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OZET

LAKTOPEROKSIDAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE BAZI
BILESIKLERIN BU ENZIiM UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI
DOKTORA TEZI
BESTE SIiPAL
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR SEMRA ISIK)

(ES DANISMAN: DOC. DR. SERAP UZUNOGLU)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2016

Laktoperoksidaz (LPO) enzimi (E.C.1.11.1.7) memelilerin siitiinde,
gbozyasinda ve tikiiriglinde bulunan, prostetik grup olarak hem grubu iceren bir
glikoproteindir.

Bu c¢aligmada sigir laktoperoksidaz (LPO) enzimini saflastirmak i¢in yeni
bir afinite jeli sentezlendi. CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B matriksi iizerine
uzant1 kolu olarak etilendiamin baglandi ve ligand olarak enzimin inhibit6rii olan
4-izotiyosiyonat benzen sulfonamid kullanildi. Sentezlenen bu afinite jeli ile sigir
stitinden LPO enzimi saflastirilmistir.

Enzimin safligi SDS-PAGE ile kontrol edilmis ve 80 kDa civarinda tek
bant elde edilmistir. Saf enzimin kinetik sabitleri (Km ve Vimax) Lineweaver-Burk

yontemi ile saptanmustir. Kv Ve Vmax degerleri swrasiyla 1,4 mM ve
1000 U/mLdak. olarak belirlenmistir.

Farkli iyonik siddet, pH ve sicakliklarda kolon sartlar1 incelenmistir. Bu
calismalar sonucunda optimum sartlar su sekilde belirlenmistir; iyonik siddet i¢in
dengeleme ve yikama tamponunda Na,SO, igermeyen, baglanmanin en iyi oldugu
pH 6 ve sicaklik 25°C olarak belirlenmistir..

Baz1 veteriner ilaglar1 ve tarimda kullanilan bazi pestisitlerin enzim
iizerindeki etkileri incelenmis, inhibisyon gosteren bilesikler i¢cin ICso degerleri
saptanmistir.  Bu degerlere bakildiginda, pestisitlerin ve veteriner ilaglari
tiirevlerinin tamami LPO enzimini inhibe ettigi gozlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Laktoperoksidaz enzimi, glikoprotein, afinite
kromatografisi, veteriner ilaci, pestisit, inhibisyon, ligand, aktivite.



ABSTRACT

PURIFICATION OF LACTOPEROXIDASE ENZYME AND
INVESTIGATION EFFECTS OF SOME COMPOUNDS ON THIS
ENZYME
PH.D THESIS
BESTE SIPAL
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
CHEMISTRY
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. SEMRA ISIK )
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. SERAP UZUNOGLU )
BALIKESIR, JUNE 2016

Lactoperoxidase (LPO; E.C.1.11.1.7) is a glycoprotein which presents in
mammalian milk, tear, and saliva, which contains prosthetic heme group.

In this study, a new affinity gel was synthesized to purify bovine
lactoperoxidase (LPO) enzyme. Ethylenediamine was bound to CNBr-activated
Sepharose-4B matrix as a spacer arm, and 4-izotiyosiyonat benzenesulfonamide
which is an inhibitor of the enzyme was used as ligand. LPO enzyme was
purified from the bovine milk by this affinity gel.

The purity of the enzyme was checked by Sodium Dodesyl Sulfate
Polyacrilamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) and a single band around
80 kDa was obtained. The kinetic constants of the pure enzyme (Kyv and Vmax)
were calculated by Lineweaver-Burk method. Ky and Vmax values were
determined as 1,4 mM and 1000 U/mLdak., respectively.

Column conditions were investigated in the different ionic strength, pH
and temperature. As a result of these studies, optimum column conditions were
detected as follows; for the ionic strength, the best binding values were detected
as pH 6 and 25 °C for the Na,SO, free equilibration and washing buffers.

The effects on the enzyme of some veterinary medicine and pesticides
used in agriculture were examined and ICso values were determined for the
compounds which show inhibition effect. When we consider these values, It is
observed that all of the pesticides and the derivatives of the veterinary medicines
inhibited the LPO enzyme.

KEYWORDS: Lactoperoxidase enzyme, glicoprotein, affinity chromatography,
veterinary medicines, pesticide, inhibition, ligand, activity.
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1. GIRIS

1.1  Peroksidazlar (POD)

Peroksidazlar, (H,O; -Oksidorediiktaz E.C, 1.11.1.7); biyolojik sistemlerde
antioksidatif etki gdsteren enzimlerin en Onemlileri arasinda sayilabilir [1].
Peroksidazlar, H»O, (hidrojen peroksit)’i kullanarak organik ve inorganik
substratlarin oksidasyonunu gergeklestirirken, fenoller, hidrokinonlar, hidrokinonoid
aminler (yalnizca benzidin tiirevleri) gibi ¢ok sayida aromatik komponentlerin
dehidrojenasyonunu gergeklestirirler. Bu molekiiller arasinda 2- krezol, 2-toluidin,
guaiacol, pirogallol, homovonillinik asit, hidrokinon, 1,2 ve 1,4-fenilendiamin,
lokomalasit yesili, 2,6-diklorofenolindifenol, 4,4-diaminodifenilamin, propiyonil
promozin, benzidin, o-tolidin, di-0-anisidin ve baz1 azo boya tiirevleri gosterilebilir
[2, 3].

Peroksidazlar; hayvanlarda, at turpu, ananas, incir, baklagiller, misir, 1spanak
ve tiitlin gibi yiikksek bitkilerde, mayalarda, mantarlarda ve bakterilerde
bulunmaktadir.  Memelilerde bulunan peroksidaz enzimleri; siitte, lokositlerde,
trombositlerde, karacigerde, dalak, uterus, tiikiiriikk bezleri ve akciger duvarlarinda,

sitoplazma, mitokondriler, mikrozomlar ile lizozomlarda lokalize olmus halde

bulunmaktadir [2].

Peroksidazlarin prostetik gruplari protohemdir. Bu da bir¢ok hemoproteinin
aksine apoproteine gevsek sekilde baghidir. Peroksidazlar tarafindan katalizlenen
reaksiyonlarda H;O,; elektron akseptorii olarak gorev alan askorbat, kinonlar ve
sitokrom C gibi birgok maddenin zararma olacak sekilde indirgenir [4].
Peroksidazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar kompleks bir yapiya sahiptir ve

genel olarak asagidaki gibi gosterilen reaksiyonlari katalizlemeyi gergeklestirirler

[3].



POD

Sekil 1.1: Peroksidazlarin sentez reaksiyonlari.

Peroksidazlar ¢esitli aromatik bilesikleri substrat olarak kullanarak,

metabolizma esnasinda ortaya ¢ikan H;O;’ nin zararl etkisini ortadan kaldirmaktadir

[5].

Ornek vermek istersek katekolun oksidasyonunu gosterebiliriz;

HO OH O (0]

Peroksidaz
+ HzOz > + 2 H20

( indirgenmi§ Katekol ) ( Yiikseltgenmis Katekol )

Sekil 1.2: Katekol’iin oksidasyonunun genel gésterimi.

Oksitleyici 6zellige sahip, biyolojik sistemler sonucu olusan H,O, nin vakit
kaybetmeden ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu Onemli gorevi hiicrelerdeki
antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri gergeklestirir [6].
Antioksidan enzimlerin ayn1 zamanda serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirarak

biyolojik oksidatif hasarlar1 engelledigi bilinmektedir [7].

Peroksidazlar spesifik aktivite, substrat ilgisi, kofaktorler, inhibitorlere karsi
duyarli ve optimum pH gibi farkli biyokimyasal ozelliklere sahip ¢ok sayida

izoenzimlere sahiptirler [8].



Organizmada ilk olarak peroksidazin protein kismi sentezlenirken enzim
fonksiyonel 6zellige sahip degildir. Holoenzim, hem grubu ile apoproteinin bir araya
gelmesiyle fonksiyonellik kazanir [3, 8].

Peptid =zinciri t{izerinde bulunan ikinci prostetik grup glikozid yan
zincirleridir. Bir¢ok peroksidaz izoenzimleri, molekiiler agirliklarinin % 15-17’si
kadar karbohidrat igermektedir [3]. Hem grubu ve glikozidik gruplarindan baska
kalsiyum (Ca®") iyonu da peroksidazin olusumu ve yapisal devamliligi i¢in
gereklidir [3, 8].

Siit yiiksek diizeyde besin igerigine sahiptir. Buna ilaveten siit proteininin
bir¢ok faydali fonksiyonlart oldugu bilinmektedir. Son yirmi yildir siitiin biyolojik
ozellikleri, gerek bilimsel gerekse endiistriyel alanda dikkat ¢ekmeye baslamistir.
Siitiin 6nemli enzimi ise laktoperoksidazdir [9, 10]. Tablo 1.1°de sigir siitii
proteinlerinin konsantrasyonlari, molekiil agirliklar1 ve biyolojik fonksiyonlari

gosterilmistir.



Tablo 1.1: Sigir siitii proteinleri.

Konsantrasyon Molekiil
Protein (o/L) Agirhg Biyolojik Fonksiyon
Kolostrum Stit Dalton
Antimikrobiyal,
Laktoperoksidaz 0.02 0.03 78000 immunoglobulin
ve laktoferin ile sinerjetik etki.
Retinol tastyicisi, potansiyel
) antioksidan, biyoaktif peptitler
a-Laktalbumin 8.0 3.3 18400 o o
icin precursor, yag asitlerini
birlestirir.
Spesifik immune koruma
. . 15000 - (antibodiler ve complement
Immunoglobulinler 20-150 0.5-1.0 .
1000000 sistemi), biyoaktif petitler i¢in
potansiyel precursor.
Glikomakropeptit 2.5 1.2 8000 Antimikrobiyal, antitrombotik.
Kazeinler Iyon tagtyici
26 28 14000-22000 - 5 3 o o ok
(051, G52, B ve K) (Ca*, PO, ¥, Fe*', Zn*, Cu™")
Antimikrobiyal,
Lizozim 0.0004 0.0004 14000 immunoglobulin
ve laktoferin ile sinerjetik etki
Proteoz-peptonlar N/A 0.8 4000-40000 Potansiyel mineral tastyici
Serum albumin 1.3 0.3 66300 Biyoaktif petitler i¢in recursor
Antimikrobiyal, antioksidan,
anti kanserojenik, anti
. flamatuar, demirin tasimnmasi,
Laktoferrin 15 0.1 80000
hiicre biiyiime diizenleyici,
immunomodiilator, biyoaktif
petitler i¢in precursor




1.2  Laktoperoksidaz Enzimi

Laktoperoksidaz enzimi (LPO: Hidrojen Peroksit Oksidorediiktaz
E.C. 1.11.1.7); 1940’1 yillarda sigir siitiinde belirlenmistir. Laktoperoksidaz enzimi
memelilerin siitiinde, gozyasinda, tiikriigiinde ve hava yollar1 yiizey sivisinda bulunur
[11, 12]. Enzim 78 431 Da molekiil agirligina sahip hem grubu igeren bir
glikoproteindir [13, 14, 15]. LPO enzimi patojen mikroorganizmalara kars1 ve yeni
dogan bebeklerin sindirim sisteminden salgilanan, savunmada onemli bir rol

oynayan, siit i¢erisinde salgilanan bir oksidorediiktazdir [13].

Laktoperoksidaz enzimi yapisinda proteinle birlikte % 0.07 Fe?* icermesi
sebebiyle metalloprotein grubunda yer almaktadir. Yapida bulunan bu demir atomu
enzimin katalitik merkezinde bulunan hem grubunun bir pargasini olusturmaktadir.
LPO’da yer alan hem grubu enzimi distilfit kdpriileriyle sikica baglayan protoporfirin
[X’dan meydana gelmektedir [16]. Enzimdeki peptit zincirinde 612 amino asit
rezidiisii ve 15 yar sistin rezidiisii bulunmaktadir [17]. LPO enziminin izoelektrik
noktas1 9.6 dir [16, 18].

Laktoperoksidaz enzimi % 8-10 karbohidrat i¢eren ve glikoz baglayici bolge

bulunduran molekiildiir [17].

LPO enziminin sekonder yapisi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, molekiillerinin
% 65 B yapisinda, % 23 o yapisinda ve % 12’sinin diizensiz yapida oldugu
belirlenmistir [19].



Tablo 1.2: Laktoperoksidaz enziminin 6zellikleri [16, 18].

Ozellikler Ortalama Deger
Molekiil agirlhigi 78 431 Da
Amino asit rezidiisii 612
Yari sistin rezidiisii 15
Izoelektrik nokta pH: 9.6
Karbohidrat igerigi % 10
Demir igerigi % 0.07
Hem yapis1 Protoporfirin IX
Sekonder yapisi %22 a,% 65

Laktoperoksidaz enzimi 73 °C sicaklikta 10 dakika etkisini kaybetmektedir.
Cig siitte bulunan laktoperoksidaz enziminin 50 ppm’inin 76 °C sicakliga 2 dakika
birakilmas1 enzimin % 98’lik kismmin, 72 °C’de 15 saniye birakilmasi ise enzimin
% 34’lik kismmin inaktif oldugu belirlenmistir [18, 27]. Enzimin etkisini

kaybetmesinde Ca** iyonlarmin sebep oldugu saptanmistir [27].

Laktoperoksidaz enziminin inek siitiinde A ve B olmak {izere iki fraksiyona
sahip oldugu belirlenmistir. Bu fraksiyonlarm 10 farkli sekli oldugu belirlenip,
bunlar A1, A2/1, A2/111, A3, B1, B2/I, B2/II, B3, B4 ve B5 olarak isimlendirilmistir
[20].



Laktoperoksidaz enzimi (LPO) Riboflavin varhgmda 1siga karst ¢ok
duyarhidir. Yapilan arastirmalar sonucunda siit birka¢ saat giin 1s18inda birakilirsa

LPO enziminin aktivitesinin dnemli 6lgiide azaldig1 belirlenmistir [20].

LPO enzimi H,O, mevcudiyetinde aromatik aminler, fenoller, aromatik
asitler, tirozin, triptofan, askorbat, nitrik ve tiyosiyanatik gibi bir¢cok elektron verici
bilesiklerin oksidasyonunu gerceklestirmektedir [4, 13, 21]. En yaygin bilinen
substratlart ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit), guaiacol ve
katekol gibi basit fenollerdir [22, 23, 24]. LPO enziminin hidrazinler tarafindan
inhibe edildigi bilinmektedir [13]. Ayrica enzimi tiyokarbamid bilesiklerinin inhibe
ettigi belirlenmistir [25].

LPO enzimi i¢in optimum sartlar belirlenmesine ragmen inhibitérleri tam
olarak bulunamamustir. Fakat gevresel kirleticiler, agir metaller arasinda bir grup
elementlerin enzimin Kkatalitik aktivitesi tizerine etkileri bilinmektedir [26].
Laktoperoksidaz ~ enzimi ile  H;O,’nin  varliginda yapilan ¢alismada
2-metoksifenol’un oksidasyonun mekanizmasi aydmlatilmis ve 2-metoksifenol’un

3,3"-dimetoksi-4,4-bifenokinone’a okside oldugu belirlenmistir [24].



OH O- o

OCH; OCH; OCH;
Peroksidaz
R D
H,0,

2-Metoksifenol

H™

H;CO OCHj;
H
H

H;CO OCH; H;CO OCH;
H
H

3,3'-Dimetoksi-4,4'-bifenokinone 3,3'-Dimetoksi-4,4'-dihidroksibifenil

Sekil 1.3: 2-Metoksifenol oksidasyonun mekanizmasi.

1.2.1 Laktoperoksidazin Antibakteriyel Etki Mekanizmasi

Laktoperoksidaz sisteminin antibakteriyel etki mekanizmasi yapilan

calismalar sonucunda aydinlatilmistir [28, 29, 30, 31].

Laktoperoksidaz sisteminin siitteki antibakteriyel etkisi H,O, varhiginda

kataliz ettigi reaksiyonla SCN ~iyonlarinin oksidasyonuna dayanmaktadir [32].

Bu oksidasyon reaksiyonu sirasinda olusan kisa Omiirlii ara bilesikler

bakteriler iizerinde inhibisyon etkisine sahiptir [33].



Reaksiyon sirasindaki ara oksidasyon bilesiklerinin olusumu pH’ya baglidir
ve normal siit pH’sinda kararli degildir. Oksidasyon reaksiyonun gerceklesmesi

pH<6’da maksimum iken, pH 8’de minimumdur [34].

Reaksiyonda olusan ara iiriinler daha ileri seviyede oksidasyona ugrayarak
stilfat, karbondioksit ve amonyak gibi bakterilere kars1 etki gdstermeyen son {iriinlere
doniigebildikleri gibi, tekrar tiyosiyanatada doniisebilirler [35]. Tiyosiyanatin
oksidasyonunda olusan aktif ara iirliniin hipotiyosiyanat (OSCN’) oldugu kabul
edilmektedir [36].

SCN”nin oksidasyonu iki farkli yolla ger¢eklesmektedir, birinci yolda
SCN™nin oksidasyon reaksiyon sonucu tiyosiyanojen ((SCN),) olusmakta, bu
bilesikte hizla okside olarak hipotiyosiyanoz (HOSCN) asitini olusturmaktadir.
HOSCN asit normal siit pH’sinda (6.6-6.8 pH) OSCN" iyonlarina doniismektedir
[30, 37].

N Peroksidaz
2SCN~ + H,0, + 2H » (SCN), + 2H,0
(SCN), + H,0 » HOSCN + SCN 4+ H*
HOSCN » H* 4+ OSCN~

Ikinci yolda ise, SCN™ dogrudan OSCNye okside olmaktadir.

