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OZET

LAKTOPEROKSIDAZ ENZIMININ BAZI COZUCULERLE IN VITRO
ETKIiSIiNIN INCELENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
TUGCE BEYCIiC
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. SERAP UZUNOGLU)
BALIKESIR-HAZIRAN 2019

Biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen protein yapidaki maddelere
‘enzim’ denir. Laktoperoksidaz (LPO) enzimi; siitte, tiikiirkte, gbzyasinda,
yenidoganlarm sindirim sisteminde bulunan; prostetik grup olarak hem grubu
iceren tek bir polipeptid zincirinden olusan glikoproteindir. Calismada Sepharose
4B-etilendiamin  4-izotiyosiyonat benzen sulfanomid jeli kullanilarak; sigir
stittinden LPO enzimi saflastirildi. Enzimin saflik kontrolii SDS-PAGE ile yapildi.
Baz1 ¢oziiciilerin enzim iizerindeki etkileri incelenerek; inhibisyon gdsteren
coziiciiler i¢in I1Csp degerleri, inhibisyon tiirleri ve inhibisyon sabitleri bulunmustur.
En fazla inhibisyon etki gosteren ¢Oziiciinin 1,82 uM ile asetofenon oldugu
belirlenmistir. 2-propanol, diklorometan, trietil amin, sodyum silikat, perklorik asit
¢oziiciilerinin inhibisyon tipi nonkompetetif olarak saptanmus; inhisbisyon sabitleri
sirasiyla 6,7x10%, 8,10x10°, 1,17x10*, 7,51x10®, 8,11x10° bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Laktoperoksidaz enzimi, afinite kromatografisi,
inhibisyon, ICso degeri, Ki degeri.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF IN VITRO EFFECT OF LACTOPEROXIDASE
ENZYME WITH SOME SOLVENTS
MSC THESIS
TUGCE BEYCIiC
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASSOC. DR. SERAP UZUNOGLU)
BALIKESIR-JUNE 2019

Protein substances that catalyze biochemical reactions are called ‘enzymes’.
Lactoperoxidase (LPO) enzyme; found in milk, spit, tears, digestive system of
newborns; is a glycoprotein consisting of a single polypeptide chain comprising
both groups as a prosthetic group. Sepharose 4B-ethylenediamine 4-isothiocyanate
benzene sulfanomide gel; LPO enzyme was purified from bovine milk. The purity
of the enzyme was checked by SDS-PAGE. By examining the effects of some
solvents on the enzyme; IC50 values, inhibition types and inhibition constants were
found for the solvents that exhibited inhibition. The most inhibiting solvent was
found to be acetophenone with 1.82 uM. The type of inhibition of 2-propanol,
dichloromethane, triethyl amine, sodium silicate, perchloric acid solvents was
found to be noncompetitive; Inhibition constants were 6,7x10-4, 8,10x10-6,
1,17x10-4, 7,51x10-6, 8,11x10-6 respectively.

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

1.1 Enzimler

Biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen protein yapidaki maddelere “enzim”
denir [1]. Protein yapisinda olduklarindan aminoasitlerin dizilisi, enzimlerin belirli bir
konformasyonu almasinda ve li¢ boyutlu yap1 kazanmasinda énemli yer tutar. Bu ii¢
boyutlu yapi, katalitik aktivitesinde ve spesifik olmasinda etkilidir. Enzimler reaksiyon
hizin1 108-10%2 defa arttirabilirler [2]. Enzimler tarafindan Katalizlenen reaksiyonlarda
yan {irlin olusmaz; reaksiyon verimi %100’diir. Enzimin etki ettigi bilesik substrat
olarak adlandirilir ve enzimin her yerine degil aktif merkezine baglanir; biyokimyasal

reaksiyonlarin gergeklestigi yerdir[3,4].

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

katalizlenir ve enzim substratin spesifik bolgesine baglanir [5].

Her enzimin kendisine spesifik olan bir Ky degeri (yani Michaelis Menten
sabiti) bulunur. Ky degeri enzimin substrata karsi olan ilgisinin bir &lgiisiidiir.
Michaelis-Menten esitliginin ters ¢evrilmesi ile Lineweaver-Burk esitligi elde edilir.

Bu grafik ise Vmax ve Km degerlerinin dogru bir sekilde belirlenmesini saglar [6].



1.2 Peroksidaz ( H2O2-Oksidorediiktaz E.C. 1.11.1.7)

Peroksidazlar; bir¢ok alanda kullanilabilme potansiyeline sahip olan enzimler
icerisinde oksidorediiktaz smnifina dahildir. Yaygm olarak &koryot ve prokaryot
hiicrelerde, mantar, maya, bakteri, yiiksek bitkilerde turp c¢esitlerinde ve siitte
bulunmaktadir. Peroksidazlar bir¢ok fonksiyonda gorevlidir; bunlardan bazilar1
savunma mekaznimasi, hiicre duvari, protein baglanmasi ve hormonel etkinlikler
seklindedir. Bu enzim siitte, gbzyasinda, tiikiiriikte laktoperoksidaz olarak;
trombositler, 16kositler, dalak, karaciger, sitoplazma, mitokondri ve lizozomlarda

belirlenmistir [7].

