membran fosfolipitleri baslica gliserofosfolipit ve sfingolipitlerden
olusmustur. Toplam lipit igeriginin yaklasik %1 ini olusturan gliserofosfolipitler de
fosfatidil etanolamin (PE; 19,8-42%), fosfatidil inositol (PI; 0,6-13,6%), fosfatidil
serin (PS; 1,9-19%), fosfatidil kolin (PC; 19,2-37,3%) ve sfingomiyelinlerden (SM)
meydana gelmektedir [48]. Buna bagli olarak, diisiikk yogunluklu lipoprotein (LDL),
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve kolesterol plazma konsantrasyonlarindaki
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degisimler ile kardiovaskuler hastaliklara yakalanma riski azaltilabilir [49]. Siit yag
globiiler membranlari; ilk yiizey aktif tabakasinin ¢ogunlugu proteinlerden olusmus
ve proteinlerin etrafi intraseliiler notral yaglarla ¢evrili lic tabakadan meydana
gelmektedir [50]. I¢ tabaka, apikal (en dis) plazma membraninin salgi hiicrelerinden
olugsmus c¢ift tabakali bir membranla cevrilmistir [51]. Genetik ve [52], ¢evresel
faktorler  (Siitteki  sfingomiyelin  konsantrasyonunun  c¢evresel etmenlerle
degisebilecegi diisiiniilmektedir.) [53], beslenme bigimi (Beslenmeye bagli olarak
membrani olusturan yag asidi kompozisyonlarinin degistigi gozlenmistir.) [54],
laktasyon siiresi [55] ve mikrofiltrasyon siirecleri yag globiiler membranlarin
teknolojik ve fizikokimyasal Ozelliklerini degistirebilmektedir [56]. Rola ve
Sosnowski tarafindan, ALP’nin yaklasik %30-%40’min yag globiil membranlarina

bagli olup, geri kalan enzimin yagi ayrilmis siitte bulunan serbest lipoprotein

partikiilleriyle baglantili oldugu rapor edilmistir [57].

1.7 Baz Veteriner flaclarin ALP Enzim Aktivitesi Uzerine Etkilerinin

Incelenmesi

Siitte antibiyotik kalintisina rastlanmasi, alerjik reaksiyonlar tetikleyebilecegi
ve mikrobiyal popiilasyonun antibiyotige karsi dayanikliligini arttirabileceginden, siit
ureticiler1 ve tiiketicilerinde bliylik endise yaratmaktadir [58]. Bu durumda siitiin
besin degeri etkilendigi gibi, siitte bulunan bazi enzimlerin aktivitelerinin de
etkilenme riski dogmaktadir. Bu enzimlerden biri de ALP enzimidir. Bu sebeple
cesitli veteriner ilaclarin enzim aktivitesi tizerinde etkili olup olmadigina bakilmis ve
bu degerler Tiirk Kida Kodeksi, Teblig No: 2011/20°de belirtilen ilaglarin maksimum
kalint1 limitleri (MKL) [59] ile karsilastirilmistir. Giinlimiizde veterinerlikte tercih
edilen diger ila¢ gruplarina nazaran daha sik kullanilan ve birgok sayida antibiyotik

mevcut oldugundan ¢cogunlukta veterinerlikte kullanilan antibiyotiklerle calisilmistir.

Benzotiazol tiirevleri, biiylik 0Olglide biyolojik aktivite gosteren bilesik
gruplaridir. Yapist geregi bu gruba dahil olan levamisol, koordinasyon kimyasina
gore metal atomlarin1 baglamada gorevli {i¢ farkli atom igermektedir. Levamisoliin
sadece birkag inorganik tiirevi Co, Ni, Pd, Cu ve Zn gibi metal kloriirleri ile birlikte

tek disli ligand olarak gdrev yapar. Bu komplekslerden bazilar1 immiinomodiilator
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ilag olarak onemli biyolojik aktivite gosterirler [60]. Levamisol sentetik bir fenil
imidazol tiirevi olup, 1970’lerden beri insan ve veteriner hekimlikte antiparaziter
olarak kullanilmaktadir. Ornegin, baliklarda levamisol ile yapilan c¢alismalarda
16kosit diizeyindeki degisimlerde 6nemli farkliliklarin oldugu goriilmiistiir. Anderson
ve Jeney, Aeromonas salmonicida’ya karsi bazi bagisiklik diizenleyicilerin etkisini
arastirmis ve levamisoliin 16kosit diizeyini artirdigini ortaya koymuslardir [61]. Non-
steroidal anti-enflamatuar ilaglar (NSAIDs), ¢ogunlukla kemik ve meme iltihaplari
olmak tizere veterinerlikte iltihap 6nleyici olarak kullanilirlar [62]. Fluniksin: (2-[[2-
methyl-3-(trifluoromethyl)phenyl]amino]-3-pyridinecarboxylic  acid), Metamizol,
Deksametazon, Marbofloksasin ve danofloksasin fulorokinolon antibiyotikler
grubundan veteriner ilaglardir [63]. Literatiirde Metamizol [64] ve Deksametazon
[65] anti-enflamatuar ilag olarak da gegmektedir.

Calismada yer alan diger bir ilag Gentamisin de amino glikozidik antibiyotik
grubundandir [58]. Tetrasiklin antimikrobiyal ajan grubuna dahil olan oksitetrasiklin
ve doksisiklin, gram pozitif ve gram negatif bakterilerine karsi genis spektruma
sahip, yaygin olarak kullanilan ekonomik veteriner ilaclardir [66]. Calisilan
antibakteriyellerden Kanamisin ve Neomisin Siilfat amino glikozid yapisinda olup bu
gruba dahil ilaglar, gram (+) ve gram (-) organizmalara karsi antibakteriyel etki
gosteren, insan ve hayvanlarda kullanilan genis spektrumlu suda ¢oziinebilir bir
antibiyotik grubunu kapsar [67]. Siilfonamid ve kinolon tiirevleri, hayvansal
enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve iyilestirilmesinde yaygin olarak kullanilan veteriner
ilaglardir [68]. Hayvancilikta genis 6l¢iide kullanilan antibakteriyel bir ilag olan
enrofloksasin florokinolon karboksilik asit tiirevidir [69]. Florfenikol, Furosemid ve
Siilfadimidin Sodyum da siilfonamid yapisindan ilaglar olup, Toldimfos Sodyum da
bir fosforik asit tiirevidir (Tablo 2.1).

Tilmikosin (20-deoxo-20-(3,5-dimethylpiperidin-1-yl) desmycosin) ise 16-
tiyeli halkadan olugmus yar1 sentetik bir makrolit antibiyotiktir [70]. Tilmikosinin
yant sira Tilozin veteriner ilact da makrolit yapisina sahip bir antibakteriyeldir [71].
(Tablo 2.1). Benzen asetik asit tiirevi olan Atropin siilfat etkeni ise antikolinerjik

ozellige sahiptir [72].
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1  Materyaller

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan, levamisol hidrokloriir, toluen, n-biitanol,
aseton, etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), p-nitrofenil fosfat, sodyum hidroksit,
sodyum kloriir, amonyum siilfat, hidroklorik asit, magnezyum kloriir, ¢inko klortir,
tris-base, tris-HCI, sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, asetik asit, etil alkol, folin-
ciocalteu fenol reaktifi, f-merkaptoetanol, sodyum dodesil siilfat, akrilamid, N,N-
metilen bis-akrilamid, amonyum persiilfat, bromofenol mavisi, gliserol, glisin,
Coomassie Brillant Blue G-250, standart serum albiimin ve tetrametil etilendiamin

(TEMED), Sigma Chemical ve Merck A.G.’ den saglanmustir.

Arastirmada, inek siitiinden izole edilen ALP enzim aktivitesi lizerine in vitro
etkileri incelenmek iizere kullanilan veteriner anti bakteriyel ilaglardan (-)-
Tetramisol (Levamisol) Sigma Chemical ve diger ilaglar (Furosemid, Atropin ve
Gentamisin Siilfat, Toldimfos ve Metamizol Sodyum, Deksametazon, Enrofloksasin,
Oksitetrasiklin HCI, Danofloksasin Mesilat, Kanamisin Siilfat, Marbofloksasin,
Tilmikosin, Doksisiklin, Tilozin, Siilfadimisin Sodyum, Florfenikol, Neomisin Siilfat

ve Fluniksin Meglumin) da yerel eczaneden temin edilmistir.
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Tablo 2.1: Veteriner ilaglarin molekiil sekilleri
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Tablo 2.1 (devam)

Tilozin

Tilmikosin

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu calismada agsagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Sogutmali Santrifii

pH Metre

UV-Spektrofotometre

Magnetik Karistirici-Isitict

Hassas Terazi
Otomatik Pipetler
Elektroforez Siste

mi

Kromatogafi Kolonu

Vorteks
Gadient Mikser

Buz Makinesi

Jel Goruntuleme Sistemi

Calkalayici

Sigma Laborzentrifriigen 3K 15/10706 / 10707
Orion-Model 920 A

Biotek Power Wave XS

ARE Magnetic, Heating Stirrer IKA Combimag RCO
Libror, AEG-220 (Shimadzu)

Eppendorf, Medisis

Hoefer, HSI

Sigma (1,5x10 cm )

Fisons Whirli Mixer

Atta Magnetik Karistiric1 ve Gadient Tiip
Fiocchetti AF 10

Gel Doc-H Imaging System (UVP)

Biolab 1575-2B Calkalayici

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

e Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan Tampon: 15,9 g (0,15 mol) Na,CO;
950 mL ve 8,4 g (0,1 mol) NaHCOg3 (pH 10,0) distile suda ¢6ziilerek, 1 N HCI ile

pH’s1 10,0’a getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.
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e Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan Substrat Cozeltisi: 10 mM p-
nitrofenil fosfat (0,0186 g / 0,005 L) distile suda iyice ¢oziilerek p-nitrofenil fosfat
¢Ozeltisi hazirlandi.

e Jel Filtrasyon Kromatografisinde Kullanilan Dengeleme Tamponu:
12.114 g (0,1 mol) Tris-Base (pH 10,0) distile suda ¢o6ziilerek son hacim distile su ile
1 L’ye tamamlandi.

¢ Proteinlerin Kantitatif Tayininde Kullamilan Cozelti: 100 mg Coomassie
brillant blue G-250, 50 mL etanol de ¢6ziildii. Bu ¢6zeltiye 100 mL %95°lik fosforik
asit ilave edildi. Cozeltinin son hacmi distile su ile 1L’ye tamamlandi.

e SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Numune Tamponu:

0,5M Tris-HCI (pH 6,8) 2,5mL

% 10’luk SDS 4,0 mL
Gliserol 2,0 mL
B-merkaptoetanol 1,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01g

Distile su 0,5mL

e SDS-PAGE Elektroforezinde Kullamilan Tank Tamponu:

Tris-HCI 30
Glisin 14,4 g
SDS 109

e SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Ayirma ve Yigma Jellerinin
Hazirlamisi: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin hazirlanisi ve
kullanilan miktarlar1 Cizelge 2.1’de verilmektedir.

e SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Renklendirme Cozeltisi: 0,66 ¢
Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 24 mL saf
asetik asit ve 120 mL distile su ilave edildi.

e SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Renk A¢ma Cozeltisi: Hacimce
% 7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL distile su icermektedir. Bu amacla 75

mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.
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Tablo 2.2: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin miktarlar

Ayirma Jeli | Yigma Jeli

Kimyasal %10 %3
Akril amid/Bis

Akril amid: 15g Bis: 0,4g

Alinarak son hacim distile su ile 50 mL' ye 16,65 mL 26mL
tamamlanir.

Distile Su 20,1 mL 12,2 mL

1.5 M Tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI: 11.82 g

Almarak pH 8,8 oluncaya kadar 0,1 M NaOH 12,5 ml
ilave edilerek son hacim distile su ile 50 mL'ye

tamamlanir.

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

Tris-HCI1 3.94 g

Almarak pH 6,8 oluncaya kadar 0,1 M NaOH 5mil
ilave edilerek son hacim distile su ile 50 mL'ye

tamamlanir.

% 10" luk SDS

SDS1

Ahnargk son hacim distile su ile 10 mL' ye 0.5 ul 200 ul
tamamlanir.

TEMED 25 uL 20 uL
%10'luk Amonyum Persiilfat

Amonyum persiilfat (APS) 1g alinarak son hacim 750 uL 400 pL

distile su ile 10 mL'ye tamamlanir.

¢ Native-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Alt Tank Tamponu: (63 mM
Tris-Base, 0,05 N HCI, pH: 7,5)

Tris 22,79
AN HCI 150 ml
H.0 3 litreye tamamlanir.

e Native-PAGE Elektroforezinde Kullamlan Ust Tank Tamponu: (37,6
mM Tris-Base, 40 mM Gilisin, pH: 8,9)

Tris 4,56 ¢
Glisin 39
H.0 1 litreye tamamlanir.
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¢ Native-PAGE Elektroforezinde Kullamlan Ayirma Jeli Tamponu: (947
mM Tris-Base, 0,289 N HCI, pH: 8,5)

Tris 11,47 g
IN HCI 28,92 ml
H,O 100 ml’ye tamamlanir.

e Native-PAGE Elektroforezinde Kullamlan Ayirma Jeli icin Monomer
Cozelti: (% 40 T, % 5 Chis)

Akrilamid 38¢
Bis 209
H.0 100 ml’ye tamamlanir.

¢ Native-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Polimerizasyon Baslatici: (%
0,06 APS)

% 10 APS 0,6 ml

H.0 100 ml’ye tamamlanir.

¢ Native-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Siikroz Boya Cozeltisi: (% 50

Siikroz, % 0,1 Bromfenol mavisi)

Stikroz 50
% 1 Bromfenol mavisi 1ml

H,O 10 ml’ye tamamlanur.

Cozelti -20°C’de saklanmalidir.
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2.2 Y ontemler

2.2.1 Enzimin Saflastirilmasi

2.2.1.1 Organik Coziiciiler ile Muamele

Ham ekstraktin hazirlanmasi amaciyla, ¢ig inek siitii +4°C’de bir gece
bekletilip, hacminin belirli % oranlarinda cesitli organik c¢oziiciilerle ayr1 ayri
muamele edilerek ev tipi blendir ile 15 dakika siireyle homojenize edildi ve
homojenatlar 15000 rpm’de +4°C / 40 dk santrifiij edildi. Taze siit sirasiyla, n-
biitanol %2 (v/v), n-biitanol %2 (v/v) - 2mM EDTA, toluen %3 [73] (v/v), toluen %3
(v/v) - 2mM EDTA, aseton %2 (v/v) ve aseton [74] %2 (v/v) - 2mM EDTA ile
muamele edildi. Bu homojenizasyon islemlerine ek olarak, kazeinin asit ile dogrudan
coktiiriilmesi [75], siitiin (1/1) ve (1/2) oranlarinda distile su ile seyreltilerek (v/v)
asit ile kazein c¢oktiiriilmesi, distile su ile (1/1) oraninda seyreltme, siitiin 15000
rpm’de +4°C’de 40 dk direk santrifiij edilmesi ve (1/1) oraninda seyreltilerek
santrifiij edilmesi sonucu elde edilen tiim enzim aktiviteleri karsilastirildi. En yiiksek
enzim aktivitesi, n-biitanol %2 ile muamele sonrasi gozlendiginden (Sekil 3.2, 3.3,
3.8, 3.9) sirasiyla (v/v) %, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 biitanol oranlarinda
homojenatlar hazirlanip elde edilen siipernatan aktiviteleri karsilastirildi (Sekil 3.10,
3.11). En yiiksek enzim aktivitesi 3% n-biitanol oraninda gézlendi. Tiim enzim
aktiviteleri sirasiyla, 0,15M Na,CO; - 0,1M NaHCO; pH:10 ve 0,1M Na,SO, -
25mM Tris-Base pH:10 tamponlar ile Olgiildi. Biitin basamaklarda, sodyum
karbonat - bikarbonat tamponu ile yapilan aktivite dlglimlerinde daha yiiksek enzim

aktiviteleri elde edildi.

2.2.1.2 Amonyum Siilfat Coktiirme Araliginin Belirlenmesi

Amonyum siilfat, bazi proteinlerin belirli doygunluk derecelerine gore
cokelmesini saglayan +2 degerlikli ve ¢ok kullanilan bir tuzdur [76]. Kullanilacak

uygun amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiille tespit edildi:
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1.77xVx(S, - S,)
3.54-5,

g(NH, ), S0, =

V: Serum hacmi
S1: 1’in kesri seklinde mevcut (NHy),SO4 doygunlugu
Sz: 1’in kesri seklinde istenilen (NHy4),SO4 doygunlugu

Amonyum stilfat ¢oktiirme araliklarinin belirlenmesi amaciyla, sirasiyla 0-10,
10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90 ve 90-100 araliklarinda
¢oktiirme yapildi. Her bir aralikta elde edilen ¢okelek, minimum hacimdeki tamponla
coziilerek elde edilen ¢okelek aktiviteleri, her bir ¢oktiirme islemi sonrast 1 ml

ayrilan slipernatan aktiviteleri ile karsilastirildi.