Peroksidaz

SCN ~ + H,0, » OSCN + H,O0




Laktoperoksidaz sisteminin ara aktif oksidasyon {irtinleri (HOSCN, OSCN)
bazi bakterilerde dis membran, hiicre duvari, stoplazmik membran, tagima sistemleri

glikolitik enzimler ve niikleik asitler gibi hiicre sistemleri lizerinde etkiye sahiptir
[28].

Tiyosiyanatin oksidasyon {iriinleri olan tiyosiyanojen ve hipotiyosiyanat
bakteri metabolizmasinda hayati 6neme sahip olan enzimlerdeki serbest siilfidril
(-SH) gruplarim1 okside edebilme yetenegine sahiptir. Bu oksidasyon reaksiyonu
laktoperoksidaz sisteminin antibakteriyel etkisinde anahtar rolii oynamaktadir

[36, 38, 39, 40]. Gerg¢eklesen reaksiyon asagidaki verilmistir,

Protein-SH + (SCN), Protein-S-SCN + SCN- + H?

\

Protein-SH 4+ OSCN-~ » Protein-S-SCN + ~OH

( Stilfenil tiyosiyanat )

Yukarida verilen reaksiyon sonucunda siilfenil tiyosiyanat tiirevleri
olugmaktadir. Siilfenil tiirevleride diisilk seviyede meydana gelen cift yonli bir

hidrolizasyon reaksiyonu sonucu siilfenik asitleri meydana getirmektedir
[33, 36, 38].

Protein-S-SCN  + H,O » Protein-S-OH + SCN- + HY

>

( Stilfenik asit )

Bakterilerdeki hekzokinaz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz gibi onemli
fonksiyonlara sahip enzimlerin —SH gruplarmin siilfenil tiyosiyanat ve siilfenik aside
oksidasyonu, bu onemli enzimlerin biyolojik fonksiyonlarini kaybetmelerine sebep
olmaktadir. Bunun sonucunda, bakteriyel stoplazmik membranlar yapisal zarar
goriirler ve hiicrede K', aminoasit, polipeptit sizintis1 olmaktadir. ~Arkasindan,

glukoz, piirin, pirimidin ve aminoasit alinmasi ile protein, DNA ve RNA sentezi
gerceklesemez [18, 28, 41, 42, 43, 44, 45].
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Laktoperoksidaz sistemi genis bir mikroorganizma grubu {iizerinde -etki
gostermektedir. Bazi 6zel durumlar disinda, streptococlar ve lactobaciller gibi
Gram (+) bakterilere kars1 bakteriostatik etki gosterirken, Pseudomonaslar, E. Coli
ve salmonella’nin enteropatojenik tiirleri gibi tiriinlerde bozulmaya sebep olan Gram
(-) bakterilerine kars1 bakterisit etki gosterir [18, 28, 29, 30, 31, 46]. LP sistemin
Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karst farkli etkisi, bakteri hiicre
duvar/membranmin yapi1 ve bilesimindeki farkliliklardan meydana gelmektedir.
Bagka bir ifade ile Gram (+) bakterilerinin sahip oldugu hiicre duvari, Gram (-)
bakterilerinin sahip oldugu hiicre membranina goére LP sisteminin olusturdugu

tirtinlerin etkisine kars1 daha dayaniklidir [47].

Laktoperoksidaz sisteminin Gram (+) ve Gram (-) bakteriler iizerine farkl
etkisinin yani sira, antibakteriyel etki susa da bagimhidir [48]. Bazi bakteriler, LP
sisteminin oksidasyon {riinlerini indirgeyen enzim sistemlerine ya da OSCN’ye
dayanikli solunum sistemlerine sahiptirler. Bu sekilde LP sisteminin antibakteriyel
etkilerini geri doniistiirebilme 6zelligine sahiptirler [30, 49]. Bahsedilen bakteriyel

savunma mekanizmasinin reaksiyonu asagida verilmistir;

Protein-S-SCN * + Protein’-S-H 5 Protein-S-S-Protein' + H° + SCN~

Protein-S-S-Protein' + Protein-S-H — 5 Protein-S-H + Protein'-S-S-Protein’

Laktoperoksidaz sistemine en fazla duyarli olan mikroorganizmalar H,0,’yi

olusturma yetenegine sahip olanlardir [48].

LP sisteminin mikroorganizmalar iizerine antibakteriyel etkisi reaksiyonun
sartlarina baghdir. Yiiksek SCN™ miktary, diisiik sicaklik (0-5 °C) , diisiik pH (<5) ve
indirgen maddelerin (-SH grubu iceren sistin, glutation v.s.) bulunmamasi
durumunda bakterisidal etki daha biiyiik olur [28, 50].
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1.3 Veteriner flaclan

Veteriner ilaclari; hayvanlarda hastaliklar1 tedavi etmek, hastaliklardan
korumak, tani koymak, fizyolojik fonksiyonlar1 diizeltmek veya degistirmek
amaciyla kullanilan, uygulanan kimyasal veya biyolojik etkin maddeler ve yardimc1
maddelerin farmasotik teknolojiye gore belirlenmis kombinasyonu olarak ifade

edilmektedir.

Veteriner ilaglarmm hayvan saghigina sagladigi katkilarla, hayvan
yetistiriciliginde kazanilan verimlilik artisi, yasam kalitesi ve siliresinde kazanilan
tyilestirmelerle iilkelerin hayvancilik faaliyetinde 6nemli ve vazgecilmez bir unsur

olarak kabul edilmistir.

1.3.1 Bilingsiz Veteriner Ila¢ Tiiketiminden Kaynaklanan Etkiler

Gilintimiizde yogun bir bilgi ve ileri teknoloji {iriinli halinde hazirlanan ilag,
uygun olarak kullanilabildigi siirece beklenilen yararlar1 saglayabilir. Hatali, yanlis
ve amac¢ dis1 olarak kullanilmasi halinde ise insan ve hayvan sagligmi tehlikeye
sokan, onemli ekonomik kayiplara ve gevresel sorunlara yol acan tehlikeli bir silah

haline gelebilir [51].

Oncelikle etken madde ve farmasotik iiriin olarak cesitlilik gdsteren bugiin
icin sayilar1 binlerle ifade edilebilen ilaglarin mutlaka veteriner hekimler tarafindan
sorunlar esas alinarak bilingli bir sekilde kullanilmasi 6ngoriilir. Bilingli halde
kullanilma durumunda bile ¢ok yonlii sakincalardan biitiiniiyle arindirilmayan boyle

ilaclarin rastgele kullanilmalar1 durumunda ¢ok yonlii sakincalar1 kagmilmaz olur.
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Boylece bir yandan ila¢ kullanimindan beklenilen yararlar saglanamayip, ¢ok
yonlii zehirlenme riski, hastalik halinin devam etmesi, dliimler ve gereksiz ekonomik
kayiplar s6z konusu olurken, diger taraftan da toplum ve g¢evre saghgma yonelik

genis boyutlu kirlenme sorunu ortaya ¢ikmaktadir [52].

Hayvansal besinlerin, veteriner ilag artiklariyla kirlenme riski, tiiketici
acisindan siirekli endise yaratan bir durumun dogmasina yol agmaktadir. Clinki
kirlilik halindeki degismemis ilaglar ile ¢ok sayidaki etkin metabolitlerinin
yaratilabilecegi ¢ok yonlii toksik etkilerin boyutlarmi 6nceden belirlemek miimkiin
degildir. Belirtilen gercekler hi¢ kalinti birakmayan veteriner ilaglarinin
bulunamayacagini ve artiklardan tiimiiyle uzaklastirilmis hayvansal besin tiretiminin

ne kadar gii¢ oldugunu ortaya koymaktadir [51, 52].

Veteriner ilag artiklariyla kirlenmis hayvansal besinler tiiketici konumundaki
insanlarda akut ve kronik toksisite, teratojen, mutajen ve karsinojen etki riski ile
bakteriyolojik ve alerjik sakincalar olusturur. Biitlin veteriner ilaglar1 icerisinde
yaygm nitelikli besin kirlenmelerine yol agmalar1 ve ¢ok yonlii saglik sakincalari
yaratmalar1 acisindan antibakteriyel 1ilaclar, anabolik hormon c¢esitleri ve
antelmentikler biiylik 6nem tasmmaktadir. Ciinkii siralanan ila¢ guruplar1 ¢ok yonli
kullanim sec¢eneklerine sahiptirler ve tiikketim miktarlar1 diger gesitlere gore ¢cok daha
fazladir.  Ayrica boyle ilaglar biyolojik yonden de yiliksek derecede etkin
olduklarindan, ¢ok diisiik kalint1 diizeylerinde bile saglik sorunlar1 olusturabilirler
[53].
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1.3.1.1 Mikrobiyolojik Etkiler

Hayvanlarda koruyucu ve verim artirict amagclarla diisiik diizeyde kullanilan
antibakteriyel ilag artiklarindan kaynaklanan kirlenme riski besin giivenligi, cevre ve
toplum sagligini olumsuz etkileyen ¢ok Onemli bir sorun konumundadir. Ciinki
boyle kirlilikler ¢ok diisiik diizeylerde olsalar bile antibakteriyel etkinlik

gosterebilirler.

Bu nedenle direngli bakteri suslarinin gelismesine ve seleksiyonuna yonelik
stirekli bir basing olustururlar ve besi hayvanlarinin sindirim sistemlerinin mikro
floras1 direngli bakteri popiilasyonlarmin geliserek ekosistemlere yayilmasi

yoniinden ¢ok 6nemli bir kaynak olusturur [53].

Bu sorunun sakincali yonlerinden biri de belirlenen direncgli bakteri suglarinin
hayvandan hayvana ve hayvandan insana gecerek siirekli yayilma egilimi
gostermesidir.  Ilaveten direnclilik olgusu antibakteriyel ilag gesitlerinden birine
kars1 olabilecegi gibi ¢apraz ve ¢cogul direnglilik seklinde belirerek aralarinda yapisal
benzerlik bulunan ve tiimiiyle farkli olan ilag c¢esitleri icin de gegerli olabilir.
Belirtilenlere gore s6z konusu direnglilik olgular1 ayni tiirden bakteriler arasinda
oldugu kadar, tiimiiyle farkli tiirler arasinda da kolayca ve hizli yayilabilmektedir.
Sonug olarak insan ve hayvan ekosistemlerinde ¢ogul direngli bakteri popiilasyonlar1
hizla artmakta ve boyle bakterilerin sebep oldugu hastaliklar giderek
yaygmlasmaktadir.  Aciklanan sakincali durumlara bagli olarak da mevcut
antibakteriyel ilaclarin etkinligi hizla azalarak her c¢esitten bulasict hastaligin

giderilme sans1 giderek kaybolur [53].
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1.3.1.2 Toksikolojik Etkiler

Besin degeri olan hayvanlarda biiyiimeyi hizlandiric1 ve agirlik artis1 saglayici
ajan olarak kullanilan anabolik hormon gesitlerinden ¢ogunlugu besin kirlenmesi
riski tasir. Ciinkli bdyle hormonlar yasal, bilingli ve dogru olarak kullanilsalar bile
hazirlanma sekli ve uygulama segeneklerinin bir geregi olarak cesitli hayvansal
dokularda ppb (bir litre ¢ozeltideki ¢oziinen maddenin mikrogram cinsinden degeri)
diizeylerinde kalinti birakma riski olduk¢a yiiksektir. Hormon kullanimindan
kaynaklanan en Onemli sakincayr olusturan bu durum stilbent tirevleri gibi
yasaklanmis sentetik ¢esitlerinin kullanilmasi durumunda, yasal hormonlarin yanlis
yollardan ya da yiiksek¢e dozlarda uygulanmalari, ilaglanmis hayvanlarin kesim
oncesinde ongoriilen siirece bekletilmemesi durumlarinda daha da tehlikeli boyutlar

kazanir.

Hayvansal besinlerde bulunan etkin antibiyotik artiklarmin ve toksik
metabolitlerinin akut ve kronik toksik etkileri heniiz tiim yonleriyle belirlenememis
olmasmma ragmen, Ozellikle kloramfenikol, penisilin ve biitiin aminoglikozid
antibiyotikler basta olmak {izere antibakteriyel ilaglarin cogunlugu insanlara yonelik
eozonifili, trombositopeni, aplastik anemi ve diger ¢esitli kan bozukluklarini ortaya
cikarmakta; karaciger, bobrek, kemik iligi, duyu ve denge organlarma yonelik

olumsuz etkilere neden olduklar1 saptanmustir [53].

1.3.1.3 immunopatolojik Etkiler

Cok sayidaki ila¢ etken maddesinin hayvan ve insan tiirlerinde karsilasilan
immunopatolojik olaylar1 baslatma veya bdyle olaylara karisma etkinlikleri dikkate
alindiginda hayvansal kokenli besinleri yansiyan veteriner ilact artiklarmin
insanlarda da ayni etkileri meydana getirdigi kabul edilmektedir. Allerjik olaylara
yol agma riski bakimmdan hayvansal besinlere yansiyan penisilin artiklar1 {izerinde
dikkatle durulmaktadir. Ciinkii spesifik alerjik olayin baglayabilmesi i¢in mikrogram
diizeyinde penisilinin farkli yollardan insan organizmasma alinmasi yeterli

olmaktadir.
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Yapisinda beta-laktam halkasi tutan ilaglarla sagitilan hayvanlarin gerekli
yasal bekletme siiresine uyulmaksizin elde edilen besin ¢esitlerinde tehlikeli
diizeylerde etkin hepten etkili metabolitlerinin veya antibiyotik artiklarinin

bulunabilecegi ¢cok sayidaki arastirma sonucuyla da belirlenmistir [54].

1.3.2 Ulkemizde Gegerli Olan Durum

Son yillarda iilkemizde hayvanciligin gelismesine ve yetistiricinin
bilinglendirilmesine yonelik bir sekilde her ¢esit veteriner ilacinin {iretim ve
tiketiminde giderek yiikselen bir artis goriilmektedir.  Belli bilimsel yasal
yetistiricilik ve medikal ilkelere gore gerektigi zaman kullanilmasi gereken bu tiir
ilaglarin saglik ve cevresel sorunlara yol acabilecek sekilde iiretildigine tanik
olmaktay1z. Bu alanda ortaya c¢ikmis ve ¢ikabilecek sorunlarin daha da
fazlalagsmasina yol agabilecek tehlikeli durumlar ve uygulamalar1 soyle 6zetlemek

yerinde olacaktir [51, 52].

1. Bugiin iilkemizde tiim veteriner ilaglar1 denetim tabi tutulmaksizin serbestce

kullanilarak suistimal derecesinde tiiketilmektedir.

2. Ozellikle antibakteriyel ilaglar olmak iizere biitiin minarel ve vitamin
maddeleri anabolik amaglarla ve gerekse antistres ilaglar1 halinde sulara ve yemlere

katilarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

3. Son 15-20 yillik siiregte veteriner ilaglarmin iiretim, tiikketim ve kontroliine
iliskin olarak ¢ok sayida gelismis iilke ve uluslararasi orgiitlerin konuya yaklagim
bigimleri dikkate alindiginda 6zellikle anabolik ve antibakteriyel ilaclar olmak tizere
tim veteriner ilaglarinin tilkemizde hayvancilik sektoriindeki tretim, tiiketim,
kullanim ve kontroliinii diizenleyen yasal ve bilimsel denetiminden bahsetmek

guctur.
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4. Insan saghg1 agisindan son derece onemli dgeleri igeren her gesit veteriner
ilacinin mutlaka veteriner recetesi karsiliginda alinarak, veteriner hekim gdzetiminde
tiikketilmesi gerekirken, bu giinkii durumuyla yem satis bayilerinde, zirai ilag
bayilerinde ve hatta mahalle, koy barmaklarinda rahatca temin edilerek

tiketilmektedir.

1.4 Pestisitler

Pestisitler, insan ve hayvan viicudu ile bitki ve cansiz cisimlerin ¢evresinde
bulunan veya yasayan; ayrica besin maddelerinin iiretimi, hazirlanmasi, depolanmasi
ve tliketimi sirasinda onlarin besin degerlerini azaltan veya hasara ugratan zararlilar
(bocek, kemirici, yabani ot, mantar, toprak kurdu vb.) ortadan kaldirmak igin

kullanilan aktif kimyasallardir [54].

Pestisitlerin kullaninm1 Roma ve eski Yunan’dan beri siiregelmektedir. Fakat
19. yiizyilin son donemlerinde yaygm olarak kullanilmaya baslanmistir [55].
19.yy’da istenmeyen organizmalara kars1i inorganik pestisitler kullanilmis,
1940’lardan sonra pestisit iiretiminde organik kimyadan faydalanilmig, DDT ve diger

iyi bilinen insektisit ve herbisitler kesfedilmeye baglanmustir [56].
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1.4.1 Pestisitlerin Gruplandirilmasi

Pestisitler farkli sekillerde smiflandirilabilirler. Bu smiflandirmalar
Tablo 1.3’te gosterilmektedir [57].

Tablo 1.3: Pestisitlerin siniflandirilmasi.