Peroksidazin prostetik gruplar1 Protohem dir ve apoproteine gevsek olarak
baglanir. Peroksidazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda H2O»; elektron
akseptorii olarak hareket eden askorbat, kinonlar ve sitokrom C gibi bircok maddenin
zararina olacak sekilde indirgenir [8]. Peroksidazlar tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar kompleks bir yapiya sahiptir. Peroksidazlar g¢esitli aromatik bilesikleri
substrat olarak kullanarak, metabolizma esnasinda ortaya g¢ikan H>O2’nin zararli
etkisini ortadan kaldirmaktadir [9].

Oksitleyici 6zellige sahip, biyolojik sistemler sonucu olusan H>O2’nin vakit
kaybetmeden ortamdan uzaklastirilmas: gerekir. Bu 6nemli gorevi hiicrelerdeki
antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri gerceklestirir. Antioksidan
enzimlerin ayni1 zamanda serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirarak biyolojik

oksidatif hasarlar1 engelledigi bilinmektedir [10,11].

Peroksidazlarin spesifik aktivite, kofaktor, inhibitdre karsi hassasiyet, substrat
ilgisi ve optimum pH gibi biyokimyasal 6zellikleri farkli ¢ok sayida izoenzimleri

bulunmaktadir.

Peroksidazin organizmada ilk olarak protein kismi sentezlenir. Birgok
peroksidaz izoenzimleri agirliklarmm % 15-17 si kadar karbonhidrat igerirler.

Kalsiyum iyonu peroksidaz salinimi ve yapisal devamlilik i¢in gereklidir.



1.3 Laktoperoksidaz Enzimi

Laktoperoksidaz (LPO); peroksidaz ailesinin {iyesidir ve 1940’11 yillarda sigir
stitiinde belirlenmistir. Siitte, gozyasinda, tiikiiriikte bulunan; yenidoganlarin bagirsak
sistemlerini ve meme bezlerini mikroorganizmalara kars1 koruyan oksidorediiktazdir
[14, 15]. Insan ve inek siitiiniin normal bir bilesenidir. [16,17]. LPO bakterilerin
biiylimesinin baski altina alinmasinda ve inhibisyonunun desteginde 6nemli bir yere
sahip olan glikoproteindir [18]. LPO enziminin 6zelliklerine bakildiginda asagidaki
bilgilere ulasilmaktadir.

Tablo 1.1: Laktoperoksidaz enziminin 6zellikleri [19,20,21].

Ozellikler Ortalama Deger
Molekiil agirhigi 78 431 kDa
Amino asit rezidiisii 612
Yari sistin rezidiisii 15
[zoelektrik nokta pH: 9.6
Karbohidrat igerigi % 8-10
Demir icerigi % 0.07
Sekonder yapist % 23 0, % 65




Sekil 1.1: Laktoperoksidaz enziminin yapisi [23].

LPO enzimi tiyosiyanat iyonunun antibakteriyal hiposiyanata oksidasyonunu
katalizler [15].

Siit icerisinde az miktarda hidrojen peroksit bulunur lakin, bu siitteki laktik
asit bakterileri tarafindan da tretilebilir. Bunun yani sira siitte serbest oksijen var ise
hidrojen peroksit ksantin oksidaz askorbik asit ve bakir siilfidril reaksiyonu ile
olusabilir. Ciinkii; hidrojen peroksit kararli olmadigindan bazi enzimler ile baglanip

katalaz araciligiyla indirgenebilir [22].

LPO araciligiyla olusan reaksiyon sitoplazmik membrana etki eder. Ciinkii
OSCN-" enzimlerin serbest —SH gruplarina baglanir. Bunun sonucu olarak potasyum
ve aminoasit hiicreden kagabilir ve bunun akabinde pH diiser. Hiicreye alinacak olan
aminoasit, protein, karbonhidratin yaninda diger besinlerin hiicreye alinimi engellenir.

Bu sebep ile hiicrenin DNA ve RNA sentezleri bozulur [23].

LPO nun gram pozitif ve negatif bakteriler iizerinde bakteriostotik bir etkisi
bulunmaktadir. Enzim ile yapilan antibakteriyal ¢aligmalar peroksit sistem ve
titosiyonat sisteminin patojenik bakterilerde inhibisyona neden oldugu tespit
edilmistir. [16,23].

LPO iyodiiriin hidrojen peroksit ile oksidasyonunu da katalizler [14, 19, 24,
25].



LPO enziminin etkisi 73 °C ile 10 dakika igerisinde bitmektedir. Cig siitte
bulunan LPO enziminin 76 °C 50 ppm’inin sadece 2 dakika birakilmas: sonucu
enzimin % 98’lik kismmin aktivitesini kaybettigi belirlenmistir [22, 26]. Enzimin

etkisini yitirmesine kalsiyum iyonlarmin sebep oldugu belirlenmistir [26].

LPO enzimi Vitamin B2 varliginda 1s1ga karsi ¢ok duyarhidir. Yapilan
aragtirmalarda siitiin birka¢ saat giin 1s1gmma birakildiginda enzimin aktivitesi

azalmaktadir [27].

LPO enziminin inhibitorleri tam olarak bilinmemektedir. Buna kars1 bazi
Kirleticiler ile agir metaller arasindaki bazi elementlerin katalitik aktivitesi lizerine

etkileri bilinmektedir [28,29].

