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OZET

Doktora Tezi

LAKTOPEROKSIDAZ ENZIMININ SI(‘;ng VE KOYUN SUTLERINDEN
AFINITE KROMATOGRAFISI TEKNiGI ILE SAFLASTIRILMASI

Hande USANMAZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Sigir siitiinden laktoperoksidaz (LPO E.C.1.11.1.7) enzimi CNBr ile aktive edilmis
Sepharose-4B-L-trozin-siilfanilamid afinite kromatografisi ile saflastirildi. LPO iizerine
2-kloro-4-stilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalin siilfonilamid, 4-amino-6-kloro-1,3-
benzendisulfanilamid, 4-amino-3-metil ve 3-amino-4-kloro benzensiilfonilamid
molekiillerinin 1Cso degeri sirastyla 346,5 uM, 57,75 uM, 11,36 uM, 86,62 uM ve 49,5
UM olarak hesaplanirken, K; degerleri ise sirasityla 283,32 uM, 6,74 uM, 6,39 uM
55,62 uM ve 43,67 uM olarak tespit edildi. 4-Amino-3-metil benzensiilfonilamid
yarismasiz inhibisyon gosterirken diger molekiiller yarigmali inhibisyon gosterdi.
Inhibisyon gdsteren molekiillerin her biri igin afinite jelleri hazirlanarak sigir siitiinden
LPO enziminin saflastirma tablolar1 hazirlandi. Saflastirma basamaklar1 sonucunda 2-
kloro-4-siilfamoyilanilin kolonundan sigir siiti LPO enzimi %12 verimle 453 Kat
saflagtirilirken koyun siitii LPO enzimi %13 verimle 869 kat saflastirildi. Enzimlerin
safligt SDS-PAGE ile kontrol edildi ve tek bant bulundu (80 kDa). 2-kloro-4-
stilfamoyilanilin kolonudan saflastirilan sigir siitii LPO i¢in optimum pH 6,0, optimum
sicaklik 42°C, Ky degeri 0,13 mM ve Vpax degeri 0,55 EU/ml.dk iken koyun siitii LPO
icin optimum pH 5,5, optimum sicaklik 60°C, Kpy degeri 0,74, mM ve Vi degeri
0,05 EU/ml.dk olarak tespid edildi. 2-Kloro-4-siilfamoyilanilin kolunu ig¢in LPO nun
baglanma kapasitesi 15°C’de pH:8,5 ve 0,35 M iyonik siddet konsantrasyonunda 9,65
mg/g jel olarak belirlendi.

2014, 85 sayfa
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

PURIFICATION OF LACTOPEROXIDASE ENZYME FROM BOVINE AND
SHEEP MILK BY AFFINITY CHROMATOGRAPHY TECHNIQUE

Hande USANMAZ

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Advisor: Prof.Dr. Hasan OZDEMIR

Bovine milk Lactoperoxidase (LPO E.C.1.11.1.7 ) enzyme was purified by Sepharose
4B-L-tyrosine sulfanilamide affinity column choromatoghrophy that activated with
CNBr. 2-Chloro-4-siilfamoyilanil, 5-amino-1-naphthalene sulfanilamide, 4-amino-6-
chloro-1,3-benzendisiilfanilamid and 3-amino-4-chloro benzensiilfonilamid showed the
competitive inhibition 1Csy values were calculated as respectively 346,5 um, 57,75 pum,
11,36 um, 86,62 uM and 49,5 um. On the other hand K; values determined were
respectively 283.32 um, 6,74 pm, 6,39 um, 55,62 um and 43,67 um. 4-amino-3-methyl
benzensiilfonilamid inhibitor exhibited noncompetitive inhibition, but the others
exhibited competitive inhibition. Affinity gels are prepared for each: inhibitor
compound and LPO enzyme purification table were prepared from the bovine and sheep
milk. As a result of purification steps through a column of 2-chloro-4-siilfamoyilanil
bovine milk LPO enzyme was purified 453 fold with 12% yield and sheep milk LPO
enzyme was purified 869-fold with 13% yield. The purities of the purified enzymes
were checked by SDS-PAGE and one band was found (80 kDa). For each enzyme
bovine the milk LPO that purified from 2-chloro-4-siilfamoyilanil colon, optimum pH
was 6,0, optimum temperature was 42°C, Ky values was 0,13 mM and V. values was
0,55 EU / ml.dk while for sheep milk LPO optimum was 5,5, optimum temperature was
60°C, Kym value of 0,74 mM and Vpmay Values of 0,05 EU / ml.dk were determined.
Binding capacity of LPO by 2-chloro-4-siilfamoyilanil column was determined 9,65 mg
/ g gel at 15°C pH: 8,5 and at a concentration of 0,35 M ionic strength.