Tlacin fiziksel haline gore;

- Kat1 formiilasyon - Swv1 formiilasyon

Islevlerine gore;

- Yaprak dokiicii - Cekici
- Kurutucu - Kagirici
- Kisirlastirict - Biiylime yonlendirici

Zararhlarin biyolojik donemine gore

- Larvalar1 6ldiirenler ( Larvasitler ) = Yumurta ve larvalar1 61diirenler
( Ovalarvasitler )
= Yumurtalar1 61diirenler ( Ovisitler ) - Erginleri 6ldiirenler

Bilesimdeki etkili madde grubuna gore;

- Organofosfatlar - Sentetik pyretroitler ve pyretrinler
- N-metilkarbamatlar - Arsenikler
- Organoklorinler

Yar omiirlerine gore;

- Dayaniksiz ( 1-2 hafta) - Dayanikli ( 2-5 yil)
- Orta dayanikli ( 1- 18 y1l)

Hedef aldig1 organizmaya gore;

- Bocek oOldiirenler ( insektisitler ) - Kemiricileri 6ldiirenler ( rodensititler )

- Funguslar1 6ldiirenler ( fungusitler ) - Nematodlar1 6ldiirenler ( nematositler )

- Funguslarin faaliyetlerini durduranlar - Salyangozlari 61diirenler

( fungustatikler ) ( molluskusitler )

- Yabanci otlar1 6ldiirenler ( herbisitler ) - Algleri 6ldiirenler ( algisitler )

- Oriimcekleri dldiirenler ( akarisitler ) - Kuslar1 6ldiiren veya kagiranlar
(avenisitler )

- Bakterileri oldiirenler ( bakterisitler ) - Kagiricilar ( repellentler )

- Yaprak bitlerini dldiirenler - Cekiciler ( attractantlar )

(‘aphisitler )
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Pestisitlerin smiflandirilmas: yaygin olarak hedef aldig1 organizmaya gore
yapilmaktadir. Bu siniflar arasindan Diinyada ve Tiirkiye’de en yaygin kullanilanlar1

sirastyla;

Insektisitler = Bocek dldiiriiciiler.

Herbisitler = Zararli ot 6lduriciiler.

Fungisitler = Kiif ve mantar oldiiriiciiler.

Nematisitler — Nematod olduructler.

Rodentisitler = Siganlar1 ve diger kemirgen Sldiiriiciilerdir [58].

Zararli canli kontrolinde vazge¢ilmez kimyasal miicadele araci olan
pestisitlerin biiyiik bir kismi, esas hedefleri olan zararli organizmalara kars1 spesifik
olmadiklar1 i¢in insan ve hayvanlarda da zehirleyici olmaktadirlar. Organik klorlu
pestisitler kalic1 6zelliklerin nedeniyle ¢evrede birikerek ve besin zincirine girerek
toplum ve ¢evre sagligi icin 6nemli bir risk tasimaktadirlar. Boylece, dinamik bir
denge halinde kalmaya calisan ¢evrede ekolojik denge bozukluklaria sebep olurlar.
Pestisitler hava, su, toprak, besin yoluyla ve ilaveten barmaklar, ¢evre ve alan
ilaglamalar1 sonucunda kalan artiklar1 ile besin kirlenmesine neden olurlar. Kalic1
pestisitlerin uygulanmasi sonucu ortaya ¢ikan en onemli kronik zehirlenme riski
cevre kirliligi sonucu besin zincirine giren ve sonugta nihai tiiketici olan insana kadar

her kademede gittikge yogunlasarak ulasan pestisit kalintilaridir [59].
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1.4.2 Pestisitlerin Insan Saghg Uzerine Etkisi

Degisik yollardan viicuda giren pestisitlerin, belirli bir kismi1 idrarla disar1
atilirken, bircogu ise 6zellikle yag dokusunda depolanmaktadir. Kadinlar daha fazla
yag dokusu igerdigi i¢in pestisit birikimi erkeklere oranla daha fazla olmaktadir.
Bazi pestisitlerin insan saghigi lzerindeki etkileri Tablo 1.4°de gosterilmistir
[58].

Tablo 1.4: Bazi pestisitlerin insan sagligina etkileri.

Bas donmesi

Kirmizi, yasli, yanan gézler

Uykusuzluk

Yorgunluk

Asiri terleme

Akut Etkiler Bulanik gérme

Bas agrisi

Kas agrisi

Kusma

Mide kramplar1

Cilt kizarikliklar:

Cok kiigiik gozbebekleri
Ishal

Solunum zorlugu

Felc

Siddetli Akut Etkiler
Cirpmmalar

Ag1z, burundan akintilar

Koma veya bilingsizlik

Olim
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Tablo 1.4 (devam): Bazi pestisitlerin insan sagligina etkileri.

Uzun Vadeli Etkiler

Beyin hasar1

Bagisiklik sisteminde hasar

Karacigerde hasar

Kanser

Kisirlik

Genetik hasar

Sinir sisteminde hasar

Bobreklerde hasar

Deri hastaliklart

Cocuk diisiirme

Ceninde hasar
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1.5  Cahsmamzda Kullamlan Veteriner Ilaclar ve Pestisitler

1.5.1 Devamed®

ila¢ Etken Maddesi :

Devamed 1 mL steril, apirojen, berrak ve renksiz ¢ozelti iceriginde 2.5 mg
deksametazona esdeger 4 mg Deksametazon sodyum fosfat icerir [60].

ilac Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

© @®
o O~ Na
0 \,

O/ 0© Na®

lll|||”(jH3

Sekil 1.4: Deksametazon sodyum fosfat.

ilacin Klinik Ozellikleri :

Devamed Enjeksiyonluk Cozelti, sigir, at, kopek ve kedilerde genel
kapsamiyla intermediler metabolizma hastaliklarinin ve gesitli etmenlere bagl olarak
gelisen yangisal, romatizmal, toksik, alerjik ve anaflaktik hastaliklarin sagaltiminda,
tek basma veya cogunlukla yapildigr gibi diger spesifik sagaltim seceneklerini
destekleyici olarak kullanilir [60].
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1.5.2 Diiiril®

ila¢ Etken Maddesi :

Diiiril enjeksiyonluk ¢ozelti, kokusuz, hemen hemen renksiz, berrak bir ¢cozelti

olup, beher mL’sinde; 10 mg Furosemid bulunur [60] .

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

0 Cl

| / |

OH

Sekil 1.5: Furosemid.
flacin Klinik Ozellikleri :

Sigir, at, kedi ve kopeklerde asagidaki durumlarda kullanilir.
1) Odem tedavisinde

2) Vicut bosluklarinda (hidrotoraks, asites), i¢i bosluklu olan organlarda
(bronkopndmani, hidroperikardium) ve eklem, tendo ve bursalarda biriken sivinin

eliminasyonunda destekleyici tedavi amaciyla kullanilir.

3) Atlarda laminitis ve paralitik miyoglobinuride, disi kopeklerde yalanci gebelikte
destekleyici tedavi amaciyla kullanilir [60].
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1.5.3 Atrol - F®

ila¢ Etken Maddesi :

Atrol-F her 1 mL’lik ampulde; 2 mg Atropin siilfat igerir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

Sekil 1.6: Atropin siilfat.

Ilacin Klinik Ozellikleri :
Atropin Siilfat antikolinerjik ve spazmolitik etkisinden dolayz;

e Vagal etkinligin artigia bagl bradiaritmilerde,

e Ameliyat esnasinda ortaya ¢ikabilen bradikardi, hipotansiyon ve aritmiler gibi
vagal etkilerin giderilmesinde ayrica kardiyopulmoner canlandirmada,

e Anestezi sirasinda solunum yollarinin ifrazatlarini azaltmak ya da dnlemek
icin (preanestezik medikasyonda antisialagog olarak),

¢ Pilor, ince bagirsak ve kolon spazmlarinda (irritabl bagirsak sendromu),

e Kolinesteraz inhibitorlerinin (neostigmin, pridostigmin, pilokarpin gibi),
muskarin (Inocybe ve Clitocybe tiirii mantar zehirlenmelerinde) veya organofosfat

pestisitlerin toksisitelerinin tedavisinde antidot olarak kullanilir [60].
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1.54 Taylomisin®

ila¢ Etken Maddesi :

Taylomisin enjeksiyonluk ¢ozelti, her 1 mL'sinde 200 mg Tilozin baz igeren

acik amber renkli, steril enjeksiyonluk ¢ozeltidir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

Sekil 1.7: Tilozin.

flacin Klinik Ozellikleri :

Sigirlarda; duyarli bakteriler tarafindan meydana getirilen solunum
enfeksiyonlari, pneumoni, bronkopneumoni, difteri, metrit ve foot rot

(necrotic pododermatitis) tedavisinde endikedir [60].
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155 KiIonacin®

ila¢ Etken Maddesi :

Killoxacin; hafif sarimsi renkte berrak ¢ozelti halinde olup her mL’sinde
100 mg Enrofloksasin igerir [60] .

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

HO

Sekil 1.8: Enrofloksasin.

ilacin Klinik Ozellikleri :

Killoxacin sigir, koyun, kec¢i, kedi ve kopeklerde enrofloksasine duyarli
Gram negatif, Gram pozitif bakterilerle —mikoplazmalarin  olusturdugu
enfeksiyonlarm tedavisinde; viral hastaliklar sirasinda olusan enrofloksasine duyarh

bakteriyel komplikasyonlarda kullanilmaktadir [60].
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1.5.6 Geosol®

ila¢ Etken Maddesi :

Geosol oral ¢6zelti tozu, sar1 renkli, kristal hidroskopik bir tozdur ve beher
g’da 54 mg Oksitetrasiklin baza esdeger Oksitetrasiklin Hidrokloriir igerir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

- HCI

Sekil 1.9: Oksitetrasiklin hidrokloriir.

flacin Klinik Ozellikleri :

Kanatlhilarda (civciv, pili¢, tavuk ve hindilerde); Kronik solunum yolu
enfeksiyonlar1 (CRD), kanatli korizasi ve kolerasi, diger bakteriyel enteritisler,
pullorum, mavi ibik, enfeksiyoz sinovit, ve sinuzit. Hindilerde; Erisipel enfeksiyonu.
Tay, buzagi ve kuzularda (Rumen aktivitesi heniiz baslamamis); Neonatal
septisemilere bagli ishallerde, Septisemia neonatorum’a bagli akciger ve barsak
enfeksiyonlari, viral enfeksiyonlarla birlesen bakteriyel solunum sistemi

enfeksiyonlarina endikedir [60].

27



15.7 Flumed®

ila¢ Etken Maddesi :

Fulimed enjeksiyonluk ¢ozelti; berrak, renksiz, kokusuz, akigkan bir ¢ozelti

olup her mL’sinde 50 mg Fluniksine esdeger Fluniksin Meglumin icerir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :
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CH,
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Sekil 1.10: Fluniksin Meglumin.
flacin Klinik Ozellikleri :

Fulimed enjeksiyonluk c¢ozelti; sigir, at ve kopeklerde non-steroidal anti-
enflamatuvar, anti-endotoksik, antipiretik ve non-narkotik analjezik olarak kullanilir

[60].
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15.8 Doksilin - LA®

ila¢ Etken Maddesi :

Doksilin-LA her kapsiilde; 100 mg Doksisiklin’e esdeger 112 mg Doksisiklin
mono hidrat igermektedir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

OH @) OH (0] O
OH
“ NH, © H,0
OH
H
CH,4 OH N
He” \CH3

Sekil 1.11: Doksisiklin mono hidrat.

flacin Klinik Ozellikleri :

Doksilin—LA, Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin ve diger

mikroorganizmalarin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde endikedir [60].
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159 Tilmivet®

ila¢ Etken Maddesi :

Tilmivet enjeksiyonluk ¢ozelti, kahverengimsi sar1 renkte, steril, berrak bir

¢ozelti olup 1 mL’de 300 mg tilmikosin bulunmaktadir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

CH;
HO/// ",
" O
O\\\\““
CH; _O
e

CH,

Sekil 1.12: Tilmikosin.

flacin Klinik Ozellikleri :

Tilmivet, sigir ve koyunlarda Pasteurella multocida, P. haemolytica ve diger
tilmikosine  duyarli  mikroorganizmalarm  neden oldugu  pneumonilerin
(Shipping fever - Transit fever), Sigir Solunum Yolu Hastaligi Kompleksi
(Bovine Respiratory Disease Complex-BRD Complex) Staphylococcus aureus ve
Mycoplasma agalactiae’nin neden oldugu koyun mastitislerinin tedavisinde,
sigirlarda interdigital necrobacillosis (Bovine Pododermatitis) tedavisinde endikedir
[60].
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1.5.10 Advocin®

ila¢ Etken Maddesi :

Her ml Advocin 25 mg danofloksasin mesilat igerir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

OH

Sekil 1.13: Danofloksasin mesilat.

ilacin Klinik Ozellikleri :

Advocin enjektabi soliisyon, veteriner sahada 6neme sahip Gram (-) ve
Gram (+) bakteriler ve belirli mikoplazma tirleri de dahil olmak {izere,
danofloksasin'e duyarli organizmalarin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde ve
kontroliinde kullanilir. Spesifik endikasyon alanlar: sunlardir; sigirlar (buzagi, dana,
diive gibi gene¢ damizliklar, besi sigirlar1 ve siit inekleri); Pasteurella haemolytica
ve Pasteurella multocida tarafindan olusturulan sigir solunum sistemi hastaliklari
(shipping fever, pnomoni), Escherichia coli ve Salmonella tirlerinin neden oldugu

bagirsak enfeksiyonlar1 [60].
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1.5.11 Kanovet®

ila¢ Etken Maddesi :

Kanovet enjeksiyonluk ¢6zelti; berrak, renksiz, karakteristik kokulu, steril bir

¢ozelti olup beher mL’de; 250 mg Kanamisin baza esdeger Kanamisin siilfat igerir
[60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

H,S0,

«lINH,

Sekil 1.14: Kanamisin siilfat.

ilacin Klinik Ozellikleri :

Sigir, at, koyun, kopek, kedilerde duyarl bakterilerin neden oldugu solunum
sistemi, liriner sistem enfeksiyonlari, yumusak doku ve deri enfeksiyonlari ile duyarlt

bakterilerin karistig1 sekonder enfeksiyonlarin tedavisinde, septisemilerde kullanilir
[60].
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1.5.12 Fostimon®

ila¢ Etken Maddesi :

Fostimon, etkin madde olarak gonadotropin grubundan yiiksek saflikta folikiil
uyarict hormon (FSH) olan Urofollitropin igerir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

H,N 0
: 0
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//////N /\O
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o 0 NH OH

NH,

Sekil 1.15: Urofollitropin.

ilacin Klinik Ozellikleri :

Viicut dis1 dolleme (IVF), gametlerin fallop tiiplerine transferi (GIFT) ve
zigotlarm fallop tiiplerine transferi (ZIFT) gibi ‘“Yardimc1 Ureme Teknikleri® ile

tedavilerde ¢ok sayida yumurta elde edilmesi i¢in yumurtaliklari normalde

oldugundan daha fazla uyarilmasinda kullanilir [60].
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1.5.13 Flortek®

ila¢ Etken Maddesi :

Renksiz veya soluk sar1 renkli, berrak, hafif viskoz, steril bir ¢ozelti olan

Flortek enjeksiyonluk ¢ozelti, her mL’sinde 300 mg Florfenikol icerir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

OH Cl

ZT

Cl

H3C_

Q—wn—=0
s 5|

Sekil 1.16: Florfenikol.

ilacin Klinik Ozellikleri :

Flortek  enjeksiyonluk  ¢ozelti;  sigirlarda  florfenikole — duyarh

mikroorganizmalarm neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir.

Ozellikle sigirlarda  Pasteurella  haemolytica, Pasteurella multocida,
Haemophilus somnus, Corynebacterium pyogenes ve florfenikole diger
mikroorganizmalarin neden oldugu solunum sistemi enfeksiyonlarmimn tedavisinde

kullanilir [60].
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1.5.14 Marboflex®

ila¢ Etken Maddesi :

Marboflex, sar1 renkli, kemik seklinde, ortasi ¢entikli olan her tabletinde
40 mg Marbofloksasin igerir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

Sekil 1.17: Marbofloksasin.

flacin Klinik Ozellikleri :

Marboflex tablet, marbofloksasine duyarli bakterilerin neden oldugu deri ve
yumusak doku enfeksiyonlar1 (Pyoderma, Impedigo, Follikulitis, Frunculosis,
seliilitis), duyarli bakteriler tarafindan olusturulan ve Prostatis ile iliskili olan ya da

olmayan idrar yollar1 enfeksiyonlari, solunum sistemi enfeksiyonlarinin tedavisinde

kullanilir [60].
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1.5.15 Neozid®

ila¢ Etken Maddesi :

Neozid oral ¢dzelti tozu; beyazimtirak akiskan toz olup her 1 g toz igeriginde

500 mg neomisine esdeger Neomisin siilfat igerir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

NH,
NH,
OH
(0]
* 31,50,
NH
OH 2 ° XHzo
OH
NH,

Sekil 1.18: Neomisin siilfat.

ilacin Klinik Ozellikleri :

Sigir, at, koyun, kegi, kopek, kedi ve tavuklarda E. coli, Salmonella ,
Haemophilus, Pseudomonas, Proteus gibi duyarli bakteriler tarafindan meydana

getirilen bakteriyel enteritislerin tedavisinde kullanilir [60].
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1.5.16 Teknomezathine®

ila¢ Etken Maddesi :

Berrak, kirmizi renkli bir ¢6zelti olan Teknomezathine % 16 oral ¢6zelti, her

mL’sinde 160 mg Szlfadimidin sodyum igerir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

CH,
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I

Sekil 1.19: Siilfadimidin sodyum.

ilacin Klinik Ozellikleri :

Sigir, koyun ve kegilerde duyarli bakteriler tarafindan meydana getirilen
gastroenteritis, kolibasillosis ve koliseptisemi gibi enfeksiyonlarin koksidiyozis

tedavisinde kullanilir [60].
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1.5.17 Vetaljin®

ila¢ Etken Maddesi :

Vetaljin bir tabletde 500 mg metamizol sodyum igerir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

(Na)

/ \\ N
o |

H,C

Sekil 1.20: Metamizol sodyum.

flacin Klinik Ozellikleri :

Metamizoliin analjezik, antipiretik ve antispazmodik etkileri vardir.
Metamizol biiyiik olasilikla kombine bir santral ve periferik etki sekline sahiptir.
Afferent lifler, omur ilik ve periakuaduktal gri madde diizeyindeki santral etki

mekanizmalar1 metamizoliin analjezik etkisine katkida bulunabilir [60].