1.4  Enzimlerin inhibisyonu

Enzimlerin bazi hiicre dis1 ve hiicre i¢i aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan
disiiriilmesi hatta yok edilmesine "inhibisyon" denir. Bu olaya neden olan bilesiklere
de "inhibitér" ad1 verilmektedir. Inhibitdr, bir iyon veya kiigiikk molekiil agirhigina
sahip bilesiklerdir. inhibisyon ¢alismalar1 enzim-substrat 6zgiinliigiinii, aktif merkezde
bulunan fonksiyonel gruplar ile fiziksel, kimyasal yapisini ve reaksiyonlarin kinetik
mekanizmalar1 hakkinda bilgi verir. Kii¢iik molekiil agirligina sahip olan bilesikler ve

iyonlar genel olarak inhibitorleri olusturur.

Enzimatik inhibisyon doniisiimlii veya doniisiimsiiz olmak iizere ikiye ayrilir.
Doniigiimsiiz inhibisyonda, inhibitdr enzime kovalent olarak ya da ayrigmasi zor olan
bir kompleks olusturarak baglanir. Doniistimlii inhibisyon ise enzim ve inhibitor
etkilesmesi bir denge reaksiyonu olusturur. Doniigiimlii inhibisyon 3’e ayrilir [30].

Bunlar; yarigmali inhibisyon, yari-yarigmali inhibisyon ve karisik tiir inhibisyondur.



1.4.1 Kompetitif (Yarismah) Inhibisyon

Inhibitdr ve substrat enzime ayn1 anda baglanamaz, yaris halindedir. Baglanma

yeri enzimin aktif bolgesidir.
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Sekil 1.2: Kompetitif inhibisyon enzim-substrat iliskisi [1].

1.4.2 Nonkompetitif (Yari-yarismali) inhibisyon

Inhibitér ve substrat arasinda yaris halinde degildir. Her ikiside enzime

baglanarak EIS kompleksi olusturur.
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Sekil 1.3: Nonkompetitif inhibisyon enzim-substrat iligkisi [1].



1.4.3 Unkompetitif (Yarismasiz) Inhibisyon

Inhibitdr serbest enzime baglanmaz. Baglanma yeri ES kompleksidir.

=
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Sekil 1.4: Unkompetitif inhibisyon enzim-substrat iligkisi [1].

1.4.4 Lineer Kansik Tip inhibisyon

Nonkompetitif inhibisyonun 6zel bir durumudur. Substrat EI kompleksine,

inhibitér ES kompleksine baglanarak gergeklesir. Sonug olarak ESI kompleksi olusur.
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Sekil 1.5: Kompetitif inhibisyon i¢in Linewaer-Burk egrisi
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Sekil 1.6: Unkompetitif inhibisyon i¢in Linewaer-Burk egrisi
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Sekil 1.7: Nonkompetitif inhibisyon i¢cin Linewaer-Burk egrisi

1V

A

Sekil 1.8: Lineer karigik inhibisyon i¢in Linewaer-Burk egrisi
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1.5 Cahsmamizda Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda asagidaki kimyasal maddeler kullanildi.

Toluen

Aseton

1-Biitanol
Siilfiirik asit
Hekzan

Nitrik asit

Karbon tetrakloriir
Kloroform
2-Merkaptoetanol
Hidrojen peroksit
2-Propanol

Asetik asit

Orto fosforik asit
Formik asit
Formaldehit

Indol 3-biitirik asit

Diklorometan
1,4-dioksan
Sodyum silikat
Sodyum hipoklorit
Hidroflorik asit
Trietil amin
Kojik asit
n-Pentan

Dietil eter

Etil asetat
Asetofenon
Benzen
Perklorik asit
Ksilen
Amonyak

Anilin



2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1  Materyaller

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu c¢alisma i¢in kullanilan kimyasallar; Sepharose 4-B, L-tirozin,
etilendiamintetra asetik asit (EDTA), standart serum albiimin, 2,2'-azino-bis(3-
etilbenztiazolin—6-sulfonik asit (ABTS), TEMED, amonyum siilfat, sodyum dodesil
stilfat (SDS), sodyum asetat, sodyum fosfat, sodyum karbonat, sodyum Kkloriir,
hidrojen peroksit, hidroklorik asit, coomassie brillant blue G-250, Tris-HCI, Sigma
Chemical Company’den; toluen, aseton, 1-biitanol, siilfiirik asit, hekzan, nitrik asit,
karbon tetra kloriir, kloroform, 2-merkaptoetanol, hidrojen peroksit, 2-propanol, asetik
asit, orto fosforik asit, formik asit, indol 3-biitirik asit, diklorometan, 1,4-dioksan,
sodyum silikat, sodyum hipoklorit, hidroflorik asit, trietil amin, kojik asit, n-pentan,
dietil eter, etil asetat, asetofenon, benzen, perklorik asit, ksilen, amonyak, anilin,

formaldehit, 200 mL siit disaridan saglanmistir.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Caligsma sirasinda kullanilan alet ve cihazlar asagida belirtilmistir.

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
Sogutmal1 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 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Afinite jelinin hazirlanmasinda kullanilan cozeltiler:

0,1 M NaHCOz; Tamponu (pH 10.0); 8,401 g (0,1 mol) NaHCO3 950 mL distile suda
¢oOziildii. 1 N NaOH ile pH: 10.0’a kadar titre edildi ve son hacim distile suyla 1 L.’ ye

tamamlandi.

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

ye tamamland1.

Afinite jelinin dengelenmesi icin Kkullanilan tampon; 1,79 g (0,01 mol)
Na:HPO4.2H,0, 950 mL distile suda ¢6ziildii. 1IN HCI ile pH: 6.8’e kadar titre edildi

ve son hacim distile suyla 1L’ ye tamamlandi.