2.2.1.3 Kazein Coktiirme Yontemleri

2.2.1.3.1 lizoelektrik Coktiirme ile Kazeinin Uzaklastirllmasi

Gravimetrik metot, ¢coken kazeinin ¢oziinmesi amaciyla ve NaOH ilavesi ile
uygulanan geri titrasyon ve kazein presipitasyonu i¢in asetik asit ile titrasyon
yontemleri ile kazein izoelektrik noktasinda (pH,) c¢oktiiriiliir. Gravimetrik metod,
kazeinin 2N asetik asit ile ¢oktiiriildiikten sonra (pH,) filtre edilmesi ve kurutulup
tartilmast esasina dayanir. Geri titrasyon yonteminde kazeinin ayni sekilde
coktiirtilmesini takiben 0,IN NaOH ile ¢oken kismin ¢dzlinmesi saglanir. Kazein
miktari, ¢coken kazeinin tamaminin ¢oziinebilmesi i¢in kullanilan NaOH hacminden
hesaplanir. Asetik asit ile titrasyon isleminde ise, siit 0,IN CH3COOH ile
coktiirtilerek siiziilen kistm 0,1N NaOH ile titre edilir [75]. Calismada amag kazeinin
saflastirilmast olmadigindan, pH: 4,8’de c¢oken kazein tartma islemi yapilmadan

stiziilerek ayrildi.
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2.2.1.3.2 Citosan ile Kazeinin Coktiiriilmesi

Citosan, 6zgiin katyonik karakterinden dolay1 biyoteknolojik uygulamalarda
Oonemli bir potansiyele sahip olup anti-mikrobiyal 6zellik gostermesiyle de atik su
aritim islemlerinde ve bitkisel gida siireglerinden lipit ve proteinlerin geri
kazaniminda etkili bir koagiilasyon ajani olarak da kullanilir. Citosanin bu
Ozelliginden faydalanilarak siitte bulunan kazein c¢oktirildi [77]. Bu sebeple,
100mM sodyum asetat (10ml asetik asit / 0,8203g sodyum asetat / 0,2g ¢itosan,
pH:5,9) [78] ¢ozeltisi hazirlanarak ¢itosanin ¢oziinmesi saglandi. 25ml ¢ig siit, 25ml
sodyum asetat ¢ozeltisiyle seyreltilerek 0,1g/100ml ¢itosan ile karistirildi ve (15000
rpm / 30dk / +4°C) santrifiij sonrasi elde edilen siipernatan kullanilarak amonyum
stilfat ¢oktiirme araligi tespit edildi. Sirasiyla (0-10/10-20/20-30/30-40/40-50/50-
60/60-70/70-80/80-90/90-100) araliklarinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulandi.

2.2.1.3.3 (Rennet) Peynir Mayasi ile Kazeinin Uzaklastirilmasi

Taze ¢ig siitiin yag1 ayrildiktan sonra kazein yagsiz siitten rennet (peynir
mayast) ile ¢oktiirme islemi vasitasiyla, Kuzuya et al. 1980 metodu modifiye edilerek
uyguland1 [79]. 1 1t ¢ig siit, ortalama 0,4 ml maya igerecek sekilde, 35°C-45°C
sicakliginda mayalanmaya birakildi. Yaklasik 2 saat mayalama siiresinden sonra

¢oken kisim siizge¢ kagidiyla siiziilerek slipernatan ayrildi.

2.2.1.3.4 Jel Filtrasyon Kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi (JFK), molekiillerin, farkli molekiiler
bliytikliiklerine gore ayrilmasinda kullanilan kismi saflagtirma yontemidir. Temel
prensibi, molekiillerin gézenekli matriksten olusan sabit faz ve tampon ¢ozeltinin
olusturdugu hareketli fazdan gegerken biiyiikliiklerine gore ayrilirlar [80]. Ornek,
kolonda paketlenmis jele tatbik edilirken, porlara giremeyecek kadar biiyiik
molekiiller kolondan daha hizli yiiriirken kii¢iik molekiiller jel porlarina girerek
kolondan daha yavas yiiriiyeceklerdir. BOylece azalan molekiil agirligina gore

bilesikler kolondan eliiye edildi. Bu metotta kullanilan jeller, genellikle ¢apraz bagl
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polimerlerdir. Capraz baglarin sayisi, por biylikligiini belirlemektedir. Por

biiyiikliigii de farkli molekiil ayirim araliini belirler.

JFK’da genellikle poliakrilamit, agaroz ve dekstran olmak iizere ii¢ tip
polimer kullanilir. Jelin porlarina giremeyen peptid ya da globiiler proteinlerin en
kiigiik molekiil agirligina ‘dislama limiti’ denir [81]. Yiiksek saflagtirma katsayisinin

elde edilebilmesi igin ince-uzun kolonlar tercih edilmelidir [82].

2.2.1.3.5 Enzim Aktivite Tayini

ALP enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak p-NPP substrati kullanilarak
tayin edilir (405 nm) [83] Aktivite olglimii i¢in kuvartz kiivete sirasiyla 900uL
Na,CO3/NaHCO; tampon + substrat (50uL) + 50uL enzim ¢ozeltisi ilave edilerek
37°C / 405 nm’ de kore karst bir dakikada absorbansda meydana gelen degisme
okunur. 1 Enzim Unitesi (E.U.) reaksiyonun olustugu kiivette 1 dakikada 1 pmol p-
nitrofenil fosfati p-nitrofenole doniistiiren enzim miktar1 olarak tanimlanir [84].
Calismamizda, ALP enzim aktivite tayini i¢in Aschaffenburg and Mullen (1949)
yontemi uygulanmistir. Spektrofotometrede belirtilen absorbans farklarindan yola

cikilarak asagidaki formiile gore enzim {initesi hesaplandi [27]:

[ Reaksiyon Hacmi (ml) x dA/dT ]
EU = x 1000
[ €405 Xx Enzim Hacmi (ml) x d (cm) ]

(€405) = 18.2 L. cm™*. mmol™
d: 1 cm (151k yolu)

2.2.2 Bradford Yontemi ile Kantitatif Protein Tayini

Cig siit, %3 n-biitanol ekstraksiyonu, amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda
elde edilen c¢ozeltiler, mayalama sonrast elde edilen siipernatan ve JFK
fraksiyonlarina ait protein miktar tayinleri, bu yontemle belirlendi. Yontem,

proteinlerin fosforik asitli ortamda, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile
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kompleks olusturmasi ve olusan kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans
gostermesi esasina dayanir [85]. Bozucu faktorlerin az olmasi, ¢ok kisa siirede
uygulanmasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasi vb. gibi
Ozelliklerinden dolay1 yontem, diger protein tayin yontemlerine gére daha ¢ok tercih

edilmektedir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 ug arasindadir.

Protein tayin isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart s1g1ir serum albiimin ¢6zeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
ve 100 pl alindi. Distile su ile tiim tiiplerin hacimleri 0.ImL’ye tamamlandi. SmL
Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave edildi. Tiipler vorteks ile
karistirilarak 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans
degerleri okundu. Kor olarak 100ul distile su igeren 1. tiip kullanildi. Okunan
absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik

hazirlandi.

Enzim oOrneklerinden 0,1’er mL ayn tiiplere alinarak {izerlerine 5’er mL
Coomassie reaktifi ilave edildi. Vortekste karistirildiktan 10 dakika sonra 595 nm’de
absorbanslar1 6lciildii. iki 6l¢iimiin ortalama absorbansmna karsilik gelen protein

miktar standart grafik yardimiyla hesaplandi (Sekil 3.17, 3.18).

2.2.3 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) ile Enzim Safhigimin Kontrolii

Alkalen Fosfataz enziminin mayalama ve JFK metodlann ile
saflagtirllmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda yigma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-
PAGE) Laemmli [86] tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik
derecesi kontrol edildi.

Bu amacla elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri iizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Tablo 2.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina istten 2-3 ¢cm

kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigr kalmamasina dikkat
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edildi. Jel ylizeyinin diizglin olmas1 i¢in n-biitanol veya saf su ile ince bir tabaka
olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra distile su/n-biitanol dokiildii.
Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar polimerlesmis ayirma
jelinin tizerine y1gma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme jelinin iizerine tarak
dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (10 dakika). Yiikleme jeli
polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasinin bozulmamasima dikkat edilerek
cikarildi. Kuyucuklar 6nce saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi. Polimerize
jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt

ve iist kismina yiirlitme tamponu konuldu.

Jel filtrasyon kromatogafisi sonucunda elde edilen yiiksek aktiviteli
fraksiyonlar, toplam hacim 100 pl olacak sekilde 1:1 ve 1:2 oranlarinda numune
tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblokta
bekletildi. Numuneler sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez gii¢c kaynagina
baglanarak 80 volt’a ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan
numune tamponu i¢indeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 120 volt’a
yiikseltildi. Yiiriitme iglemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadar devam edildi.
Daha sonra akim kesilerek yiiriitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel
dikkatlice ¢ikarildi. Yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini igeren
ayirma jeli renklendirme cozeltisi i¢ine konuldu ve 20-30 dakika kadar g¢alkalayici
tizerine birakildi. Daha sonra jel renklendirme ¢6zeltisinden ¢ikartilarak renk agma
cozeltisine konuldu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip
protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢dzelti i¢inde calkalandi. Jel renk agma
cozeltisinden cikarildiktan sonra jel goriintileme sistemi (UVP) ile goriintii

bilgisayara aktarildi.

2.2.4 Dogal Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin Kontrolii

Amonyum siilfat ¢oktiirme sonrasi olusan ¢okelek ve ¢okelegin jel filtrasyon
kromatografisinden gecirilmesiyle elde edilen numune ile saflastirilmasindan sonra
ayirma jeli % 10 olacak sekilde dogal (native) jel elektroforezi (Native-PAGE)
Laemmli [86] tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi ve

molekiil biiyiikliigii kontrol edildi. Ayirma jelinin hazirlaniginda; ayirma jeli igin
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monomer ¢ozelti ve ayirma jeli tamponundan 5 ml, H,O 7,5 ml, TEMED 40 ul ve
APS’den 500 ul kullanildi.

2.2.5 Optimum Sartlarda Ky, ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

Km ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda
(37°C’de ve 0,15 M Na,CO3z / 0,1 M NaHCO;3; pH:10,5 tamponunda) p-nitro fenil
fosfat substratinin 14 farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi 6l¢timii yapildi. Her
Olctim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 1/V ve 1/[S]
degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Km ve Vmax degerleri grafigin

denklemlerinden yararlanilarak bulundu.

2.2.6 Veteriner ilag:larln ICsp Degerlerinin Bulunmasi

Calismada kullanilan veteriner ilaglarin 1Csq degerlerini belirlemek amaciyla,
optimum sartlarda, p-nitro fenilfosfat substratinin 0,5 mM sabit konsantrasyonunda
calisildi. Once veteriner ilaglar1 reaksiyon ortaminda olmadan enzim aktivitesi
bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullanildi. Degisik veteriner ilag
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbanslar 405 nm’de kore karsi okundu. Elde
edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite —[I] grafikleri

cizildi. Bu grafiklerden yararlanarak her bir ilag i¢in ICs¢ degeri hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1  Enzimin Saflastirilmasi

3.1.1 Organik Coziiciiler ile Muamele, Santrifiij ile Siit Yaginin

Ayrilmasi ve Diisitk pH’ da Kazeinin Coktiiriilmesi

Organik ¢oziiciiler ile homojenizasyon, santrifiij ve (1/1) distile su ile
seyreltme sonucu 15000 rpm/+4°C/40 dk. santrifiij sonrasi ve asitli ortamda kazeinin
ayrilmasindan sonra elde edilen siipernatan enzim aktivite Olgiimleri, optimum
sartlarda, p-nitro fenil substrati kullanilarak 405 nm‘de yapildi. Her 6l¢iim en az iki
defa tekrarlanarak bulunan degerlerin ortalamasi hesaplandi. Aktivite degerleri

reaksiyon hiz1 (EU/dk) olarak alindi.

Cig Siit

Sekil 3.1: Blendir ile homojenizasyon

l

Santrifiij (15000 rpm / 40 dk / +4°C)
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(a)100

101 -

91 -

(c)82

81 -
(d)74,86 (g)78,57

I (h)27,71

Sekil 3.2: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflagtirma basamaklar1 (1);
0,15M Na,C0O5/0,1M NaHCO; pH:10 aktivite tamponu ile 6l¢iilen aktivite degerleri: (a) ¢ig
stit, (b) ¢ig siit & santrifiij, (¢) ¢ig silit & n-biitanol %2 & santrifiij, (d) ¢ig siit & EDTA % 0,2
& n-biitanol %2 & santrifiij, (e) ¢ig siit & toluen %3 & santrifiij, (f) ¢ig siit & EDTA % 0,2
& toluen %3 & santrifiij, (g) ¢ig sit & EDTA % 0,2 & santrifiij, (h) ¢ig siit & kazein
¢oktirmesi (pH:4,8)

% Aktivite

71 -

61 -

51 -
41 | (b)37,14

31 -
21 -
11 -

2

t (dk)

(a)100

101 -
91 -

81 - (c)79,77

(d)67,42
(e)40,82 (g)42,32
(h)30,34
(f)19,4
(b)16,85

Sekil 3.3: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklari (2); 0,1M
Na,SO,/25 mM Tris Base pH:10 tamponu ile 6lgiilen aktivite degerleri: (a) ¢ig siit, (b) ¢ig
stit & santrifiij, (c) ¢ig siit & n-biitanol %2 & santrifiyj, (d) ¢ig siit & EDTA % 0,2 & n-
biitanol %2 & santrifiij, (e) ¢ig siit & toluen %3 & santrifiij, (f) ¢ig siit & EDTA % 0,2 &
toluen %3 & santrifiyj, (g) cig siit & EDTA % 0,2 & santrifiij, (h) ¢ig siit & kazein
coktiirmesi (pH:4,8)

% Aktivite

71 -
61 -
51 -
41 -
31 -
21 -

11 -

2
t (dk.)
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Tablo 3.1: ALP enziminin siitten izolasyonunda, 6n saflastirma basamaklar1 (1), kullanilan ¢dzelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat,
enzim konsantrasyonlar1 ve t (1.-2. dk) araliklarinda elde edilen aktivite sonuglari.

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat AA Aktivite %
Ornek pH:10 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Konsantrasyonu | (405nm) | (EU/dK) | Aktivite
Tamponu (ul) (uh) (ul) (ml) (mM)
Cig Siit 0,175 192,308 100
Cig Siit & Santrifiij 0,065 71,429 37,143
— - 3
(ig Siit & n-biitanol %2 0,143 | 157,692 82
& Santrifiij
Cig Sit & EDTA% 0,2 900 50 50 1 0,5
& n-biitanol %2 & 0,131 143,956 74,857
Santrifiij
o 5
Cig Siit & Toluen %3 0,110 | 120879 | 62,857
& Santrifiij
Cig Siit & EDTA% 0,2 &
Toluen %3 & Santrifiij 0111 122,521 63,714
o 5
Cig Sit & EDTA% 0,2 & 0,137 | 151,009 | 78,571
Santrifiij
Gig Sut & Kazein 0048 | 53297 | 27,714

Coktiirmesi (pH:4,8)
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Tablo 3.2: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklar1 (2), kullanilan ¢odzelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat,
enzim konsantrasyonlar1 ve t (1.-2. dk) araliklarinda elde edilen aktivite sonuglari.

Coktlirmesi (pH:4,8)

0,1M Na,SO,/ Kiivetteki Kiivetteki
25mM Tris Substrat Enzim Toplam Substrat AA Aktivite %
Ornek Base pH:10 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Konsantrasyonu | (405nm) | (EU/dk) | Aktivite
Tamponu (ul) (ul) (nl) (ml) (mM)
Cig Siit 0,133 146,703 100
Cig Siit & Santrifijj 0,022 24,725 16,854
Cig Sit & n-biitanol %2 & 0,006 | 117,033 | 79,775
Santrifiij
Cig Sit & EDTA % 0,2 900 50 50 1 0,5
& n-biitanol %2 & Santrifii 0090 | 98901 | 67416
Cig Siit & Toluen %3
& Santrifiii 0,054 59,890 40,824
Cig Siit « EDTA% 0,2 &
Toluen %3 & Santrifii 0026 | 28571 | 19476
— 5
Cig Sut & EDTA% 0,2 & 0,056 | 62088 | 42,322
Santrifiij
(ig St & Kazein 0040 | 44505 | 30,337
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(a)100

101 ~
91 -
81 - |
71
61 -

% Aktivite

_(b)54,86
51 -
41 -

(c)27,71

31 +———
(d)1029 (e)7,14

2 -~
11 -~

t (dk) °

Sekil 3.4: ALP enziminin siitten izolasyonunda On saflagtirma basamaklar1 (3);
0,15M Na,C05/0,1M NaHCO; pH:10 aktivite tamponu ile 6lgiilen aktivite degerleri: (a) ¢ig
stit, (b) ¢ig siit & distile su ile seyreltme (1/1), (c) ¢ig siit & kazein ¢oktiirmesi (pH:4,8), (d)
¢ig sit & distile su ile seyreltme (1/1) & kazein ¢oktiirmesi (pH:4,8), (e) ¢ig siit & distile su
ile seyreltme (1/2) & kazein ¢oktiirmesi (pH:4,8)

(a)100
101

81 -~
71 -

% Aktivite

61 - —
51 -

il (c)30,34

{b}26 59

Sekil 3.5: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklari (4); 0,1M
Na,SO,/25 mM Tris Base pH:10 tamponu ile 6lgiilen aktivite degerleri: (a) ¢ig siit, (b) ¢ig
siit & distile su ile seyreltme (1/1), (c) ¢ig siit & kazein ¢oktiirmesi (pH:4,8), (d) ¢ig siit &
distile su ile seyreltme (1/1) & kazein ¢oktiirmesi (pH:4,8), (e) ¢ig siit & distile su ile
seyreltme (1/2) & kazein ¢oktiirmesi (pH:4,8)

3 -
21 -~
11~

2
t (dk)
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Tablo 3.3: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklar1 (3), kullanilan ¢odzelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat,
enzim konsantrasyonlari ve t (1.-2. dk) araliklarinda elde edilen aktivite sonuglari.

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat AA Aktivite %
Ornek pH:10 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Konsantrasyonu | (405nm) | (EU/dK) | Aktivite
Tamponu (ul) (ul) (1) (ml) (mM)
Cig Siit 0,175 192,308 100
Cig Siit & Distile Su ile
Seyreltme (1/1) 0,096 105,494 54,857
Cig Siit & Kazein 900 50 50 1 0,5
Coktiirmesi (pH:4,8) 0,048 53,297 27,714
Cig Siit & Distile Su ile
Seyreltme (1/1) & Kazein 0,018 19,780 10,286
Coktiirmesi (pH:4,8)
Cig Siit & Distile Su ile
Seyreltme (1/2) & Kazein 0,012 13,736 7,143

Coktiirmesi (pH:4,8)
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Tablo 3.4: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklari (4), kullanilan ¢ozelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat,
enzim konsantrasyonlar1 ve t (1.-2. dk) araliklarinda elde edilen aktivite sonuclari.