38



1.5.18 Gentavet®

ila¢ Etken Maddesi :

Gentavet enjeksiyonluk ¢ozelti, beher mL’inde 100 mg Gentamisin baza

esdeger Gentamisin siilfat igeren, agik sar1 renkli bir ¢ozeltidir [60].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

s H,S0,

NH,

/NH OH

Sekil 1.21: Gentamisin siilfat.

flacin Klinik Ozellikleri :

Sigir, at, kedi ve kdpeklerde;

e Solunum sistemi enfeksiyonlari,

e Urogenital sistem enfeksiyonlari,

e Kolibasillosis, Salmonella ve Gentamisine duyarli bakterilerin neden oldugu
bakteriyemi, septisemi, yumusak doku enfeksiyonlart,

e Kedi ve kopekte otitis externa olgusunda ve sekonder bakteriyel

enfeksiyonlarda kullanilir [60].
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1.5.19 Petra5 EC®

ila¢ Etken Maddesi :

Petra 5 EC, lambda 50 g/L Sihalotrin icerir [61].

ila¢ Etken Maddenin Kimyasal Yapisi :

\ _F
F/C
— O
Cl C\\\
0] N

H,C
3 CH,

Sekil 1.22: Sihalotrin.

ilacin Klinik Ozellikleri :

Petra 5 EC, boceklerin sinir sistemi iizerinde ve ndronlarin islevini sodyum
kanal1 etkilesimi ile bozar. Sistemik olmayan kontak ve mide etkili kovucu 6zellige
ile hizl1 ani ve uzun rezidiiel etkilidir. Persistan insektisit ve akarisit kontak ve mide
etkili. Petra 5 EC, degme ve mide yoluyla etkili olup, ani ve yeterli kalic1 etkiye
sahiptir. Ilaglamadan iyi sonug¢ alabilmek igin ilaclamalarin zararlilarm uygun

donemlerinde ve iyi bir kaplama yapabilecek sekilde uygulanmasi gerekir [61].
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1.5.20 Rogor®

Pestisit Etken Maddesi :

Rogor, litrede 400 gr Dimethoat igerir [62].

Pestisit Etken Maddenin Kimvasal Yapisi :

H,C S
N,/
/\
H3C_O S CH3
/
NH

Sekil 1.23: Dimethoat.

Pestisitin Ozellikleri :

Rogor adli bitki koruma {iriinii, etki mekanizmasina goére 1B grubu olarak

smiflandirilmis bir insektisittir [62].
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1.5.21 Delmetrin 25 EC®

Pestisit Etken Maddesi :

Delmetrin 25 EC, litrede 2.8 g Deltametrin igerir [63].

Pestisit Etken Maddenin Kimvyasal Yapisi :

H,C CH,
Br §
O
. )\\\\\\\\\\ //// 7 ///] ( 0
O

N

Sekil 1.24: Deltametrin.

Pestisitin Ozellikleri :

Delmetrin 25 EC adh bitki koruma {iriinii, etki mekanizmasina gore 3A grubu

olarak smiflandirilmus bir insektisittir [63].
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1.5.22 Mamba Turbo®

Pestisit Etken Maddesi :

Mamba Turbo; litresinde 680 g N-(fosfonametil) glisin icerir [64].

Pestisit Etken Maddenin Kimvasal Yapisi :

N——=0

O H
N
HO—|P|J \/ \OH
|

OH
Sekil 1.25: N-(fosfonametil) glisin.

Pestisitin Ozellikleri :

Mamba Turbo, sahip oldugu etki mekanizmasi nedeniyle G9 grubu bir

herbisit (Yabanci Ot Ilac1) olarak siiflandiriimistir [64].
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1.5.23 Deltharin 25 EC®

Pestisit Etken Maddesi :

Deltharin 25 EC, hacimce % 3 Deltametrin igerir [65].

Pestisit Etken Maddenin Kimvasal Yapisi :

H;C CH;
Br

\K/ e}
Br)\\\\\\\\\ ///////ﬂ/ °
O

N

Sekil 1.24: Deltametrin.
Pestisitin Ozellikleri :

Deltharin 25 EC adh bitki koruma iiriinii, etki mekanizmasma gore 3A grubu

olarak smiflandirilmus bir insektisittir (Bocek ilaci) [65].
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1.5.24 Decis®

Pestisit Etken Maddesi :

Decis, litrede 25 g Deltametrin igerir [66].

Pestisit Etken Maddenin Kimvasal Yapisi :

H;5C CH;
Br
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Sekil 1.24: Deltametrin.
Pestisitin Ozellikleri :

Decis adli bitki koruma iirtinii, etki mekanizmasmna gore 3A grubu olarak

siniflandirilmis bir insektisittir (Bdcek Ilac1) [66].
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1.5.25 Alpgor 40 EC®

Pestisit Etken Maddesi :

Alpgor 40 EC, litrede 400 gr Dimethoat icerir [67].

Pestisit Etken Maddenin Kimvasal Yapisi :

H,C S
N,
/\
H3C_O S CH3

NH

Sekil 1.26: Dimethoat.

Pestisitin Ozellikleri :

Alpgor 40 EC adli bitki koruma {iriinii, etki mekanizmasma gore 1B grubu
olarak smiflandirilmus bir insektisittir (Bocek ilaci) [67].
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1.6  Calismanin Amaci

Bu ¢alismada sigir siitiinden yeni bir afinite jeli ile LPO enziminin saflastiriimasi
amaglanmigtir. Arastrmamizda kullanilan veteriner ilaglar1 ve pestisitler tilkemizde
ve diinyanin bazi bdlgelerinde iiriin verimi arttirilmasi amaci ile ¢cok yaygin olarak
kullanilmaktadir. ~ Siitte antibakteriyel etki gdsteren LPO enziminin s6z konusu
veteriner ilaglar1 ve bu pestisitler tarafindan ne Olgiide etkilendigini bilinmesinin
onemli olacagi kanaatindeyiz. Ayrica yeni bir afinite jelinden saflastirilan LPO
enziminin kinetik ve elektroforetik oOzelliklerinin arastirilmasi ile elde edilen
sonuglarin diger kaynaklardan saflastirilan LPO enzimi ile karsilastirilma imkani

saglanacaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1  Materyaller

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alisma i¢in kullanilan kimyasallar; CNBr, Sepharose-4B, etilendiamin,
L-trozin, 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin—6-Siilfonik asit) (ABTS), Standart serum
albumin, Amonyum siilfat, Sodyum asetat, Sodyum fosfat, Sodyum karbonat,
Hidrojen peroksit, Sodyum kloriir, Sodyum dodesilsiilfat (SDS), Coomassie brillant
blue  G-250, Sigma  Chemical = Company’den;  Sodyum  hidroksit,
Trihidroksimetilaminometan ~ (Tris), Sodyum  siilfat, Sodyum  perklorat,
2-merkaptoetanol, Brom timol mavisi, Hidroklorik asit, Siilfirik asit, Glisin, Fosforik
asit, Metanol, Etanol, Akrilamid, N,N'-metilen bisakrilamid ve diger kimyasal

maddeler E. Merk AG’den; 150 mL sig1r siitii piyasadan saglanmistir.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Doktora ¢alismamizda kullanilan alet ve cihazlar asagida gosterilmistir.

Buz Makinesi : Fiocchetti AF10
Elektroforez Sistemi : Hoefer, HSI

Kromotografi Kolonu : Sigma (1.5 x10 cm)
Manyetik Karistirici- Isitict ~ : WiseStir MSH-20 A
Otomatik pipetler : Transferpette, Nichipet EX
pH metre : Hana pH 211 Microprocessor
Sogutmali Santrifiij : Sigma 3K15
UV-Spektrofotometresi : Biotek Power Wave XS
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Vorteks : Fisons Whirli Mixer

Terazi : Precisa XB 220A
Jel Goriintiileme Sistemi : Gel Doc-H Imaging System (UVP)
Gradient Mikser . Atta magnetik karistirici ve gradient tiip

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Afinite jelinin sentezinde kullanilan cozeltiler:

0.1 M NaHCO3 Tamponu (pH 10.0); 8.401 g (0.1 mol) NaHCO3 950 mL distile
suda ¢oziilerek, 1 N NaOH ile pH’s1 10.0’a getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ ye

tamamlandi.

0.2 M NaHCO3; Tamponu (pH 8.8); 8.401 g (0.1 mol) NaHCO3; 450 mL distile
suda ¢6ziilerek, IN NaOH ile pH’s1 8.8’e getirildi ve son hacim saf su ile 500 mL’ ye

tamamland.

Afinite jelinin dengelenmesi i¢in kullamlan tampon; 1.79 g (0.01 mol)
Na;HPO,4.2H,0, 950 mL saf suda ¢6ziildii. 1N HCI ile pH: 6.8’¢ getirildi, toplam

hacim 1 L oluncaya kadar saf su ilavesi yapildi.

Afinite jeli icin kullanilan yikama tamponu; 1.77 g (0.0125 mol) Na;HPO4.2H,0
400 mL saf suda ¢6ziildii. 1IN HCI ile pH: 6.8’¢ getirildi, toplam hacim 500 mL

oluncaya kadar saf su ilavesi yapild1.
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Afinite jeline baglanms Laktoperoksidaz enziminin eliisyonu icin kullamilan
tampon; 1M NaCl / 25mM Na;HPO4.2H,0 pH: 6.3 (laktoperoksidaz enziminin
eliie edilmesinde kullanildr) 14.61 g (2.5.10™ mol) NaCl, bir miktar saf suda ¢éziildi.
Daha sonra 1.112 g (6.25.10° mol) Na,HPO4.2H,0 ilave edilip toplam hacim

250 mL oluncaya kadar saf su ilavesi yapild.

Laktoperoksidaz enziminin aktivite oOlciimiinde kullanilan fosfat tamponu;
17.8 g (0.1 mol) Na;HPO4.2H,0, 950 mL destile suda ¢oziildi. IN HCI ile pH:6.0’a

getirildi ve toplam hacim 1 litre oluncaya kadar saf su ilavesi yapildi.

Laktoperoksidaz enziminin substrat ¢ozeltisi; 0.055 g (1.10* mol) ABTS
100 mL 0.1 M Na,HPO4.2H,0 pH: 6.0 icinde ¢oziildii.

Laktoperoksidaz enziminin aktivite ol¢iimiinde kullamlan H,0O, (3.2 mM)
cozeltisi; % 30’luk, 1.11 g / mL yogunluga sahip olan H;0,’den 32 pL alindi,

toplam hacim 100 mL oluncaya kadar saf su ilavesi yapildu.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu;

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 mL
% 10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0 mL
B-merkaptoetanol 1.0 mL
Bromfenol mavisi 0.01g

Destile su 0.5mL
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 39
Glisin 144 g
SDS 1049

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlanisi;

SDS-PAGE celektroforezinde kullanilan aywrma ve yigma jel karisimlarinin

hazirlanis1 ve kullanilan miktarlar1 Tablo 2.1°de verilmektedir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullamilan renklendirme cozeltisi;

0.66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢oziiliir ve bu ¢ozeltiye

24 mL saf asetik asit ve 120 mL destile su ilave edilir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullamilan renk acma cozeltisi;

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

amagla 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol 875 mL saf su ile karistirilir.
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Tablo 2.1: SDS-PAGE celektroforezinde kullanilan ayrma ve yigma jellerinin
miktarlar1.

Ayirma Jeli | Yigma Jeli

%10 %3
Akril amid/Bis
Akrilamid : 159, Bis: 0.4 g 16.65 mL 2.6 mL
Alinarak son hacim distile su ile 50 mL'ye
tamamlanir.
Distile su 20.1 mL 12.2 mL

1.5 M tris-HCL (pH 8.8)

11.82 g Tris-HCI alinarak pH 8.8 oluncaya kadar
0.1 M NaOH ilave edilerek son hacim destile su ile 12.5 mL -

50 mL'ye tamamlanir.

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

3.94 g Tris-HCI alinarak pH 6.8 oluncaya kadar - 5 mL
0.1 M NaOH ilave edilerek son hacim destile su ile

50 mL'ye tamamlanir.

% 10 "luk SDS

1g SDS almarak son hacim destile su ile 10 mL'ye 0.5 puL 200 pL
tamamlanir.
TEMED 25 uL 20 L

%10'luk amonyum persiilfat

1g Amonyum persiilfat alinarak son hacim destile su 750 uL 400 uL

ile 10 mL'ye tamamlanur.
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2.2 Y ontemler

2.2.1 Laktoperoksidaz Enziminin Hazirlanmasi

150 mL taze sigir siitii +4 °C’de buzdolabinda bir gece bekletildi. Ertesi giin
150 mL siit 5 mL toluen ile blendirda iyice karistirildi. Daha sonra blendirda
toluenle iyice muamele edilen siit +4 °C’de 45 dakika siire ile 15000 rpm’de santrifiij
edildi. Santrifiij isleminden sonra altta kalan ¢okelek kisim atilir, istte kalan sivi
kisim bir meziire alnarak hacmi belirlenir. Olgiilen s1v1 kisma % 60’lik amonyum
siilfat ¢oktiirmesi yapilir ve arkasmdan +4 °C’de 45 dakika siire ile 15000 rpm’de
santrifiij islemi gerceklestirilir. Santrifiij isleminden sonra iisteki sivi kisim atilir,

alttaki ¢okelek kisim almir. Cokelek dengeleme tamponunda ¢oziiliir.

2.2.1.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin ¢okelmesini
saglayan 2 degerlikli, ¢ok kullanilan bir tuzdur. Bu nedenle % 60’lik amonyum

stilfat ¢oktiirmesi asagida verilen formiille belirlendi;

1.77XVX(82-SI)

g (NHy ),SO4 =
3.54-S,

V : Santrifiij islemi sonrasi iste kalan sivinin hacmi.
S1 : I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu.

S 1 I’in kesri seklinde istenilen amonyum stilfat doygunlugu.
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2.2.2 Laktoperoksidaz Enziminin Aktivite Tayini

Laktoperoksidaz enzimi i¢in aktivite Ol¢iimii, Bardsley ve Shindler
yonteminin bazi modifikasyonlart sonucu belirlenen prosediir ile yapilmistir. [22].
Bu yontem, H,O, tarafindan 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin—6-sulfonik asit)
(ABTS) kromojenik substratm yiikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin meydana

getirdigi absorbans artiginin 412 nm’de izlenmesi esasina dayanmaktadir [22].

Aktivite tayininde su islem basamaklar1 uygulanmaktadir:

1 mL’lik spektrofotometre kiivetine 66 uL 1mM ABTS, 0.1 M pH: 6 fosfat
tamponundan 835 pL ve 33uL 3.2 mM H,0, pipetlendi. 66 uL enzim ¢ozeltisi ilave
edilerek hemen kronometre c¢alistirildi  kiivet alt st edildikten sonra
spektrofotometreye yerlestirilerek kore karst 412 nm’de absorbans artigi, 75 saniye

stireyle her 15 saniyede bir olmak iizere kaydedildi.

Reaksiyon Hacmi (mL) x dA/dT x 1000
EU =

€ 412 x Enzim Hacmi (mL) x d

d=1 cm, 151k yolu.

Enzim saflagtirilmast islemlerinde substrat olarak ABTS kullanildigindan,
saflastirma basamaklarinin enzim aktivite Ol¢iimii sonuglar1 i¢in; 1 enzim tinitesi
"20 °C’de 1 dakikada | pmol ABTS’nin oksidasyonunu katalizleyen enzim miktart"

olarak tanimlanmustir.
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2.2.3 Kalitatif Protein Tayini

Kromatografi islemleri sonunda fraksiyon toplayicisi yardimiyla esit hacimde
alinan bitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapilmistr. Bu metod protein
yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip aminoasitlerin (fenilalanin, tirozin ve

triptofan ) 280 nm deki UV iginlarini absorblamalari esasina dayanmaktadir [68].

Kromatografi ~ sonucunda  eliiatlar  kuvartz  kiivetlere  konularak
spektrofotometrede proteinin i¢inde bulundugu tampon kor olarak kullanilarak

absorbanslar1 6l¢iiliir.

2.2.4 Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltisi ve homojenattaki
protein miktarlar1 Bradford yontemi ile belirlendi. Bu yontem, proteinlerin fosforik
asitli ortamda, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi,
olusan kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir [69].
Bu yontemin diger protein tayini yontemlerinden iistlin tarafi, ¢ok kisa siirede
uygulanmasi, bozucu faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde

uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.

Protein tayini isleminde izlenen yol: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albiimin ¢dzeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl alindi. 100 mM Tris-HCI tamponu (pH: 8.00) ile tiim tiiplerin hacimleri
0.1 mL’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 0.1 mL’lik 100 mM
Tris-HCI (pH:8.00) tamponu olan 1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine
karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik hazirland1 (Sekil 3.2).
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Enzim Orneklerinden 0.1’er mL 2 ayr1 tlipe alinarak iizerlerine 5’er mL
Coomassie reaktifi ilave edildi.  Vorteksde karistirildiktan 10 dakika sonra
595 nm’de absorbanslar dlgiildii. iki dl¢iimiin ortalama absorbansina karsilik gelen

protein miktari standart grafik yardimiyla hesaplandi.
2.2.5 Afinite Jelinin Hazirlanmasi

2.2.5.1 Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi

30 mL Sepharose-4B kati destek materyali, saf su ile iyice yikanarak dekante
edildi. Uzerine esit hacimde saf su eklendi. Karistirilmakta olan siispansiyonuna 4 g
CNBr tek seferde eklendi. pH metre kullanilarak siispansiyonun pH’s1 4 M NaOH
ile hemen 11°e getirildi ve reaksiyonun bu pH’da kalmasi saglandi. Reaksiyona pH
degismeyinceye kadar devam edildi (15-20 dakika). Bol miktarda saf sudan
hazirlanmig buz siispansiyona eklendi ve karisim bir buncher hunisine aktarild.
Daha sonra 250 mL soguk 0.1 M NaHCO; tamponu (pH: 10.00) ile yikandi
(Sekil 2.1) ve bir behere alindi.