Afinite jelinin yikanmasi i¢in kullamilan tampon; 1.77 g (0,0125 mol)
NazHPO4.2H20 400 mL distile suda ¢oziildii. 1N HCI ile pH: 6.8’e kadar titre edildi

ve son hacim distile suyla 500 mL’ ye tamamlanda.

Afinite jeline tutulmus LPO enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon; 1M NaCl
/ 25mM NazHPQO4.2H,0 pH: 6.3 (LPO enziminin eliie edilmesinde kullanildr) 14,61 g
(2,5.10 mol) NaCl bir miktar saf suda ¢oziildii, {izerine 1,112 g (6,25.10° mol)
Na2HPO4.2H20 eklenerek son hacim distile suyla 250 mL’ ye tamamlandi.
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Laktoperoksidaz enziminin aktivite 6l¢iimiinde kullanilan fosfat tampon; 17,8 g

(0,1 mol) Na;HPO4.2H20, 950 mL distile suyla ¢oziildi. 1IN HCI ile pH:6.0’a kadar

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

Laktoperoksidaz enziminin substrat c¢ézeltisi; 0,055 g (1.10“ mol) ABTS 0,1 M
100 mL Na2HPO4.2H20 pH: 6.0 ile ¢oziildi.

Laktoperoksidaz enziminin aktivite Ol¢iimiinde kullanilan H>O. c¢ozeltisi; %

30°luk, 1,11 g/ mL % 30’luk olan H20>’den 32 pL alind1 ve son hacim distile suyla

100 mL’ ye tamamlandi.

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) uygulanan

numune ve tank tamponunun hazirlanmasinda kullanilan miktarlari;

1,25 mL
2,0 mL
1,0 mL
0,5mL
0,005 ¢
0,25 mL
159
7,29
05¢g

0,5 M Tris-HCI (pH 6.8)
% 10’luk SDS

Gliserol
2-merkaptoetanol

Fenol boyasi

Saf Su

Tris-HCI

Glisin

SDS

SDS-PAGE elektroforezinde kullamilan renklendirme cozeltisi;

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

lizerine asetik asit ve 60 mL saf su katilarak ilgili renk reaktifi hazirland.
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Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde uygulanan yikama

cozeltisi;

Arastirmamizda yikama c¢oOzeltisi asetik asit, metanol ve saf su karigimindan

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

Enzimin safhi@imin kontroliinde uygulanan elektroforezdeki ayirma ve yigma

jellerinin hazirlanmasi ;

Bu amagla kullanilan ayirma ve yigma jel karisimlarimda kullanilan bilesiklerin

konsantrasyonlar1 ve hacimleri Tablo 2.1 de sunulmustur.

Tablo 2.1: Elektroforezde uygulanan jellerin konsantrasyonlar1 ve miktarlari

% 10’ luk Ayirma Jeli % 3’ liikk Yigma Jeli
Akril amid/ Bis (%30) 2,775 mL 0,433 mL
Destile Su 3,35 mL 2,03 mL
1,5M Tris-HCI (pH 8,8) 2,08 mL -
0,5M Tris-HCI (pH 6,8) 2,5ulL 833 uL
% 10’ luk SDS 0,1 uL 30 uL
TEMED 5uL 4 uL
% 10’ luk amonyum 150 uL 100 uL
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 blendirda iyice karistirildi. Daha sonra blendirda toluenle
iyice muamele edilen siit +4 °C’de 1 saat 14000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij
isleminden sonra altta kalan ¢oken kisim atildi, iistte kalan sivi kisim bir meziire
almarak hacmi belirlendi. Olgiilen s1v1 kistma % 60’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapildi. Ardindan tekrar +4 °C’de 1 saat 14000 rpm’de santrifiij islemi gergeklestirildi.
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
¢Ozilinlirliigilinlin 1yi olmas1 amaciyla birgok arastirmaci tarafindan tercih edilmistir.
Arastirmamizda % 60’lik doygunlukta amonyum siilfat kullanilmistir. Kullanilan

miktar asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

1.77XVX(82-SI)

g (NHy )80, =
3.54-S,

V : Santrifiij islemi sonrasi iiste kalan stvinin hacmi.
S1 : 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugunu.

S2 © 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugunu.
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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 ¢ozeltisinden 67 pL (1mM), H20; ¢ozeltisinden 33puL (3,2 Mm) konuldu ve 50
puL enzim ¢ozeltisi ilave edildikten sonra spektrofotometreye yerlestirilerek kore karsi
412 nm’de absorbans artig1 okundu. 75 saniye siireyle her 15 saniyede bir olmak iizere
degerler kaydedildi. Enzim saflastirilmasi islemlerinde substrat olarak ABTS
kullanildigindan, saflastirma basamaklarinin enzim aktivite 6l¢iimii sonuglari i¢in; 1
enzim tnitesi "20°C’de 1 dakikada | umol ABTS’nin oksidasyonunu katalizleyen
enzim miktar1" olarak tanimlanir. Bu yontem, H>O> tarafindan 2,2'-azino-bis (3-
etilbenztiazolin—6-sulfonik asit) (ABTS) kromojenik substratin yiikseltgenmesi ve
olusan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artiginin 412 nm’de izlenmesi

esasina dayanmaktadir [31].