0,1M Na,SO,/ Kiivetteki Kiivetteki
25mM Tris Substrat Enzim Toplam Substrat AA Aktivite %
Ornek Base pH:10 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Konsantrasyonu | (405nm) | (EU/dK) | Aktivite
Tamponu (ul) | () () (mb) (mM)
Cig Siit 0,133 146,703 100
Cig Siit & Distile Su ile
Seyreltme (1/1) 0,035 39,011 26,592
Cig Siit & Kazein 900 50 50 1 0,5
Coktiirmesi (pH:4.8) 0,040 44,505 30,337
Cig Siit & Distile Su ile
Seyreltme (1/1) & Kazein 0,015 16,483 11,236
Coktiirmesi (pH:4,8)
Cig Siit & Distile Su ile
Seyreltme (1/2) & Kazein 0,010 10,989 7,491

Coktiirmesi (pH:4,8)
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Sekil 3.6: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklar1 (5);
0,15M Na,C05/0,1M NaHCO; pH:10 aktivite tamponu ile 6lgiilen aktivite degerleri: (a) ¢ig
stit, (b) ¢ig siit & n-biitanol %2 & santrifiij, (¢) ¢ig siit & aseton %2 & santrifiij, (d) ¢ig slit &
EDTA % 0,2 & aseton %2 & santrifiij.

250 -

200 ';—k/&'/_/
4

150 ‘./‘/,.f_—l/’.\l

100 -

EU/dk

50 7

0,5 1 1,5 2 2,5 3
t (dk)

Sekil 3.7: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflagtirma basamaklar1 (6); 0,1M
Na,SO4/25 mM Tris Base pH:10 tamponu ile dlgiilen aktivite degerleri: (a) ¢ig siit, (b) ¢ig
stit & n-biitanol %2 & santrifiij, (c) ¢ig siit & aseton %2 & santrifiij, (d) ¢ig stit & EDTA %
0,2 & aseton %2 & santrifiij.
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Tablo 3.5: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklari (5), kullanilan ¢ozelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat,
enzim konsantrasyonlar1 ve t (0-0,5/0,5-1/1-1,5/1,5-2/2,5-3 dk) zaman dilimi araliklarinda elde edilen aktivite sonuglari. (Tampon: 0,15M Na,CO3/0,1M
NaHCOj3; pH:10/900 pl; Substrat Cozeltisi: 50 ul; Enzim Cozeltisi: 50 ul; Toplam Kiivet Hacmi: 1ml; Kiivet Substrat Konsantrasyonu [S]: 0,5
mM.

(0-0,5 dk) Arahg1 | (0,5-1dk) Arahg | (1-1,5dk) Arahg | (1,5-2dk) Arah@ | (2-2,5dk) Arahg | (2,5-3 dk) Arahg

Ornek AA Aktivite AA Aktivite AA Aktivite AA Aktivite AA Aktivite AA Aktivite
(405nm) | (EU/dK) | (405nm) | (EU/dK) | (405nm) | (EU/dK) | (405nm) | (EU/dK) | (405nm) | (EU/dK) | (405nm) | (EU/dK)

Cig Siit 0,161 177,289 0,181 199,267 0,187 205,128 0,209 229,670 0,192 211,355 0,173 189,744

Cig Siit &
n-butanol %2 0,112 123,626 0,156 171,429 0,162 178,022 0,178 195,604 | 0,160 176,374 | 0,158 173,626
& Santrifij

Cig Sit &
Aseton %2 0,075 82,418 0,144 158,791 0,150 165,385 0,15 164,835 0,151 166,483 0,145 159,890
& Santrifiyj
Cig Siit &
edta% 0,2 &
Aseton %2 &
Santrifiij

0,095 104,945 0,123 135,714 0,126 139,011 0,126 139,011 0,122 134,066 0,117 129,121
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Tablo 3.6: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklari (6), kullanilan ¢ozelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat,
enzim konsantrasyonlar1 ve t (0-0,5/0,5-1/1-1,5/1,5-2/2,5-3 dk) zaman dilimi araliklarinda elde edilen aktivite sonuglari. (Tampon: 0,1M Na;SO4/25mM
Tris Base pH:10/900 pl; Substrat Cozeltisi: 50 pl; Enzim Cozeltisi: 50 ul; Toplam Kiivet Hacmi: 1ml; Kiivet Substrat Konsantrasyonu [S]: 0,5
mM.

(0-0,5 dk) Arahg1 | (0,5-1dk) Arahg | (1-1,5dk) Arahg | (1,5-2dk) Arah@ | (2-2,5dk) Arahg | (2,5-3 dk) Arahg

Ornek AA Aktivite AA Aktivite AA Aktivite AA Aktivite AA Aktivite AA Aktivite
(405nm) | (EU/dK) | (405nm) | (EU/dK) | (405nm) | (EU/dK) | (405nm) | (EU/dK) | (405nm) | (EU/dK) | (405nm) | (EU/dK)

Cig Siit 0,150 165,385 0,151 166,483 0,155 170,330 0,152 167,582 0,157 172,527 0,191 209,890

Cig Siit &
n-butanol %2 0,107 117,582 0,122 134,066 0,129 141,758 0,132 145,055 | 0,137 150,549 0,133 146,703
& Santrifij

Cig Sit &
Aseton %2 0,056 62,088 0,085 93,407 0,093 102,747 0,099 108,791 0,104 114,286 0,107 118,132
& Santrifiyj
Cig Siit &
edta% 0,2 &
Aseton %2 &
Santrifiij

0,050 54,945 0,067 74,176 0,073 80,220 0,079 86,813 0,080 88,461 0,084 92,857
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Sekil 3.8: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklar1 (7) t (1-2.
dk); 0,15M Na,C0O3/0,1M NaHCO; pH:10 aktivite tamponu ile 6l¢iilen aktivite degerleri: (a)
¢ig siit, (b) ¢ig siit & n-biitanol %2 & santrifiij, (c) ¢ig siit & aseton %2 & santrifiij, (d) ¢ig
siit & EDTA % 0,2 & aseton %2 & santrifiyj.

(a)100

101 -~
(b)ea,g8 _ .
(c)62,60 o
61 -~ — _ o
41 - -
21 -
14—

t (dk)

% Aktivite
o0}
=
1
|

Sekil 3.9: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklari (8) t (1-2.
dk); 0,1M Na,SO,/25 mM Tris Base pH:10 tamponu ile 6l¢iilen aktivite degerleri: (a) ¢ig siit,
(b) ¢ig siit & n-biitanol %2 & santrifiij, (c) ¢ig siit & aseton %2 & santrifiij, (d) ¢ig siit &
EDTA % 0,2 & aseton %2 & santrifiij.
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Tablo 3.7: ALP enziminin siitten izolasyonunda on saflastirma basamaklar1 (7), kullanilan ¢ozelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat,
enzim konsantrasyonlari ve t (1.-2. dk) araliklarinda elde edilen aktivite sonuglari.

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat AA Aktivite %
Ornek pH:10 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Konsantrasyonu | (405nm) | (EU/dK) | Aktivite
Tamponu (ul) (ul) (ul) (ml) (mM)
Cig Siit 0,396 434,798 100
Cig Siit & n-biitanol %2
& Santrifii 900 50 50 1 0,5 0,340 373,626 85,931
e e 0
Cig Siit & aseton %2 & 0,300 | 330,220 | 75948
Santrifiij
Cig Siit &« EDTA% 0,2 &
Aseton %2 & Santrifiij 0,253 278,022 63,943
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Tablo 3.8: ALP enziminin siitten izolasyonunda on saflastirma basamaklar1 (8), kullanilan ¢odzelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat,
enzim konsantrasyonlar1 ve t (1.-2. dk) araliklarinda elde edilen aktivite sonuglari.

0,1M Na,SO4/ Kiivetteki Kiivetteki
25mM Tris Substrat Enzim Toplam Substrat AA Aktivite %
Ornek Base pH:10 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Konsantrasyonu | (405nm) | (EU/dK) | Aktivite
Tamponu (pl) (uh) (uh) (ml) (mM)
Cig Siit 0,307 337,912 100
ig Siit & n-biitanol %2
(ig Stit & aseton %2 & 0,92 | 211,538 | 62,602
Santrifiij
Cig Siit &« EDTA% 0,2 &
Aseton %2 & Santrifiij 0,152 167,033 49,431
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Sekil 3.10: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklari (9);
0,15M Na,C0;/0,1M NaHCO; pH:10 aktivite tamponu ile olgiilen aktivite degerleri: Farkli
% n-biitanol oranlarinda homojenizasyon sonrasi santrifiij ile elde edilen siipernatan

aktivitelerinin karsilastirilmast

% Aktivite

%10

0 T T T T
0 10 20 30 40 50 60

% Biitanol Oranlan

Sekil 3.11: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflagtirma basamaklar1 (10);
0,1M Na,S0,/25 mM Tris Base pH:10 tamponu ile 6lgiilen aktivite degerleri: Farkli % n-
biitanol oranlarinda homojenizasyon sonrasi santrifiij ile elde edilen siipernatan

aktivitelerinin karsilastirilmasi
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Tablo 3.9: ALP enziminin farkli % n-bitanol (% 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60) oranlarinda homojenizasyon sonrasi santrifiij ile elde edilen
slipernatan aktivitelerinin karsilastiritlmasi (9), bu degerlere karsilik gelen substrat, enzim konsantrasyonlar1 ve t (0-1/1-2 dk) zaman dilimi araliklarinda elde
edilen aktivite sonuglar1. (Tampon: 0,15M Na,CO3/0,1M NaHCO3; pH:10/900 pl; Substrat Cozeltisi: 50 ul; Enzim Cozeltisi: 50 ul; Toplam Kiivet
Hacmi: 1ml; Kiivet Substrat Konsantrasyonu [S]: 0,5 mM.

% n-Biitanol Oranlari

Cig Siit 1 2 5 10 20 30 40 50 60
AA 0,369 0,285 0,32 0,318 0,112 0,195 0,165 0,128 0,139 0,244
(405nm)
t (0.-1.dk) (AEij'/‘é'lt(‘; 406,044 313,736 351,648 349,450 123,077 214,286 181,868 141,209 153,297 267,765
[0)
Aktf\’/ o 100 77,267 86,603 86,062 30,311 52774 44790 34777 37,754 65945
AA 0,377 0,319 0,354 0,334 0,124 0,248 0,194 0,145 0,142 0,260
(405nm)
t (1.-2.dK) (AEkG'/‘é'g 414,835 350,549 389,011 367,582 136,264 273,077 213,187 159,341 156,593 285,348
[0)
Aktf\’/ o 100 84503 93775 88,609 32,848 65828 51,391 38411 37,748 68,786
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Tablo 3.10: ALP enziminin farkli % n-bitanol (% 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60) oranlarinda homojenizasyon sonrasi santrifiij ile elde edilen
slipernatan aktivitelerinin karsilastirilmasi (10), bu degerlere karsilik gelen substrat, enzim konsantrasyonlari ve t (0-1/1-2 dk) zaman dilimi araliklarinda elde
edilen aktivite sonuglar1. (Tampon: 0,1M Na,SO4/25 mM Tris Base pH:10/900 ul; Substrat Cozeltisi: 50 ul; Enzim Cozeltisi: 50 ul; Toplam Kiivet
Hacmi: 1ml; Kiivet Substrat Konsantrasyonu [S]: 0,5 mM.

% n-Biitanol Oranlari

Cig Siit 1 2 5 10 20 30 40 50 60
AA 0,332 0,19 0,243 0,229 0,057 0,144 0,133 0,109 0,12 0,243
(405nm)
t (0.-1.dk) (AEij'/‘é'lt(‘; 364,835 208,791 267,582 252,198 62,637 158242 146,154 119,780 131,868 267,582
[0)
Aktf\’/ o 100 57,229 73343 69,126 17,169 43373 40,060 32,831 36,145 73,343
AA 0,308 0,229 0,287 0,264 0,109 0,203 0,168 0,121 0,127 0,232
(405nm)
t (1.-2.dK) (AEkG'/‘é'g 338,461 251,648 315385 200,659 120,330 223077 184,615 133516 140,110 255494
[0)
Aktf\’/ o 100 74,351 93182 85877 35552 65909 54545 39,448 41,396 75487
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Sekil 3.12: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklar1 (11);
0,15M Na,C0O3/0,1M NaHCO; pH:10 aktivite tamponu ile 6l¢iilen aktivite degerleri: Farkli
% n-biitanol oranlarinda homojenizasyon sonrasi santrifiij ile elde edilen siipernatan
aktivitelerinin karsilastirilmasi
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Sekil 3.13: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflagtirma basamaklar1 (12);
0,1M Na,S0,/25 mM Tris Base pH:10 tamponu ile 6lgiilen aktivite degerleri: Farkli % n-
biitanol oranlarinda homojenizasyon sonrasi santrifiij ile elde edilen siipernatan

aktivitelerinin karsilastirilmasi
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Tablo 3.11: ALP enziminin farkli % n-biitanol (% 2, 3, 4) oranlarinda homojenizasyon sonrasi santrifiij ile elde edilen siipernatan aktivitelerinin
karsilagtirilmasi (11), bu degerlere karsilik gelen substrat, enzim konsantrasyonlart ve t (0-1/1-2 dk) zaman dilimi araliklarinda elde edilen aktivite sonuglari.
(Tampon: 0,15M Na,CO3/0,1M NaHCO3; pH:10/900 ul; Substrat Cozeltisi: 50 ul; Enzim Cozeltisi: 50 ul; Toplam Kiivet Hacmi: 1ml; Kiivet
Substrat Konsantrasyonu [S]: 0,5 mM.

t (0.-1. dk) t (1.-2. dk)
Ornek
AA Aktivite % AA Aktivite %
(405nm) | (EU/DK) | Aktivite | (405nm) | (EU/dk) | Aktivite
Cig Siit 0,362 398,352 100 0,405 445,604 100

Cig Siit & n-biitanol %2

s 0,330 363,004 91,126 0,355 390,476 87,628
& Santrifij

Cig Siit & n-biitanol %3

I 0,341 374,725 94,069 0,360 395,604 88,779
& Santrifij

Cig Siit & n-biitanol %4

gy 0,317 348,718 87,540 0,339 372,894 83,683
& Santrifijj
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Tablo 3.12: ALP enziminin farkli % n-biitanol (% 2, 3, 4) oranlarinda homojenizasyon sonrasi santrifiij ile elde edilen slipernatan aktivitelerinin
karsilagtirilmasi (12), bu degerlere karsilik gelen substrat, enzim konsantrasyonlart ve t (0-1/1-2 dk) zaman dilimi araliklarinda elde edilen aktivite sonuglari.
(Tampon: 0,1M Na,SO4/25 mM Tris Base pH:10/900 pl; Substrat Cozeltisi: 50 ul; Enzim Cozeltisi: 50 ul; Toplam Kiivet Hacmi: 1ml; Kiivet
Substrat Konsantrasyonu [S]: 0,5 mM.

t(0.-1. dk) t (1.-2. dk)
Ornek
AA Aktivite % AA Aktivite %
(405nm) | (EU/dk) | Aktivite | (405nm) | (EU/dK) | Aktivite
Cig Siit 0,291 320,330 100 0,322 354,396 100

Cig Siit & n-biitanol %2

I 0,223 244,689 76,386 0,254 278,755 78,656
& Santrifij

Cig Siit & n-biitanol %3

s 0,227 249,084 77,759 0,261 286,447 80,827
& Santrifij

Cig Siit & n-biitanol %4

iy 0,226 248,901 77,701 0,260 286,264 80,775
& Santrifijj
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Sekil 3.14: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflastirma basamaklar1 (13);
0,15M Na,C0O3/0,1M NaHCO; pH:10 aktivite tamponu ile 6l¢iilen aktivite degerleri: Farkli
% n-biitanol (% 2,3,4) oranlarinda homojenizasyon sonrasi santrifiij ile elde edilen
siipernatan aktivitelerinin karsilagtirilmasi
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Sekil 3.15: ALP enziminin siitten izolasyonunda 6n saflagtirma basamaklar (14);
0,1M Na,S0,/25 mM Tris Base pH:10 tamponu ile 6l¢iilen aktivite degerleri: Farkli % n-
biitanol (% 2,3,4) oranlarinda homojenizasyon sonrasi santrifiij ile elde edilen siipernatan
aktivitelerinin karsilastirilmasi
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Tablo 3.13: ALP enziminin farklt % n-biitanol (% 2, 3, 4) oranlarinda homojenizasyon sonrasi santrifiij ile elde edilen slipernatan aktivitelerinin
kargilagtirilmasi (13), bu degerlere karsilik gelen substrat, enzim konsantrasyonlari ve t (0-0,5/0,5-1/1-1,5/1,5-2 dk) zaman dilimi araliklarinda elde edilen

aktivite sonuglar1. (Tampon: 0,15M Na,CO3/0,1M NaHCO3; pH:10/900 ul; Substrat Cozeltisi: 50 ul; Enzim Cozeltisi: 50 ul; Toplam Kiivet Hacmi:
Iml; Kiivet Substrat Konsantrasyonu [S]: 0,5 mM.

t (0.-0,5. dk) t(0,5.-1. dKk) t(1.-1,5. dk) t (1,5.-2. dk)
Ornek
AA Aktivite AA Aktivite AA Aktivite AA Aktivite
(405nm) | (EU/DK) | (405nm) | (EU/dK) | (405nm) | (EU/DK) | (405nm) | (EU/dk)
Cig Siit 0,163 179,670 0,199 218,681 0,220 241,758 0,185 203,846

