T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIiM DALI

LAKTOPEROKSIDAZ ENZIMININ BAZI KIMYASALLARLA
INHIBISYON ETKIiSININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZI

TUGCE BEYCIiC

BALIKESIR, ~-HAZIRAN 2019



T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIiM DALI

LAKTOPEROKSIDAZ ENZIMININ BAZI KIMYASALLARLA
INHIiBiISYON ETKIiSIiNiN INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

TUGCE BEYCIiC

Jiiri Uyeleri : Dog. Dr. Serap UZUNOGLU (Tez Damismani)

BALIKESIR, HAZIRAN - 2019



KABUL VE ONAY SAYFASI

Tugce BEYCIC tarafindan hazirlanan “LAKTOPEROKSIDAZ
ENZIMININ BAZI KIMYASALLARLA INHIBISYON ETKISININ
INCELENMESI” adli tez ¢alismasinin savunma sinavi 09.05.2019 tarihinde
yapilmis olup asagida verilen jiiri tarafindan oy birligi / oy ¢oklugu ile Balikesir
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Imza

Danigman .
Dog. Dr. Serap UZUNOGLU

Prof. Dr. Oktay ARSLAN

Dr. Og. Uyesi Sema CARIKCI

Uye

Uye

Jiiri iyeleri tarafindan kabul edilmis olan bu tez Balikesir Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti Yonetim Kurulunca onanmustir.

Fen Bilimleri Enstitiisti Mudiiri

Prof. Dr. Necati OZDEMIR e



OZET

LAKTOPEROKSIDAZ ENZIMININ BAZI KIMYASALLARLA
INHIBISYON ETKIiSININ INCELENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
TUGCE BEYCIiC
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. SERAP UZUNOGLU)
BALIKESIR, ~-HAZIRAN 2019

Laktoperoksidaz (E.C. 1.11.1.7); molekiiler agirlig1 yaklasik 78 kDa olup,
hem grubu ve % 8-10 karbohidrat igeren 612 aminoasit zincirinden ibaret, tek bir
polipeptid zincirinden olusan bir enzimdir. Bu enzim, yenidoganlarin sindirim
sisteminden salgilanan patojen mikroorganizmalara karsi duran, tiikirikte,
gozyasinda ve siitte bulunan bir oksidorediiktazdir. Bu ¢alismada si8ir
laktoperoksidaz (LPO) enzimini Sepharose 4B-etilendiamin-4-izotiyosiyonat
benzen sulfonamid jeli saflagtirildi. Enzimin saflik kontrolii SDS-PAGE ile
kontrol edilmistir. Enzimin saflastirma derecesi 9241,44 verimi % 0,74 olarak
bulunmustur. Calismamizda endiistride, ziraatte ve eczacilikta siklikla kullanilan
kimyasallarin enzim iizerine in vitro etkisi incelenmistir. Bu amagla ¢alisilan
kimyasallarin 1Csq degerleri, Ki degerleri ve inhibisyon tipleri belirlenmistir.
Kimyasallar i¢inde katekol (benzkatekin) 5,36 uM ile en fazla inhibisyon etkisi
gostermistir. Allopurinol, guanidin, adenin, klorogenik asit, 4-aminofenil laktik
asit ve lineoik asitin enzim iizerine etkisi gézlenmemistir. Kimyasal maddeler
icinde nikotinin Kj degeri 4,22x10™* M olarak bulunmus, inhibisyon tipi olarak

grafikten nonkompetitif inhibisyon olarak belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Laktoperoksidaz enzimi, afinite kromatografisi,
inhibisyon, 1Csq degeri, Ki degeri, inhibisyon tipi.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF INHIBITION EFFECT OF LACTOPEROXIDASE
ENZYME WITH SOME CHEMICALS
MSC THESIS
TUGCE BEYCIiC
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: ASSOC. DR. SERAP UZUNOGLU )

BALIKESIR, OCTOBER 2018

Lactoperoxidase (E.C. 1.11.1.7); The molecular weight is about 78 kDa, and is an
enzyme consisting of a single polypeptide chain consisting of 612 amino acid
chains containing both the group and 8-10% carbohydrate. This enzyme is an
oxidoreductase found in tears and milk in the saliva, which stands against
pathogenic microorganisms released from the digestive system of newborns. In
this study, bovine milk lactoperoxidase (LPO) enzyme was achieved to be
purified by a affinity chromatography gel, prepared by using CNBr-activated
Sepharose-4B as a matrix, ethylene amine as a spacer-arm and inhibitors, 4-
isothiocyonate benzene sulfonamide as the ligand. The purity of the enzyme has
been checked by SDS-PAGE. The purification value for lactoperoxidase has been
found as 9241.44 folds with 0.74 % yield. In our study, the in vitro effects of
chemicals, which are frequently used in industry, agriculture and pharmacy, on
the enzyme were investigated. For this purpose, ICs values, Ki values and types
of inhibition were determined. Catechol showed the most inhibition with 5.36 uM
ICso value in studied. Allopurinol, guanidine, adenine, chlorogenic acid, 4-
aminophenyl lactic acid and lineoic acid were not effective on the enzyme. Type
of inhibition due to the presence of nicotine in chemical substances,

noncompetitive type from the graph with 4.22x10™* M K; value.

KEYWORDS: Lactoperoxidase, affinity chromatography, inhibition, 1Cs, value,
Ki value, inhibition type.
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1. GIRIS

1.1  Laktoperoksidaz Enzimi

Laktoperoksidaz (E.C. 1.11.1.7); 1940’1 yillarda sigir siitiinde belirlenen,
peroksidaz ailesinin bir iiyesi olan enzimdir. Bu enzim, yenidoganlarin sindirim
sisteminden salgilanan patojen mikroorganizmalara karst duran, tikiiriikte
gozyasinda ve siitte bulunan bir oksidorediiktazdir [1, 2]. Laktoperoksidaz (LPO);
peyniraltt proteinlerinde biiyiikbag hayvanlarin cinsine gore 10-30 pg/ml
konsantrasyonlarinda bulunur [3, 4]. LPO bakterilerin biiyiimesinin engellenmesi ve
inhibisyonunun gerg¢eklesmesinde 6nemli bir 6zelligi bulunduran, prostetik olarak

hem grubu igeren bir glikoproteindir [5].

Laktoperoksidaz enzimi molekiiler agirligi 78 431 Da olup, hem grubu ve %
8-10 karbonhidrat igeren 612 aminoasit zincirinden ibaret, tek bir polipeptid
zincirinden olusur [6, 7]. Yapilan ¢alismalarda LPO nun sekonder yapisiyla ilgili
molekiillerinin % 23 alfa yapisinda, % 65 beta yapisinda ve % 12 sinin diizensiz

yapida oldugu tespit edilmistir [7]. Izoelektronik pH degeri 9,6 dir [8, 9].

Sekil 1.1: Laktoperoksidaz enziminin yapisi [10].



LPO enzimi tiyosiyanat iyonunun antibakteriyal hiposiyanata oksidasyonunu
katalizler [2].