2.2.3 Kalitatif Protein Tayini

Kromatografi islemleri sonunda esit hacimde aliman biitiin fraksiyonlarda
kalitatif protein tayini yapildi. Bu metod protein yapisinda bulunan aromatik halkaya
sahip amino asitlerin 280 nm de UV i1ginlarmi absorblamalar1 esasina dayanir [32].
Kromatografi sonucunda eliiatlar kuvartz kiivetlere konularak spektrofotometrede

proteinin i¢inde bulundugu tampon kor olarak kullanilarak absorbanslar1 6l¢iildii.

2.2.4 Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltisi ve homojenattaki protein
miktarlar1 Bradford yontemi ile belirlenir. Bu yontemde boya olarak kullanilan
Coomassie brillant blue G-250, proteinler iizerindeki pozitif yiike baglanir ve negatif
yiike sahiptir. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturma, olusan
kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir [33].

Bu yontemin diger protein tayini yontemlerinden istiin tarafi, ¢ok kisa siirede
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uygulanmasi, bozucu faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde

uzun siire kalmasidir. Hassasiyet bu yontemde 1-100 pg arasindadir.

Bu amagla standart olarak, sigir serum albiimin kullanilmistir. Protein ¢dzeltisi
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 ¢dzeltisi
ilave edildi. Tipler vorteks ile hizli bir sekilde karigtirildi. 10 dakika inkiibasyondan
sonra 595 nm de absorbanslar1 kore karsi okundu. Elde edilen absorbans degerlerine

kars1 mikrogram protein miktarlar1 grafik halinde verildi.

Ayni islemler enzim Ornekleri iginde tekrarlandi. Olgiilen absorbans

degerlerinden, 6rnekteki protein miktarlar1 standart grafik yardimiyla belirlendi.

2.2.5 Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Sepharose 4-B-etilendiamin-  4-izotiyosiyonat benzen siilfonamid jeli
kullanilmustir [34].

2.2.6 SDS-PAGE Yontemi ile LPO Enziminin Safliinin Kontrolii

Afinite teknigi ile saflastirilan Laktoperoksidaz enziminin safligmnin kontrolii,
Laemelli tarafindan Onerilen elektroforez yontemi ile gerceklestirildi. Bu amacla
kullanilan elektroforez ortami1 % 3 ve % 10 akrilamid olacak sekilde hazirlandi

(sirasiyla yigma jeli ve ayirma jeli) [35].

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 aymrma jeli enjektor yardimiyla
plakalar arasina dokiildii. Jlin {izerine biitil alkol ilave edilerek jel ylizeyinin piirtizsiiz

olmasi saglandi. Polimerlesme tamamlandiktan sonra ilgili tabakada belirtildigi iizere
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yigma jeli reaktifleri plakalar arasma ilave edildi. Son olarak elektroforez taragi
yerlestirilerek  polimerlesmenin  tamamlanmast  beklendi. Yigma 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 kismina uygun miktarlarda

yiirlitme ¢ozeltisi ilave edildi.

Afinite teknigi ile elde edilen eliiantlardan yiiksek proteine karsilik yiiksek
aktivite gosteren tiipler toplam hacim 75 pL olacak sekilde 2:1 oraninda numune
tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek numuneler cam plakalara alindiktan sonra
sicak su banyosunda bekletilir ve numuneler sogutularak kuyucuklara yiiklendi.
Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak 180 V ayarlandi. Elektroforez islemine ayirma
jelinin altma 1 cm kalacak sekilde devam edildi. Daha sonra elektrik akimi
durdurularak islem sonlandirild. Ilgili aparatlar sokiilerek cam plakalar arasindaki jel
cikarildi. Proteinlerin ayrildigi jel (ayirma jeli) bantlarin tespiti i¢in boyama ¢ozeltisine
almd1 ve iki saat bu ¢ozelti icerisinde ¢alkalandi. Protein bantlarmin goriiniir hale
getirilmesi i¢in renk agma ¢d6zeltisi ile spesifik olmayan boyalar uzaklastirildi.

Cikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriintii bilgisayara aktarildi.

2.2.7 Baz Kimyasal Maddelerin ICso Degerlerinin Bulunmasi

Arastirmamizda kullanilan bilesiklerden inhibisyona sebep olan maddelerin
ICso degerleri bulundu. Bu amagla substrat olarak ABTS kullanildi. Inhibitérlii ve
inhibitorsiiz ortamda enzim aktiviteleri hesaplanarak, inhibitor konsantrasyonuna kars1
yiizde aktiviteler grafik haline getirildi. ICso degerleri bu grafiklerin denklemlerinden
hesaplandi.
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2.2.8 Laktoperoksidaz Enziminin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Kinetik sabitlerin (Kv ve Vmax) saptanmasi amaci ile optimum sartlarda
Laktoperoksidaz enzimi, ABTS substratinin yirmi farkli konsantrasyonunda enzim
aktivitesi 6l¢iimii yapilir. Elde edilen 6lgtimlerden 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Kinetik sabitler elde edilen dogru denklemlerinden
bulundu [36].
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3. BULGULAR

3.1  Enzimin Saflagtirilmasi

3.1.1 Laktoperoksidaz Enziminin Saflastirilmasi

Cokelegin 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;HPO4 (pH: 6,8) eliisyon tamponu eklenerek laktoperoksidaz enzim eliie edildi ve
eliatlar 2’er mL’lik ependorf tiiplere alindi. Her bir eliiatin 280 nm ve 412 nm’de
absorbans degerleri kore kars1 6l¢iildii (Sekil 3.1). (C] Protein 280 nm ; A Aktivite’yi
ifade etmektedir.)