OH OCN
+ CNBr e ——— Q
OH NCO

Sepharose-4B Aktiflegmig Matriks

Sekil 2.1: Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi.
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2.2.5.2 Etilendiaminin Baglanmasi

0.1 M NaHCO; pH: 10 ¢ozeltisine alinan siispansiyona 10 mL etilendiamin
yavas yavas eklenir. 2 saat karigmaya birakilir. Daha sonra siispansiyon 16 saat 4
°C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans
vermeyinceye kadar bol su ile yikandi. Bdylece reaksiyona girmeyen etlendiamin
tamamen uzaklastirilmig oldu. Yikama 100 mL 0.1 M NaHCO; tamponu (pH: 10)
ile tekrarlandi. Etilendiamin ile modifiye Sepharose-4B ayni tamponun 40 mL’si

icine alind1.

2.2.5.3 Ligandin Baglanmasi

100 mg 4-izotiyosiyonat benzen siilfonamid 5 mL DMSO igerisinde ¢oziildii
ve Sepharose-4B-L-etilendiamin siispansiyonuna ilave edildi. Olusan bu karisiminin
pH: 9.5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 2-3 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha
sonra 1 L saf su ve ardindan 200 mL 10 mM Na,HPO, (pH: 6.8) tamponu ile yikandi
ve ayn1 tamponda muhafaza edildi (Sekil 2.2).
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— BrCN —O—CN —
Sepharose 4-B OH r Sepharose 4-B —————> [Sepharose 4-B O>C=NH
—OH —OH —O
H,>N NH,
SOZN H2 \_/

Etilendiamin

NH
P s ||
—O—C—NH NH —O—C—NH NH,
Sepharose 4-B \ / D —— Sepharose 4-B _ OH
—OH SO,NH,
N J
Y
Afinite Jeli
NCS

4-izotiyosiyonat benzen siilfonamid

Sekil 2.2: Afinite jelinin sentez basamaklari.

2.2.5.4 Afinite Jelinin Kolona Paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (10 mM Na;HPO, pH: 6.8) i¢ine alinarak
jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan
sogutmali kolonlara paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra dengeleme tamponu ile yikandi.
Kolonun dengelenmesi, eluat ile dengeleme tamponun 280 nm’de absorbansinin

en az 0.02’ye diismesi ile anlagilmistir.

2.2.5.5 Afinite Kolonuna Numune Tatbiki ve Eliisyonu

Boliim 2.2.1°de anlatildig1 gibi saflastirma basamaklar1 sonunda elde edilen
40 mL homojenat 10 mM fosfat (pH: 6.8) tamponu ile dengelenmis olan kolona
yavas yavas ilave edildi. Daha sonra numune eklenmis kolon 400 mL 25 mM fosfat
(pH: 6.8) tamponu ile yikandi. Bdylece laktoperoksidaz enziminin kolona tutunmasi
saglandi. Sonra 1 M NaCl / 25 mM Na,HPO, (pH: 6.8) eliisyon tamponu eklenerek

laktoperoksidaz enziminin eliie edilmesi sagland.
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Eliatlar 2’er mL’lik ependorf tiiplere alindi. Her bir eliiatin 280 nm ve
412 nm’de absorbans degerleri kore kars1 6l¢lildii. Absorbans olarak yiiksek proteine
karsilik yiiksek aktivite gosteren eliiatlar birlestirildi ve absorbans degerleri

belirlendi.

2.2.6 SDS-PAGE Yontemi ile LPO Enzimin Safliginin Kontrolii

Laktoperoksidaz enziminin afinite kromatografisi ile saflastiriimasindan
sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, ayrma jeli % 10
olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemelli

tarafindan bulunan yontemle ¢alisilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi [70].

Bu amagla elektroforez cam plakalarinin 6nce saf su, sonra etil alkol ile iyice
temizle islemi yapildi. Daha sonra plakalar arasma plastik aralik olusturucusu
yerlestirilerek iki cam plaka birbiri iizerine konuldu ve elektroforezin dokme
aparatina sabitlendi. Tablo 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar
arasina tstten 2-3 cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edildi. Jel ylizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir
tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1 gece) st yiizeydeki
n-biitanol dokiildii. Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar
polimerlesmis aymrma jelinin lizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme
jelinin iizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi
(20-30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarm arasmin
bozulmamasma dikkat edilerek ¢ikarildi. Kuyucuklar once saf suyla sonra tank
tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina

yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina yiiriitme tamponu konuldu.
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Afinite kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan yiiksek proteine
karsilik yiiksek aktivite gosterenler tiipler toplam hacim 75 pL olacak sekilde 2:1
oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek numuneler cam plakalara
alindiktan sonra sicak su banyosunda bekletildi. Numuneler sogutularak
kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak 200 volt’a ayarlandi.
Yiriitme islemine proteinler, jelin altina 1 cm kalana kadar devam edildi. Daha
sonra akim kesilerek yiirlitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice
cikarildi, yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini igeren ayirma jeli
renklendirme ¢6zeltisi i¢ine konuldu ve 1.5-2 saat kadar ¢alkalayici tizerine birakildi.
Daha sonra jel renklendirme c¢ozeltisinden c¢ikartilarak renk a¢ma ¢dzeltisine
konuldu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip protein
bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti iginde ¢alkalandi.  Jel renk agma
cozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriinti

bilgisayara aktarildi.

2.2.7 Laktoperoksidaz Enziminin Ky ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

Kv Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda
Laktoperoksidaz enzimi, ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin—6-sulfonik asit)

substratmin dokuz farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi 6l¢iimi yapildi.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk gafigi ¢izildi. Ky Ve Vmax

degerleri grafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.

2.2.8 Baz Veteriner ilaglarlnm ve Pestisitlerin ICsp Degerlerinin

Bulunmasi

Bazi veteriner ilaglarmin ve pestisitlerin 1Cso degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda ABTS  (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin—6-sulfonik  asit)
substratinda ¢alisildi. Once veteriner ilagsiz ve pestisitsiz ortamdaki enzim aktivitesi
bulundu. Bu deger % 100 aktivite olarak kullanild1.
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Degisik veteriner ilaglarinin ve pestisitlerin konsantrasyonlarina karsilik
gelen absorbanslar 412 nm’de kore karsi okundu.  Elde edilen absorbans
degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite — [I] grafikleri ¢izildi. Bu
grafiklerden yararlanarak her bir veteriner ilact ve pestisit i¢in ICso degerleri

hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1  Enzimin Saflagtirilmasi

3.1.1 Laktoperoksidaz Enziminin Hazirlanmasi

150 mL taze sigir siitii +4 °C’de buzdolabinda bir gece bekletildi. Ertesi giin
150 mL siit 5 mL toluen ile blendirda iyice karistirildi. Daha sonra blendirda
toluenle iyice muamele edilen siit +4 °C’de 45 dakika siire ile 15000 rpm’de santrifiij
edildi. Santrifiij isleminden sonra altta kalan ¢okelek kisim atilir, iistte kalan sivi
kisim bir meziire alinarak hacmi belirlenir. Olgiilen s1vi kisma % 60’lik amonyum
siilfat ¢oktiirmesi yapilir ve arkasmdan +4 °C’de 45 dakika siire ile 15000 rpm’de
santrifiij islemi gerceklestirilir. Santrifiij isleminden sonra iisteki sivi kisim atilir,

alttaki ¢okelek kisim alinir. Cokelek dengeleme tamponunda ¢oziiliir.

3.1.2 Laktoperoksidaz Enziminin Saflastirilmasi

Cokelegin dengeleme tamponunda ¢oziinmesi ile elde edilen 40 mL
homojenat 10 mM fosfat (pH: 6.8) tamponu ile dengelenmis olan kolona yavas yavas
ilave edildi. Daha sonra numune eklenmis kolon 400 mL 25 mM fosfat (pH: 6.8)
tamponu ile yikandi. Boylece laktoperoksidaz enziminin kolona tutunmasi saglandi.
Sonra 1 M NaCl / 25 mM NaHPO, (pH: 6.8) ecliisyon tamponu eklenerek
laktoperoksidaz enziminin eliie edilmesi saglandi. Eliiatlar 2’er mL’lik ependorf
tiiplere alindi. Her bir eliiatin 280 nm ve 412 nm’de absorbans degerleri kore karsi

slgiildii (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Afinite kolonundan LPO enziminin eliisyon grafigi.

3.1.3 Kantitatif Protein Tayini icin Hazirlanan Standart Egri

Afinite kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan tiipler belirlendi.
Kolona tatbik edilen numune ve enzim aktivitesi rastlanan eliiat c¢ozeltileri ic¢in
Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapildi. Daha sonra aktivite tayinleri
yapilarak spesifik aktiviteler ve saflastirma oranlar1 tespit edildi.  Sonuglar

Tablo 3.1°de verildi.

Siitten elde edilen enzim ¢ozeltisi ve saflastirma basamaklar1 sonundaki
enzim ¢Ozeltilerinin protein miktarlar1 bu standart grafige gore belirlendi. Standart

¢ozeltideki mg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2: Bradford yontemi ile protein miktarmin tayin edilmesinde kullanilan
standart grafik.

Tablo 3.1: LPO Enzimi i¢in saflastirma tablosu.

Hacim Aktivite Toplam Protein Toplam Spesifik % Saflastirma
Basamak (mL) (U) Aktivite Miktari Protein Aktivite Verim Derecesi
(u) (mg/mL) (mg) (V)
Ham Ekstrakt 150 460.19 69027.98 88 13200 5.23 100 -
Amonyum
Siilfat 40 555.39 22215.9 75 3000 7.41 32.18 1.024
Coktiirmesi
Afinite
. 12 777.56 9330.678 0.06 0.72 12959.27 13.52 2477.87
Kromotografisi
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3.1.4 Laktoperoksidaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Afinite kolonundan saflastirilan laktoperoksidaz (LPO) enziminin safligini
kontrol etmek amaciyla bolim 2.2.6’da anlatildigi sekilde hazirlanan SDS
poliakrilamid jel elektroforezine siitten saflastirilan laktoperoksidaz (LPO) enzim
numunesi tatbik edildi. Protein bantlar1 iceren jellerin goriintiileri jel goriintiileme

sistemi ile bilgisayara aktarildi (Sekil 3.3).

kDa

~250

~130

~100
~70
~55

i

~35

Gel Blot

80 kDa

Sekil 3.3: Afinite kromotografisi ile saflastirilan LPO enziminin SDS-Poliakrilamid
jel elektroforezi.

3.2 Laktoperoksidaz Enziminin Ky ve Vyax Degerlerinin Bulunmasi

Kwv Ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla; ABTS substratmin degisen
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi dlglimleri yapildi. 412 nm’de dlgiilen aktivite
degerleri reaksiyon hizi (U/mL dakika) olarak alindi. 1/V ve 1/[S] degerleri
bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.4). Grafikten yararlanarak
LPO enzimi i¢in Ky degeri 1.4 mM ve Vpmax degeri 1000 U/mL dakika olarak

bulundu.
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Tablo 3.2:

hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri.

Siitteki Laktoperoksidaz enzimi i¢in ABTS substrati kullanilarak, Ky Ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin

Aktivite | Enzim | Ut o | Ligang | Kuvetteki | Kivetteld Aktivite
. e ABST . R Toplam Substrat AA 4
Fosfat | Cozeltisinin . Hacmi | Cozeltisinin ) (U/mL | 1/V.10 1/[S]
tamponu | Hacmi (uL) cozeltisinin L Hacmi Hacim Kons. (412 nm) dak)
(upL) " Hacmi | ®D) o) @L) | [s]mm)
(nL)
835 36 33 30 0.36 0.151 159.74 626 578
825 46 33 30 0.46 0.165 174.55 573 5217
815 56 33 30 0.56 0.177 187.25 534 179
805 66 66 33 30 1000 0.66 0.210 | 222.159 45 06 152
795 76 33 30 0.76 0.234 247.55 404 132
785 86 33 30 0.86 0.265 280.34 357 116
775 926 33 30 0.96 0.302 319.49 312 1.04
765 106 33 30 1.06 0.328 346.99 8.8 0.94
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Sekil 3.4: Sigir siitiinden saflagtirilan LPO enzimi i¢cin ABTS substrat1 ile elde
edilen Linewear-Burk grafigi.

3.3  Siitteki Laktoperoksidaz (LPO) Enziminin Farkh Kolon

Sartlarinda Saflastirilmasi

LPO enziminin saflastirilmasi i¢in, ekstrakt direkt kolona tatbik edildi. Jelin
kolona paketlenmesi, tamponla dengelenmesi ve yikama islemleri, farkli pH
degerleri (6.0, 6.5, 7.0, 7.5), farkl sicaklik (5 °C, 15 °C ve 35 °C) ve farkli iyonik
siddetlerde (0.05, 0.1, 0.15) ger¢eklestirildi. Farkli kolon sartlarindan elde edilen

cliiatlara enzim aktivite tayini yapildi. Elde edilen veriler grafiklere aktarildi.
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3.3.1 Afinite Kolonundan Saflastirllan LPO Enzimine Farkh pH

Degerlerinin Etkisi

3.3.1.1 LPO Enziminin 10 mM Na;HPO, Tamponu (pH: 6.0) ile

Dengelenmis Kolondan Saflasgtirilmasi

Boliim 2.2.5°de belirtildigi gibi sekilde hazirlanan afinite kolonu 6nce 10 mM
Na;HPO,4 tamponu (pH: 6.0) ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten
sonra, jel lizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Saflastirma

basamaklar1 sonucunda elde edilen 40 mL homojenat kolona yavas yavas eklendi.

Homojenat tamamen gegtikten sonra kolon 25 mM Na;HPO, tamponu
(pH:6.0) ile yikandi. Yikama islemine 280 nm’deki absorbans yaklasik olarak 0.02

ye diisiinceye kadar devam edildi.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra eliisyon islemine gecildi. Eliisyona
baslamadan once jel iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi ve
elisyon 1M NaCl / 25 mM Na,HPO, tamponu (pH: 6.3) ile gergeklestirildi.
Kolondan alinan eliiatlar 2’er mL halinde ependorf tiiplerine alindi.  Eliisyon
islemine 280 nm’deki absorbans yaklasik 0.04 oluncaya kadar devam edildi.
Eliisyon tamponu kor olarak kabul edilerek her bir tiiptin 280 nm’deki protein

miktar1 ve 412 nm’deki aktivitesine bakild1 (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5: 10 mM Na;HPO4tamponu (pH: 6.0) ile dengelenmis ve 25mm NayHPO4
(pH: 6.0) tamponu ile yikanmis afinite kolonundan saflastirilan LPO enzimi i¢in
absorbans-aktivite grafigi.
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3.3.1.2 LPO Enziminin 10 mM Na;HPO, tamponu (pH: 6.5) ile

Dengelenmis Kolondan Saflastirilmasi

Boliim 3.3.1.1°de anlatilan iglemlerin aynist bu kez kolon 10 mM Na;HPO,4
(pH: 6.5) dengeleme ve 25 mM Na;HPO, (pH: 6.5) yikama tamponu kullanilmasi ile
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.6’da verilmistir.
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Sekil 3.6: 10 mM Na,HPO,tamponu (pH: 6.5) ile dengelenmis ve 25 mM Na,HPO,
(pH: 6.5) tamponu ile yikanmis afinite kolonundan saflastirilan LPO enzimi i¢in
absorbans-aktivite grafigi.
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3.3.1.3 LPO Enziminin 10mM Na,HPO, tamponu (pH: 7.0) ile

Dengelenmis Kolondan Saflastirilmasi

Boliim 3.3.1.1°de anlatilan iglemlerin aynist bu kez kolon 10 mM Na;HPO,4
(pH: 7.0) dengeleme ve 25 mM Na;HPO, (pH: 7.0) yikama tamponu kullanilmasi ile
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.7°de verilmistir.
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Sekil 3.7: 10 mM Na,HPO, tamponu (pH: 7.0) ile dengelenmis ve 25 mM Na,HPO,
(pH: 7.0) tamponu ile yikanmis afinite kolonundan saflastirilan LPO enziminin
absorbans-aktivite grafigi.
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3.3.1.4 LPO Enziminin 10 mM Na,HPO, (pH: 7.5) tamponu ile

Dengelenmis Kolondan Saflastirilmasi.