Peroksidaz
SCN ~ + H,O, » OSCN + H,0

Bu sebeple hem hidrojen peroksit hemde detiyosiyanat SCN™ antimikrobiyal
aktivite i¢in son derece Onemlidir. Siitte eser miktarda hidrojen peroksit bulunur,
fakat bu siite bulasan laktik asit bakterileri tarafindan da tretilebilir. Bunun yani sira
stitte serbest oksijen bulunuyorsa hidrojen peroksit, ksantin oksidaz, askorbik asit ve
bakir siilfidril reaksiyonu ile olusabilir. Ciinkii H,O, kararli degildir, laktoperoksidaz

gibi enzimler ile baglanip katalaz tarafindan indirgenebilir [3].

LPO sistemi ile gergeklesen bu reaksiyon sitoplazmik membrana etki eder.
Ciinkii OSCN enzimlerin serbest —SH gruplarina baglanir. Bunun sonucu olarak
potasyum ve aminoasit hiicreden sizabilir; pH diislisii gézlenir, karbonhidratlarin,
proteinlerin, aminoasitlerin ve diger besin elementlerinin hiicreye alinimi engellenir.

Hiicrenin DNA ve RNA sentezleri bozulur [10].

LPO sistemi tarafindan gram ( - ) bakterileri, gram ( + ) bakterilerine gore
par¢alanmaya ve Oldiirmeye daha elverislidir. Bunun sebebi; iki hiicrede bulunan
hiicre duvart ve kalinlik farklaridir. Bazi gram ( + ) Streptokok bakteriler

hipotiyosiyanata daha direnglidir [3, 10].

LPO ayn1 zamanda iyodiiriin hidrojen peroksitle oksidasyonunu da katalizler
[1, 11, 12, 6].

LPO



LPO enzimi, 10 dakika da ve 73 °C sicaklikta etkisini yitirmektedir. Cig siitte
bulunan laktoperoksidaz enziminin, 76 °C sicaklikta 50 ppm’inin sadece 2 dakika
birakilmasi sonucu enzimin % 98’lik kisminin, 72 °C’de 15 saniye birakilmasi ise
enzimin % 34’lik kismmin aktivitesini kaybettigi belirlenmistir [9, 13]. Enzimin

etkisini kaybetmesine Ca*? iyonlarinin neden oldugu saptanmustir [13].

LPO, Riboflavin (Vitamin B2) varliginda 1s18a karst ¢cok duyarlidir. Yapilan
arastirmalar sonucunda siitiin birka¢ saat giin 1s1g1a birakilmasi sonucunda enzimin

aktivitesinin azaldig1 belirlenmistir [ 14].

LPO enzimi i¢in gerekli kosullar saglanmasina karsin inhibitorleri tam olarak
bilinmemektedir. Buna ragmen bazi ¢evresel Kirleticiler ve agir metaller arasindaki

bazi elementlerin katalitik aktivitesi iizerine etkileri bilinmektedir [15, 16].

1.2  Enzim Kinetigi

Enzimler; canli hiicrelerdeki reaksiyonlari katalizleyen ve ¢ogu protein
yapisinda olan biyomolekiillerdir [17]. Biiyiikliikleri 20 000 - 10 0000 Da araliginda
olan proteinlerdir [18]. Kimyasal tepkimelerin hizini arttirir, ylizde yiiz verim ile
calisir, tepkime sonunda hi¢ degismeden c¢ikarlar [19]. Enzimsiz gerceklesen

tepkimelere oranla 10° - 10*? kat daha hizlidir [20].

Enzimler tarafindan katalizlenen kimyasal tepkimelerin hizinin incelenmesi,
enzim kinetigi kavramini ortaya c¢ikartmistir. Enzimlerin kinetik 6zelliklerinin
incelenmesi icin Michaelis-Menten esitligi gelistirilmistir. Amaci, biyokimyasal
tepkimler icin nitel bir hesaplama yapabilmektir. Bu tepkimelerin ¢ogu enzim ile

katalizlenir ve enzim substratin 6zellikli bolgesine baglanir [21].



| Enzimin aktif bélgesi

=

Enzim

Sekil 1.2: Enzim-substrat iliskisi [22].

Her enzimin kendisine spesifik olan bir Ky, degeri (yani Michaelis-Menten
sabiti) bulunur. K, degeri enzimin substrata karsi olan ilgisinin bir ol¢iistdiir.
Substrat konsantrasyonu S ile gosterilirken, Vo baslangic hizin1 ifade etmektedir.
Michaelis-Menten esitliginin ters gevrilmesi ile Lineweaver-Burk esitligi elde edilir.

Bu grafik ise, Vmax Ve Kn degerlerinin dogru bir sekilde belirlenmesini saglar [23].
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Sekil 1.3: Micheal-Menten egrisi.
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Sekil 1.4: Lineweaver-Burk grafigi.




1.3 Inhibisyon

Enzimlerin in vivo ve in vitro aktiviteleri bazi bilesikler araciligiyla azaltilir,
yavaslatilir hatta yok edilebilir. Buna neden olan maddelere enzim inhibitorleri, bu
olaya ise enzim ihibisyonu denir. Inhibitérler, bir iyon veya kiigiik molekiil agirligina
sahip  bilesiklerdir.  Inhibisyon ¢alismalar1  enzim-substrat  dzgiinliigiinii
(spesifikligini), aktif merkezde bulunan fonksiyonel gruplari ile fiziksel, kimyasal

yapis1 ve reaksiyonlarin kinetik mekanizmalar1 hakkinda bilgi verir.

<O

Inhibitor ’

Enzim

Enzimin
aktif
bolgesi

=

Enzim ve substrat yaris halinde

Sekil 1.5: Enzim-inhibitor iliskisi [29].

Enzimatik inhibisyon doniisiimlii ve doniisiimsiiz olmak {izere iki tiptir.
Bunlardan doniisiimsiiz (tersinmez) inhibitor aktif merkeze ya kovalent baglar ile
baglanir veya zor ayrilan bir kompleks olusturur. Doniistimlii (tersinir) inhibisyonda
iIse enzim-inhibitér kompleksi bir denge reaksiyonu seklindedir. Doniisiimli
inhibisyonu baglanan inhibitér ¢oziiniir ve enzim aktivitesi yeniden kazanilir.
Doniistimlii  inhibisyon yarigmali (kompetitif), yari-yarismali (nonkompetitif),

yarigmasiz (unkompetitif) olmak {izere ii¢ gruba ayrilir [24].



Tablo 1.1: inhibisyon cesitleri ve 6zellikleri.

KOMPETITIF > Inhibitér ve substrat enzime aym anda baglanamaz yans halindedirler.
(YARISMALI)
INHIBISYON > Baglanma yeri ise enzimin aktif bolgesidir.

NONKOMPETITIF >  Inhibitér ve substrat arasmda yaris halinde degildir.

(YARI-YARISMALI)

INHIBISYON » Her ikiside enzime baglanarak EIS kompleksi olusturur.
UNKOMPETITIF »  Inhibitér serbest enzime baglanmaz.

(YARISMASIZ)

» Baglanma yeri EI kompleksidir.
INHIBISYON
LINEER ¥ Nonkompetitif inhibisyonun 6zel bir durumudur.
KARISIK TIP >  Substrat EI kompleksine, inhibitér ES kompleksine baglanarak gercgeklesir.
INHIBISYON »  Sonug olarak ESI kompleksi olusur.
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Sekil 1.6: Kompetitif inhibisyon i¢in Linewear-Burk egrisi.
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Sekil 1.7: Unkompetitif inhibisyon i¢in Linewear-Burk egrisi.