1,8 - - 180

1,6 - - 160

1,4 - - 140 =
2 E
_cé 1,2 - - 120 2
g 1 - ‘ - 100 %
g 08 - - 80 €
c <
S 0,6 - - 60 £
~ c

0,4 - - 40 w

0,2 - 20

0 T2 1 T T T 1 1 I 1 1 1 1 1 | 1 E 1 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tip no

Sekil 3.1: Afinite kolonundan LPO enziminin eliisyon grafigi.
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3.1.2 Proteinlerin Kantitatif Analizi I¢in Kullamlan Standart Grafik

Afinite teknigi ile saflagtirilan Laktoperoksidaz enziminin miktarini belirlemek
amaciyla Coomassie Blue metodu ile protein tayini yapildi. Daha dnceden enzim
initesi 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.

[72)
C
©
o]
S y =32,093x
172} 2_
3 R?=0,983
©
€
C
Ln
o))
Lo
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

mg/mL protein

Sekil 3.2: Commasie Blue metodu ile enzim miktarmin belirlenmesi i¢in kullanilan
grafik.
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Tablo 3.1: LPO enzimi i¢in saflagtirma tablosu.

Haci | Aktivit | Toplam | Protein | Toplam | Spesifik % Saflastir

Basamak m e Aktivite | Miktar Protein Aktivite | Veri ma
(mL (U) (U) 1 (mg) (wmg) m Derecesi
) (mg/m
L)
Ham 200 1528 315600 125 25000 12,62 100 -
Ekstrakt !
Amonyum
Siilfat 10 1331 13310 58 580 22,94 4,22 1,82
Coktiirmesi
Afinite
Kromotogr
a- 4 584 2336 0.002 0.008 212000 0,74 | 9241,44
fisi

3.1.3 Laktoperoksidaz Enziminin Safhginin Kontrolii

Afinite teknigi ile saflastirilan Laktoperoksidaz enziminin saflik derecesini
belirlemek amaciyla elektroforez islemi gergeklestirildi. Islem sonucu elde edilen

bantlar ve kullandigimiz standartlar Sekil 3.3 gosterilmistir.
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78 kDa

Sekil 3.3: Afinite kromotografisi ile saflastirilan LPO enziminin SDS-PAGE
fotografi.

3.2  Laktoperoksidaz Enziminin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Kwm Ve Vmax sabitlerinin saptanmasi amaciyla; 5 farkli konsantrasyonda ABTS
substrati kullanilarak enzim aktiviteleri 6lgiildii. Spektrofotometrede 412 nm de
Olciilen absorbans degerleri izlenerek aktiviteler belirlendi. Elde edilen veriler
kullanilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Laktoperoksidaz enziminin kinetik
degerlerinden Km, 1.44 mM; Vma, 1000 U/mL dakika olarak bu grafiklerden

belirlendi.

3.3  Kullanilan Bazi Kimyasal Céziiciilerin Laktoperoksidaz Enzimi

Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Caligmamizda kullandigimiz ligand; bazi kimyasal maddelerin laktoperoksidaz
enzimi tizerine etkilerini belirlemek i¢in, optimum sartlarda ABTS substratinin sabit

konsantrasyonunda calisildi. Substrat ¢ozeltisi her 6l¢iimde 67 pL ABTS alind1
22



Laktoperoksidaz ~ enzimi  iizerine  etkisi  incelenen  bilesiklerin  farkli
konsantrasyonlarmin bulundugu reaksiyon karisimlarinda enzim aktiviteleri ol¢iildi.
Ayrica inhibitorsiiz ortamda da ilgili enzimin aktivitesi bulundu. Ve bu deger kontrol
olarak kullanildi. % aktiviteye karsi inhibitor konsantrasyonlar1 grafik haline

getirilerek 1Cso degerleri saptandi.

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

Tampon Substrat H,0, Enzim
Cozelti (ABTYS) Cozeltisi (Laktoperoksidaz)
850 uL
Kor + 67ul 33ul -
50uL
Numune 850 L 67uL 33ul 50uL
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[1] tM

Sekil 3.4: Aseton i¢in % aktivite-[I] grafigi.

y =-0.0465x% - 1.2809x + 102.42

1] nM

Sekil 3.5: Toluen i¢in % aktivite-[I] grafigi
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160
y =-0.0696x2 + 2.9906x + 102.73

140
-

120
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60
40
20
0
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Sekil 3.6: Hekzan igin % aktivite-[I] grafigi.
120
y = 0.0046x2 - 1.0656x + 100.5
100
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0
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Sekil 3.7: 2-propanol igin % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.8: Diklorometan i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.9: Sodyum silikat i¢cin % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.10: Trietil amin igin % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.11: Asetofenon icin % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.12: Perklorik asit i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.13: Ksilen i¢in % aktivite-[1] grafigi.
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Sekil 3.14: 1,4-dioksan i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Sekil 3.15: Benzen i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.3: I1Csp degerlerinin bulunmasinda kullanilan miktarlar.