Cig Siit & n-butanol
%2 0,152 166,67 0,179 196,337 0,179 197,070 0,176 193,407

& Santrifiij
Cig Siit & n-butanol
%3 0,156 171,795 0,185 202,930 0,185 203,297 0,175 192,308

& Santrifiij
Cig Siit & n-butanol
%4 0,145 158,974 0,173 189,744 0,173 190,476 0,166 182,418
& Santrifiij

47



Tablo 3.14: ALP enziminin farklt % n-biitanol (% 2, 3, 4) oranlarinda homojenizasyon sonrasi santrifiij ile elde edilen slipernatan aktivitelerinin
kargilagtirilmasi (14), bu degerlere karsilik gelen substrat, enzim konsantrasyonlari ve t (0-0,5/0,5-1/1-1,5/1,5-2 dk) zaman dilimi araliklarinda elde edilen
aktivite sonuglart. (Tampon: 0,1M Na;SO4/25 mM Tris Base pH:10/900 pl; Substrat Cozeltisi: 50 pl; Enzim Cozeltisi: 50 ul; Toplam Kiivet
Hacmi: 1ml; Kiivet Substrat Konsantrasyonu [S]: 0,5 mM.

t (0.-0,5. dk) t(0,5.-1. dKk) t(1.-1,5. dk) t (1,5.-2. dk)
Ornek
AA Aktivite AA Aktivite AA Aktivite AA Aktivite
(405nm) | (EU/DK) | (405nm) | (EU/dK) | (405nm) | (EU/DK) | (405nm) | (EU/dk)
Cig Siit 0,155 170,330 0,136 150,000 0,149 163,736 0,173 190,659

Cig Siit & n-butanol
%2 0,104 113,919 0,119 130,769 0,123 135,531 0,130 143,223

& Santrifiij
Cig Siit & n-butanol
%3 0,104 113,919 0,123 135,165 0,130 142,491 0,131 143,956

& Santrifiij
Cig Siit & n-butanol
%4 0,101 111,538 0,125 137,363 0,129 142,308 0,131 143,956
& Santrifiij
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e Cig siitten ALP’nin ayrilmasi i¢in 6n saflastirma basamaklarinda, EDTA ile
muamele ve kazein ¢Oktiirmenin yanisira n-biitanol, toluen ve aseton gibi organik
¢oziicliler ile homojenizasyon islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen tiim siipernatan
enzim aktiviteleri karsilastirildiginda, enzim aktivitelerinin biitanol ekstraksiyonuna
oranla diistik ¢iktig1 gézlendi.

e Sonraki adimlar igin ALP enziminin, lipoprotein partikiillerinden
ayrilmasinda n-biitanol organik ¢oziicii olarak kullanildi.

e Cig siit, biitanol ile sirasiyla (% 0,1,2,3,4,5,10,20---60) farkli oranlarda
muamele edildi ve yapilan deneyler sonucu en yiiksek ALP aktivitesi %3 biitanol
oraninda gozlendi.

e Sodyum karbonat tamponu ile yapilan aktivite dl¢limlerinde, sodyum siilfat

tamponuna gore daha yiliksek enzim aktivitesi gdzlendi.

3.1.2 Amonyum Siilfat Coktiirme Araliklarinin Belirlenmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirme araligin1 belirlemek i¢in; Tablo 3.15°de belirtilen
hacimlere yine Tablo 3.15’de verilen amonyum siilfat miktarlar1 0°C’de eklenmistir.
30 dakika manyetik karistiricida yavasca karistirilarak eklenen amonyum siilfatin
¢oziinmesi saglanarak, 15000 rpm / 30dk / +4°C’de santrifiij edildi. Her bir aralikta
amonyum siilfat ilave edilmeden siipernatandan 1 ml ayrildi. Tuz ¢oktiirme sonrasi
elde edilen ¢okelekler de minimum hacimde 100 mM karbonat tamponunda (pH:10)

¢oziilerek ol¢iilen siipernatan ve ¢okelek aktiviteleri karsilastirildi (Tablo 3.16).

Tablo 3.15: Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesinde kullanilan
¢Ozeltiler ve hacimleri

r s - Kullanilan
Cgliglif;e H(?]:;)m Amonyum Siilfat

Miktan (g)
0-10 90,0 4,631
10-20 87,0 4,610
20-30 86,5 4,725
30-40 79,0 4,453
40-50 73,0 4,250
50-60 69,0 4,154
60-70 67,0 4,176
70-80 64,5 4,167
80-90 62,0 4,157
90-100 57,5 4,007
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Sekil 3.16: ALP enziminin %3 n-biitanol ile homojenizasyon sonrasi elde edilen siipernatan kullanilarak (NH,),SO, ¢oktiirme araliklarinin tespit
edilmesi t(1.-2. dk)
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Tablo 3.16: ALP enziminin %3 n-biitanol ile homojenizasyon sonrasi elde edilen siipernatan kullanilarak (NH,4),SO, ¢oktiirme araliklarinin tespit

edilmesi t(1.-2. dk) / 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, sirasiyla tampon-substrat-enzim (900ul-50ul-50ul) hacimleri kullanilarak elde
edilen enzim aktivite sonuglari

(NH,),SO, Coktiirme Arahig

%3
biitanol (0-10) (10-20)  (20-30)  (30-40) (40-50)  (50-60)  (60-70)  (70-80)  (80-90)  (90-100)
silpernatan

AA 0,230 0,218 0,143 0,049 0,0005 0,003 0,006 0,0015 0,0015 0,001 0,002

. (405nm)

Siipernatan Aktivite
252,381 239,560 157,692 53,846 0,549 3,297 6,593 1,648 1,648 1,099 2,198

t (1-2.dK) (EV/dk)
AA 0,073 0,060 0,076 0,445 0,284 0,006 0,002 0,004 0,001 0,001 0,001

Cikelek  (105nm)
'(AI\EkLSI/\c/;IiE)} 80,220 66,483 83,150 489,560 312,088 6,593 2,198 4,396 1,099 1,099 1,099

51



3.1.3 Kantitatif Protein Tayini Icin Hazirlanan Standart Egri

Jel filtrasyon kromatografisi sonunda elde edilen en yiiksek aktiviteli tiip ve
on saflagtirma basamaklarindan elde edilen numuneler i¢in Bradford metoduyla
kantitatif protein tayini yapild1 (Tablo 3.17). Olgiilen aktivite degerleri de kulanilarak
spesifik aktiviteler ve saflastirma oranlari tespit edildi (Tablo 3.18, 3.19). Organik
¢oziicli ile homojenizasyon islemi ve herbir saflagtirma basamagi sonucunda elde
edilen enzim ¢oOzeltilerinin protein miktarlari, Bradford ¢ozeltisi (Bovin Serum
Albiimin (BSA) 2mg/ml) kullanilarak elde edilen standart egrilere gére belirlendi
(Sekil 3.17).

)

=]
N
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y=13,146x +0,0173
R*=10,993

=

)

L
|

=

)

+ BSA

Absorbans (595 nm)
<

0 0,01 0,02 0,03 0,04
[BSA] mg/ml

Sekil 3.17: Bradford yontemi ile protein miktarimin tayin edilmesinde kullanilan
standart grafik

52



Tablo 3.17: Bradford yontemi ile 595 nm’de belirtilen hacimlere gore Olgiilen
absorbans degerleri ve grafikten hesaplanan protein miktarlari

\% mg/mi AA (595 nm)

0 0 0
10 0,003922 0,058
20 0,007843 0,132
30 0,011765 0,198
40 0,015686 0,235
50 0,019608 0,267
60 0,023529 0,333
70 0,027451 0,355
80 0,031373 0,434
90 0,035294 0,485
100 0,039216 0,529

Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapildi (Tablo 3.17).
Seyreltilmis, diyaliz uygulanmis ¢cokelek ve maya numunelerine ait dlgiilen aktivite
degerleri kulanilarak spesifik aktiviteler ve saflastirma oranlari tespit edildi (Tablo
3.18, 3.19, 3.20, 3.21, 3.22). Organik ¢oziicli ile homojenizasyon islemi ve herbir
saflastirma basamagi sonucunda elde edilen enzim ¢ozeltilerinin protein miktarlari,
Bradford ¢ozeltisi (Bovin Serum Albumin (BSA) 2mg/ml) kullanilarak elde edilen
standart egriyre gore belirlendi (Sekil 3.17).
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3.1.4 Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi

Bolim 2.2.1.4°de belirtilen kromatografik yontem icin hazirlanan Sephadex
G-100 jel filtrasyon kolonu 0,1 M Tris-Base pH:10,0 tamponu ile dengelendi.
Kolonun dengeleme islemi bittikten sonra, jel tlizerindeki tampon ¢ozeltisi jel
seviyesine kadar indirildi. Farkli enzim ¢6zeltileri kolona tatbik edilerek ayni tampon
ile numuneler kolondan molekiil biiyiikliiklerine gore 2 ml’lik fraksiyonlar halinde
eliiye edildi. 0,1 M Tris-Base pH:10,0 tamponu kor olarak kullanilarak her bir tiipte
280 nm’de kalitatif protein tayini ve 405 nm’de aktivite tayini yapildi. Elde edilen
degerlerin tiip numarasina karsi aktivite ve protein miktar1 grafigi ¢izildi (Sekil 3.18-
3.22).

120 1 | —— Aktivite ——Protein | T4 .
Z 100 + T35 E
g 507 25 g
= 2
£ 60 + +2 %
= &
40 + T L3
11
20 + 1os
0 I I I I I I I F—f—e— | 0
1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12
Tiip No

Sekil 3.18: Diyaliz edilen ¢okelegin jel filtrasyonundan gegirilmesiyle elde edilen
enzimin eliisyon grafigi
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Sekil 3.19: Diyaliz edilen ¢okelegin 0,1 mM Mg*? ilavesi sonrasi jel filtrasyonundan

gecirilmesiyle elde edilen enzimin eliisyon grafigi

| —— Aktivite ——Protein |

Aktivite (EU/dK)

Tiip No

8
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Sekil 3.20: Siitiin mayalanma & % 3 biitanol ile homojenizasyonu sonrasi elde edilen
stipernatana JFK islemi uygulanmasi sonucu elde edilen enzime iligkin eliisyon grafigi
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Sekil 3.21: Siitiin % 3 biitanol homojenizasyonu & mayalanma sonrasi elde edilen
stipernatana JFK islemi uygulanmasi sonucu elde edilen enzime iligkin eliisyon grafigi
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Sekil 3.22: Siitiin santrifiij & mayalanma sonrasi elde edilen siipernatana JFK islemi

uygulanmasi sonucu elde edilen enzime iligkin eliisyon grafigi
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Tablo 3.18: % 20-40 (NH,4),SO, ¢oktiirmesi ile elde edilen ALP enzimine diyaliz ve JFK basamaklarinin uygulanmasi sonucu olusturulan saflagtirma
tablosu- % 20-40 (NH,),SO, ¢oktiirmesi sonucu olusan ¢okelek 0,1M pH:10 Tris-Base tamponunda ¢oziiliip Sephadex G-100 den gegirildi. Cokelek 11,5ml
tamponda ¢oziildii, toplam ¢okelek hacmi 13,5ml (Tampon: 0,1M T-Base pH:10). Her bir basamaga ait (1.-2. dk) araliklarinda dl¢iilen enzim aktiviteleri
dikkate alindi.

Toplam Protein Toplam Spesifik

Hacim Aktivite L . . o % Saflastirma

Basamak Aktivite Miktari Protein Aktivite . -

(ml) (EU/mI) (EV) (mg/mi) (mg) (EU/mg) Verim Derecesi
Stit 30 172,527 5175,824 0,638 19,135 270,488 100 -
%3 Biitanol Siipernatan 24 150,549 3613,186 0,238 5,723 631,299 69,809 2,334
%20-40 ¢okelek 6,25 315,385 1971,154 0,417 2,608 755,888 38,084 2,794
Cokelek diyaliz 6 191,209 1147,253 0,337 2,024 566,771 22,166 2,095
JFK 2 54,945 109,890 0,025 0,051 2156,142 2,123 7,971

Tablo 3.19: % 20-40 (NH,),;SO, ¢oktiirmesi ile elde edilen ALP enzimine diyaliz & Mg*? (0,1 mM) ve JFK basamaklarmim uygulanmasi sonucu
olusturulan saflagtirma tablosu- % 20-40 (NH,),SO, ¢oktiirmesi sonucu olugan ¢okelek 0,1M pH:10 Tris-Base tamponunda ¢oziiliip Sephadex G-100 den
gecirildi. Cokelek 11,5ml tamponda ¢oziildii, toplam ¢okelek hacmi 13,5ml (Tampon: 0,1M T-Base pH:10). Her bir basamaga ait (1.-2. dk) araliklarinda
Olciilen enzim aktiviteleri dikkate alindi.

Toplam Protein Toplam Spesifik

Basamak Haom - AKIVIE  Adtivite  Miktan  Protein  Aktvite 00 Sallastrma
(ml) (EU/mI) (EV) (mg/ml) (mg) (EU/mQ) erim erecesi

Stit 30 172,527  5175,824 0,638 19,135 270,488 100 -

%3 Biitanol Siipernatan 24 150,549  3613,186 0,238 5,723 631,299 69,809 2,334

%20-40 ¢okelek 6,25 315,385  1971,154 0,417 2,608 755,888 38,084 2,794

Cokelek diyaliz 6 196,154  1176,923 0,383 2,298 512,143 22,739 1,893

JFK 2 103,297 206,593 0,025 0,051 4053,547 3,991 14,986
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Tablo 3.20: Cig siitiin mayalanma & % 3 biitanol ile homojenizasyonu sonrasi elde edilen siipernatana JFK islemi uygulanmasi sonucu elde edilen

ornege iliskin saflagtirma tablosu

. . Toplam Protein Toplam Spesifik
Basamak Reom - AKIVIE Adtivite  Miktan  Protein  Aktvite 00 Sallastrma
(ml) (EU/mI) (EV) (mg/ml) (mg) (EU/mg) erim erecesi
Siit 50 130,220 6510,988 0,910 45,518 143,043 100 -
Mayalama 29 61,538 1784,615 0,052 1,500 1189,683 27,409 8,317
%3 Biitanol Siipernatan 6 31,868 191,209 0,035 0,213 897,084 2,937 6,271
JFK 2 32,418 64,835 0,026 0,053 1228,131 0,996 8,586

Tablo 3.21: Cig siitiin % 3 biitanol homojenizasyonu & mayalanma sonrasi elde edilen siipernatana JFK islemi uygulanmasi sonucu elde edilen

ornege iliskin saflagtirma tablosu

. . Toplam Protein Toplam Spesifik
Basamak H(anﬁ;;‘ (AEkLE'/‘r’r']tS Aktivite  Miktan  Protein  Aktivite 0~ Saasurma
(EV) (mg/ml) (mg) (EU/mg)
Siit 50 129,670 6483,516 0,922 46,088 140,676 100 -
%3 Biitanol Siipernatan 40,5 131,868 5340,659 0,412 16,690 319,989 82,373 2,275
Mayalama 6 112,088 672,527 0,038 0,227 2964,804 10,373 21,075
JFK 2 112,637 225,275 0,015 0,030 7516,399 3,475 53,430

Tablo 3.22: Cig siitiin santrifiij & mayalanma sonrasi elde edilen siipernatana JFK islemi uygulanmasi sonucu elde edilen 6rnege iliskin saflagtirma

tablosu

. - Toplam Protein Toplam Spesifik

Basamak H(?ﬁ:)m (AEkLB'/‘:th Aktivite  Miktan  Protein  Aktivite v:ﬁm Sgﬁ?; .
(EV) (mg/ml) (mg) (EU/mg)

Siit 50 130,769 6538,461 0,868 43,426 150,566 100 -
Santrifiij 42 60,989 2561,538 0,503 21,142 121,158 39,176 0,805
Mayalama 6 54,945 329,670 0,034 0,204 1615,901 5,042 10,732
JFK 2 47,253 94,505 0,004 0,009 10897,970 1,445 72,380
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3.2  Optimum Sartlarda Km ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi amaciyla, optimum sartlarda p-
nitrofenil fosfat substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi élgtimleri
yapildi. Her 6l¢iim iki kere tekrarlanarak bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 405
nm’de 6l¢iilen aktivite degerleri reaksiyon hizi (EU/dakika) olarak alindi. 1/V ve 1/S
degerleri hesaplanarak Linaweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 3.23). Grafikten
yararlanarak Ky degeri 2,27 mM ve Vmax degeri 555,56 EU/dk olarak bulundu.