=

Sekil 1.8: Nonkompetitif inhibisyon i¢in Linewear-Burk egrisi.

-

1/[8]

ITAY

Sekil 1.9: Lineer Karisik inhibisyon i¢in Linewear-Burk egrisi.



14  Cahsmamizda Kullanilan Kimyasallar ve Yapilar

1.4.1 4-metil katekol

Molekiil agirhigi 124,139 g/mol olan bir homoproto katesuik asit (3,4-
dihidroksi fenil asetik asit) metobolitidir. Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF)
tiretimini baglattigi, uyardigi bilinmektedir. BDNF; cevresel ve merkezi sinir

sisteminde noronlarin yasamasinda, biiyiimesinde ve fonksiyonlarinda gorev alir
[25].

HO
OH

Sekil 1.10: 4-metil katekol.



1.4.2 Dietilen Amin

Molekiil agirligi 73,139 g/mol olan safsizlik nedeniyle c¢ogu zaman

kahverengi goriinen renksiz bir sividir. Hos olmayan gii¢lii bir kokusu vardir [26].

ZT

H,C CHj,

~_" >~

Sekil 1.11: Dietilen amin.

1.4.3 Giberallik Asit

Molekiil agirligi 346,379 g/mol olan bitkilerin dogal gelisimlerini kontrol

eden giiglii bir hormondur. Hiicrelerin biiyiimesini ve uzamasini destekler [27].

Sekil 1.12: Giberallik asit.
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1.4.4 Benzkatekin

Molekiil agirligi 290,271 g/mol olan odunsu bitkilerde ortaya g¢ikan bir
antioksidan flavonoiddir [28]. Bir diger ad1 Katekoldiir.

OH
~OH

HO O

OH
OH

Sekil 1.13: Benzkatekin.

1.45 Kumarik Asit

Molekiil agirligr 164,16 g/mol olan hidroksisinamik asit tiirevi olan organik
bilesiktir. Ug izomeri bulunur; m- kumarik asit, p- kumarik asit, o- kumarik asit.
Dogada en c¢ok bulunan p- kumarik asit formudur. Fistik, domates, havuc¢ ve

sarimsak gibi bitkilerde bulunur [29].

O

X" 0H

HO

Sekil 1.14: Kumarik asit.
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1.4.6 Kinetin

Molekiil agirligi 215,216 g/mol olan bitkilerin biiyiimesini diizenleyen bir

hormondur [30].
W NH
© N
N/
k\JI ?
N N
H

Sekil 1.15: Kinetin.

1.4.7 1indol Asetik Asit

Molekiil agirligr 175,187 g/mol olan triptofan metobolizmasinin par¢alanma

riiniidiir. Genel olarak memelilerin bagirsaklarindaki bakterilerin etkisi ile tretilir

[31].

N OH
H

Sekil 1.16: Indol asetik asit.
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1.4.8 Nikotin

Molekiil agirligr 162,236 g/mol olan tiitiin bitkisinde bulunan bir alkaloiddir
[32].

NH
NH>

Sekil 1.17: Nikotin.

1.4.9 Naftilamin

Molekiil agirhigi 143,189 g/mol olup, kanserojen etkiye sebep olan hos

kokulu bir amindir. Bazi kimyasallarin yapiminda kullanilir [33].

NH,

Sekil 1.18: Naftilamin.
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1.4.10 Pirokatekol

Molekiil agirligr 110,12 g/mol olan bir benzendioldiir. Eser miktarda dogal
halde bulunabilen bir bilesiktir. Pestisitlerin, tatlandiricilarin ve kokularin onciisi

olarak tiiretilmektedir [34].

OH

OH

Sekil 1.19: Pirokatekol.

1.4.11 Benzamidin

Molekiil agirligr 120,15 g/mol olan benzenin bir amid tiirevidir. Proteinlerin
bozulmasimi 6nlemek igin, protein kristalografisinde ligand olarak kullanilir. Bazi

farmasotik ilaglarda ana etken madde olarak kullanilir [35].

0
NH,

Sekil 1. 20: Benzamidin.
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1.4.12 4- nitrofenil asetik asit

Molekiil agirligr 181,15 g/mol olan cilt korozyonuna, géz hasarina sebep olan

ve asindirict etki gosteren bir kimyasaldir. Su ortamindaki canlilar igin tehlikelidir
[36].

NO,
HO
0

Sekil 1. 21: 4-nitrofenil asetik asit.

1.4.13 Lineoik asit

Molekiil agirligi 280,452 g/mol olan bitki glikozitlerinde yaygin olarak
bulunan doymamis bir yag asididir. Prostaglandinlerin biyosentezinde ve hiicre

zarlarinda kullanilir [37].

B e

Sekil 1. 22: Lineoik asit.
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1.4.14 Klorojenik Asit

Molekiil agirligr 354,311 g/mol olan yapraklarda ve ¢ift ¢enekli bitkilerin
meyvelerinde izole edilen kahve igerisindeki baslica polifenolik bilesiktir. Kafeik asit
ve kinik asit esteridir [38].

HQ CO,H

OH
OH

Sekil 1. 23: Klorogenik asit.

1.4.15 Adenin

Molekiil agirligi 135,13 g/mol olan piirin bazlarindan biridir. DNA ve RNA
niikleik asitlerinin niikleotidlerinde bulunur. DNA’da timine, RNA’da ise urasile

hidrojen baglartyla baglanarak i¢inde bulundugu niikleik asidin yapisini sabitlestirir
[39].

NH,
N
(1)
—
N™ °N
Sekil 1. 24: Adenin.
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1.4.16 Guanidin

Molekiil agirligt 59,07 g/mol olan polar solventlerde ¢6ziinen renksiz bir
katidir. Plastik ve patlayic iiretiminde kullanilan gii¢lii bir bazdir. Idrarda protein

metabolizmasinin normal bir {irtinii olarak bulunur [40].

NH

X

HoN NH>

Sekil 1. 25: Guanidin.

1.4.17 Allopirinol

Molekiil agirligt 136,11 g/mol olan yiiksek kan iirik asit seviyelerini
diisiirmek i¢in kullamilan bir ilagtir. Ozellikle gutun ve belirli tipte bobrek taslarinin
onlenmesinde ayrica kemoterapi ile ortaya ¢ikabilen yiiksek iirik seviyeleri iginde

kullanilir [41].

O

N —

MN/ ﬁfNH

Sekil 1. 26: Allopirinol.
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1.4.18 3,4-dimetoksifenil asetik asit

3,4-dimetoksifenil asetik asit molekiiler agirligi 196,202 g/mol’diir. Diger bir

adiyla Homoveratrik asit olarak bilinir [42].

0 0
/
H,C
H,C—O OH

Sekil 1.27: 3,4-dimetoksifenil asetik asit.

1.4.19 2-amino 1H-purin 6 (7H)-on

Molekiiler agirligi 249,201 g/mol olan kimyasaldir. Igeriginde bulunan

yapilardan dolay1 konformasyon olusturmaz [43].

0
NS
HNT NN OO~

Sekil 1.28: 2-amino 1H-purin 6(7H)-on.
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1.4.20 4-aminofenil laktik asit

Molekiiler agirligi 151,165 g/mol olan deride, gdzde ve solunum yolunda

tahrise neden olan bir kimyasaldir [44].