Boliim 3.3.1.1°de anlatilan iglemlerin aynist bu kez kolon 10 mM Na;HPO,4
(pH: 7.5) dengeleme ve 25 mM Na;HPO, (pH: 7.5) yikama tamponu kullanilmasi ile
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.8: 10 mM Na,HPO,tamponu (pH: 7.5) ile dengelenmis ve 25 mM Na,HPO,
(pH: 7.5) tamponu ile yikanmis afinite kolonundan saflastirilan LPO enziminin

absorbans-aktivite grafigi.
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Sekil 3.9: Farkli pH degerlerinde kolona tutunan LPO enziminin
Spesifik Aktivite-pH degerleri.
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3.3.2 Afinite Kolonundan Saflastirilan LPO Enzimine Farkh Iyonik
Siddetlerin Etkisi

3.3.2.1 LPO Enziminin 0.05 M Na;SO, Kullanilarak Saflastiriimasi

Boliim 2.2.5°de belirtildigi gibi sekilde hazirlanan afinite kolonu 6nce 10 mM
Na;HPO,4 / 0.05 M Na,SO4tamponu (pH: 6.8) ile dengelendi. Kolonun dengeleme
islemi bittikten sonra, jel iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi.
Saflagtirma basamaklar1 sonucunda elde edilen 40 mL homojenat kolona yavas yavas
eklendi. Homojenat tamamen gegtikten sonra kolon 25 mM Na,HPO, / 0.05 M
Na,SO,4 tamponu (pH: 6.8) ile yikandi. Yikama islemine 280 nm’deki absorbans
yaklagik olarak 0.02 ye diislinceye kadar devam edildi.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra eliisyon islemine gecildi. Eliisyona
baslamadan once jel iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi ve
elisyon 1M NaCl / 25 mM Na,HPO, tamponu (pH: 6.3) ile gergeklestirildi.
Kolondan alinan eliiatlar 2’er mL halinde ependorf tiiplerine alindi.  Eliisyon
islemine 280 nm’deki absorbans yaklasik 0.04 oluncaya kadar devam edildi.
Eliisyon tamponu kor olarak kabul edilerek her bir tiipiin 280 nm’deki protein

miktar1 ve 412 nm’deki aktivitesine bakild1 (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10: 10 mM Na;HPO,4/ 0.05 M Na,SO4 (pH: 6.8) tamponu ile dengelenmis ve
25 mM NaHPO, / 0.05 M Na,SO,; (pH: 6.8) tamponu ile yikanmis afinite
kolonundan saflastirilan LPO enziminin absorbans-aktivite grafigi.
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3.3.2.2 LPO Enziminin 0.1 M Na;SO, Kullanilarak Saflastirilmasi

Boliim 3.3.2.1°de anlatilan islemlerin aynisi bu kez kolon 10 mM Na;HPO4 /
0.05 M NaySO, (pH: 6,8) dengeleme ve 25 mM Na;HPO, / 0.05 M Na;SO4
(pH: 6,8) yikama tamponu kullanilmasi ile gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar
Sekil 3.11’da verilmistir.
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Sekil 3.11: 10 mM Na;HPO,4/ 0.1 M Na,SO,4 (pH: 6.8) tamponu ile dengelenmis ve
25 mM Na,HPO,4/ 0.1 M Na,SO, (pH: 6.8) tamponu ile yikanmis afinite kolonundan
saflastirilan LPO enziminin absorbans-aktivite grafigi.
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3.3.2.3 LPO Enziminin 0.15 M Na,;SO, Kullanilarak Saflastirilmasi

Boliim 3.3.2.1°de anlatilan islemlerin aynisi bu kez kolon 10 mM NayHPO, /
0.15 M Na;SO4 (pH: 6.8) dengeleme ve 25 mM Na;HPO, / 0.15 M Na,SO, (pH: 6.8)
yikama tamponu kullanilmas: ile gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.12°de

verilmistir.
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Sekil 3.12: 10 mM Na,HPO, / 0.15 M Na,SO, tamponu (pH: 6.8) ile dengelenmis
ve 25 mM Na,HPO, / 0.15 M Na,SO, (pH: 6.8) tamponu ile yikanmis afinite
kolonundan saflastirilan LPO enziminin absorbans-aktivite grafigi.
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Sekil 3.13: Farkli iyonik siddet degerlerinde kolona tutunan LPO enziminin
Spesifik Aktivite-[M] degerleri.
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3.3.3 Farkh Sicakhiklarda LPO Enziminin Saflastirilmasi

3.3.3.1 Afinite Kolonundan LPO Enziminin 5 °C’de Saflastiriimasi

Bolim 2.2.5” de belirtildigi gibi sekilde hazirlanan afinite kolonu 6nce soguk
su banyosunda 5 °C’ye getirildi. Daha sonra 5 °C’ye sogutulmus 10 mM Na,HPO,
tamponu (pH: 6.8) ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten sonra, jel
iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Saflastirma basamaklar1
sonucunda elde edilen 40 mL homojenat kolona yavas yavas eklendi. Homojenat
tamamen gectikten sonra kolon 5 °C’ye sogutulmus 25 mM Na,HPO,4 tamponu
(pH: 6.8) ile yikandi. Yikama iglemine 280 nm’deki absorbans yaklasik olarak 0.02

ye diisiinceye kadar devam edildi.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra eliisyon islemine gecildi. Eliisyona
baslamadan once jel iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi ve
eliisyon 5 °C’ye sogutulmus 1M NaCl / 25 mM Na,HPO, tamponu (pH: 6.3) ile
gergeklestirildi. Kolondan alinan eliiatlar 2°er mL halinde ependorf tiiplerine alindi.
Eliisyon islemine 280 nm’deki absorbans yaklasik 0.04 oluncaya kadar devam edildi.
Eliisyon tamponu kor olarak kabul edilerek her bir tiiptin 280 nm’deki protein

miktar1 ve 412 nm’deki aktivitesine bakild1 (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14: 5 °C’ye sogutulmus 10 mM Na,HPO, (pH: 6.8) tamponu ile dengelenmis
ve 5 °C’ye sogutulmus 25 mM Na,HPO, (pH: 6.8) tamponu ile yikanmis afinite
kolonundan saflastirilan LPO enziminin absorbans-aktivite grafigi.
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3.3.3.2 Afinite Kolonundan LPO Enziminin 15 °C’de Saflastirilmasi

Boliim 3.3.3.1’de anlatilan islemlerin aynis1 bu kez kolon 15 °C’ye
sogutulmus 10 mM Na,HPO, (pH: 6.8) dengeleme ve 15 °C’ye sogutulmus 25 mM
Na,HPO,4 (pH: 6.8) yikama tamponu ve 15 °C’ye sogutulmus 1M NaCl / 25 mM
Na;HPO, tamponu (pH: 6.3) eliisyon tamponu kullanilmasi ile gergeklestirildi. Elde

edilen sonuglar Sekil 3.15’de verilmistir.
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Sekil 3.15: 15 °C’ye sogutulmus 10 mM Na,HPO, (pH: 6.8) tamponu ile
dengelenmis ve 15 °C’ye sogutulmus 25 mM Na;HPO,4 (pH: 6.8) tamponu ile
yikanmis afinite kolonundan saflastirilan LPO enziminin absorbans-aktivite grafigi.
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3.3.3.3 Afinite Kolonundan LPO Enziminin 35 °C’de Saflastirilmasi

Boliim 3.3.3.1’de anlatilan islemlerin aynis1 bu kez kolon 35 °C’ye 1sitildi.
Daha sonra 35 °C’ye 1sitilmis 10 mM Na,HPO, (pH: 6.8) dengeleme ve 35 °C’ye
sitilmis 25 mM Na,HPO4 (pH: 6.8) yikama tamponu ve 35 °C’ye 1sitilmis
1M NaCl / 25 mM Na;HPO, tamponu (pH: 6.3) eliisyon tamponu kullanilmasi ile
gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.16°de verilmistir.
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Sekil 3.16: 35 °C’ye 1sitilmis 10 mM Na,HPOy (pH: 6.8) tamponu ile dengelenmis
ve 35 °C’ye 1sitilmis 25 mM Na,HPO, (pH: 6.8) tamponu ile yikanmus afinite
kolonundan saflastirilan LPO enziminin absorbans-aktivite grafigi.
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Sekil 3.17: Farkli sicaklik degerlerinde kolona tutunan LPO enziminin
Spesifik aktivite-Sicaklik degerleri.

3.4  Kullamlan Veteriner Ilaclar1 ve Pestisitlerin Laktoperoksidaz

Enzimi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Calismamizda kullandigimiz ligand, veteriner ilaglar1 ve bazi pestisitlerin
laktoperoksidaz enzimi tizerine etkilerini belirlemek igin, optimum sartlarda
ABTS  (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin—6-siilfonik  asit)  substratinin  sabit
konsantrasyonunda c¢alisildi. Substrat ¢ozeltisi her dl¢iimde 67 uL ABTS alindi ve
veteriner ilaglar1 ve bazi pestisit ¢ozeltilerinden ise degisik hacimlerde almarak
toplam 1 mL’lik bir reaksiyon hacmi olusturuldu. Once inhibitorsiiz ortamda enzim
aktivitesi bulundu. Bu deger % 100 aktivite olarak kabul edildi.
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Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 67 pL enzim ¢ozeltisi alinip daha
onceden hazirlanmis olan tampon + substrat (ABTS) + H,0, ¢ozeltisi + hazirlanan
veteriner ilaglart ve pestisit ¢ozeltilerine hizli bir sekilde eklendikten sonra
412 nm’de 75 saniyede absorbansta meydana gelen degisme okundu. Elde edilen
absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite - [I] grafikleri ¢izildi
(Sekil 3.20 - 3.44). Bu grafiklerden yararlanarak kullanilan ligand, veteriner ilaglari
ve pestisitler i¢in ICsp degerleri hesaplandi. Daha sonra ¢alismada kullanilan ligand
icin 2 degisik sabit inhibitér konsantrasyonunda, standart aktivite Ol¢iim
kosullarinda, ABTS substrati kullanilarak aktiviteler belirlendi. 1/V ve 1/[S]
degerleri hesaplanarak, Lineweaver—Burk grafigi ¢izildi (Sekil 3.4, Sekil 3.19). Bu
grafikten yararlanarak K; degeri ve inhibisyon tiirii tespit edildi.
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Tablo 3.3: LPO enzimi lizerine inhibisyon etkisi gosteren ligandin (4-izotiyosiyonat-benzensiilfonamid) ICso degerinin bulunmasinda kullanilan
cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, ligand konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonugclar.

Aktivite H,O, | Substrat ABST Enzim Ligand Kiivetteki
Fosfat Hacmi cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Ligand AOD Aktivite %
tamponu LiGAND (pL) Hacmi Hacmi Hacmi Kons. (412 nm) | (U/mL dak) | Aktivite
(nL) (nL) (nL) (nL) [1] (mM)
835 - - 0.163 172.44 100
830 5 0.005 0.120 126.948 73.62
825 . 10 0.01 0.103 108.96 63.19
4-izotiyosiyonat-
33 66 66
benzensiilfonamid
820 15 0.015 0.080 84.632 49.08
815 20 0.02 0.066 69.82 40.49
810 25 0.025 0.041 43.37 25.15
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Sekil 3.18: Saflastirilmis LPO enzimi lizerine Ligand bilesiginin % Aktivite-[I]
grafigi.
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Tablo 3.4: LPO enzimi {izerine inhibisyon etkisi gdsteren ligandin(4-izotiyosiyonat-benzensiilfonamid) K; degerinin belirlenmesinde kullanilan
cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, ligandin konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Aktivite Enzim Substrat H,O, Ligand Kuvetteki | Kiivetteki [ Kiivetteki
Fosfat | Cozeltisinin ABST Hacmi | Cozeltisinin | Toplam Substrat | Inhibitor | AA | Aktivite
tamponu Hacmi ¢ozeltisinin | (pL) Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 | (U/mL |1/V. 10'4 1/[S]
(nL) (nL) hacmi (nL) (nL) [S] (mM) [ [I] (mM) | nm) dak)
(L)
835 36 33 10 0.36 001 |0.082| 87.03 | 1149 | 278
825 46 33 10 0.46 0.01 0.096 | 101.88 98.15 | 2.17
815 56 33 10 0.56 0.01 0.105| 111.09 | 90.02 | 1.79
805 66 33 10 0.66 0.01 01231 13020 | 768 | 1.52
795 76 33 10 0.76 0.01 0.135| 14286 | 70.01 | 1.32
785 0.144 | 152.44
66 86 33 10 1000 0.86 0.01 65.6 1.16
795 36 33 20 0.36 0.02 0.051| 5405 | 1853 | 2.78
785 46 33 20 0.46 0.02 0.058 61.39 1629 | 2.17
775 56 33 20 0.56 0.02 0.072 75.75 1312 | 1.79
765 66 33 20 0.66 0.02 0.080 84.96 117.7 1.52
755 76 33 20 0.76 0.02 0.099 | 10559 | o947 | 1.32
745 86 33 20 0.86 002 |0105| 11148 | 897 | 1.16
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Sekil 3.19: Saflagtirilmis LPO enzimi iizerine Ligandin inhibisyon etkisi
[11]: 1x10% mM, [l5]: 2x10 mM
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Tablo 3.5: LPO enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Devamed ve Diiiriil adl1 veteriner ilaglarmin ICsg degerinin bulunmasinda kullanilan

¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, ila¢ konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Aktivite H,0, Substrat ABST Enzim flac Kiivetteki
Fosfat . Hacmi cozeltisinin Cozeltisinin L flac Kons. AOD o
tamponu Ila¢ hacmi Hacmi Cozeltlsqlm Aktivite % Aktivite
(nL) (L) Hacmi [1] (mM) (412 nm) (U/mL dak)
(nL) (nL) L)
835 - - 0.434 459.129 100
815 20 0.02 0.386 408.349 88.94
805 Devamed 33 66 66 30 0.03 0.312 330.064 71.89
795 40 0.04 0.276 291.980 63.59
785 50 0.05 0.220 232.738 50.69
775 60 0.06 0.189 199.943 43.55
835 - - 0.138 145.99 100
825 66 10 0.01 0.126 134.35 91.88
805 Diiiril 33 66 30 0.03 0.095 100.50 68.84
785 50 0.05 0.084 88.86 60.87
765 70 0.07 0.069 72.99 50.00
745 90 0.09 0.053 56.06 38.40

89




120 +

100 y = 830,95x? - 1012,1x + 100,36

R*=0,9977

80 -

60

% Aktivite

O T T T T T T 1
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Devamed [mM]

Sekil 3.20: Saflastirilmis LPO enzimi iizerine Devamed adli veteriner ilag¢inin
% Aktivite - [1] grafigi.
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Sekil 3.21: Saflastirilmis LPO enzimi iizerine Diiiril adli veteriner ilaginin
% Aktivite - [I] grafigi.
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Tablo 3.6:

LPO enzimi iizerine inhibisyon etkisi gdsteren Atrol-F ve Taylomisin adli veteriner ilaglarmin ICso degerinin bulunmasinda
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, ilag konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Aktivite H,0, Substrat ABST Enzim flac Kiivetteki
Fosfat . Hacmi cozeltisinin Cozeltisinin L flac Kons. AOD o
tamponu Ila¢ hacmi Hacmi Cozeltlsqlm Aktivite % Aktivite
(nL) (L) Hacmi [1] (mM) (412 nm) (U/mL dak)
(nL) (nL) (L)
835 - - 0.492 520.49 100
825 10 0.01 0.434 459.13 88.21
805 Atrol -F 33 66 66 30 0.03 0.371 392.48 75.40
785 50 0.05 0.316 334.30 64.23
765 70 0.07 0.285 301.50 57.93
745 90 0.09 0.240 253.90 48.78
835 - - 0.149 157.63 100
830 66 5 0.005 0.112 118.48 75.16
825 Taylomisin 33 66 10 0.01 0.088 93.10 59.06
820 15 0.015 0.065 68.76 43.62
815 20 0.02 0.052 55.01 34.90
810 25 0.025 0.041 43.37 27.51
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Sekil 3.22: Saflastirilmis LPO enzimi tizerine Atrol-F adli veteriner ilaginin
% Aktivite - [1] grafigi.
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Sekil 3.23: Saflastirilmis LPO enzimi {izerine Taylomisin adli veteriner ila¢mnin
% Aktivite - [I] grafigi.
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Tablo 3.7: LPO enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Killoxacin ve Geosol adli veteriner ilaglarinin ICsg degerinin bulunmasinda kullanilan

cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, ilag konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Aktivite H,0O, Substrat ABST Enzim flac Kiivetteki
Fosfat . Hacmi cozeltisinin Cozeltisinin L flac Kons. AOD o
tamponu Ila¢ hacmi Hacmi Cozeltlsqlm Aktivite % Aktivite
(nL) (L) Hacmi [1] (mM) (412 nm) (U/mL dak)
(nL) (nL) L)
835 - - 0.400 423.16 100
805 30 0.01 0.313 331.12 78.26
785 Killoxacin 33 66 66 50 0.05 0.276 291.98 69.00
765 70 0.07 0.249 263.42 62.25
745 90 0.09 0.218 230.62 54.50
725 110 0.1 0.184 194.65 46.00
835 - - 0.382 404.12 100
830 5 0.005 0.287 303.62 75.13
825 Geosol 33 66 66 10 0.01 0.203 214.75 53.14
820 15 0.015 0.155 163.97 40.57
815 20 0.02 0.114 120.60 29.84
810 25 0.025 0.075 79.34 19.63
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Sekil 3.24: Saflastirilmis LPO enzimi lizerine Killoxacin adli veteriner ilagmnin

% Aktivite - [1] grafigi.
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Sekil 3.25: Saflastirilmis LPO enzimi iizerine Geosol adli veteriner ilagmin

% Aktivite - [1] grafigi.
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Tablo 3.8: LPO enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosteren Flumed ve Doksilin-LA adli veteriner ilaglarinin ICsp degerinin bulunmasinda
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, ilag konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Aktivite H,O, Substrat ABST Enzim flac Kiivetteki
tal?;);l;ar:u flac Hacmi g:ozhe;zlrsrll?m Colieall?rs;?m Ciizeltisiyin Ila¢ Kons. AOD Aktivite e AKtivie
(nL) (L) Hacmi [1] (mM) (412 nm) (U/mL dak)
(nL) (nL)
(uL)

835 - - 0.208 220.04 100
825 10 0.01 0.169 178.79 81.25
805 Flumed 33 66 66 30 0.03 0.140 148.11 67.31
785 50 0.05 0.115 121.66 55.29
765 70 0.07 0.089 94.15 42.79
745 90 0.09 0.066 6.82 31.73
835 - - 0.208 220.04 100
825 10 0.01 0.177 187.76 85.33
gos | Doksilin- |, 56 56 30 0.03 0.147 156.36 71.06
785 LA 50 0.05 0.109 115.31 52.40
765 70 0.07 0.083 87.81 30.01
745 90 0.09 0.058 61.36 27.89
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Sekil 3.26: Saflastirilmis LPO enzimi iizerine Flumed adli veteriner ila¢inin

% Aktivite - [1] grafigi.
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Sekil 3.27: Saflastirilmis LPO enzimi lizerine Doksilin-LA
% Aktivite - [I] grafigi.
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Tablo 3.9: LPO enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Tilmivet ve Advocin adli veteriner ilaglarmin ICsy degerinin bulunmasinda kullanilan

¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, ilag konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Aktivite H,0O, Substrat ABST Enzim flac Kiivetteki
tal?;):l;ar:u flac Hacmi g:ozhe;zlrsrll?m Colieallzr:?m Ciizeltisiyin Ila¢ Kons. AOD Aktivite e AKtivie
(nL) (L) Hacmi [1] (mM) (412 nm) (U/mL dak)
(nL) (nL)
(nL)

835 - - 0.239 252.84 100
825 10 0.01 0.207 218.99 86.61
805 Tilmivet 33 66 66 30 0.03 0.153 161.86 64.02
785 50 0.05 0.115 121.66 48.12
765 70 0.07 0.094 99.44 39.33
745 90 0.09 0.072 76.17 30.13
835 - - 0.163 172.44 100
830 5 0.005 0.106 112.14 65.03
825 Advocin 33 66 66 10 0.01 0.077 81.46 47.24
820 15 0.015 0.056 59.24 34.35
815 20 0.02 0.030 31.74 18.41
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Sekil 3.28: Saflastirilmis LPO enzimi iizerine Tilmivet adli veteriner ilagmnin

% Aktivite - [1] grafigi.