Inhibitor | Tampon | Substrat (ABTS) H,0, Enzim
Kor 900uL 67uL 33uL -

0 nL 850uL 67uL 33ul 50uL
2 uL 848uL 67uL 33uL 50uL
4 nL. 846uL 67uL 33uL 50uL
6 pL 844uL 67ulL 33uL 50uL
8 uL 842uL 67ulL 33ul 50uL
10 pLL 840uL 67ulL 33ul 50uL
12 pLL 838uL 67ulL 33uL 50uL
15 pLL 835uL 67uL 33uL 50uL
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1Cs0 (uM)

Aseton 8,3

Toluen 22,47
Hekzan 56,39
2-propanol 66,41
Diklorometan 36,38
Sodyum silikat 10,48
Trietil amin 12,02
Asetofenon 1,82
Perklorik ast 13,08
Ksilen 15,63
1,4-dioksan 31,20
Benzen 53,06

Daha sonra ¢alismada kullanilan ligand i¢cin 2 degisik sabit inhibitor
konsantrasyonunda, standart aktivite 6lciim kosullarinda, ABTS substrati1 kullanilarak
aktiviteler belirlendi. Hesaplamalar sonucunda ¢alismada kullanilan kimyasallardan

bazilarmm LPO enzimi iizerine inhibisyon etkisinin varligi gézlemlendi ve grafikleri

cizildi.
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Sekil 3.16: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrati1 ve 2-propanol ile elde
edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.17: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrati ve diklorometan ile elde
edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.18: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrati ve ksilen ile elde edilen
1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.19: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrati ve trietilamin ile elde
edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.20: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrat1 ve sodyum silikat ile elde
edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.21: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrati ve perklorik asit ile elde
edilen 1/[S]-1/V grafigi.
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Sekil 3.22: Saflastirilan LPO enzimi i¢in ABTS substrati ve hekzan ile elde edilen
1/[S]-1/V grafigi.
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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 icin afinite kromatografisi teknigi kullanilmistir. Afinite
kromatografisi proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilir ve spesifik ligand esasina dayanir
[37]. Bradford metodu ile kantitatif protein tayini yapilmis ve hemolizattaki protein
miktarlar1 bulunmustur. Bu metod proteine Coomassie Brilliant Blue G-250
baglanmas1 esasina dayanmaktadir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum
absorbans gosterir. Protein ile boyani baglanmasi ¢cok hizli gerceklesir. Bu kompleks
¢ozeltilerde uzun siire kalir. Yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir [33]. LPO
enziminin aktivitesi, Bardsley ve Shindler yonteminin belirlenen prosediiriine gore
yapildi. Bu yontem ABTS kromojenik substratin H202 tarafindan yiikseltgenmesine
ayni zamanda olusan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artiginin 412 nm’de
izlenmesi esasma dayanir. LPO enziminin aktivitesi belirlenirken bu yontemin
belirlenmesinin sebebi; enzimin literatiirde en iyi substratt olmasi ve molar
ekstinksiyon katsayisinin verilmis olmasidir (412=32400 M cm™). Enzim aktivite
Olciimleri sonuglar1 icin 1 enzim iinitesi 20°C’de 1 dakikada 1 umol ABTS’nin
oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlandi. 20 °C ve optimum pH
da ABTS substrati icin Km Ve Vmax degerleri en az yedi farkli substrat
konsantrasyonunda enzim aktivite degerleri belirlendi. 1/V ve 1/[S] degerlerine

bakilarak inhibisyon varlig1 tespit edildi [37].

LPO enziminin saflastirilmasi ile ilgili literatiirde birgcok yontem
kullanilmaktadir. Atasever ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada Sepharose-4B-
L-tirozin-Silfanilamid jel ile saflastrmay1 gerceklestirerek kolonun uzun siire
kullanilabildigini ve daha ekonomik oldugunu tespit etmistir. Siilfanilamid i¢in 1C50
degeri 0,848x10° M ve Ki degeri 3,57x10° M olarak bulmuslardir. Saflastirdiklar
LPO enzimi i¢in kinetik sabitleri Km Ve Vmax degerlerini sirast ile 0,14 mM ve 0,55

pmol/min mL olarak bulunmuslardir [25].

Usanmaz’m c¢alismasinda; 2-kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalin
siilfonilamid, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid ve 3-amino-4-kloro

benzensiilfonilamid LPO enzimini inhibe ettigini gdzlemis ve bu molekiillerin herbiri
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icin sigir siiti LPO enziminin saflastirilmast i¢in ligand olarak afinite jellerini
hazirlamigtir. Ayn1 zamanda herbir molekiil i¢in kinetik parametreleri 1Cso, Ki ve
inhibisyon tiplerini belirleyerek LPO enzimi i¢in yeni inhibitdrler tespit etmistir.
Hazirladig1 jellerden sigir siitii LPO enzimi ilk kez tek asamada saflastirilmis ve en iyi
sonug 2-kloro-4-siilfamoyilanilin molekiilii ile elde edilmistir. Ayn1 zamanda koyun

LPO enzimi iginde ilk defa tek basamakta saflastirilma gergeklestirilmistir [14].

Koksal’in ¢aligmalart sonucunda LPO enzimi iizerine 11 adet siilfanilamid
tiirevi olan molekiillerin kinetik ¢alismalar1 yapilmistir. Calistigi maddelerin LPO
enzimine etkili inhibitor oldugu ve ligand olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikarilmustir.
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 molekiili

literatiire gegmistir [24].

Sisecioglu ve arkadaglar1 sigir siitiinde elde ettikleri Laktoperoksidaz enzimini
3 adimda saflastirmislardir. Sirasiyla Amberlite CG-50 reginesi, CM-Sephadex C-50
iyon degisim kromotografisi ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kromotografisidir.
Profoliin LPO enzimi iizerindeki etkisini substrat olarak ABTS kullanilarak
belirlemislerdir. Profoliin ICsp degeri 15.97 uM olarak, Ki degeride 3.72 uM
bulunmustur [36].