OH

H,N

Sekil 1.29: 4-aminofenil laktik asit.

19



2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 Materyaller

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu c¢alisma igin kullanilan kimyasallar; Sepharose 4-B, L-tirozin, EDTA
(etilendiamintetra asetik asit), Standart serum albiimin, ABTS, TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamin), Amonyum siilfat, SDS, Sodyum asetat, Sodyum fosfat,
Sodyum karbonat, Sodyum kloriir, Hidrojen peroksit, Hidroklorik asit, Coomassie
brillant blue G-250, Tris-HCI, Sigma Chemical Company’den; Sodyum hidroksit,
Trihidroksi metil aminometan, p-merkaptoetanol, Sodyumperklorat, Brom fenol
mavisi, Siilfirik asit, Glisin, Asetik asit, Metanol, Etanol, Akrilamid ve diger

kimyasallar maddeler E. Merck AG’den; 200 mL siit disaridan saglanmistir.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calisma sirasinda kullanilan alet ve cihazlar agagida belirtilmistir.

Buz Makinesi : Fiocchetti AF10
Elektroforez Sistemi : Hoefer, HSI
Kromotografi Kolonu : Sigma (1.5 x10 cm)

Manyetik Karistirict- 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
Vorteks : Fisons Whirli Mixer
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Terazi : Precisa XB 220A

Jel Goriintiileme Sistemi : Gel Doc-H Imaging System (UVP)
Gradient Mikser : Atta magnetik karistiric1 ve gradient tiip
Otomatik Pipetler : ISOLAB, Brand

2.1.3 Arastirmada Kullanilan Cozeltiler

0,1 M NaHCOj; Cozeltisi; 8,401 g (0,1 mol) NaHCO3 950 mL saf suda ¢oziildii. 1 N
sodyum hidroksit ile pH: 10.0’a kadar titre edildi ve son hacim saf suyla 1L’ ye

tamamlandi.

0,2 M NaHCO3; Tamponu (pH 8,8); 8,401 g (0,1 mol) NaHCO3; 450 mL distile
suda ¢oziildi. 1IN NaOH ile pH: 8.8’¢ kadar titre edildi ve son hacim distile suyla
500 mL’ ye tamamlandi.

Afinite jelinin dengelenmesi icin kullamilan tampon; 1,79 g (0.01 mol)
Na;HPO,.2H,0, 800 mL distile suda ¢oziildii. 1N hidroklorik asit ¢ozeltisi ile pH:

6.8’e getirildi ve ¢dzeltinin son hacmi yine saf su kullanilarak 1 L getirildi.

Enzimin saflastirilmas: sirasinda kolonun yikanmasi icin uygulanan tampon;
1,77 g (0.0125 mol) Na;HPO,..2H,0 400 mL distile suda ¢6ziildi. 1IN HCI ile pH:

6.8’e kadar titre edildi ve son hacim distile suyla 500 mL’ ye tamamlandi.

Afinite jeline tutulmus LPO enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon; 1M
NaCl / 25mM Na;HPO,4.2H,0 pH: 6.3 (LPO enziminin cliie edilmesinde kullanildi)
14,61 g (2,5.10" mol) NaCl bir miktar saf suda ¢oziildii, iizerine 1,112 g (6,25.10°
mol) Na;HPO,4.2H,0 eklenerek son hacim distile suyla 250 mL’ ye tamamlandi.
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Laktoperoksidaz enziminin aktivite 6l¢iimiinde kullanilan fosfat tampon; 17,8 ¢
(0,1 mol) Na;HPO,4.2H,0, 950 mL distile suyla ¢oziildii. 1IN HCI ile pH:6.0’a kadar

titre edildi ve son hacim distile suyla 1L’ ye tamamlandi.

Laktoperoksidaz enziminin substrat ¢ézeltisi; 0,055 g (1.10* mol) ABTS 0,1 M
100 mL NayHPO,4.2H,0 pH: 6.0 ile ¢ozildii.

Laktoperoksidaz enziminin aktivite 6l¢iimiinde kullanilan H,0O, c¢ozeltisi; %
30’Iuk, 1,11 g / mL %30’luk olan H,0,’den 32 uL alindi ve son hacim distile suyla
100 mL’ ye getirildi.

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde uygulanan numune ve

tank tamponunun hazirlanmasinda kullanilan miktarlari;

1,25 mL 0,5 M TRIS-HCI(pH =6,8)
2,0mL % 10’luk SDS

1,0 mL Gliserin

0,5mL 2-merkaptoetanol

0,005 g Fenol Boyast

0,25 mL Saf Su

159 Tris-HCI

7,29 Glisin

059 SDS
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Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde uygulanan boya

soliisyonu;

0,33 g Coomassie Brillant Blue, 60 mL metil alkol icerisinde ¢6ziildii. Bu ¢dzeltinin

tizerine asetik asit ve 60 mL saf su katilarak ilgili renk reaktifi hazirlandi.

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde uygulanan yikama

cozeltisi;

Arastirmamizda yikama ¢ozeltisi asetik asit, metanol ve saf su karigimindan

olusmaktadir (Hacimce sirasiyla % 7,5- % 5- % 87,5).

Enzimin safliginin kontroliinde uygulanan elektroforezdeki ayirma ve yigma
jellerinin hazirlanmasi ;

Bu amagla kullanisan ayirma ve yigma jel karigimlarinda kullanilan bilesiklerin

konsantrasyonlar1 ve hacimleri Tablo 2.1 de sunulmustur.

Tablo 2.1: Elektroforezinde uygulanan jellerin konsantrasyonlari ve miktarlari

% 10’ luk Ayirma Jeli % 3’ liik Yigma Jeli
Akril amid/ Bis (%30) 2,775 mL 0,433 mL
Destile Su 3,35 mL 2,03 mL
15 M Tris-HCI (pH 2,08 mL -
8,8)
0,5 M Tris-HCIl (pH 2,5 uL 833 uL
6,8)
% 10’ luk SDS 0,1 pL 30 uL
TEMED SuL 4 uL
% 10’ luk amonyum 150 pL 100 pL
persiilfat
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2.2 Yontemler

2.2.1 Laktoperoksidaz Enziminin Hazirlanmasi

200 mL taze sigir siitii +4 °C’de buzdolabinda bir gece bekletildi. Ertesi giin
200 mL siit, 8 mL toluen ile iyice karistirildi. Daha sonra blendirda toluenle iyice
muamele edilen siit +4 °C’de 1 saat 14000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifii]
isleminden sonra altta kalan ¢6ken kisim atildi, Gstte kalan sivi kisim bir meziire
aliarak hacmi belirlendi. Olgiilen sivi kisima % 60’11k amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapildi. Ardindan tekrar +4 °C’de 1 saat 14000 rpm’de santrifiij islemi
gerceklestirildi. Santrifiij isleminden sonra iisteki sivi kisim atildi, alttaki ¢oken

kisim alindi. Daha sonra ¢oken kisim dengeleme tamponunda ¢oziildii.

2.2.1.1 Enzimin Tuz ile Coktiiriilmesi

Bu amagla, amonyum tuzu kullanilmistir. S6z konusu bilesik 2 degerlikli ve
¢Oziinlirliigliniin 1yi olmas1 amaciyla bir¢ok arastirmaci tarafindan tercih edilmistir.
Arastirmamizda % 60’lik doygunlukta amonyum siilfat kullanilmistir. Kullanilan

miktar agagidaki formiile gore hesaplanmustir.