120 -~
100 E o O
HsC, OH
N |
80 N N
3
$ A
£ 60
<
X
40
20 - y =122743x? - 6332,1x + 97,915
R2=0,9895
O T T T T 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025
Advocin [mM]
Sekil 3.29: Saflagtirilmis LPO enzimi iizerine Advocin adli veteriner ilaginin

% Aktivite - [I] grafigi.
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Tablo 3.10:

LPO enzimi {izerine inhibisyon etkisi gdsteren Tilmivet ve Advocin adli veteriner ilaglarinin ICsy degerinin bulunmasinda
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, ilag konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Enzim
Aktivite Substrat ABST Cﬁzeltisinin ilag: . .
Fosfat . HZOZ. cozeltisinin Hacmi Cozeltisinin Kiivetteki AOD Aktivite .
Ila¢ Hacmi . . Ila¢ Kons. % Aktivite
tamponu (L) hacmi (uL) Hacmi [1] (mM) (412 nm) | (U/mL dak)

(nL) . (nL) (nL)
835 - - 0.134 141.76 100
815 20 0.02 0.101 106.85 75.37
795 40 0.04 0.083 87.81 61.94

Kanovet 33 66 66
775 60 0.06 0.066 69.82 49.25
755 80 0.08 0.044 46.55 32.84
715 120 0.12 0.032 33.85 23.88
835 - - 0.112 118.48 100
825 10 0.01 0.092 85.69 82.32
815 20 0.02 0.067 70.88 59.82
Fostimol 33 66 66

795 40 0.04 0.048 50.78 42.86
775 60 0.06 0.029 30.68 25.89
755 80 0.08 0.018 19.04 16.07
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Sekil 3.30: Saflastirilmis LPO enzimi iizerine Kanovet adli veteriner ilaginin
% Aktivite - [1] grafigi.
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Sekil 3.31: Saflastirilmis LPO enzimi iizerine Fostimol adli veteriner ilaginin
% Aktivite - [I] grafigi.
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Tablo 3.11:

LPO enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Flortek ve Marboflex adli veteriner ilaglarinin ICsy degerinin bulunmasinda
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, ilag konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Aktivite H.0 Substrat ABST Enzim flac Kiivetteki
Fosfat . 22 cozeltisinin Cozeltisinin | Cozeltisinin | . uvete AOD Aktivite .
Ila¢ Hacmi . . . Ila¢ Kons. % Aktivite
tamponu (L) hacmi Hacmi Hacmi [1] (mM) (412 nm) | (U/mL dak)
(nL) " (nL) (nL) (nL)
835 - - 0.112 118.48 100
830 5 0.005 0.087 92.03 77.68
820 15 0.015 0.069 72.99 61.60
Flortek 33 66 66
810 25 0.025 0.050 52.89 44.64
800 35 0.035 0.034 35.96 30.36
785 50 0.05 0.023 24.33 20.54
835 - - 0.172 181.96 100
830 5 0.005 0.147 155.51 85.46
825 10 0.01 0.113 119.54 65.69
Marboflex 33 66 66
820 15 0.015 0.088 93.09 51.16
815 20 0.02 0.069 72.99 40.11
810 25 0.025 0.042 44.43 24.42
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Sekil 3.32: Saflastirilmis LPO enzimi iizerine Flortek adli veteriner ilaginin
% Aktivite - [1] grafigi.
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Sekil 3.33: Saflastirilmis LPO enzimi lizerine Marboflex adli veteriner ilaginin
% Aktivite - [I] grafigi.
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Tablo 3.12: LPO enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Neozid ve Teknomezathine adli veteriner ilaglarinin ICsy degerinin bulunmasinda
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, ilag konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Aktivite H20, SUt.).Stra:[ '.A\ITD’ST “Enz.l m . Ila.g:. . Kiivetteki Aktivite
Fosfat : . ¢ozeltisinin Cozeltisinin | Cozeltisinin | . AOD %
Nlag Hacmi . : : Ila¢ Kons. (U/mL .
tamponu (L) hacmi Hacmi Hacmi [1] (mM) (412 nm) dak) Aktivite
(nL) . (nL) (nL) (nL)
835 - - 0.171 180.90 100
825 10 0.01 0.140 148.11 81.87
815 . 20 0.02 0.115 121.66 67.25
Neozid 33 66 66
805 30 0.03 0.078 82.52 45.62
795 40 0.04 0.059 61.42 34.51
785 50 0.05 0.037 39.14 21.64
835 - - 0.220 232.74 100
825 10 0.01 0.184 194.65 83.63
815 . 20 0.02 0.137 144.93 62.27
Teknomezathine 33 66 66
805 30 0.03 0.104 110.02 47.27
795 40 0.04 0.076 80.40 34.54
785 50 0.05 0.054 57.12 24.54
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Sekil 3.34: Saflastirilmis LPO enzimi iizerine Neozid adli veteriner ilaginin

% Aktivite - [I]

grafigi.
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Sekil 3.35: Saflastirilmis LPO enzimi tizerine Teknomezathine adli veteriner

ilaginin % Aktivite - [I] grafigi.
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Tablo 3.13: LPO enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Vetaljin ve Gentavet adli veteriner ilaglarmin ICsp degerinin bulunmasinda kullanilan

cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, ilag konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

Aktivite H.0 Substrat ABST Enzim flac Kiivetteki
Fosfat la Hazcrrzli ¢ozeltisinin Cozeltisinin | Cozeltisinin ilauvi(:ns AOD Aktivite % Aktivite
tamponu ¢ (L) hacmi Hacmi Hacmi [I]c(mM). (412 nm) | (U/mL dak) 0
(L) (L) (L) (L)
835 - - 0.151 159.74 100
830 5 0.005 0.132 139.64 87.41
825 . 10 0.01 0.112 118.48 74.17
Vetaljin 33 66 66
815 20 0.02 0.086 90.97 56.95
805 30 0.03 0.065 68.76 43.05
795 40 0.04 0.040 42.32 26.49
835 - - 0.151 159.74 100
830 5 0.005 0.133 140.70 88.08
820 15 0.015 0.117 123.77 77.48
Gentavet 33 66 66
810 25 0.025 0.087 92.03 57.62
795 40 0.04 0.066 69.82 43.71
775 60 0.06 0.048 50.77 31.79
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Sekil 3.36: Saflagtirilmig LPO enzimi iizerine Vetaljin adli veteriner ilaginin

% Aktivite - [1] grafigi.
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Sekil 3.37: Saflastirilmis LPO enzimi iizerine Gentavet adli veteriner ilaginin

% Aktivite - [1] grafigi.
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Tablo 3.14: LPO enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Petra 5 EC ve Rogor adli pestisitlerin ICso degerinin bulunmasinda kullanilan

¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

Aktivite H,0, Sut.).stra:[ ,.AI.BST “Enz.irrl . "Pest.is.it. Kii_vetteki N
o | L | oo | Shetnin | Gl | Gl | | (e | %Akt
(hL) (kL) (uL) (bL) ML) | [ (mm)
835 - - 0.196 207.35 100
825 10 0.03 0.168 177.73 85.71
815 20 0.02 0.135 142.64 68.79
805 Petras BC - 0 00 30 0.03 0.116 122.72 59.18
795 40 0.04 0.078 82.52 39.80
785 50 0.05 0.058 61.36 29.59
835 - - 0.172 181.96 100
830 5 0.005 0.125 132.24 72.68
825 10 0.01 0.090 95.211 52.33
Rogor 33 66 66
820 15 0.015 0.063 66.65 36.63
815 20 0.02 0.049 51.84 28.49
810 25 0.025 0.027 28.56 15.70
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Sekil 3.38:  Saflastirilmis LPO enzimi tiizerine Petra 5 EC adli pestisitin
% Aktivite - [1] grafigi.
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Sekil 3.39: Saflagtirilmis LPO enzimi {izerine Rogor adli pestisitin

% Aktivite - [1] grafigi.
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Tablo 3.15: LPO enzimi lizerine inhibisyon etkisi gosteren Delmetrin ve Mamba Turbo adli pestisitlerin ICsy degerinin bulunmasinda kullanilan

¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Aktivite H.0 Substrat ABST CiiIzE:liils?nin Pestisit Kiivetteki
Fosfat Pestisit Hazcrrzli cozeltisinin Hacmi Cozeltisinin Ligand AOD Aktivite %
tamponu L) hacmi (L) Hacmi Kons. (412 nm) | (U/mL dak) | Aktivite
(nL) (nL) (nL) [1] (mM)
835 - - 0.172 181.96 100
830 5 0.005 0.146 154.45 84.88
825 . 10 0.01 0.114 120.60 66.28
Delmetrin 33 66 66
820 15 0.015 0.087 92.04 50.58
815 20 0.02 0.060 60.47 34.88
810 25 0.025 0.033 34.89 19.18
835 - - 0.306 323.72 100
825 10 0.01 0.270 285.63 88.23
815 Mamba 20 0.02 0.195 206.29 63.72
33 66 66
805 Turbo 30 0.03 0.152 160.80 49.67
795 40 0.04 0.117 123.77 38.23
785 50 0.05 0.076 80.40 24.84
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Sekil 3.40: Saflagtirilmig LPO enzimi {izerine Delmetrin adli pestisitin
% Aktivite - [1] grafigi.
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Sekil 3.41: Saflastirilmis LPO enzimi ilizerine Mamba Turbo adli pestisitin
% Aktivite - [I] grafigi.
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Tablo 3.16:

¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

LPO enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Deltharin ve Decis adli pestisitlerin ICsp degerinin bulunmasinda kullanilan

oy o, | SUSASST | ot | Pt | Kot |

tamponu Pestisit Hacmi ’ hacmi l_i?j_r;“ 0Heacrsni K%ns. (412 nm) | (U/mL dak) %0 Aktivite
(hL) (Hh) (L) D) | 0l

835 - - 0.282 298.32 100
825 10 0.01 0.215 227.45 76.24
815 Deltharin 23 56 66 20 0.02 0.152 160.80 53.90
805 25 EC 30 0.03 0.113 119.54 40.07
795 40 0.04 0.083 92.04 30.75
785 50 0.05 0.067 70.88 23.76
835 - - 0.167 176.67 100
825 10 0.01 0.148 156.57 88.62
815 . 20 0.02 0.122 129.06 73.05

Decis 33 66 66

805 30 0.03 0.087 92.04 52.09
795 40 0.04 0.061 64.53 36.53
785 50 0.05 0.044 46.55 26.35
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Sekil 3.42: Saflagtirilmig LPO enzimi iizerine Deltharin 25 EC adli pestisitin

% Aktivite - [1] grafigi.
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Sekil 3.43: Saflastirilmigs LPO enzimi tizerine Decis adli pestisitin % Aktivite - [I]

grafigi.

112



Tablo 3.17: LPO enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosteren Alpgor 40 EC adl pestisitin ICsp degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Enzim
Aktivite H,0, Substrat ABST | Cézeltisinin Pestisit Kiivetteki
Fosfat Pestisit Hacmi g:ozeltlslpm Hacmi Cozeltlsqnn Ligand AOD Aktivite % Aktivite
tamponu (L) hacmi (uL) Hacmi Kons. (412 nm) | (U/mL dak)
(nL) (nL) (nL) [1] (mM)
835 - - 0.282 298.32 100
825 10 0.01 0.218 230.62 72.31
815 Alpgor 40 20 0.02 0.157 166.09 55.68
33 66 66
805 EC 30 0.03 0.119 125.89 42.20
795 40 0.04 0.088 93.09 31.20
785 50 0.05 0.065 68.76 23.05
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Sekil 3.44: Saflastirilmig LPO enzimi iizerine Alpgor 40 EC adh pestisitin
% Aktivite - [1] grafigi.
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3.5 Kullanilan Veteriner ilag:larl ve Pestisitlerin 1Cso Degerleri

Tez ¢aligmamizda kullanmig oldugumuz veteriner ilaglar1 ve pestisitlerin LPO

enzimine kars1 olan ilgisini ifade eden ICso degerleri asagidaki tablolarda verilmistir.

Tablo 3.18: Calismamizda kullanilan Veteriner ilaglarmin ICso Degerleri.

Veteriner IC50 Veteriner IC50
llaglan Degerleri (uM) llaglan Degerleri (uM)
Devamed 52 Advocin 9
Diiiril 66 Kanovet 55
Atrol-F 89 Fostimol 31
Taylomisin 12 Flortek 21
Killoxacin 95 Gentavet 33
Geosol 12 Vetaljin 24
Flumed 56 Maboflex 16
Doksilin-LA 54 Neozid 29
Tilmivet 48 Teknomezathine 29

Tablo 3.19: Calismamizda kullanilan Pestisitlerin ICso Degerleri.

Pestisitler Dege:lfsf (uM) Pestisitler Dege:lfﬁf (uM)
Petra5 EC 34 Alpgor 40 EC 25
Mamba Turbo 31 Delmetrin 15
Deltharin 25 EC 23 Decis 33
Rogor 11
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Tablo 3.20: LPO enzimi i¢in ABST substrat1 kullanilarak %50 inhibisyonuna sebep
olan ila¢ etken konsantrasyonlari, 1 mL ilaca karsilik gelen etken miktarlar1 ve
stitteki maksimum kalmti limitleri (MKL) (Teblig No:2011/20) [60].

Siitteki Siitteki ICxo
Ampuldeki | Maksimum | Maksimum o
Ilac¢ Etkeni Tlac Tiirii Miktar Kahnt1 Kahnt1 Degeri
(mg/mL) Limiti Limiti (M)
(ng/kg) (nM)
Furosemid Diiiretik 10 66
Atropin Siilfat | Antikolinerjik 2 89
Gentamisin | Antibakteriyel 100 100 0.183 33
Siilfat
Metamizol | Antibakteriyel 500 50 0.154 24
Sodyum
Deksametazon | Antibakteriyel 2.5 0.3 0.61x107 52
Enrofloksasin | Antibakteriyel 100 100 0.286 95
Oksitetrasiklin | Antibakteriyel 54 100 0.207 12
HCI
Danofloksin | Antibakteriyel 25 30 0.068 9
Mesilat
Kanamisin | Antibakteriyel 250 150 0.265 55
Siilfat
Marbofloksasin | Antibakteriyel 100 75 0.213 16
Tilmikosin Antibakteriyel 300 50 0.059 48
Doksisiklin | antibakteriyel 200 54
Monohidrat
Tilozin Antibakteriyel 200 50 0.056 12
Stlfadimidin | Antibakteriyel 160 100 0.343 29
Sodyum
Florfenikol | Antibakteriyel 300 21
Neomisin | Antibakteriyel 74 1500 1.698 29
Stilfat
Fluniksin | Antibakteriyel 50 40 0.084 56
Meglumin
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4. SONUC VE ONERILER

Laktoperoksidaz (LPO) enzimi memelilerin siitiinde, gdzyasinda, tiikriigiinde
ve hava yollar1 yiizey sivisinda bulunan, 78 431 Da molekiil agirhgma sahip hem
grubu igeren bir glikoproteindir [11, 12, 13, 14, 15]. Laktoperoksidaz enzimi
bakterilerin biiylimesini engelleyerek bakteri inhibisyonunu olusmasini saglamasi
gibi cok dnemli bir 6zellige sahiptir [71]. LPO enzimi kimya ve siit endiistrilerinde,
siit iglemesi gerceklestiren tesislerde, nakil gergeklestirilirken siitiin korunmasi
amaciyla kullanilmaktadir [72]. Yaptigimiz ¢alismada patojen mikroorganizmalara
kars1 ve yeni dogan bebeklerin sindirim sisteminden salgilanan, savunmada 6nemli
bir role sahip, siit i¢erisinde salgilanan bir oksidorediiktaz olan LPO enzimi yeni bir
afinite jeli kullanilarak afinite kromotografisi ile saflastirilmistir [13]. LPO enzimi
saflastirilmasi i¢in farkli kromatografik metodlar vardir fakat bu metodlar hem uzun
hemde maliyeti uyguladigimiz afinite kromotografisi yontemine gore daha pahalidir

[73].

LPO enziminin afinite kromotografisi ile saflastirilmasinin bazi 6nemli
sebepleri vardir. Bunlardan en 6nemlisi birgok protein bu kromotografi teknigi ile
bir basamakta ¢ok kompleks karisimlardan saflagtirilmaktadir. Bu teknigi diger
kromotografi tekniklerinden ayiran 6zellik ise sadece ilgili proteini baglayan spesifik

ligand bulundurmasi ve tersinir baglanma afinitesine sahip olmasi gerekir [74].