0,008 - y= 4E-06x + 0,0018
R2=0,9976

v

I * T \v) T T

-500 -250 0 250 500 750 1000 1250 1500

1/[S] M1

Sekil 3.23: Saflagtirilmus siit Alkalen Fosfataz enziminin p-nitrofenil fosfat substrati
ile elde edilen Linaweaver-Burk grafigi
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Tablo 3.23: Saflagtirilmig siit ALP enziminin p-nitrofenil fosfat substrati kullanilarak, Ky ve V. degerlerinin tespitinde kullanilan ¢6zeltilerin
hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S]

0,15M Na,CO4/ Substrat  Kiivetteki Kiivetteki
0,1M NaHCO, Enzim Cozeltisi Toplam Substrat AA Aktivite 1IN 1/[S] (M)
pH:10,5 Cozeltisi Hacim Hacim Kons. [S]  (405nm) (EU/dK)

Tamponu (pl) (ul) (ul) (ml) (M)
880 70 0,0007 0,115 126,3736  0,007913  1428,571
870 80 0,0008 0,1265 139,011 0,007194 1250
860 90 0,0009 0,137 150,5494  0,006642  1111,111
850 100 0,001 0,147 161,5384 0,00619 1000
810 50 140 . 0,0014 0,198 217,5824  0,004596  714,2857
750 200 0,002 0,2215 243,4066  0,004108 500
650 300 0,003 0,2755 302,7472  0,003303  333,3333
550 400 0,004 0,3225 354,3956  0,002822 250
500 450 0,0045 0,344 378,0219  0,002645  222,2222
450 500 0,005 0,363 398,9011  0,002507 200
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3.3 Amonyum Siilfat Coktiirme Sonrast ve Jel Filtrasyon

Kromatografisi ile Saflastirilan Cokelegin Dogal Jel Elektroforezi

@ (® («© (@

Sekil 3.24: Siit Alkalen Fosfataz enziminin dogal jel elektroforezi- (a) Amonyum
stilfat ¢oktiirme sonrasi elde edilen ¢okelek (numune tamponu/6rnek — 1/1), (b) Cokelegin jel
filtrasyon kromatografisinden gegirilmesiyle elde edilen 6rnek (numune tamponu/6rnek —
1/1), (c) saf ALP (160 kDa), (d) organik ¢6ziicii ile homojenizasyonu takiben mayalanan
stipernatana JFK uygulanmasi ile elde edilen enzim (numune tamponu/6rnek — 1/2)
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3.4  Siitiin Mayalanmas1 ile Elde Edilen Alkalen Fosfatazin SDS
Poliakrilamid Jel Elektroforezi

250
130
100
70

55

35

25

@ (b) (c) (d) € () (@

Sekil 3.25: Jel filtrasyon kromatografisi ile saflagtirilan siit Alkalen Fosfataz
enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi- (a) santrifiij edilip mayalandiktan sonra elde
edilen JFK numunesi, (b) organik ¢o6ziicii ile homojenizasyonu takiben mayalanan
siipernatana JFK uygulanmasi ile elde edilen numune, (c) marker, (d) mayalama islemini
takiben organik c¢oziicli ile homojenizasyon sonrasi siipernatana JFK uygulanmasi sonucu
elde edilen numune, (e) marker, (f) % 20-40 ¢okelek, (g) Sephadex G-100 jel filtrasyon
kolonuna uygulanan ¢ékelek, (h) saf ALP (160 kDa) (a,b,d, f, g - numune tamponu/6rnek —
1/2)
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3.5 Veteriner ilag:larln ICsp Degerlerinin Bulunmasi

Calismamizda kullandigimiz veteriner ilaglarin 1Csp degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda p-nitrofenil fosfat substratinin 0,5 mM kiivet konsantrasyonunda
caligildi. Substrat ¢ozeltisinden her Ol¢climde 0,05 ml p-nitrofenil fosfat alindi ve
ilaglarin ¢ozeltilerinden ise degisik hacimlerde alinarak toplam 1,0 mL’lik bir
reaksiyon hacmi olusturuldu. Once inhibitdrsiiz ortamda enzim aktivitesi bulundu.
Bu deger %100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0,05
mL enzim c¢ozeltisi alimip daha Onceden hazirlanmis olan tampon + substrat +
veteriner ila¢ ¢ozeltisine eklenerek 405 nm’de bir dakikada absorbansta meydana
gelen degisme okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi.
% Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanarak kullanilan ve

inhibisyonun gézlendigi her bir ilag i¢in ICso degerleri hesaplandi.

120 -
£ 100
e y = 0,0025x2 - 0,8854x + 85,103
< 80 - R2=0,8907
X
60 -
40
20
0 . , | . |
0 50 100 150 200 250
[(-)-Tetramisol HCI] pM

Sekil 3.26: Saflagtirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda (-)- Tetramisol HCI i¢in % aktivite-[1] grafigi
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Tablo 3.42: Saflastirilmis siit ALP enzimi {izerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, (-)-Tetramisol HCI etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki ) Kﬁvetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitor | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (ul) (ul) (ul) (ml) (mM) (ul) (uM)
950 - 0 0,291 335,769 100
930 20 19,771 0,163 188,654 56,186
900 50 49,429 0,108 125,192 37,285

50 50 1,05 0,5

800 100 98,857 0,076 87,692 26,117
750 200 197,714 49,615 14,777 197,714
700 250 247,143 34,038 10,137 247,143
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Sekil 3.27: Saflastirilmuis siit ALP enzimi {izerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Furosemid i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.28: Saflagtirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Atropin Siilfat i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.24: Saflastirllmig siit ALP enzimi iizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Furosemid etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitér | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (ul) (ph) (uh) (ml) (mM) (ph (mM)
900 0 0 0,100 110,440 100
880 20 0,605 0,077 85,165 77,114
860 40 1,209 0,063 69,780 63,184
840 50 50 1 0,5 60 1,814 0,057 62,637 56,716
820 80 2,419 0,050 54,945 49,751
800 100 3,023 0,044 48,352 43,781
780 120 3,629 0,036 40,110 36,318

66




Tablo 3.25: Saflastirilmig siit ALP enzimi iizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Atropin Siilfat etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitor | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite
Tamponu (ul) (ul) (ul) (ml) (mM) (ul) (mM)
900 0 0 0,104 114,286 100
860 40 0,118 0,099 108,242 94,7115
780 120 0,355 0,105 115,385 100,961
50 50 1 0,5
700 200 0,591 0,108 118,681 103,847
600 300 0,887 0,110 120,880 105,770
500 400 1,182 0,123 135,165 118,270
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Sekil 3.29: Saflastirilmis siit ALP enzimi {izerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Gentamisin Siilfat i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.30: Saflastirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Toldimfos Sodyum i¢in % aktivite-[1] grafigi
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Tablo 3.26: Saflastirilms siit ALP enzimi iizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Gentamisin Siilfat etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitér | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (ul) (ph) (uh) (ml) (mM) (ph (mM)
900 0 0 0,120 132,418 100
800 100 17,805 0,093 102,198 77,178
780 120 21,366 0,065 71,978 54,357
760 50 50 1 0,5 140 24,927 0,041 45,604 34,440
740 160 28,488 0,031 34,615 26,141
720 180 32,049 0,018 19,780 14,938
700 200 35,610 0,012 13,736 10,373
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Tablo 3.27: Saflastirilmus siit ALP enzimi iizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Toldimfos Sodyum etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitér | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (ul) (ph) (uh) (ml) (mM) (ph (mM)
900 0 0 0,109 120,330 100
800 100 90,429 0,063 69,780 57,991
760 140 126,600 0,056 61,538 51,141

50 50 1 0,5

720 180 162,771 0,050 55,494 46,119
700 200 180,857 0,046 51,099 42,466
660 240 217,029 0,042 46,703 38,813
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Sekil 3.31: Saflastirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Metamizol Sodyum i¢in % aktivite-[I] grafigi

120
3
:E 100 4%0\’\
- +
< 80 -
D y =32,35x?% - 35,439x + 100,24
60 - R2=10,9936
40 -
20 -
0 T T T T T
0 0,1 0,2 0.3 0,4 0.5
[Deksametazon 21-Undekanoat] mM

Sekil 3.32: Saflastirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Deksametazon 21-Undekanoat i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.28: Saflastirilmus siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Metamizol Sodyum etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitér | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (pl) (uh) (uh) (ml) (mM) (uh) (mM)
900 0 0 0,112 123,077 100
800 100 149,997 0,072 79,121 64,286
700 200 299,995 0,062 68,132 55,357

50 50 1 0,5

600 300 449,992 0,055 60,440 49,107
500 400 599,990 0,048 53,297 43,304
400 500 749,987 0,046 51,099 41,518
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Tablo 3.29: Saflagtirilmis siit ALP enzimi {izerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Deksametazon 21-Undekanoat etkisinin

incelenmesinde kullanilan ¢ozelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki ) Kiivetteki
0,IM NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitor | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (ul) (uh) (uh) (ml) (mM) (uh) (mM)
900 0 0 0,118 129,670 100
895 5 0,025 0,117 128,571 99,153
890 50 50 1 0,5 10 0,050 0,117 128,571 99,153
840 60 0,298 0,109 119,780 92,373
800 100 0,497 0,107 117,582 90,678
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Sekil 3.33: Saflastirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Enrofloksasin i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.34: Saflastirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Oksitetrasiklin Hidrokloriir igin % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.30: Saflastirilmis siit ALP enzimi lizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Enrofloksasin etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kﬁvetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitor | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (ul) (1) () (ml) (mM) (ul) (mM)
900 0 0 0,120 131,868 100
895 5 1,391 0,118 129,670 98,333
850 50 13,912 0,104 114,835 87,083
800 50 50 1 0,5 100 27,824 0,088 96,703 73,333
780 120 33,389 0,083 91,209 69,167
700 200 55,649 0,065 71,429 54,167
600 300 83,473 0,038 41,758 31,667
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Tablo 3.31: Saflastirilmus siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Oksitetrasiklin Hidrokloriir etkisinin

incelenmesinde kullanilan ¢dzelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitor | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite
Tamponu (ul) (1) (ul) (ml) (mM) (ul) (uM)
900 0 0 0,109 119,780 100
880 20 21,740 0,109 119,780 100
850 50 50 1 0,5 50 54,350 0,115 126,374 105,505
800 100 108,700 0,118 129,670 108,257
750 150 163,050 0,121 132,967 111,009

76




120 -
2100 y =-11,966x + 90,235
ﬁ R>=0,8516
= 80 -
X
60 -
*
40 -
20 -
0 T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2.5 3 3.5
[Danofloksasin Mesilat] mM

Sekil 3.35: Saflastirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet

konsantrasyonunda Danofloksasin Mesilat i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.36: Saflagtirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Kanamisin Siilfat i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.32: Saflastirilmig siit ALP enzimi tiizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Danofloksasin Mesilat etkisinin

incelenmesinde kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitér | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (pl) (uh) (uh) (ml) (mM) (uh) (mM)
900 0 0 0,079 86,813 100
800 100 0,689 0,059 64,835 74,683
700 200 1,378 0,053 58,242 67,089

50 50 1 0,5

600 300 2,067 0,051 56,044 64,557
500 400 2,756 0,047 51,648 59,494
400 500 3,445 0,041 45,055 51,899

78




Tablo 3.33: Saflagtirilmis siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Kanamisin Siilfat etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki ) Kﬁvetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitor | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (pl) (1) (1) (ml) (mM) (ph) (mM)
900 0 0 0,068 74,725 100
860 40 20,798 0,043 47,802 63,971
850 50 25,997 0,041 45,055 60,294

50 50 1 0,5

830 70 36,395 0,017 18,681 25,00
820 80 41,594 0,014 15,934 21,323
800 100 51,993 0,009 9,890 13,235
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Sekil 3.37: Saflastirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Marbofloksasin i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.38: Saflagtirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Tilmikosin i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.34: Saflastirilmis siit ALP enzimi lizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Marbofloksasin etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitor | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite
Tamponu (ul) (1) (1) (mt) (mM) (ul) (mM)
900 0 0 0,052 57,143 100
880 20 5,519 0,061 67,033 117,308
840 50 50 1 0,5 60 16,558 0,071 78,022 136,538
820 80 22,078 0,082 90,110 157,692
800 100 27,597 0,087 95,604 167,308
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Tablo 3.35: Saflagtirilmis siit ALP enzimi {izerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Tilmikosin etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitér | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (pl) (uh) (uh) (ml) (mM) (uh) (mM)
900 0 0 0,079 86,813 100
880 20 0,069 0,078 85,714 98,734
840 60 0,207 0,077 84,615 97,468

50 50 1 0,5

800 100 0,345 0,075 82,418 94,937
700 200 0,690 0,067 74,176 85,443
500 400 1,381 0,067 74,176 85,443
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Sekil 3.39: Saflastirilmus siit ALP enzimi {izerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Doksisiklin Monohidrat igin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.40: Saflastirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Tilozin i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.36: Saflastirilmus siit ALP enzimi iizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Doksisiklin Monohidrat etkisinin

incelenmesinde kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kﬁvetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitor | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite
Tamponu (ul) (1) () (ml) (mM) (ul) (mM)
840 0 0 0,146 160,439 100
830 10 0,045 0,152 167,582 104,452
820 50 50 1 0,5 20 0,090 0,156 171,429 106,849
810 30 0,135 0,183 201,099 125,342
800 40 0,180 0,210 230,769 143,836
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Tablo 3.37: Saflastirilmus siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Tilozin etkisinin incelenmesinde kullanilan

¢Ozelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitor | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (ul) () () (ml) (mM) (ul) (mM)
900 0 0 0,059 64,835 100
800 100 2,18 0,059 64,663 99,735
700 50 50 1 0,5 200 4,36 0,062 68,200 105,191
600 300 6,54 0,060 66,415 102,436
500 500 10,9 0,065 70,965 109,454
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Sekil 3.41: Saflastirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Siilfadimidin Sodyum i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.42: Saflastirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Florfenikol i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.38: Saflagtirilmis siit ALP enzimi iizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Siilfadimidin Sodyum etkisinin

incelenmesinde kullanilan ¢dzelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitor konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kﬁvetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitor | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (ul) (1) () (ml) (mM) (ul) (mM)
900 0 0 0,075 82,967 100
880 20 10,656 0,066 73,077 88,079
860 40 21,312 0,060 66,483 80,132
840 60 31,968 0,054 59,341 71,523

50 50 1 0,5

820 80 42,624 0,055 60,989 73,510
800 100 53,280 0,050 54,945 66,225
700 200 106,560 0,038 41,758 50,331
600 300 159,840 0,031 34,615 41,722
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Tablo 3.39: Saflastirilmis siit ALP enzimi iizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Florfenikol etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitér | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (pl) (uh) (uh) (ml) (mM) (uh) (mM)
900 0 0 0,079 86,813 100
880 20 1,674 0,071 78,081 89,941
840 60 5,022 0,066 72,645 83,679

50 50 1 0,5

800 100 8,37 0,064 70,505 81,215
700 200 16,74 0,063 69,758 80,354
600 300 25,11 0,069 76,073 87,629
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Sekil 3.43: Saflagtirilmig siit ALP enzimi iizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Neomisin Siilfat i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.44: Saflagtirilmig siit ALP enzimi tizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet
konsantrasyonunda Fluniksin Meglumin i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.40: Saflastirilmis siit ALP enzimi iizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Neomisin Siilfat etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki ) Kiivetteki
0,IM NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitor | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (ul) (uh) (uh) (ml) (mM) (ph) (mM)
900 0 0 0,059 64,835 100
700 200 16,28 0,054 59,341 91,525
650 250 20,35 0,038 42,308 65,254

50 50 1 0,5

600 300 24,42 0,024 26,374 40,678
550 350 28,49 0,014 15,385 23,729
500 400 32,56 0,010 10,989 16,949
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Tablo 3.41: Saflastirilmis siit ALP enzimi lizerine 0,5 mM p-nitrofenil fosfat kiivet konsantrasyonunda, Fluniksin Meglumin etkisinin incelenmesinde

kullanilan ¢6zelti miktarlari, bu degerlere karsilik gelen substrat, inhibitoér konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

0,15M Na,CO4/ Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
0,1M NaHCO; | Substrat Enzim Toplam Substrat | Inhibitor | Inhibitor AA Aktivite %
pH:10,5 Cozeltisi | Cozeltisi Hacim Kons. Cozeltisi Kons. (405nm) (EU/dK) Aktivite

Tamponu (ul) (ul) (ul) (ml) (mM) (ul) (mM)
900 0 0 0,049 53,846 100
880 20 3,374 0,053 58,242 108,163
840 60 10,122 0,053 58,242 108,163

50 50 1 0,5

820 80 13,496 0,055 60,440 112,245
700 200 33,740 0,058 63,736 118,367
500 400 67,480 0,048 52,747 97,959
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Tablo 3.43: Siit Alkalen Fosfataz enzimi i¢in 0,5 mM p-nitro fenil fosfat substrat
konsantrasyonunda % 50 inhibisyona sebep olan ilag etken konsantrasyonlari, 1 ml ilaca
kargilik gelen etken miktarlar1 ve siitteki maksimum kalinti limitleri (MKL) (Teblig No:

2011/20)
Siitteki Siitteki
. | Maksimum | Maksimum
. . . . Ampuldekl Kalinti Kahnti
Ila¢ Etkeni Ilac¢ Tiirii ?r/:]lg/tr?]l;; Limiti Limiti 1Cso (MM)
| (botk) | (uM)
) Tﬁgm'so' Antihelmintik 0,25 45,485*10°
Furosemid Diiiretik 10 2,188
Atropin Siilfat | Antikolinerjik 2
Gentamisin Antibakteriyel 100 100 0,183 22,891
Siilfat
Toldimfos Besin Takviyeli 200 126,315
Sodyum
Metamizol Antibakteriyel 500 50 0,154 312,130
Sodyum
Deksametazon . , 25 0,3 0,61*10°
21-Undekanoat Antibakteriyel
Enrofloksasin | Antibakteriyel 100 100 0,286 58,431
OkS'tﬁéﬁs'k“n Antibakteriyel 54 100 0,207
Danofloksasin Antibakteriyel 25 30 0,068 3,362
Mesilat
Kanamisin Antibakteriyel 250 150 0,265 27,274
Siilfat
Marbofloksasin | Antibakteriyel 100 75 0,213
Tilmikosin Antibakteriyel 300 50 0,059
Doksisiklin . . 200
Monohidrat Antibakteriyel
Tilozin Antibakteriyel 200 50 0,056
Siilfadimidin Antibakteriyel 160 100 0,343 98,120
Sodyum
Florfenikol Antibakteriyel 300
Neomisin . ; 74 1500 1,698 24,48
Siilfat Antibakteriyel
Flun|k5|_n Antibakteriyel 50 40 0,084
Meglumin
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4. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, Alkalen Fosfataz enziminin saflastirilmasinda ¢ig inek siitii ile
calistlmistir. On saflastrma basamaklarinda, EDTA ile muamele ve kazein
coktlirmenin yanisira n-biitanol, toluen ve aseton gibi organik ¢oziiciiler ile
homojenizasyon islemi gergeklestirilmistir. Farkli 6n saflagtirma islemleri sonucu
elde edilen enzim aktiviteleri karsilastirildiginda en yiliksek aktivite biitanol
ekstraksiyonunda gozlenmistir (Sekil 3.2, 3.3, 3.6-3.9). Dolayisiyla sonraki
saflagtirma agamalarinda, enzimin lipoprotein partikiillerinden ayrilmasinda organik
¢oziici olarak n-biitanol kullanilmistir [87]. Organik ¢oziicii ile muamele
asamasinda, diger coziiciiler ve farkli n-biitanol yiizdeleriyle karsilagtirildiginda, en
yiiksek ALP aktivitesi % 3 n-biitanol oraninda muamele ile elde edilmistir (Sekil
3.10-3.15). Cig siit, n-biitanol %3 (v/v) ile homojenize edildikten sonra ¢okelekten
ayrilan siipernatana (40 ml Ornek i¢in 16 pl maya) peynir mayas1 36°C’de ilave
edilerek 2,5 saat mayalanmaya birakilmis ve kazein ¢oktiiriilerek uzaklagtirilmistir.
Elde edilen siipernatandan enzim, Sephadex G-100 kullanilarak jel filtrasyon
kromatografisi ile ayrilmistir. Diger peynir alti suyunda bulunan enzimler ve siit yag
globiiler enzimleriyle karsilastirildiginda, y-kazein (pl: 5,8-6,0) [88] ve siit alkalen
fosfatazin (pl: 5,4-6,0) [21] izo elektrik pH degerleri hemen hemen ayni oldugundan
total ALP’ nin siitten izolasyonu oldukc¢a zordur. Bunun yani sira y-kazein disinda; a,
B, k olmak {izere kazein bir ¢ok alt birimden olusmustur ve siit proteinlerinin % 79-
80’ nini (Tablo 1.2) igermektedir [15]. Dolayisiyla kazeinin uzaklastirilmasi i¢in
cesitli yontemlere basvurulmustur. Siitiin dondurularak kazeinin ¢oktiiriilmesi
isleminde, siit -7°C’de 1 aya yakin bekletildiginde, kii¢iik boyutlu kazeinatlar disinda
kazeinin biiyiik cogunlugunun destabilize oldugu goézlendigi rapor edilmistir [89].
Fakat bu islemle kazein partikiillerinin tamamen ayrilmasi s6z konusu degildir.
Ayrica calismamizda, siit bir gece +4°C’de bekletilip direk 15000 rpm/+4°C/40
dakikada santrifiij edildiginde elde edilen siipernatan enzim aktivitesinin biitanol
ekstraksiyonuna oranla daha diisiik oldugu tespit edildi (Sekil 3.2, 3.3). Bu sekilde
kazeini tamamen ayirmak miimkiin olmadigi gibi yag globiiler membranlara
fosfatidil inositol ile kovalent bagl alkalen fosfatazlar [11] da santrifiij ile birlikte
¢Oken kisimda kaldigindan ALP izolasyonunda bu islem tercih sebebi degildir.
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Ayrica siitlin dondurularak saklanmasi siirecinde, siitte bulunan fosfataz
enzimlerinin aktiviteleri ile meydana gelen proteoliz sonucu serbest tirozin amino

asitlerinin sayisinda hafif bir artisin meydana geldigi rapor edilmistir [89].

Bu calismada, kazeinin siitten ayrilmasinda rennet (peynir mayasi) ile
¢oktiirme isleminden yararlanilmistir [79]. Peynir mayasi ile ¢oktiirme islemi sonucu
siizme islemi ile ayrilan peynir alti suyunda bulunan inorganik fosfat ve kalsiyum
iyonlarinin ¢oziintirliiglinde kismi bir azalma oldugu rapor edilmistir [89]. Peynir
olusumu, ortama g¢okeltici madde olarak Ca*? iyonlar1 ve emiilgatdr gorevi goren
(poli)fosfat iyonlarinin ilave edilmesiyle kazeinin ¢oktiiriilmesi vasitasiyla
gerceklestirilir. Siitte kazein miselleri 100-300 nm ¢apinda ve kolloidal partikiiller
halinde bulunur. Misellerin % 93,3’l kazein, % 6,6’s1 ise inorganik bilesenlerden
meydana gelir. Misellerin protein yapisinda olmayan komponenti %37,5 kalsiyum,
%50 fosfat, %7,5 sitrat ve %2 magnezyum olmak iizere diisiik molekiil agirlikli
iyonlardan olusmaktadir. Bu nedenle kazein misellerinin temel organik bileseni
kolloidal kalsiyum fosfatlardir. Kalsiyum (Ca+2) iyonuna spesifik afinitesi olan f-
kazein, en biiyiik siit proteinlerinden birisidir. Sistein rezidiisii igermeyen bu protein
24 kDa molekiiler agirliga sahip olup, toplam zincir uzunlugu 720 A olan 209 amino
asit rezidiisiinden olusmaktadir. 209 amino asit rezidiilerinden ilk 50’si hidrofilik
olup geri kalam1 ise c¢ogunlukla hidrofobik karakterdedir. Uzun hidrofobik
zincirinden dolay1 B-kazein misel yapisinda bulunmaktadir [90]. Literatiirde misel
yapisina dair 3 farkli model &nerilmistir. ilk model, kazein alt birimlerince
cevrelenen diger protein bilesimlerinin merkezde yer aldigi c¢ekirdek-tabaka
modelidir. Bu yapida o5 ve B-kazeinler i¢ tarafta yer alirken, x-kazein dis tarafta yer
almaktadir. Diger bir hipoteze gore de ¢cogunlukla B-kazeinler i¢ taraftayken os ve k-
kazeinlerin dis tarafta bulundugu rapor edilmistir. 2. model, tim misel yapisinin
farkli kazein alt birimlerinin yer aldig1 ii¢ boyutlu agdan olusmaktadir. Bu modele
gore, agin merkezine ya da dig kismina spesifik bolgelerde yer alan herhangi bir
protein tanimlanmamistir. 3. model ise tim kazein alt birimlerinin, kalsiyum ve
fosfat kopriileriyle bir araya gelerek agregasyon olusturdugu alt-misel modelidir
[90].

Siit proteinlerinin biiyiik ¢ogunlugunu kazein olusturdugundan ¢alismamizda

kazein ¢oktiirme yontemleri arastirilmistir. Uygulanan yontemlere ilaveten diger
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¢coktiirme yontemleri; Kkazeinin dondurularak ultrasantrifiij ile c¢oktiiriilmesi,
karboksimetil ve katyonik hidroksietil seliiloz ile ¢oktiirme ve CO, ile basing
uygulanarak c¢oOktiirme yontemleridir. Kazeinin dondurularak ultrasantrifiij ile
coktiirtilmesinde, ¢ig siit -7°C veya -20°C’de belirli bir siire dondurulur ve 37°C’deki
su banyosunda, dondurulmus siitiin tamamen ¢dziinmesi beklenip 20.000 rpm’de 1
saat santriflij edilerek kazeinin biliyiik ¢cogunlugu ayrilir. Cig siitin dondurularak
destabilizasyonun gerceklesmesi, ¢oOziinlir Ozellikteki kalsiyum, fosfat ve sitrat
iyonlarmin da kaybini beraberinde getirir. Dondurularak destabilize olan bu proteinin
kazein oldugu serbest soliisyon ve seliiloz-asetat elektroforezleriyle kanitlanmistir
[89]. B-kazein ile karboksimetil selilloz (CMC), asidik ortamda Onemli oranda
etkilesmektedir. Reometre ile (akis Olger) 25°C ve pH:5,5’de bu etkilesim, ¢ozelti
viskozitesinin artmasi sebebiyle net olarak belirlenebilmektedir. Viskozitedeki artis,
CMC ile B-kazeinin diisiik pH’de ¢oziinilir 6zellikte kompleks olusturmasindan ileri
gelmektedir. CMC omurgasi, globiiler proteinlerle biiyiik oranda etkilesebilmek igin
oldukg¢a rijit bir yapiyr tercih eder. Diisiik pH’de, polimer omurgasi iizerindeki
serbest yiiklerin indirgenmesiyle makromolekiil rijitlik kazanarak CMC ile f-
kazeinin etkilesimi saglanir [91]. Ayrica sodyum kazeinatin ylizey hidrofobik
karakteri ve elektrostatik etkilesim gerekgesiyle protein-polisakkarit orani
degistirilebilir ve farkli kivamlarda asit jeller elde edilebilir [92]. Diger bir yontemde
ise kazein, 38°C tepkime kazaninda, siit icerisine 5520 kPa CO; basinci uygulanarak
(5 dk) coktiiriiliir ve kazein, peynir alti suyu proteinleri, laktoz ve minerallerden
uzaklastirllmak amaciyla yikanarak liyofilize edilir [93]. Katyonik hidroksietil
seliiloz ile ¢oktiirme isleminde de ¢ig stit (Iml), 0.1 mL (0-10 mg/ml) kuaterner
amin grubu igeren katyonik seliiloz, Hidroksietil Seliiloz Poliquaternium-10 (PQ10)
ile belirli bir siire inkiibe edilerek kazeinin uzaklastirildigi rapor edilmistir [94].
Amorf yapidaki kalsiyum fosfat (ACP), yapay hidroksiapatit ticari adiyla da tretilen
esansiyel bir mineraldir. Kazein fosfopeptidleri (CPP), bir seri -Ser (P) — Ser (P) —
Ser ve (P) —Glu — Glu amino asit rezidiileri igermektedir. Kazein fosfopeptidlerin
fosfoseril rezidiileri sayesinde, CPP-ACP kompleksi stabilize edilir [95]. Kalsiyum
iyonlari, kazein molekiillerinin fosfat grubu iceren rezidiilerine karsi, aspartat ve
glutamat amino asit rezidiilerinden daha gii¢lii afiniteye sahiptir. Dolayisiyla iyonlar,
kazeinin fosfat rezidiileriyle etkilesmeyi tercih ederler [96]. Bu etkilesimin pH
degisimine de bagl oldugu rapor edilmistir. Ornegin pH:7,5’de soliisyondaki bir B-

kazein molekiiliiniin presipitasyonu i¢in gerekli olan kalsiyum iyonu sayis1 deneysel
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bulgulara gore 220 olarak belirlenmis iken, pH:5,5’de bu say1 88’e diismiistiir.
Buradan diisiik pH’lerde B-kazeinin c¢oktiiriilmesi i¢in daha az kalsiyum iyonu
gerektigi bulunmustur. pH:7,5’de kazeinin yiikii molekiil basia (-12) iken, bu deger
pH:5,5’de (-7)’dir. Ciinkii diisiik pH’lerde, protein zinciri lizerindeki net negatif yiik
daha az oldugundan, presipitasyonun gerceklesmesini saglayan elektrostatik
nétralizasyona daha az Ca*? iyonu ile ulagilabilecektir. Protein agregasyonlarmdaki
kalsiyum-fosfat kristallerinin polarize optik mikroskobu ile belirlenebildigi rapor
edilmistir. Yine Guo ve arkadaglari tarafindan, Ca*? iyonlarinin B-kazeinin 6 serin
rezidiisiiniin fosfat gruplarina giliclii bir sekilde baglandigi belirtilmistir. Ortama
fosfat gruplarinin da ilave edilmesiyle kazein presipitasyonunda yeni bir mekanizma
aci8a ¢ikmaktadir. Ca* iyonlari, sadece B-kazein ile ¢okelme olustururken, kalsiyum
fosfat mikro kristalleri tiim kazein birimleri ile etkilesip c¢oklu agregasyona
ugramaktadirlar. Boylelikle kazeinin siitten ayrilma mekanizmasi, protein ve
kalsiyum fosfat mikro kristallerinin birlikte ¢okelerek ko-presipitasyonun meydana
gelmesiyle agiklanabilir. Dolayisiyla kazein, kalsiyum ve fosfat varliginda daha iyi
ayrilmaktadir. Yukarida belirtildigi gibi, kalsiyumun kazein fosfat gruplarina karsi
giiclii afinitesinden dolayr siitte kalsiyum fosfat kristallerinin olusumu engellenir ve
stitteki kolloidal kalsiyum fosfat bu durumda amorf yapida stabilize edilebilir. Bu
nedenle siitte yiiksek konsantrasyonlarda bulunabilen kalsiyum ve fosfatlardan
yiiksek biyo-yararlanim miimkiindiir [90]. Bu bilgiler 1518inda, kazein alt birimlerinin
toplu olarak, pH:7,5 gibi kazeinin izoelektrik pH degerinden daha yiiksek pH’lerde
coktiiriilebilecegi miimkiin kilinmaktadir. ALP ve P-kazeinin izoelektrik pH’leri
hemen hemen ayni oldugundan [88] bu durum ALP’nin kazein birimlerinden
ayrilmasinda avantaj teskil etmektedir. Yani, enzim pH:5,4-6,0 [88] izoelektrik

noktasina sahip oldugundan ¢okelmeden siipernatanda kalabilecektir.

Deneysel asamalarda, kazein koagiilasyonunda kullanilan peynir mayasinin
iceriginde enzim ¢ozeltisi (su / proteaz), NaCl ve Sodyum Benzoat bulunmaktadir.
Rennet enzimi olarak da isimlendirilen koagiilant proteaz, siitte en ¢ok bulunan temel
protein kazeinin c¢oktiirilmesinde kullanilmaktadir [97]. Birgok peynir c¢esidi,
pihtilastirict 6zellige sahip proteaz kimozin igeren rennet tarafindan, siitiin enzimatik
koagiilasyonu ile iiretilmektedir. Bu enzim, kazein miselinin (kolloidal kazein
partikiilii) yiizeyinde bulunan «-kazein proteinini Phel05-Met106 amino asit

rezidiilerinden spesifik olarak parcalar ve genellikle kazeinomakropeptid (CMP)
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olarak isimlendirilen (-) yiikli C-terminal uglara sahip molekiiller k-kazeinden
ayrilir. Kazein misellerinin stabilizasyonu bozulmaya baslar ve siitte koagiilasyon
meydana gelir. Misel agregasyonunun baglayabilmesi i¢in yaklasik % 90 civarinda -
kazein hidrolizi gerekmektedir [98]. «-kazeinin, rennin olarak isimlendirilen
kimozinin spesifik substrati oldugu rapor edilmistir [99]. Rennin enziminin etkisiyle
k-kazein molekilii, para-k-kazein ve glikomakropeptid (CMP) molekiiliine
parcalanmaktadir. Enzimatik proteoliz sirasinda makropeptit molekiillerinin
ayrilmasi nedeniyle miseller kiigiiliir, negatif yiikleri azalir ve viskozite geriler. Bu
durumda kalsiyum karsisinda a-s1 ve [ kazeinlerin stabilitesi bozulur [100].
Mayanin igeriginde yer alan tuz ile de pH:6,5’da B-kazein hidrolizi inhibe edilir
[101]. Bu durumda, hidrolizi 6nlenen a-s ve B-kazeinlerin, misel stabilitesinde rol
oynayan kolloidal kalsiyum fosfat baglarmin ayrilmasiyla serbest kalan Ca*
iyonlarina baglanmalari ile de (-) yiikler azalarak kalsiyum parakazeinat olusur ve
viskozite azalir. Kazein miseli iizerindeki para-k-kazeinin (+) yiikii ile diger misel
tizerindeki k-kazeinin (-) yiikli gruplari arasindaki etkilesim misellerin bir araya

gelmesini saglar [100].

His Phe-Met Lys
N | | | | | C
98 105-106 111

Kk-kazein

Kimozin

His Phe Met Lys

N| [ ] | | | c
98 105 106 111

para-k-kazein glikomakropeptid

Sekil 3.45: Kazein misellerinin koagiilasyonunda Kimozin enziminin reaksiyonu

[101-103]
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Kimozinin kazein miselleri iizerindeki aktivasyonu, enzimatik parcalanma ve
misellerin ¢oktiiriilmesi olmak iizere iki basamakta incelenebilir. Peynir liretiminde
1isitilmamis veya diistik pastorize siitler tercih edilmektedir. Bu kosullar altinda iken
kimozin aktivasyonunun incelenebildigi rapor edilmistir. Enzim aktivitesi pH,
sicaklik ve kalsiyum konsantrasyonuna baglidir. Ayrica kimozinin sadece kazein
miselleri iizerinde etkili oldugu belirtilmistir [104]. Siite pH:6,3’den daha diisiik
pH’lerde 1s1l islem uygulandiginda, kazein misellerine baglanan peynir altt suyu
proteinlerinin miktarinda 6nemli oranda artis meydana gelir. Diger yandan, pH:7,1’¢
kadar uzanan pH degerlerinde peynir alti suyu proteini / k-kazein kompleksinin
¢Oziiniirliiglinde artis oldugu rapor edilmistir [98]. Bunun yani sira ¢alismamizda,
membran-bagli ALP’nin endiistriyel 6énemi esas alindigindan, enzimin mikrobiyal
kaynakli ALP izoformundan da ayirt edilmesi 6nemlidir. Bu iki izoformun ayirt
edilebilmesi i¢in izlenilen yollardan birincisi; repastdrizasyon islemi sonrasinda
tekrar elde edilen pozitif ALP testinin (enzimin aktivite gdstermesi) mikrobiyal
kaynakli alkalen fosfatazdan kaynaklandigi rapor edilmistir [105]. Buradan siitte
lipoproteinlere bagli, dogal olarak bulunan ALP enzimi ile mikrobiyal ALP’nin
termal kararliliginin birbirinden farkli olmasiyla bu durum pastdrizasyon siirecinde
sicaklik ve zaman degisimine yol acacagindan, pastorizasyon dogru olarak yapilamaz
sonucuna varilabilir ve bu durum insan sagligi agisindan olumsuzluk teskil
etmektedir. Bu iki enzimin birbirinden ayrilmasinda kullanilan ikinci yol, Western
Blot yontemi kullanilarak enzimlerin birbirinden farkli spesifik antikorlar1 sayesinde
ayirt edilebilmeleridir [21]. Ugiincii yol ise globiiler yag membranlarina bagl,
pastorizasyon indikatorii olarak kullanilan ALP’nin izoelektrik noktasi 5,4-6,0
civarinda iken, mikrobiyal kaynakli ALP’nin izoelektrik noktasinin 6,0-6,9 civarinda
oldugu rapor edilmistir [21]. Deneysel ¢alismada, mayalanma sonrasi siiziilerek
ayrilan peynir alti suyunun pH degeri 6,2-6,3 civarinda dl¢lilmiistiir. Dolayisiyla,
mikrobiyal kaynakli alkalen fosfatazin izoelektrik noktasinda agregasyon
gerceklestiginden, mikrobiyal kaynakli enzimin de kazein fraksiyonlariyla beraber
¢cokerek ortamdan ayrilmasi beklenir ve ortamda membran-bagl alkalen fosfatazlar
cokelmeden kalirlar. Peynir alti suyunda Olcililen enzim aktivitesinin bir Onceki
basamaga gore biraz azalmasinin, mikrobiyal enzimlerin ortamdan uzaklagsmasina

bagh olarak gergeklestigi diisiiniilebilir. Ciinkii, siitte gériilen ALP aktivitesi non-
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spesifik oldugundan [21], ortamda her ikisinin de oldugu durumda OJlgiilen
aktivitenin ne kadarinin mikrobiyal ALP ve ne kadarinin membran-bagli enzime ait
oldugu bilinemez. Dolayisiyla, molekiiler biyoloji tekniklerinden farkli olarak, siitte
dogal olarak bulunan ALP ile mikrobiyal ALP’nin birbirinden ayrilmasinda
biyokimyasal tekniklerden faydalanilmasi, caligmaya degisik bir bakis agisi

kazandirmaktadir.