1.77XVX(82- S] )
g (NH4),S04 =

3.54-5, . Nokta virgule olmal

V : Santrifiij islemi sonras1 siipernetan hacmi.

S1 : Stipernetandaki mevcut tuz doygunlugu (1’in kesri).

Sy : Arzu edilen tuz doygunlugu (1°in kesri).
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2.2.2 Laktoperoksidaz Enziminin Aktivite Tayini

1 mL’lik spektrofotometre kiivetine fosfat tamponundan 850 pL (0,1 M
pH=6), ABTS c¢ozeltisinden 67 pL (1mM), H,O, ¢ozeltisinden 33uL (3,2 Mm)
konularak gergeklestirildi. Son olarak 50 pL enzim ¢6zeltisi ilave edildikten sonra
spektrofotometreye yerlestirilerek kore karst 412 nm’de absorbans artig1 okundu. 75
saniye siireyle her 15 saniyede bir olmak iizere degerler kaydedildi. Enzim
saflagtirilmast islemlerinde substrat olarak ABTS kullanildigindan, saflastirma
basamaklarinin enzim aktivite 6l¢iimii sonuglar1 i¢in; 1 enzim {initesi "20 °C’de 1
dakikada | pmol ABTS’nin oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1" olarak
tanimlanir. Bu yontem, H,0, tarafindan 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin—6-sulfonik
asit) (ABTS) kromojenik substratin yiikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin
meydana getirdigi absorbans artisinin 412 nm’de izlenmesi esasina dayanmaktadir

[45].

2.2.3 Kalitatif Protein Tayini

Kromatografi islemleri sonunda esit hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda
kalitatif protein tayini yapildi. Bu metod protein yapisinda bulunan aromatik halkaya
sahip amino asitlerin 280 nm de UV isinlarin1 absorblamalar1 esasina dayanir [46].
Kromatografi sonucunda eliiatlar kuvartz kiivetlere konularak spektrofotometrede

proteinin iginde bulundugu tampon kor olarak kullanilarak absorbanslari 6l¢tildii.

2.2.4 Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltisi ve homojenattaki
protein miktarlari, Bradford yontemi ile belirlenir. Bu yontemde boya olarak
kullanilan Coomassie brillant blue G-250, proteinler tizerindeki pozitif yiike baglanir
ve negatif yiike sahiptir. Boya ¢ozeltisi ile kompleks olusturma ve bu bilesigin 595
nm’de spektrofotometrik Ol¢limiine dayanmaktadir [47]. Bu amagla farkli protein

tayin yontemleri vardir. Ancak uyguladigimiz yontemin, siiresinin kisa olmasi,
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girisimde bulunabilecek faktdrlerin az olmasi olusan kompleksin stabil olmas1 gibi
ozellikleri olduk¢a oOnemlidir. Bu yontemin hassasiyeti 1 - 100 pg seklinde

degismektedir.

Bu amagla standart olarak, sigir serum albiimin kullanilmistir. Protein
cozeltisi farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde 10 tiipe alindi. Herbir tiip 100 Mm
pH:8 olan TRIS tamponu ile hacimleri 0,1 mL tamamlandi. Tiim tiiplere 5 mL boya
coOzeltisi ilave edildi. Tiipler hizli bir sekilde karistirildi (vorteks ile). 10 dakika
inkiibasyondan sonra 595 nm de absorbanslari kore karsi okundu. Elde edilen

absorbans degerlerine kars1 mikrogram protein miktarlar1 grafik halinde verildi.

Ayni islemler enzim omekleri icinde tekrarlandi. Olgiilen absorbans

degerlerinden, 6rnekteki protein miktarlari standart grafik yardimiyla belirlendi.

2.2.5 Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Sepharose 4-B-etilendiamin-  4-izotiyosiyonat benzen siilfonamid jeli
kullanilmigtir [48].

2.2.6 SDS-PAGE Yontemi ile LPO Enzimin Safliginin Kontrolii

Afinite teknigi ile saflagtirilan Laktoperoksidaz enziminin safliginin kontrolii,
Laemelli tarafindan Onerilen elektroforez yontemi ile gerceklestirildi. Bu amagcla
kullanilan elektroforez ortami %3 ve %10 akrilamid olacak sekilde hazirlandi

(sirastyla yigma jeli ve ayirma jeli) [49].

Elektroforez islemi i¢in ilk olarak kullanilan cam plakalar iyice temizlendi.
Daha sonra cam plakalar arasinda kalinlik olusturucu olacak sekilde sabitlandi. Tablo
2.1 de gosterildigi sekilde reaktifler kullanilarak ayirma jeli enjektdr yardimiyla
plakalar arasma dokiildii. Jelin {izerine biitil alkol ilave edilerek jel ylizeyinin
pliriizsiiz olmasi1 saglandi. Polimerlesme tamamlandiktan sonra ilgili tabakada
belirtildigi tizere yigma jeli reaktifleri plakalar arasina ilave edildi. Son olarak

elektroforez taragi yerlestirilerek polimerlesmenin tamamlanmasi beklendi. Yigma
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jelinin polimerlestiginden emin olunduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Elde
edilen kuyucuklar saf su ve yiiriitme tamponu ile iyice yikandi. Ayirma ve yigma
jelinin bulundugu kaset tanka yerlestirildi. Tankin alt ve iist kismma uygun

miktarlarda yiiriitme ¢ozeltisi ilave edildi.

Afinite teknigi ile elde edilen eliiantlardan yiiksek proteine karsilik yiiksek
aktivite gosteren tiipler toplam hacim 75 uL olacak sekilde 2:1 oraninda numune
tamponuyla kanistirilir. Jele yiiklenecek numuneler cam plakalara alindiktan sonra
sicak su banyosunda bekletilir ve numuneler sogutularak kuyucuklara yiiklenir.
Elektroforez gii¢ kaynagma baglanarak 180 V ayarlanir. Elektroforez islemine
ayirma jelinin altina 1 cm kalacak sekilde devam edildi. Daha sonra elektrik akimi
durdurularak islem sonlandirild. Tlgili aparatlar sokiilerek cam plakalar arasindaki jel
cikarildi. Proteinlerin ayrildig1 jel (ayirma jeli) bantlarin tespiti igin boyama
¢ozeltisine alind1 ve iki saat bu ¢ozelti icerisinde ¢alkalandi. Protein bantlarinin
goriinlir hale getirilmesi igin renk agma c¢ozeltisi ile spesifik olmayan boyalar
uzaklastirildi. Cikarildiktan sonra jel goriintilleme sistemi (UVP) ile goriintii

bilgisayara aktarilir.