Bu calismada mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki gosteren, farkli
karsinojenleri parcalayan ve hayvan hiicrelerinin peroksidatif etkilerine kars1
koruyarak biyolojik Onem kazanan LPO enziminin afinite kromotografisi ile
saflastirilmast igin yeni bir jel sentezlenmistir.  Sepharose-4B-etilendiamin-4-
izotiyosiyonat benzen siilfonamid kimyasal yapisima sahip bu jel kullanilarak
enzimin fazla miktarda bulundugu, temini kolay olan sigir siitinden LPO enzimi

saflastirilmis, kinetik ve elektroforetik 6zellikleri incelenmistir.
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Siilfapiridin ve siilfanilamid’nin LPO inhibitorii oldugu belirlenmistir [75].
Fakat tez caliimamizda kulladigim 4-izotiyosiyanat benzen siilfonamidin LPO
inhibitori oldugu hakkinda herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. 4-izotiyosiyanat
benzen siilfonamid karbonik anhidraz enziminin bir inhibitorii oldugu belirlenmis bu
enzimin saflagtirilmasinda ligand olarak kullanilmistir [76]. Yukarida bahsedildigi
gibi daha once yapilan ¢aligmalarda siilfonamid tiirevlerinin LPO enziminin iyi bir
inhibitori oldugundan 4-izotiyosiyanat benzen siilfonamid kullanilarak LPO enzimi

icin ligandin inhibisyon ¢alismasi yapilarak ICsp degeri 14 uM olarak bulundu.

Ayrica inhibitoriin enzime nasil baglandigmi belirlemek i¢in farkli substrat
konsantrasyonlarinda g¢aligsmalar yapildi. Bunun sonucunda inhibitér ve substratin
enzim molekiiliine ayn1 anda baglanma 6zelligi gosteren yarigsmasiz (nonkompetitif)
inhibisyon tiirii belirlendi. K; degeri olarak 3.7x10° mM olarak bulunmustur. Bu
inhibisyon tipinde substrat ve inhibitdr arasinda yarigma s6z konusu degildir.
Enzimin Ky degeri sabit kalirken, Vimax degeri azalir. Bu inhibisyon tipinin ¢alisma

icin dezavantaji1 substrat ve inhibitoriin enzime ayni anda baglanmasidir.

Tablo 3.1’de sigir siitinden LPO enziminin saflastirilmasi basamaklar1
gOsterilmistir.  4-izotiyosiyanat benzen sitilfonamidin ligand olarak kullanildig:
afinite jelinden, 150 mL sigir siitiinden hazirlanan homojenattan 40 mL kolona tatbik
edildiginde saflastirma basamaklarmin sonunda spesifik aktivite 12959.27 EU/mg
olup enzim 2477.87 kat saflagtirilmistir. Saflastirma basamaklar1 sonunda yiizde

verim degeri ise 13.52 olarak bulunmustur.

Shin ve arkadaslar1 farkli teknikler kullanarak saflastirilan LPO enzimi i¢in
% 64 verim ve 31 kat saflagtirma katsayis1 bulmuglardir [79]. Baska bir ¢alismada
Nandini ve arkadaslar1 yine farkli saflastirma teknikleri kullanarak saflagtirilan LPO

enzimi i¢in % 45 verim ve 10 kat saflastirma katsayis1 bulmuslardir [80].
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Sisecioglu ve arkadaslar1 Amberlite CG-50 H reginesi, CM-Sephadex C-50
iyon degisim kromatografisi ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi
kullanilarak LPO enzimini saflagtirmiglardir. % 21.6 verim ve 14.7 kat saflagtirma

katsayis1 bulmuglardir [81].

Atasever ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise Amberlite CG-50 H* reginesi
ve karbonik anhidraz saflastirilmasinda kullanilan Sepharose-4B-L-Tirozin-
Siilfenilamid afinite jeli kullanilarak iki basamak ile % 61.3 verim ve 409 kat

saflagtirma katsayisi ile LPO enzimini saflagtirmiglardir [77].

Yapilan c¢alismlar ile kiyasladigimizda sentezlenen Sepharose-4B-
etilendiamin-4izotiyosiyanat benzen siilfonamid yapili afinite jelinden saflastirilan
LPO enziminin veriminin diisiik olmasina ragmen spesifik aktivitesi ve saflagtirma

katsayisi diger ¢alismalardan ¢ok daha yliksek oldugu bulunmustur.

Saflastirilan LPO enziminin safligin1 kontrol etmek amaciyla boliim 2.2.6’da
anlatildig1 gibi SDS-PAGE elektroforezi yapildi. LPO enzimi tek bant olarak
literatiirde de bahsedildigi gibi 80 kDa molekiil agirligina sahip oldugu tespit edildi
[78].

Sepharose-4B-etilendiamin-4izotiyosiyanat benzen siilfonamid yapili afinite
jelinden saflastirilan LPO enziminin ABTS substrati1 kullanilarak kinetik sabitleri
(Km Ve Vmax) belirlenmistir. Lineweaver- Burk grafiginden elde edilen Ky Ve Vmax

degerleri sirastyla 1.4 mM ve 1000 U/mL.dak bulunmustur.
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Atasever ve arkadaslarinin yapmis olduklar: bir ¢alismada, Sepharose-4B-L-
Tirozin-Siilfenilamid afinite jeli kullanarak saflastirdiklart LPO enziminin kinetik
sabitleri olan Ky ve Vmax degerlerini sirastyla 0.14 mM ve 0.55 pmol/min.mL olarak
bulmuslardir [77].

Sisecioglu  ve arkadaglarmin farkli saflastirma teknikleri kullanarak
saflastirdiklar1 LPO enziminin Kinetik sabitleri olan Ky ve Vimax degerlerini sirasiyla
0411 mM ve 13.6 pumol/min.mL olarak bulmuslardir [82].  Sisecioglu ve
arkadaslarinin yaptig1 baska bir g¢alismada yine ¢esitli saflastrma teknikleri
kullanarak saflastirdiklar1 LPO enziminin Kinetik sabitleri olan Ky ve Vimax

degerlerini sirastyla 0.25 mM ve 7.95 umol/min.mL olarak bulmuslardir [83].

Usanmaz’in yaptigi doktora g¢alismasinda 2-kloro-4-siilfamoyilanilin
kolunundan saflastirilan LPO enzimi i¢in Kinetik sabitleri olan Ky ve Vpmax
degerlerini sirasiyla 0.13 mM ve 0.55 EU/mL.dk olarak bulmustur [84].

Yapilan ¢aligmalar ile kiyaslandiginda bulunan Ky degeri daha 6nce farkli

yontemlerle saflagtirilan LPO enzimi i¢in literatiirle uygunluk icerisindedir.

Calismamizda 4-izotiyosiyanat benzen siilfonamid ligand1 kullanilarak
hazirlanan LPO afinite jeli i¢in farkli sicaklik, pH ve iyonik siddetlerde calismalar
yapilarak laktoperoksidaz enziminin bu sartlarda nasil tutundugu belirlendi.
Optimum sartlarm belirlenmesinden sonra bulunan optimum kosullarda saflastirma

yapilmigtir ve bulunan sonuglar Sekil 4.1’ da goriildiigi gibi bulunmustur.
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Sekil 4.1: Dengeleme ve yikama tamponunda Na,SO, icermeyen pH: 6 tamponu ve
25°C’deki sartlarda yapilan saflastirma grafigi.

LPO afinite kolonundan farkli pH degerlerinde (6.0, 6.5, 7.0, 7.5),
saflastirilan enzimin ABTS substrat1 i¢in gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik
olarak 412 nm’de 6lgiildii ve Aktivite-pH grafikleri ¢izildi. Sekil 3.13’de goriildiigii
gibi en iyi baglanma pH: 6’da gerceklestigi gozlenmistir. Daha Once siilfanilamidi
ligand olarak kullanip afinite jeli sentezleyen ve bu jelden sigir siitiinii kullanarak
LPO enzimini saflastiran Ozdemir ve grubu da optimum baglanmay1 pH: 6 olarak
belirlemislerdir [77].

Afinite kolonundan saflastirilan LPO enzimi i¢in 5 °C, 15 °C, 25 °C ve 35 °C
sicaklik araliklarinda saflastirilmalar yapildi ve Aktivite -sicaklik grafikleri ¢izildi.
Grafikler incelenildiginde 5 °C, 15 °C ve 25 °C’de benzer baglanma ve eliisyon
grafikleri gozlenmistir fakat 35 °C’deki grafik incelendiginde pik genislemesi
gozlenmektedir. Bu sicaklikta enzim daha zor eliie edilmis ve protein daha fazla
tiipe yayilmis durumdadir. Sicakliklarin karsilastirilmasi sonucunda LPO enzimi i¢in

optimum baglanma ve eliisyon sicakligi 25 °C olarak belirlenmistir.
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Ozdemir ve grubu siilfanilamidi ligand olarak kullanip sentezledikleri afinite

jeli ile yaptiklar1 ¢alismada optimum baglanma sicakligini 4 °C olarak bulmuslardir

[77].

LPO enziminin saflastirilmasi igin 0.05 M, 1 M, 0.15 M Na;SO, varliginda
farkli iyonik siddetlerdeki dengeleme ve yikama tamponlar1 ile baglanma dereceleri
belirlendi.  Yapilan bu deneyler sonucunda LPO enziminin iyonik siddete karsi
duyarli oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.13’te goriildiigii gibi Na;SO,4 igermeyen
tampon ¢oOzeltileri ile yapilan saflastirmada en iyi baglanma tespit edilmistir.
Na,SO;, ilave edilmeye baslandiginda enzimin kolona tutunmasmda 6nemli derecede
diisiis meydana geldigi ve piklerde genislemenin arttig1 gdzlenmistir. Ozdemir ve
grubunun yaptig1 c¢alismada ise iyonik siddetin artis1 ile baglanmanin arttig
gozlenmis. Optimum baglanmanm 0.25 M iyonik siddette oldugunu bildirmisler
[77]. Ligand olarak kullandiklar1 siilfanilamid LPO enziminin yarigmali (kompetitif)
inhibitorii oldugunu bulmuslar ve iyonik siddetin bu kolonda enzimin baglanmasinda

onemli derecede etkisi oldugu goriilmektedir.

Calismamizda kullanilan afinite jelinin ligand1 olan 4-izotiyosiyanat benzen
stilffonamid bilesigi LPO enziminin yar1 yarigsmali (unkompetitif) inhibitoriidiir ve bu
kolon {izerinde iyonik siddettin etkisi cok daha farkhdir. Iyonik siddetin artisi ile

baglanma azalmakta ve eliisyonda da pik genislemeleri artmaktadir.

Calismamizin ikinci kisminda yeni afinite jelinden saflastirilan LPO enzimine
kars1 baz1 veteriner ilaglarmin ve pestisitlerin etkisi arastirilmistir. Veteriner ilaglari,
son yillarda hayvanlarda hastaliklar1 tedavi etmek, hastaliklardan korumak, tani
koymak, fizyolojik fonksiyonlar1 diizeltmek veya degistirmek amaciyla

kullanilmaktadir.
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Pestisitler, insan ve hayvan viicudu ile bitki ve cansiz cisimlerin ¢evresinde
bulunan veya yasayan; ayrica besin maddelerinin {iretimi, hazirlanmasi, depolanmasi
ve tiiketimi sirasinda onlarin besin degerlerini azaltan veya hasara ugratan zararllar1
(bocek, kemirici, yabani ot, mantar, toprak kurdu vb.) ortadan kaldirmak igin
kullanilan aktif kimyasallardir [66].  Yararli olan bu bilesikler bilingsizce

tiiketildiginde zararl etkiler gostermektedir.

Bu bilesiklerin bilingsiz kullanilmasi kulanildig1 yere etki ettigi gibi insana

kadar ulastig1 icin insanda da kanserojen etki gosterebilir.

Biitiin bu 6nemli Ozellikler dikkate alinarak c¢alismamizda bazi veteriner
ilaclar1 ve pestisitler kullanildi. Sigir siitiinden saflagtirilan LPO enzimine karsi bu
biliesiklerin in vitro etkileri incelenmistir. Bu etki substrat (ABTYS)
konsantrasyonlar1 sabit tutularak bilesiklerin degisik konsantrasyonlarinda yiizde
aktiviteler belirlenip % Aktivite-[1] grafigi ¢izilerek % 50 inhibisyona sebep olan

bilesik konsantrasyonlar1 belirlendi.

Veteriner ilaglar1 ve pestisitlerin LPO enzimine kars ilgisini ifade eden ICs

degerleri gizilen grafikten belirlenmis ve bir sonraki sayfada gosterilmistir.
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\eteriner IC \eteriner IC
llaglan Degerlel?i0 (nM) laglan Degerlel‘?i0 (uM)
Devamed 52 Advocin 9
Diiiril 66 Kanovet 55
Atrol-F 89 Fostimol 31
Taylomisin 12 Flortek 21
Killoxacin 95 Gentavet 33
Geosol 12 Vetaljin 24
Flumed 56 Maboflex 16
Doksilin-LA 54 Neozid 29
Tilmivet 48 Teknomezathine 29
IC IC
Pestisitler Degerleiio (uM) Pestisitler Degerlen?io (uM)
Petra5 EC 34 Alpgor 40 EC 25
Mamba Turbo 31 Delmetrin 15
Deltharin 25 EC 23 Decis 33
Rogor 11
Grafikler ¢izilerek veteriner ilaglarinin  belirlenen I1Csq degerlerine
bakildiginda, biitiin veteriner ilaclarinin giiclii inhibitér oOzelligi gdsterdigi

gozlenmistir. Kullanilan veteriner ilaglarmin enzim iizerindeki inhibisyon etkileri
yakin degerlerdedir (9-95 pM) ve bunlarin icerisinde Advocin 9 uM ICsy degeri ile

en giiclii inhibitdr olarak belirlenmistir.
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Veteriner ilaglarinin LPO enzimi lizerine inhibitdr etkileri belirlendikten
sonra Tablo 3.20°de belirtildigi gibi bu ilaglarin siitteki MKL degerlerine Tiirk Gida
Kodeksinden bakilarak karsilagtirmalar yapilmistir [85].

Bu karsilastirmalar sonucunda, % enzim aktivitesini yariya diiseren ilag
konsantrasyonu (I1Csp) maksimum kalint1 limitinin tistiinde oldugu tespit edilmistir.
Bu veteriner ilaglarinin siite gecen kalint1 miktarlarina bakildiginda, Onerilen
dozlarda kullanildiklarinda LPO enziminin aktivitesi {izerine 6nemli inhibisyon

etkilerine sahip olmadiklar1 sdylenebilir.

Zararli kontroliinde yaygin olarak kullanilan pestisitler c¢ok spesifik
olmadiklart i¢in insan ve hayvanlar iizerinde zehirleyici etkileri bulunmaktadir.
Pestisitlerin bilingsiz ve yaygin bir sekilde kullanilmasi sonucu besin zincirinde nihai
tiiketici olan insana kadar her kademede gittikce yogunlasarak kronik zehirlenme
riskini arttirmaktadir. Calismamizda kullanilan pestisitler tarimda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlarla ilgili yapilan inhibisyon g¢alismalarmda LPO enzimini
mikromolar diizeyinde inhibe ettikleri bulunmustur.  Pestisitler i¢in c¢izilen
grafiklerden belirlenen 1Csy degerlerine bakildiginda 11-34 uM arasinda olduklar1
gozlenmistir. Aralarinda en gii¢lii inhibitor 1Cso degeri 11 uM olan Rogor oldugu

belirlenmistir.
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Doktora tezi olarak sunulan bu g¢aliymada elde edilen bulgular asagidaki

sekilde 6zetlenebilir;

1. Sigir siitinden Laktoperoksidaz (LPO) enzimini saflastirmak i¢in Sepharose
4B-etilendiamin-4-izotiyosiyanat benzen siilfonamid kimyasal yapisina sahip bir

afinite kromatografisi jeli sentezlenmistir.

2. Sepharose 4B-etilendiamin-4-izotiyosiyanat benzen sulfonamid yapisina

sahip afinite jelinden LPO enzimi saflastirilmistir.

3. Enzimin literatiirde mevcut saflastirma yontemlerine gore lstiinliigii ortaya
konularak hazirlanan kolonun ¢ok uzun siire kullanilabildigi ve daha ekonomik

oldugu ¢alismamiz sonucu tespit edilmistir.

4, Yeni sentezlenen afinite jeli kullanilarak sigir siitiinden saflastirilan LPO
enzimi SDS-PAGE elektroforezinde yaklasik 80 kDa molekiil agirliginda tek bant

olarak elde edilmistir.

5. Sepharose-4B-etilendiamin-4 izotiyosiyanat benzen siilfonamid yapili afinite
jelinden saflagtirilan LPO enziminin ABTS substrati kullanilarak kinetik sabitleri
(Km Ve Vmax) belirlenmistir. Lineweaver- Burk grafiginden elde edilen Ky Ve Vmax

degerleri sirasiyla 1.4 mM ve 1000 U/mLdak olarak bulunmustur.
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6. Sepharose-4B-etilendiamin-4 izotiyosiyanat benzen siilfonamid yapili afinite
jeli i¢in farkli iyonik siddet, pH ve sicakliklarda calismalar yapilmistir. Bu
caligmalar sonucunda optimum sartlar su sekilde belirlenmistir; iyonik siddet i¢in
dengeleme ve yikama tamponunda Na,SO, icermeyen, baglanmanin en iyi oldugu

pH:6 ve sicaklik 25°C olarak belirlenmistir.

1. Calismamizda kullanilan veteriner ilaglar1 ve pestisitlerin yeni sentezlenen
afinite jeli kullanilarak sigir siitiinden saflastirilan LPO enziminin aktivitesine farkl
diizeylerde in vitro etki gosterdigi belirlenmis ve ICso degerleri saptanmistir. Bu

bilesiklerin LPO enzimini inhibe ettigi belirlenmistir.
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