Deneysel ¢alismalarda, peynir mayasi siite farkli basamaklarda ilave edilerek
(stitin direk mayalanmast / organik c¢oziicii ile muamele sonrasi siipernatanin
mayalanmasi / siitiin sogukta santrifiij edildikten sonra ayrilan silipernatanin
mayalanmasi) her bir Ornekte, pihtilasan kisimdan geriye kalan peynir alti suyu
enzim aktiviteleri karsilagtirllmis ve mayalama isleminin %3 (v/v) n-biitanol ile
muamele sonrast uygulanmasiyla maksimum ALP aktivitesi gozlenmistir.
Mayalanma - %3 biitanol ile homojenizasyon / %3 biitanol - mayalanma / santrifiij -
mayalanma islemleri sonucu her basamaktaki 6rnege JFK islemi uygulanmis ve elde
edilen enzim aktiviteleri sirasiyla, 32,418; 112,637 ve 47,253 EU/mIl olarak
Ol¢iilmiistiir (Tablo 3.20-3.22). Dolayisiyla ALP aktivitesi, kazein ¢oktiirme oncesi
n-biitanol homojenizasyonunun yapildig1r saflastirma yonteminde daha yiiksek
bulunmustur ve elde edilen deneysel bulgular, biitanoliin mayalama asamasindan
once kullanilmastyla, siitlin santrifiij edilip 2. adimda mayalanmasina nazaran enzim
aktivitesinin yaklasik 2 katina ¢iktigini gostermektedir. Bu sonug, ALP’nin yaklagik
%30-%40° min yag globiil membranlarina bagli olup, geri kalan enzimin yagi
ayrilmig siitte bulunan serbest lipoprotein partikiilleriyle baglantili oldugu [57]
teorisini dogrulamaktadir. Ilaveten, her ii¢ ydntem icin de olgiilen aktiviteler ve
Bradford yontemi ile hesaplanan protein miktarlar1 kullanilarak, saflastirma
katsayilart ve % verimler sirasiyla; 8,586 - 0,996 %, 53,430 - 3,475 %, 72,380 -
1,445 % olarak belirlenmistir (Tablo 3.20-3.22).

Her bir yontem i¢in, kazein ¢Oktiirme sonrasi elde edilen peynir alti suyu
proteinleri, 0,1 M Tris-Base (pH: 10) tamponu ile dengelenmis Sephadex G-100 jel
filtrasyon kolonuna tatbik edilip ayni tampon ile eliiye edilerek, toplanan 2 ml’lik
fraksiyonlara ait protein absorbans degerleri 280 nm’de okunmustur. Her bir eliiata
ait enzim aktivite degerleri Olciildiikten sonra yiliksek aktiviteli enzim saflagtirma

tablosunun olusturulmasinda kullanilmistir. Yukarida belirtildigi gibi, ¢calismada elde
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edilen en yiiksek saflastirma katsayilari sirasiyla; 72,38 ve 53,43 olarak bulunmustur
(Tablo 3.21, 3.22). Bu deneysel veriler, literatiirde daha 6nce siit alkalen fosfatazi ile
yapilan ¢alismalar ve ALP’nin diger izoenzimleriyle karsilastirildiginda daha yiiksek
saflastirma katsayis1 elde edilmistir. Ornegin; ¢ig inek siitiinden izole edilen ALP
icin, Concanavalin A Agaroz afinite jeli ve elektroeliisyon yontemi kullanilarak
yapilan saflastirmalarda, saflastirma kat sayilari sirasiyla 7,4 ve 8,5 kat bulunmustur.
Saflagtirma prosediiri, Macro-Prep High Q Anyon Degisim Kromatografisi,
Sephacryl S-200 ve Concanavalin A Agarose Afinite Kromatografisinden
olusmaktadir [21]. Insan plazental ALP enzimi igin, n-biitanol ekstraksiyonu, % 95
(NH4)2SO,4  ¢oktiirmesi, 1s1l muamele ve Sephadex G-200 jel filtrasyon
basamaklarinin uygulandigi saflastirma prosediirii ile 29,1 kat saflastirma kat sayisi
elde edilmistir [106]. Zhang et al. (2001), Baculovirus Ekspresyon Vektor Sistemi
tarafindan salgilanan alkalen fosfatazi (SEAP), hiicre ve virlis spernatanini
kullanarak elde ettikleri konsantre ham ekstrakttan izole etmislerdir. 4-amino benzil
fosfonik asidin, histidil-epoksi gruplariyla aktiflestirilmis Sefaroz matriksine
baglanmas1 suretiyle elde edilen afinite kolonu kullanilarak, SEAP enzimi afinite

kromatografisi ile 27 kat saflagtirilmistir [107].

Siit alkalen fosfatazinin, 150 kDa’dan daha yiiksek molekiil agirligina sahip
olan bobrek, beyin ve karaciger alkalen fosfatazlarina benzer olarak ayni gruba ait
oldugu belirtilmektedir [108]. Calismamizda siit ALP enziminin saflik kontrolii igin
yapilan SDS-PAGE elektroforezinde, markerin 72-95 kDa araligina denk gelen kalin
bir bant goriintiilenmesiyle enzimin her bir molekiiler agirlig1 yaklasik 85 kDa olan
homo-dimerik iki alt birimden olustugu [17] teorisi dogrulanmaktadir (bkz. Sekil
3.25). Sekil 3.24°de belirtilen Native-PAGE elektroforezinde ise ¢okelek ve JFK
numunelerine ait bantlarda, enzim denatiire olmadigindan tek band goriinimi
mevcuttur. Ayrica ¢Okelekte kazeinin tam olarak ayrilamadigr goriilmektedir.
Literatiirde Linden ve Alais (1978), inek siitiinden izole edilen ALP’nin SDS-PAGE
elektroforezinde, dimerik yapida olup 6zdes iki alt birimden olustugunu
belirtmiglerdir [108]. Diger yandan, Dinnella ve arkadaslar1i (2004) tarafindan
enzimin 6zdes iki alt birimden olustugu belirtilmeksizin molekiiler agirligi 180 kDa
olarak rapor edilmistir [84]. Vega-Warner ve arkadaslari (1999) ise enzimin molekiil
agirhgimi 187 kDa olarak belirlemislerdir [21]. Bunun yam sira, inek siitiinde

enzimin 2 ile 4 arasinda degisen izoformlarmin oldugu ve [109,110] sigir siitii
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alkalen fosfatazinin a, B, y olmak iizere ii¢ izoformadan olustugu belirtilmistir [109].
Siitiin yagsiz kisminda enzimin baskin olan formu o iken, B formu da kompleks
kuaterner yapisindan dolayr daha yiiksek molekiil agirli§ina sahip olup yag globiiler
membranlara bagli olarak bulunmaktadir [21]. Baskin olan o formunun izoelektrik
noktasi 5,4-6,0 civarinda bulunmus iken [21], bu deger Chuang ve Yang (1990)
tarafindan 5,5 olarak rapor edilmistir [111]. Mikrobiyal kaynakli ALP’nin izoelektrik
noktasi ise 6,0-6,9 civarinda rapor edilmistir. Izoelektrik odaklama metodu ile
membran-bagli ALP’nin yan1 sira mikrobiyal ALP (pl: 6,0-6,9) gibi enzimin gesitli
formlarinin elde edilmesi, igerdikleri siyalik asit rezidiilerinin farkliliklarindan

kaynaklanmaktadir [21].

Enzimlerin ayn1 reaksiyonu katalizleyen farkli izo enzimleri, farkli amino asit
dizilimlerine sahip olup, elektroforez veya izo elektrik odaklama teknikleri ile
birbirlerinden ayrilabilmektedir. Ayrica, siit ALP enziminin {i¢ ayr1 formunun (o, j3,
v) da molekiiler agirliklarimin farkli oldugu rapor edilmistir [7] Bu durumda,
calismamizda SDS-PAGE elektroforezinde goriintiilenen 130-250 kDa araligina
denk gelen bandin farkli bir protein olma ihtimalinin yani sira, enzimin farkli bir

izoformu oldugu diisiiniilebilir (bkz. Sekil 3.25).

Tablo 1.4‘de belirtilen enzimlerin molekiil agirliklarini inceleyecek olursak;
Plazmin 88 kDa, Asit Fosfataz 42 kDa, dimerik yapida olan Ksantin Oksidaz
enziminin dogal molekiil agirligi 300 kDa, ¢izelgede yer almayan ve siitte bulunan
diger enzimlerden ise Laktoperoksidaz 78 kDa ve Lipaz 100 kDa olarak rapor
edilmistir [101]. Levinson ve Ellory tarafindan, Asetilkolinesteraz enziminin tek bir
monomerinin 75 kDa olarak bulundugu ve farkli izoformlarinin 60-400 kDa arasinda
yer aldig1 belirtilmistir [112]. Schrader ve arkadaslarina gore, Katalaz ve Aldolaz
enzimlerinin molekiil agirliklart sirasiyla, 240 ve 158 kDa olarak gostermislerdir
[113]. McSweeney ve Fox tarafindan ise, siit katalaz enziminin SDS-PAGE
elektroforezinde 11°den 55 kDa agirligina kadar uzanan 5 alt birime ayrildig1 rapor
edilmistir [114]. Siitte bulunan diger enzimlerden Siiperoksit Dizmutaz (SOD)
enziminin molekiil agirligi yaklagik 31-33 kDa, L-Laktat Dehidrogenaz enzimi, 140
kDa molekiiler agirliga sahip tetramerik yapida ve y-Glutamil Transferaz ise 80 kDa
olarak rapor edilmistir [103]. 80 kDa molekiiler agirliga sahip y-Glutamil
Transferazin (Transpeptidaz), SDS-PAGE’de 57 ve 25 kDa olmak iizere iki
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heterodimer yapiya sahip oldugu belirtilmistir [11]. Fox ve Kelly tarafindan, N-asetil
glukozaminidazlarin A ve B izoformlarinin her birinin sirasiyla 55 ve 25 kDa olmak
tizere heterodimer yapidan olustuklar1 ve SOD’nin 6zdes iki alt birimden (16 kDa)
meydana geldigi bildirilmektedir. Siilfidril Oksidaz’in tek bir monomeri 89 kDa
olup, siitte buluna Aldolaz enzimine 6zgii kDa degeri belirtilmezken, tavsan kasindan
izole edilen Aldolaz’in her bir alt birimi 40 kDa olan homotetramer yapiya sahip
oldugu rapor edilmistir. Her biri 4 6zdes alt birimden (21 kDa) olusan tetramerik
enzim Glutatyon Peroksidaz ise, siitte az miktarda bulunmaktadir. Ayrica
Riboniikleaz enziminin de 13,68 kDa molekiill agirligina sahip oldugu rapor
edilmistir [11]. NADH Dehidrogenaz enziminin dogal elektroforezinde molekiil
agirhginin 450 kDa’dan fazla oldugu belirtilirken, SDS-PAGE’de monomer
biriminin molekiil agirligi 17,5 kDa civarinda goriintiilenmistir [115]. Chakraborty
ve arkadaglan tarafindan Clostridium thermocellum tiiriine ait diyaforaz molekiil
agirhiginin 24 kDa oldugu rapor edilmistir [116]. Chen ve arkadaglari tarafindan ise
B-Galaktozidazin SDS-PAGE elektroforezinde 70 kDa civarinda tek band verdigi ve
[117] Rekombinant B-Glikozidazin SDS-PAGE’de 120 kDa molekiiler agirliginda
oldugu [118] tespit edilmistir. Diger bir kaynaga gore, kas hiicrelerine ait plazma-
membran ATPazlarin molekiiler agirligi 130-140 kDa araliginda iken, sarkoplazmik
retikuluma bagl izoformunun 100-110 kDa civarinda oldugu belirtilmistir [119].
NADH sitokrom bs rediiktaz enziminin molekiil agirligi SDS-PAGE’de 43 kDa
[120], Lenfosit 5’-Niikletidaz enziminin 130 kDa [121], Niikleotit Pirofosfatazlarin
cesitli izoformlarmin 127 kDa civarinda oldugu [122] ve inorganik pirofosfatazlarin
da ALP enzimi ile benzer ozellige sahip oldugu belirtilmistir [123]. Diger bir
kaynaga gore ise, insan ve hayvanlarda mevcut Alkalen Fosfataz’larin ayn1 zamanda
Pirofosfatazlar olarak gectigi de bildirilmektedir [124]. Lactobacillus casei tiirinden
izole edilen fosfohidrolazin (Glukoz-6-Fosfataz) ise tek bir alt biriminin 32 kDa olup
dimerik yapidan olustugu rapor edilmistir [125]. Bu bilgiler 15181nda, siitte mevcut
diger enzim veya izoenzimlerinin molekiil agirliklar dikkate alindiginda, gortilen iki
bandin ALP enzimine ait oldugu hipotezi dogrulanmaktadir (bkz. Sekil 3.25). Ayrica
diger bir kaynaga gore, siit Alkalen Fosfataz’min molekiiler agirliginin 170-190 kDa
oldugu belirtilmektedir [126].

Calismamizda, ALP enzimi i¢in p-nitrofenil fosfat substrati kullanilarak elde

edilen Ky ve Vmax degerleri sirasiyla 2,27 mM ve 555,56 EU/dk olarak
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bulunmustur. Njoku ve arkadaslari tarafindan, Lepus townsendii tiiriine ait tavsan
karacigerinden ekstrakte edilen ALP enzimine iligkin bu degerler sirasiyla 0,5 mM -
20*10° M/dk [127], ‘Fasiolopsis buski’ sinifindan bir bagirsak parazitinden izole
edilen ALP i¢in 2.5 mM - 16.67 uM/dk [128] ve Ahn ve Snow tarafindan ise siitte
bulunan membran bagli ALP i¢in Km degeri 0,456 mM olarak belirlenmistir [129].
Calismamizda bulunan Ky degerinin, enzimin membran bagl B formu ve diger
tirlerde bulunan izoformlarina ait Km degerleri ile benzer bulunmasinin, ortamda
farkli bir protein olma ihtimalinin yan1 sira, enzimin mevcut izoformlarindan ileri

geldigi diistiniilmektedir.

Calismada kullanilan p-nitro fenil fosfat disinda, Fox ve Kelly tarafindan
ALP enziminin diger substratlar1 sirasiyla; fenil fosfat (2,6-dibromokinon kloroimid
ilavesi ile mavi renkte iiriin olusumu - Scharer, 1938), fenol fitalein (kirmizi renkte
iriin olusumu- Huggins ve Talalay, 1948 ve Kleyn, 1978) ve adamantil-1,2-
dioksetan fenil fosfat (Girotti, Ferri, Ghini, Budini, ve Roda (1994) olarak rapor
edilmistir [11]. o ve B-Gliserol fosfat, 2 ve 3 fosfogliserat, Trioz fosfat, glukoz 1-
fosfat, glukoz 6-fosfat, frilktoz 1-fosfat, fruktoz-6 fosfat, fruktoz 1:6-difosfat,
Adenozin 3'-fosfat ve Adenozin 5'-fosfat ise Morton tarafindan belirtilen diger

substratlaridir [130].