2.2.7 Laktoperoksidaz Enziminin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Kinetik sabitlerin (Ky ve Vmax) saptanmasi amaci ile optimum sartlarda
Laktoperoksidaz enzimi, ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin—6-sulfonik asit)
substratinin yirmi farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi 6l¢timii yapilir. Elde
edilen Ol¢timlerden 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk grafigi

cizildi. Kinetik sabitler elde edilen dogru denklemlerinden bulundu [50].
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2.2.8 Bazi1 Kimyasal Maddelerin ICsy Degerlerinin Saptanmasi

Arastirmamizda kullanilan bilesiklerden inhibisyona sebep olan maddelerin
ICso degerleri bulundu. Bu amagla substrat olarak ABTS kullanildi. Inhibitorli ve
inhibitorsiiz ortamda enzim aktiviteleri hesaplanarak, inhibitér konsantrasyonuna
kars1 yiizde aktiviteler grafik haline getirildi. ICso degerleri bu grafiklerin

denklemlerinden hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1

Amonyum siilfat ¢Oktiirmesi sonucu elde edilen ¢6kelegin, dengeleme
tamponunda ¢6ziinmesi ile elde edilen 50 mL homojenat 10 mM fosfat (pH: 6,8)
tamponu ile dengelenen kolona yavas yavas ilave edildi. Numunenin ilavesinden
sonra kolon 400 mL 25 mM fosfat (pH: 6,8) tamponu ile yikandi. Boylelikle enzimin
kolona tutunmasi saglandi. Sonra 1 M NaCl / 25 mM Na,HPO, (pH: 6,8) eliisyon
tamponu eklenerek laktoperoksidaz enzim ecliie edildi ve eliiatlar 2’er mL’lik

ependorf tiiplere alindi. Her bir eliiatin 280 nm ve 412 nm’de absorbans degerleri

Laktoperoksidaz Enziminin Saflastirilmasi

kore karsi 6l¢iildii (Sekil 3.1).

1,8
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1,4
1,2
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0,2

I I I I I I 1 I I | | | 1 1
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Tiip no

180
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120
100
80
60
40
20

Enzim Aktivitei EU/mL

Sekil 3.1: Afinite kolonundan LPO enziminin eliisyon grafigi.
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3.2 Proteinlerin Kantitatif Analizi icin Kullanilan Standart Grafik

Afinite teknigi ile saflastirilan Laktoperoksidaz enziminin miktarin
belirlemek amaciyla Coomassie Blue metodu ile protein tayini yapildi. Daha 6nceden
enzim tnitesi hesaplanmis eliiantlarin spesifik aktiviteleri belirlendi. Bu degerler
kullanilarak hesaplanan saflagtirma dereceleri Tablo 3.1°de verildi. Protein tayini i¢in

standart grafik Sekil 3.2’de gosterilmistir.
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Sekil 3.2: Coomassie Blue metodu ile enzim miktarlarinin belirlenmesi igin

kullanilan grafik.
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Tablo 3.1: LPO enzimi i¢in saflagtirma tablosu.

Hacim | Aktivite Toplam Protein Toplam Spesifik % Saflastirma
Basamak (mL) (V) Aktivite Miktari Protein Aktivite | Verim Derecesi
(V) (mg/mL) (mg) (V)

Ham Ekstrakt 200 1528 315600 125 25000 12.62 100

Amonyum

Siilfat 10 1331 13310 58 580 22,94 4,22 1.82
Coktiirmesi

Afinite
Kromotogra- 4 584 2336 0.002 0.008 212000 | 074 9241.44
fisi

3.3

Laktoperoksidaz Enziminin Safliginin Kontrolii

Afinite teknigi ile saflagtirilan Laktoperoksidaz enziminin saflik derecesini

belirlemek gayesiyle elektroforez islemi gergeklestirildi. Islem sonucu elde edilen

bantlar ve kullandigimiz standartlar Sekil 3.3 gdsterilmistir..
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Sekil 3.3: Afinite kromotografisi ile saflastirilan LPO enziminin SDS-PAGE
fotografi.

3.4  Laktoperoksidaz Enziminin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Kwm Ve Vnax sabitlerinin saptanmasi amaciyla; 5 farkli konsantrasyonda ABTS
substratt kullanilarak enzim aktiviteleri 6l¢iildii. Spektrofotometrede 412 nm de
Olciilen absorbans degerleri izlenerek aktiviteler belirlendi. Elde edilen veriler
kullanilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Laktoperoksidaz enziminin Kinetik
degerlerinden Ky, 1.44 mM; Vpma, 1000 U/mL dakika olarak bu grafiklerden

belirlendi.

3.5 Kullanillan Bazi Kimyasal Maddelerin Laktoperoksidaz Enzimi

Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Calismamizda  kullandigimiz ~ ligand, bazi  kimyasal = maddelerin
laktoperoksidaz enzimi lizerine etkilerini belirlemek i¢in, optimum sartlarda ABTS
substratinin sabit konsantrasyonunda ¢aligildi. Substrat ¢ozeltisi her dlgiimde 67 pL
ABTS alindi. Laktoperoksidaz enzimi iizerine etkisi incelenen bilesiklerin farkli
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konsantrasyonlarinin bulundugu reaksiyon karigimlarinda enzim aktiviteleri dlgiildii.
Ayrica inhibitorsiiz ortamda da ilgili enzimin aktivitesi bulundu. Ve bu deger kontrol
olarak kullanildi. % aktiviteye karsi inhibitdr konsantrasyonlar1 grafik haline

getirilerek 1Cso degerleri saptandi.

Tablo 3.2: Enzim aktivite 6l¢iimii igin kullanilan miktarlar.

Tampon Substrat H,0, Enzim
Cozelti (ABTS) Cozeltisi (Laktoperoksidaz)
850 uL
Kor + 67uL 33uL -
50puL
Numune 850 uL 67uL 33uL 50uL
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Sekil 3.4: 4-nitrofenil asetik asit i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.5: Pirokatekol i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.6: Naftilamin i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.7: Benzkatekin i¢in % aktivite-[1] grafigi.
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Sekil 3.9: Dietilenamin i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.10: Giberallik asit i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.11: Nikotin i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.12: Kinetin i¢in % aktivite-[1] grafigi.
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Sekil 3.13: Benzamidin i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.14: Kumarik asit i¢in % aktivite-[I] grafigi.
Tablo 3.3: ICsp degerlerinin bulunmasinda kullanilan miktarlar.
Inhibitor | Tampon | Substrat (ABTS) H,0, Enzim
Kor 900uL 67ulL 33ulL -
0 puL 850uL 67uL 33uL 50uL
2 uL 848uL 67uL 33ul 50uL
4 pLL 846uL 67uL 33ul 50uL
6 nL 844uL 67uL 33ul 50uL
8 nL 842uL 67uL 33ul 50uL
10 pLL 840uL 67uL 33ul 50uL
12 pLL 838uL 67uL 33ul 50uL
15 pLL 835uL 67uL 33ulL 50uL
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Daha sonra c¢alismada kullanilan ligand igin 2 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda, standart aktivite Ol¢iim kosullarinda, ABTS substrati
kullanilarak aktiviteler belirlendi. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak, Lineweaver—

Burk grafikleri elde edildi. Bu grafikler kullanilarak K; degeri ve inhibisyon tiirleri

belirlendi.
0,6 -
05 - y = 9E-06x + 0,0157
y = 6E-06x + 0,0219

0,4 -

>

= 0,3 - @ Kontrol

m[l1]
02 y = 5E-06x + 0,0065 [12]
0,1
r C T T T 1
-20000 0 20000 40000 60000 80000
1/[S]

Sekil 3.15: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrati ve nikotin ile elde edilen
1/[S]-1/V grafigi.
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-10000 @ 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000
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Sekil 3.16: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrat1 ve dietilenamin ile elde
edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.17: Saflagtirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrat1 ve 4-metil katekol ile elde
edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.18: Saflastirilan LPO enzimi igin ABTS substrati ve indol asetik asit ile elde
edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.19: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrat1 ve pirokatekol ile elde
edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.20: Saflagtirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrat1 ve naftilamin ile elde edilen
1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.21: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrati ve benzkatekin ile elde
edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.22: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrati ve giberallik asit ile elde
edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.23: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrat1 ve 4-nitrofenil asetik asit
ile elde edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.24: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrati ve benzamidin ile elde

edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.25: Saflagtirilan LPO enzimi igin ABTS substrati ve kumarik asit ile elde

edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.26: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrat1 ve kinetin ile elde edilen
1/[S]-1/V grafigi.
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Tablo 3.4: Siitteki Laktoperoksidaz enzimi i¢in ABTS substrati kullanilarak, kinetik sabitlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlari.