Erol ‘un [referans] yapmis oldugu yiiksek lisans ¢aligmasinda kegi siitiinden
elde edilen LPO enzimi i¢in yapilan kinetik calismada 6 farkli ABTS substrat
konsantrasyonunda ve 3 farkli konsantrasyonda Sefotak ilacinin aktivite dlctimii
yapilmgtir. 0,2 M Sefotak i¢in ICso degeri 0,93 M, K degeri 0,015 M olarak bulunmus

ve inhibisyon tipi de yarigmali olarak tespit edilmistir.

Sipal’in [referans] yapmis oldugu doktora ¢alismasinda sigir siitiinden LPO
enzimini saflagtirmak igin Sepharose 4B-etilendiamin-4-izotiyosiyanat benzen
stilfonamid yapisina sahip jel sentezlenmistir. Hazirlanan bu kolonun diger saflastirma
metodlariyla karsilastirildiginda daha ekonomik ve ¢ok uzun siire kullanilabildigi

tespit edilmistir. Sepharose-4B-etilendiamin-4-izotiyosiyanat benzene siilfonamid
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yapili afinite jel i¢cin farkl sicakliklarda, farkli iyonik siddet ve pH caligmalari
yapmistir. Bunun sonucunda dengeleme ve yikama tamponunda Na,SOs igermeyen
baglanmanimn en iyi oldugu pH:6 ve sicaklik 25 °C bulmustur. Calismasinda veteriner
ilaglar1 ve pestisitlerin LPO enzimi iizerine farkli oranlarda in vitro etki gosterdigini
tespit ederek 1Cso degerlerini belirlemistir. Sonug olarakta bu bilesiklerin,
laktoperoksidaz enzimini inhibe ettigini belirlemistir. Calismada kullanilan veteriner
ilaglarmdan en gii¢lii inhibitor olarak 1Cso degeri 9 uM olan Advocin olarak
bulmustur. Bunun yani sira degerlere bakildiginda c¢aligmadaki biitiin veteriner
ilaclarinin giiglii inhibitor 6zelligi gosterdigini belirlemistir. Caligmasinda kullandig:
bir diger kimyasal olan pestisitler i¢erisinde en gii¢lii inhibitérii 11 uM olan Ragor

olarak bulmustur [28].

Calismada Sepharose-4B-L-etilendiamin-4-izotiyosiyanat benzen siilfonamid
kimyasal yapisma sahip jel kullanilarak piyasadan kolay bulunabilen ve maliyetinin
az oldugu sigir siitlinden LPO enzimi saflastirilmistir. LPO enziminin saflastirma
basamaklarmin sonunda spesifik aktivite 212000 EU/mg olarak, yiizde verim ise 0.75
olarak bulunmustur. Daha sonar afinite jelinden saflastirilan LPO enzimine kars1 bazi
organik ¢oziiciilerin in vitro etkilerine bakilmistir. Kullanilan bu organik ¢oziiciilerin
ICs0 degerlerini bulmak icin ABTS substratinda ¢alisilarak % aktiviteler hesaplanarak,
% aktivite - [I] grafikleri ¢izilmistir. Km Ve Vimax degerlerinin bulunmasi i¢in 7 farkli
ABTS substrat konsantrasyonunda ve 32 farkli kimyasal maddelerin
konsantrasyonunda enzim aktivite oOl¢iimii yapilmustir. 1/V ve 1/[S] degerleri

bulunarak inhibisyon varhigi tespit edildi.

Calismada kullanilan organik c¢oziiciiler; toluen, aseton, 1-biitanol, siilfiirik
asit, hekzan, nitrik asit, karbon tetra kloriir, kloroform, 2-merkaptoetanol, hidrojen
peroksit, 2-propanol, asetik asit, orto fosforik asit, formik asit, indol 3-biitirik asit,
diklorometan, 1,4-dioksan, sodyum silikat, sodtum hipoklorit, hidroflorik asit, trietil
amin, kojik asit, n-pentan, dietil eter, etil asetat, asetofenon, benzen, perklorik asit,

ksilen, amonyak, anilin, formaldehit seklindedir.
Sonug olarak elde edilen veriler su sekildedir;

1-biitanol, silfiirik asit, nitrik asit, karbon tetra kloriir, kloroform, 2-

merkaptoetanol, hidrojen peroksit, asetik asit, orto fosforik asit, formik asit, indol 3-
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biitirik asit, sodtum hipoklorit, hidroflorik asit, kojik asit, n-pentan, dietil eter, etil
asetat, amonyak, anilin, formaldehit ¢oziiciilerinin LPO enzimi {izerine aktivite etkisi
gozlenmemistir. 2-propanol, diklorometan, trieetil amin, sodyum silikat ve Perklorik
asit icin 1Cso degerleri sirasiyla 66,41; 36,38; 12,02; 10,48 ve 13.08 olarak
bulunmustur. Kimyasallarin inhibisyon tipleri Nonkompetitif olarak belirlenmis olup
Ki degerleri sirastyla 6,7x10%; 8,10x10°%; 1,17x10*; 7,51x10° ve 8,11x10° olarak
bulunmustur. Bu bilesiklerin LPO enzimini inhibe ettigi tespit edilmistir. Yapilan bu
caligmalar sayesinde ilerleyen donemlerde biyosensor alaninda, savunma sanayinde,
eczacilikta, tarimda, endiistride, tip alanindaki c¢aligmalarda yenilik olusturmasi

amaciyla kullanilacaktir.
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