Endiistriyel alanda, siitiin yeterince ve uygun pastorize edilip edilmediginin
anlasilmasinda ALP enzim aktivitesinden yararlanilmaktadir. Bu 6zelligiyle ¢ig siitte
dogal olarak bulunan ALP, siit endiistrisinin en 6nemli enzimidir. Pastdrizasyon
stirecinde enzim inaktivasyonundan yararlamilir [57]. Enzim, pastorizasyon
sicakligina gelindiginde inaktive olacagindan enzim aktivitesinin gdzlenmemesi
slitiin pastorize oldugunu gosterir [21]. Fakat, hayvanlara verilen gesitli veteriner
ilaclar tarafindan enzimin inhibisyonu s6z konusu oldugunda enzim aktivitesi
azalacagindan, daha pastorizasyon sicakligina ulasilmadan (72°C’de 15 saniye veya
63°C’de 30 dakika [6]) enzim inhibe olacak ve pastdrizasyon sicakligina ulasildig
yanilgisiyla olmasi gereken sicakliktan daha diisiik bir sicaklikta isleme son
verileceginden dogru bir pastdrizasyon gergeklestirilemeyecektir. Bu sebeple
calismamizda, veteriner ilag etkenlerinin siit ALP enzim aktivitesi {izerine inhibisyon

etkisinin olup olmadigi arastirilmistir.
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Tezde calisilan veteriner ilaglara ait siitteki MKL degerlerine Tiirk Gida
Kodeksinden (Teblig No: 2011/20) bakilmistir [59]. ALP enzim aktivitesi lizerinde
inhibisyon etki gosteren veteriner ilag¢ etkenleri igin ICso degerleri, % Aktivite/[1]
grafiginden hesaplandi. 1L siit yaklasik olarak 1,029 kg oldugundan, Gentamisin i¢in
sigir siitlerinde 100 pg/kg MKL degeri, Gentamisin Siilfat icin 0,183 uM
konsantrasyona karsilik gelmektedir. Calismada, Gentamisin Siilfat i¢in ICsp degeri
22,891 mM olarak bulundu. Sigir siitlerinde Metamizol i¢in 50 pug/kg MKL degeri,
Metamizol Sodyum i¢in 0,154 uM konsantrasyona esdeger iken, Metamizol Sodyum
icin bulunan ICsy degeri 312,13 mM’dir. Sigir, koyun ve kegi siitlerinde
Enrofloksasin i¢in 100 pg/kg MKL degeri 0,286 uM konsantrasyona denk iken,
etken i¢in bulunan ICsy degeri 58,43 mM’dir. Sigir, koyun ve kegi siitlerinde
Danofloksasin i¢in 30 pg/kg MKL degeri, Danofloksasin Mesilat i¢in 0,068 pM
konsantrasyona esdeger iken, Danofloksasin Mesilat i¢in bulunan 1Csy degeri 3,362
mM’dir. Balik harig, hayvansal gida olarak tiiketilen tiim tiirlere ait siitlerde,
Kanamisin i¢in 150 pg/kg MKL degeri, Kanamisin Silfat i¢in 0,265 uM
konsantrasyona esdeger iken, Kanamisin Siilfat i¢in bulunan ICso degeri 27,274
mM’dir. Siilfonamid grubuna ait tiim maddeler i¢in sigir, koyun ve kegi siitlerinde,
100 pg/kg MKL degeri, Siilfadimidin Sodyum igin 0,343 uM konsantrasyona
esdeger iken, Siilfadimidin Sodyum igin bulunan ICsy degeri 98,12 mM’dur.
Furosemid ve Toldimfos i¢in MKL degeri belirtilmemekle birlikte elde edilen ICs
degerleri sirasiyla; 2,188 ve 126,31 mM olarak hesaplandi. Hayvansal gida olarak
tilketilen tiim tiirlerde, Neomisin i¢cin MKL degeri siitte 1500 pg/kg iken, bu deger
Neomisin Siilfat i¢in 1,698 uM’a karsilik gelmektedir. Fluniksin tiirevi i¢in sigir
stitlerinde bulunan MKL degeri de 40 pug/kg iken, Fluniksin Meglumin i¢in bu deger
de 0,084 uM’a karsilik gelmektedir. Fluniksin Meglumin enzim aktivitesi {izerinde
inhibisyon etki gostermezken Neomisin Siilfat i¢in bulunan 1Csy degeri 24,48
mM’dir (bkz. Tablo 3.43). (-)- Tetramisol HCI (levamisol izomeri) i¢in bulunan ICs
degeri ise 45,48 uM olarak belirlenmistir. Bu sonug, literatlirde daha 6nce levamisol
ile yapilan inhibisyon calismasiyla da dogrulanmaktadir [131]. Diger yandan
Atropin Siilfat, Oksitetrasiklin HCI, Marbofloksasin, Doksisiklin Monohidrat ve
Tilozin ALP enzim aktivitesini arttirirken (Sekil 3.27, 3.33, 3.36, 3.38, 3.39);
Deksametazon 21-Undekanoat, Tilmikosin ve Florfenikoliin enzim aktivitesini

etkilemedigi goriilmiistiir (Sekil 3.31, 3.37, 3.41). Enzim aktivitesini etkilemeyen ve
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enzimi aktive eden diger etkenlere ait MKL degerleri de ICsy degerleriyle birlikte
belirtilmistir (bkz. Tablo 3.43). Glikokortikoid sinifindan olan Deksametazon igin
stitte tespit edilen maksimum kalint1 limiti (bkz. Tablo 3.43), Deceuninck ve

arkadaglar1 tarafindan rapor edilen MKL degeri ile de uyusmaktadir [132].

Gentamisin  Siilfat, Metamizol Sodyum, Enrofloksasin, Danofloksasin
Mesilat, Kanamisin Siilfat, Siilfadimidin Sodyum, Furosemid, Toldimfos Sodyum ve
Neomisin Siilfat icin elde edilen ICsy degerleri tetramisol (levamisol) ile
karsilastirildiginda, enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkilerinin daha zayif oldugu
tespit edildi. Ayrica % enzim aktivitesini yariya diislirebilmek icin gerekli ilag
inhibitor konsantrasyonu (ICsp), maksimum kalint1 limitinin {istiinde oldugundan,
stite gecen ilag kalintilari, % ALP enzim aktivitesini yartya diisliremeden daha az
oranlarda inhibe edecektir. Bu durumda bu ilaglarin, siitiin pastérizasyon islemine
olumsuz etkilerinin bilinen inhibitoriine (levamisol) gore [133] daha az oldugu

sonucu ¢ikarilabilir.

Larry ve arkadaslari, diiiretik olarak bilinen [134] furosemidin, hamile
sigirlarin siit bezlerindeki fizyolojik ddemin giderilmesinde kullanildigint rapor
etmiglerdir. Ayrica ineklerde furosemid siite gectiginden, viicuda verilmesinden
itibaren siitten 48 saatlik bir ayrilma siiresinin oldugu bildirilmistir [ 135] Tavsanlarda
Pasteurella, Salmonella ve E.Coli kaynakli solunum yolu ve bagirsak
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan [136] oksitetrasiklin, ineklerde brons-
akciger, meme ve rahim iltihaplarinin iyilestirilmesinde de kullanilir. Bu nedenle ilag
kalintilarinin siitte de bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Yine hayvanlarda, meme ve
rahim iltihaplartyla birlikte; koksidiyoz (kanli ishal), aktinobasilloz ve solunum
sistemi enfeksiyonlar siilfonamid yapisindaki ilaglar ile tedavi edilmektedir [137].
Aktinobasilloz, gevis getiren hayvanlarda yumusak dokularin lenf nodiillerinde,
gram (-) bakterilerin neden oldugu abselesme ile karakterize edilen kronik bir
enfeksiyonel hastaliktir [138]. Siilfadimidinler, Tiirkiye’de ¢iftlik hayvanlarinda da
kullanilmaktadir [137]. Ek olarak, anti-mikrobiyal danofloksasinin Otero ve
arkadaglar tarafindan meme iltihaplarinda 6 mg/kg terapotik dozda kullanildigi rapor
edilmistir [139]. Ilaveten, danofloksasin, marbofloksasin, tilmikosin ve tilozin i¢in
Teblig No: 2011/20° ye gore siitte tespit edilen maksimum pg/kg kalinti limitleri
(bkz. Tablo 3.43), Vidal ve arkadaslari tarafindan rapor edilen MKL degeri ile de
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uyusmaktadir [140]. Marbofloksasin ineklerde meme iltihaplarinin iyilestirilmesinde
kullanilmaktadir [141]. Avcr ve Elmas, tilozinin Mycoplasma ve gram pozitif
bakterilerine kars1 bakteriyostatik etki gosterdigini rapor etmislerdir. Tilozin serum
ve siit proteinlerine sirasiyla 25-47 % ve 15 % oranlarinda baglanmaktadir. Viicuda
verilen tilozinin siite hizla gectigi ve siitteki konsantrasyonunun, serum

konsantrasyonuna gore 5 kat daha fazla olabilecegi rapor edilmistir.

Tilmikosinin sigir ve buzagilarda, =zatiirreye sebep olan Pasteurella
multocida, Pasteurella haemolytica, Actinobacillus pleuropneumonia ve
Mycoplasma tiirlerine kars1 koruyucu ve terapotik amagli kullanildigi rapor edilmistir
[70].

Pastorizasyon islemi kadar siitiin kompozisyonu da endiistriyel agidan dnem
arzetmektedir. Siit proteinlerinin oran ve konsantrasyonlari, siitiin imalata uygun olup
olmadig1 konusunda biiyiik oranda etkilidir. Ornegin; ineklerde besin emiliminin
azalmas1 ve laktasyon donemindeki ineklere atropin verilmesi, siit proteinlerinin
tiretiminde azalmaya neden oldugu gibi ayn1 zamanda amino asitlerin kan-plazma
konsantrasyonlarindaki diisiisti de tetiklemektedir [142]. Diger yandan, atropin siilfat,
veterinerlikte kullanilan preanestetik bir ajan olup, kompetetif asetilkolin esteraz
inhibitorii olarak parasempatik etkiye yol agmasiyla, organofosfat ve karbamat

insektisitlerine kars1 spesifik panzehir 6zelligi gdstermektedir [72]

Amino glikozidik bir antibiyotik olan Gentamisin, mikromonosporlar
tarafindan sentezlenmektedir. Insan ve hayvanlarda gram (-) bakterilerin sebep
oldugu bakteriyel enfeksiyonlarin iyilestirilmesinde genis Slgiide kullanilmaktadir.
Gentamisin, ototoksisite ve nefrotoksisiteye yol agtigindan, siitte gentamisin
kalintisinin  belirlenmesi  6nemlidir [58]. Ayrica gentamisin, polar antibiyotik
olmasiyla ektraseliiler matrikse dagilimi ve renal filtrasyon mekanizmasi ile

eliminasyonu miimkiindiir [143].

Florfenikol,  veterinerlikte = genis  spektrumlu  antibiyotik  olarak
kullanilmaktadir. Bakteriyostatik (bakteri gelisimini engelleyen) 6zelligiyle bakteri
hiicrelerinde protein sentezini engeller [144]. Florfenikol kalintis1 bulunan sigir,
koyun, kegi siit ve yumurtalar1 ve Doksisiklin kalintis1 iceren sigir siitlerinin insan

tilketimine sunulan hayvanlarda kullanilamayacag ve diger MKL degeri verilmeyen
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ilaclarda ise bu limitin gerekmedigi rapor edilmistir. Furosemidin ise sadece damar
ici uygulanmasinda kalint1 limiti gerekmemektedir. Levamisol tiirevi olan Tetramisol
ise Teblig No: 2011/20 sartnamesinde belirtilmemistir [59]. Diger bir kaynaga gore,
levamisoliin siitten uzaklagsmasinda iki giinliik bir atilim siiresinin siitiin
korunmasinda yeterli olacagi ve maksimum kalinti limitinin 0,01 ppm oldugu
belirtilmistir [145]. 0,01 ppm birimi 10 ug/kg’a karsilik gelmektedir. (+)-2,3,5,6-
Tetrahidro-6-fenilimidazo [2,1-b] tiyazol HCI (tetramisol hidrokloriir, TMS),
parazitik enfeksiyonlarin iyilestirilmesinde kullanilan kiral antihelmintik bir ilagtir.
Bilesigin, levo-izomeri olan ve daha ¢ok levamisol (LMS) aktivitesinin goriildiigi
rasemik karigimdan olustugu rapor edilmistir. L-enantiyomer Levamisol birgok
tilkede insanlar i¢in antihelmintik ve malign (kotiiciil) hastaliklar1 tedavi edici olarak
kullanilirken, rasemik form tetramisol ise veteriner ila¢ olarak kullanilmaktadir
[146]. (S)-Levamisol HCI, insanlarin kullanimi ig¢in onaylanmis antihelmintik bir ilag
gibi farelerde tiimor gelisimini engelleyerek anjiyogenetik inhibitor roli
oynamaktadir. Ayni zamanda, farkli kanser tiirleri i¢cin kemoterapi tedavisinde
immiino uyarici adjuvan olarak islev gdrmesinin yanisira; romatoid artritin (RA, agr1
ve eklem asmmasi sebebiyle Onemli oranda hareket kaybimin goriilmesi)

iyilestirilmesinde de kullanilmaktadir [147].

Arslan ve arkadaslar1 tarafindan, fosforik asit tiirevi olan Toldimfos
Sodyum’un (4-dimetil amino-2-metil-fenil-fosfinik asit sodyum tuzu) geng
hayvanlarda gelisim ve beslenme ile ilgili rahatsizliklar i¢in, dogum ve dogum 6ncesi
periyotlara bagl olarak gelisen hastaliklardan korunma amagli ve kemik gelisimi,
kasilma, kismi fel¢ gibi kalsiyum, magnezyum ve fosfor metabolizmalariyla
baglantili rahatsizliklarin 1iyilestirilmesinde kullanildigi rapor edilmistir [64].
Ornegin, bagirsaklardan fosfor emiliminin azalmasma bagli olarak gériilen
hipofosfatemi hastaliginin tedavisinde kullanilan kan pihtilastirict 6zellige sahip cay
bitkisi, kirmizi renkte idrar olusumunu engeller. Cay bitkisinin yaninda hayvanlara
alternatif tedavi yontemi olarak toldimfos sodyum da birlikte verilir [148]. Anti-
enfektif profilaksi ve agr1 kesici 6zellige sahip olan metamizol ise dogum sonrasi
kanamay1 Onleyici [149] olarak kullanilan non-steroidal anti-enflamatuar ilag
grubuna dahil bir pirazolon tiirevidir [63]. Metamizol i¢in Teblig No: 2011/20° ye
gore siitte tespit edilen maksimum kalint1 limiti (bkz. Tablo 3.43), Jedziniak ve

arkadaglar1 tarafindan rapor edilen MKL degeri ile de uyusmaktadir [150].
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Prednizolonun sentetik analogu olan deksametazonun da g¢esitli hormonal ve
metabolik etkileri olan baskin bir anti-enflamatuar terapétik ajan oldugu rapor
edilmistir. Hayvanlar iizerine uygulanan deneysel calismalarla da dekzametazonun
bircok steroide gore daha iyi anti-enflamatuar aktivite gosterdigi belirtilmistir. Sedef
hastaligl, egzama, eklem iltihaplarinin yam1 sira katarakt ameliyatindan sonra
verilmektedir [64]. Hayvanlarda, 6deme bagli olarak gelisen beyin tiimorlerinin

iyilestirilmesinde de kullanilmaktadir [151].

Mitchell tarafindan enrofloksasinin gram-pozitif ve gram-negatif patojenik
mikroorganizmalara kars1 anti-bakteriyel aktivite sergilemesinin yani sira intraseliiler
patojenleri kontrol amagli kullanildigi da rapor edilmistir [152]. San Martin ve
arkadaslarina gore, sigir siitiinde enrofloksasin kalintisinin saptandigi limit 1 ml’de 5

ng olarak tespit edilmistir [153].

Tetrasiklinler; karaciger hasari, dislerde sararma ve toksik Ozellikleri
sebebiyle gastrointestinal rahatsizliklara da yol agabilirler. Diisiik konsantrasyonlarda
bile alerjik reaksiyon verebilirler. Ayrica uzun periyotlarda tiiketimi, mikrobun ilaca
direnci ile ilgili problemleri de tetikleyebilir. Bu sebeple tetrasiklinlerin et ve
yumurtanin yani sira siitteki maksimum kalint1 limitleri de 100 pg/kg olarak rapor
edilmistir [66].

Kanamisin de yaygin olarak kullanilan bir amino glikozid antibiyotik olup
hayvanlardan elde edilen gidalarda kanamisin kalintisinin ciddi yan etkilere sebep
olabilecegi rapor edilmistir [154]. Kanamisine spesifik bir sensor ile ilacin siitteki
kalintis1 tespit edilmistir [155]. Yine amino glikozid antibiyotik olan neomisin
kalintisina inek siitlinde rastlanmasi, laktasyon doneminde iken hayvanin siit

bezlerine neomisin siilfat infiize edilmesinden kaynaklandigi rapor edilmistir [156].

Siit bezlerinde olusan iltihaplar i¢in antibiyotik terapiyi tamamlayict olarak
fluniksin megluminin de kullanildigi rapor edilmistir. Fluniksin, non-narkotik
analgezik olmasinin yani sira ates diisiiriicii 6zellige de sahiptir. Veterinerlikte
fluniksin daha ¢ok fluniksin meglumin ¢dziiniir formunda kullamlir. Tlacin kullanim
siirecinde ve uygulandigindan itibaren 24 veya 36 saat igerisinde tiiketime
sunulmamasi gerektigi rapor edilmistir [62]. Sonug¢ olarak yapilan caligsmalarda

asagidaki bulgular elde edilmistir:
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1) Enzimin siitten izolasyonunda en uygun organik ¢oziicli tespit edilerek

optimizasyon ¢alismasinin yapilmaistir,

2) Amonyum siilfat ¢oktiirme araliklarinin tespit edilmesiyle elde edilen
cokelek ile maya oOrnekleri JFK’dan gegirilerek Olgiilen enzim aktiviteleri ve
saflastirma dereceleri karsilastirilmistir. Enzimin maya numunelerinde siitten daha

iyi ayrildig tespit edilmistir,

3) Dogal jel elektroforezi (Native-PAGE) ve SDS-PAGE elektroforezleri ile

enzimin her bir numunedeki yaklasik molekiiler agirliginin tespit edilmistir,

4) Optimum sartlarda enzimin p-nitrofenil fosfat substratina karst Ky ve

Vmax degerleri bulunmustur,

5) Enzimin farkl veteriner ilaglara karsi ilgisi arastirilarak ilag etkenlerine ait
ICs0 degerlerinin bulunmus ve enzim iizerinde inhibisyon etki gdsteren ilaglarin

enzimin poten inhibitorii levamisole gore zayif inhibitdri belirlenmistir,

6) Tespit edilen 1Csy degerleri, Tiirk Gida Kodeksinde (Teblig No: 2011/20)

belirtilen ilaglara ait maksimum kalint1 limitleriyle karsilastirilmistir.
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