Aktivite H,0, Enzim Substrat Inhibitor Kuvetteki
Fosfat tamponu Hacmi Cozeltisinin ABST c¢ozeltisinin Hacmi Cozeltisinin Hacmi Toplam Hacim
(nL) (nL) Hacmi (pL) (nL) (nL) (nL)

257 5 3
252 10 3
247 15 3
242 10 25 20 3 300
237 25 3
232 30 3
227 35 3
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Tablo 3.5: Siitteki Laktoperoksidaz enzimi i¢in ABTS substrat1 kullanilarak, kinetik sabitlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlari.
Aktivite H,0, Enzim Substrat Inhibitor Kuvetteki
Fosfat tamponu Hacmi Cozeltisinin Hacmi | ABST c¢ozeltisinin Hacmi Cozeltisinin Hacmi Toplam Hacim

(L) (nL) (nL) (nL) (nL) (nL)
255 5 5

250 10 5

245 15 5

240 10 25 20 5 300
235 25 5

230 30 5

225 35 5
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Tablo 3.6: Calismamizda kullanilan kimyasallarin ICsg, Kjdegerleri ile bu

kimyasallara ait inhibisyon tiirleri.

ICso K; Inhibisyon

(uM) (uM) Tipi
Benzamidin 25 14,46x10° | Lineer karisik
Kinetin 34,28 20,34x10™* | Lineer karisik
orto-kumarik asit 17,62 403 Nonkompetitif
Nikotin 8,58 4,22x10" | Nonkompetitif
4-nitrofenil  asetik 44,20 8,73x10° | Kompetitif
asit
Pirokatekol 7,28 34,2x10° | Nonkompetitif
Indol asetik asit 15,83 20,84x10° | Unkompetitif
Naftilamin 8,26 810,92x10° | Nonkompetitif
Benzkatekin 5,36 6,72x10° | Nonkompetitif
4-metil katekol 10,03 1,04x10" | Kompetitif
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Dietilen amin 16,47 17,53x10” | Lineer karisik
Giberallik asit 5,98 7,41x10” Kompetitif
Allopirinol

Belirgin bir etki gozlenmemistir.

3,4-dimetoksifenil

asetik asit

Belirgin bir etki gozlenmemigtir.

Guanidin
Belirgin bir etki gozlenmemistir.
Adenin
Belirgin bir etki gozlenmemistir.
2-amino  1H-purin
6(7H)-one Belirgin bir etki gozlenmemistir.

Klorojenik asit

Belirgin bir etki gozlenmemistir.

4-aminofenil laktik

asit

Belirgin bir etki gozlenmemistir.

Lineoik asit

Belirgin bir etki gozlenmemistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bilim insanlar1 LPO enzimi {izerine farkli kimyasallarin inhibisyonunu
arastirmig ve saflastirma i¢in birgok kromatografik yontem denemistir. Calismamizda
LPO saflastirilmasi igin afinite kromatografisi teknigi kullanilmistir. Afinite
kromatografisi proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilir ve spesifik ligand esasina dayanir
[51]. Bradford metodu ile kantitatif protein tayini yapilmis ve hemolizattaki protein
miktarlart bulunmustur. Bu metod proteine Coomassie Brilliant Blue G-250
baglanmas1 esasina dayanmaktadir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum
absorbans gosterir. Protein ile boyanin baglanmasi ¢ok hizli gergeklesir. Bu
kompleks ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir
[47]. LPO enziminin aktivitesi, Bardsley ve Shindler yonteminin belirlenen
prosediiriine gore yapildi. Bu yontem ABTS kromojenik substratin H,O; tarafindan
yiikseltgenmesine ayni1 zamanda olusan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans
artisinin 412 nm’de izlenmesi esasina dayanir. LPO enziminin aktivitesi belirlenirken
bu yontemin belirlenmesinin sebebi; enzimin literatiirde en 1yi substrati olmasi ve
molar ekstinksiyon katsayisinin verilmis olmasidir (g,,,=32400 M™ cm™). Enzim
aktivite Olclimleri sonuglart i¢in 1 enzim {initesi 20°C’de 1 dakikada 1 pmol
ABTS’nin oksidasyonunu katalizleyen enzim miktari olarak tanimlandi. 20 °C ve
optimum pH da ABTS substrati i¢gin Km ve Vmax degerleri en az yedi farkli substrat
konsantrasyonunda enzim aktivite degerleri belirlendi. 1/V ve 1/[S] degerleri

kullanilirak Lineweaver — Burk grafigi ¢izildi [51].

LPO enziminin saflastirilmasi ile 1lgili literatiirde birgok yOntem
kullanilmaktadir. Atasever ve arkadagslar1 yapmis olduklar1 calismada Sepharose-4B-
L-tirozin-Silfanilamid jel ile saflastirmay1 gerceklestirerek kolonun uzun siire
kullanilabildigini ve daha ekonomik oldugunu tespit etmistir. Stilfanilamid i¢in 1Csg
degeri 0,848x10™° M ve K; degeri 3,57x10° M olarak bulmuslardir. Saflastirdiklari
LPO enzimi i¢in kinetik sabitleri Ky Ve Vax degerlerini sirast ile 0,14 mM ve 0,55

pumol/min mL olarak bulunmusglardir [12].

Usanmaz’in ¢alismasinda; 2-kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalin

siilfonilamid, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid ve 3-amino-4-kloro
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benzensiilfonilamid LPO enzimini inhibe ettigini gdzlemis ve bu molekiillerin herbiri
icin sigir siiti LPO enziminin saflagtirllmast i¢in ligand olarak afinite jellerini
hazirlamistir. Ayni zamanda herbir molekiil i¢in kinetik parametreleri 1Csp, Kj ve
inhibisyon tiplerini belirleyerek LPO enzimi i¢in yeni inhibitdrler tespit etmistir.
Hazirladigr jellerden sigir siitii LPO enzimi ilk kez tek asamada saflastirilmis ve en
iyi sonu¢ 2-kloro-4-siilfamoyilanilin molekiilii ile elde edilmistir. Ayn1 zamanda

koyun LPO enzimi i¢inde ilk defa tek basamakta saflastirilma gergeklestirilmistir [1].

Koksal’in  [ref] ¢alismalart sonucunda LPO enzimi iizerine 11 adet
siilfanilamid tiirevi olan molekiillerin kinetik ¢aligmalar1 yapilmistir. Calistigt
maddelerin LPO enzimine etkili inhibitor oldugu ve ligand olarak kullanilabilecegi
ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica sadece sigir siitii LPO enzimi degil, manda, koyun ve
keci siitleride 11 molekiilden hazirlanan afinite kolonlarindan tek basamakta
saflastirilmistir.  En  etkili ligand olarakta 5-amino-2-metilbenzen siilfonamid
molekiilii tespit edilmis ve LPO enzimi 1059,37 kat saflastirilmistir. Bunun yaninda
tek kademede ve ucuz maliyette LPO saflagtirilmasi yapabilebilen 5-amino-2-

metilbenzen siilfanomid molekiilii literatiire gegmistir [11].

Sisecioglu ve arkadaslar1 sigir siitlinde elde ettikleri Laktoperoksidaz
enzimini 3 adimda saflagtirmiglardir. Sirasiyla Amberlite CG-50 reginesi, CM-
Sephadex C-50 iyon degisim kromotografisi ve Sephadex G-100 jel filtrasyon
kromotografisidir. Profoliin LPO enzimi lizerindeki etkisini substrat olarak ABTS
kullanilarak belirlemislerdir. Profoliin ICsp degeri 15.97 uM olarak, K;degeride 3.72
uM bulunmustur [50].

Erol ‘un [ref] yapmis oldugu yiiksek lisans caligmasinda kegi siitiinden elde
edilen LPO enzimi icin yapilan kinetik c¢alismada 6 farkli ABTS substrat
konsantrasyonunda ve 3 farkli konsantrasyonda Sefotak ilaginin aktivite Ol¢timii
yapitlmistir. 0,2 M Sefotak igin ICso degeri 0,93 M, Kj degeri 0,015 M olarak

bulunmus ve inhibisyon tipi de yarismali olarak tespit edilmistir.

Sipal’in [ref] yapmis oldugu doktora c¢alismasinda sigir siitinden LPO
enzimini saflastirmak i¢in Sepharose 4B-etilendiamin-4-izotiyosiyanat benzen
stilfonamid yapisina sahip jel sentezlenmistir. Hazirlanan bu kolonun diger
saflagtirma metodlariyla karsilagtirildiginda daha ekonomik ve c¢ok uzun siire
kullanilabildigi  tespit  edilmistir.  Sepharose-4B-etilendiamin-4-izotiyosiyanat

benzene siilfonamid yapili afinite jel i¢in farkli sicakliklarda, farkli iyonik siddet ve
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pH calismalari yapmistir. Bunun sonucunda dengeleme ve yikama tamponunda
Na,SO, icermeyen baglanmanin en iyi oldugu pH:6 ve sicaklik 25 °C bulmustur.
Calismasinda veteriner ilaglar1 ve pestisitlerin LPO enzimi tizerine farkli oranlarda in
vitro etki gosterdigini tespit ederek ICsg degerlerini belirlemistir. Sonug olarakta bu
bilesiklerin, laktoperoksidaz enzimini inhibe ettigini belirlemistir. Caligmada
kullanilan veteriner ilaglarindan en giiglii inhibitor olarak 1Csy degeri 9 uM olan
Advocin olarak bulmustur. Bunun yani sira degerlere bakildiginda ¢alismadaki biitiin
veteriner ilaclarinin giiglii inhibitor 6zelligi gosterdigini belirlemistir. Caligmasinda
kullandig1 bir diger kimyasal olan pestisitler igerisinde en gii¢lii inhibitorii 11 pM
olan Ragor olarak bulmustur [15].

Calismamda Sepharose-4B-L-etilendiamin-4-izotiyosiyanat benzen
stilfonamid kimyasal yapisina sahip jel kullanilarak piyasadan kolay bulunabilen ve
maliyetinin az oldugu sigir siitiinden LPO enzimi saflagtirilmistir. LPO enziminin
saflastirma basamaklarinin sonunda spesifik aktivite 212.000 EU/mg olarak, yiizde
verim ise 0,74 olarak bulunmustur. Daha sonar afinite jelinden saflastirilan LPO
enzimine kars1 baz1 kimyasal maddelerin in vitro etkilerine bakilmistir. Kullanilan bu
kimyasal maddelerin ICsy degerlerini bulmak i¢in ABTS substratinda ¢alisilarak %
aktiviteler hesaplanarak, % aktivite - [I] grafikleri ¢izildi. Ky ve Vmax degerlerinin
bulunmasi i¢in 7 farkli ABTS substrat konsantrasyonunda ve 20 farkli kimyasal
bilesik konsantrasyonunda enzim aktivite ol¢iimii yapildi. 1/V ve 1/[S] degerleri
bulunarak Lineweaver — Burk grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanarak

inhibisyon tiirlinii belirleyip K; degerleri bulundu.

Calismada kullanilan kimyasal bilesikler; 4-nitrofenil asetik asit, nikotin,
allopurinol, guanidin, adenin, benzamidin, kumarik asit, 2-amino 1H-purin 6 (7H)-
on, klorogenik asit, 4-aminofenil laktik asit, lineoik asit, indol asetik asit,
pirokatekol, naftilamin, benzkatekin (katekol), 4-metil katekol, Kinetin, giberallik
asit, dietilen amin, 3,4-dimetoksifenil asetik asit seklindedir.

Sonug olarak; calisilan bilesiklerden benzkatekin en iyi sekilde inhibe ettigi
belirlenmistir. 1Cso degeri 5,36 inhibisyon tipi nonkompetitif, K; degeri 6,72x10°
olarak bulunmustur. Inhibisyonu en iyi olan bilesiklerden bir digeri Giberallik asittir,

ICs0 degeri 5,98 inhibisyon tipi kompetitif, K; degeri 7,41X10'7 olarak bulunmustur.
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Benzamidin, kinetin ve dietilen amin i¢in 1Csy degerleri sirasiyla; 25, 34,28
ve 16,47 inhibisyon tipleri lineer karisik tip, K; degerleri sirasiyla 14,46x10°
20,34x10™* ve 17,53x10" olarak bulunmustur.

Q-kumarik asit, nikotin, pirokatekol, naftilamin i¢in ICsy degerleri sirasiyla;
17,62; 8,58 ve 8,26 inhibisyon tipleri Nonkompetitif tip, K; degerleri sirasiyla 403,
4,22x10*, 34,2x10°, 810,92x10°® olarak bulunmustur.

4-nitrofenil asetik asit, 4-metil katekol i¢in 1Csg degerleri sirasiyla; 44,20 ve
10,03 inhibisyon tipi kompetitif tip K; degerleri sirasiyla 8,73x10° ve 1,04x10™
olarak bulunmustur.

Indol Asetik asit i¢in 1Cso degeri 15,83 inhibisyon tipi unkompetitif tip K;
degeri ise 20,84x10°® olarak bulunmustur.

Allopirinol, guanidin, adenin, 2-amino 1H-purin 6 (7H)-bir, klorojenik asit, 4-
aminofenil laktik asit, lineoik asit, 3,4-dimetoksifenil asetik asitin LPO enzimi
lizerine aktivite etkisi gézlenmemistir. Yapilan bu caligmalar sayesinde ilerleyen

donemlerde biyosensér alaninda, savunma sanayinde, eczacilikta, tarimda,

endiistride, tip alanindaki ¢alismalarda yenilik olusturmasi amaciyla kullanilacaktir.
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