2014, 85 pages

Keywords: Lactoperoxidase, Purification, Kinetics.
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1. GIRIS

Biyolojik sistemlerin katalizorleri olan enzimler kimyasal dontisiimleri saglayan protein
yapisinda molekiillerdir. Insan genomunun biiyiik bir kismi enzimlerin sifrelerini
bulundurur (Lehninger 2005). Enzimlerin en 6nemli fonksiyonlar1 katalitik giigleri ve
spesifik olmalidir. Enzimlerde katalizin gerceklestigi boliime aktif bolge denir. Aktif
bolge enzimin substratini varsa kofaktoriinii baglayarak bag yapabilme ve bag kirabilme
Ozelligi olan birimler igerir. Katalizor 6zelligine sahip olan enzimler bir tepkimenin
aktivasyon enerjisini azaltir ve boylece tepkime hizini garpici sekilde arttirir (Berg et al.

2014).

Enzimin katalizledigi reaksiyon, ona karsilik gelen ve katalizlenmeyen tepkimeden
milyonlarca kat daha hizlidir. Enzimler hem Kkatalizledikleri tepkimeye ve tepkime
sirasinda  kullandiklar1 substratlarina ¢ok 6zgiildiir. Protein yapisinda olan bu
molekiillerin katalizledikleri tepkimeler sonunda herhangi bir degisiklige ugramazlar,
tilkenmezler ve reaksiyonun dengesini degistirmezler. Enzimler molekiillerdeki biitiin
giicleri kullanarak substratlar1 en uygun sekilde bir araya getirir kimyasal baglarin

yapimini ve kirilmasini saglarlar (Keha ve Kiifrevioglu 2012).

Bircok enzimin aktivitesi i¢in kofaktore ihtiyag vardir. Kofaktorler iki alt gruba ayrilir
bunlar metaller ve koenzim denilen organik molekiillerdir. Vitamin kokenli olan
koenzimler enzimlere siki veya gevsek baglanabilirler. Koenzim enzime siki bagh ise
prostetik grup adini alir. Enzimler enerjinin bir formdan diger bir forma doniisimiinii
gerceklestirirler. Ornegin fotosentez ile 151k enerjisi kimyasal bag enerjisine cevrilir.
Mitokondride gerceklesen solunumda gida maddelerinden elde ettigimiz kiicilik
molekiillerdeki serbest enerji hiicrenin kullanabilecegi serbest enerji sekline enzimler

tarafindan doniistiiriiliir (Bingdl 1983; Sigman and Boyer 1990).

Bir¢ok enzimin aktiviteleri spesifik molekiillerin ve iyonlarin baglanmasiyla inhibe

edilebilir. Enzimlerin biyolojik sistemlerde inhibe olmasi kontrol mekanizmasidir.



Ayrica bir¢ok ila¢ toksik molekiiller enzimleri inhibe edebilirler. Enzim inhibisyonu
geri doniislimlii ve geri doniisiimsiiz olmak iizere ikiye ayrilir. Geri doniisiimsiiz
inhibitorler enzime siki baglanir ve enzimle ¢ok zor ayrisir. Bazi ilaglar doniisimsiiz
enzim inhibitorleridir. Geri doniisiimlii inhibisyonda inhibitér enzimden hizlica
ayrilabilir yarismali ve yarismasiz olmak lizere iki kisimda incelenir (Berg et al. 2014).
Yarigsmali inhibisyonda enzim substrata baglanarak enzim-substrat (ES) kompleksi veya
enzim-inhibitor (EI) kompleksi olusturur, enzim-substrat-inhibitér (ESI) kompleksi
olusmaz. Yarigsmasiz inhibisyonda inhibitor sadece enzim substrat kompleksine
baglanir. Bu inhibisyonda substrat derisiminin artirilmasi inhibisyonu azaltmaz (Gilbert
1992).

Canli hiicrelerde metabolik reaksiyonlarin yiiriiyebilmesi i¢in, Serbest radikallere ve
oksijen metabolizmasimin toksik etkilerine karsi korunmasi gerekir. Bu koruma
sisteminin bagsinda, siiperoksitdismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, proteazlar, fosfolipaz ve peroksidazlar gibi antioksidan enzimler ve tokoferol,
ubikinon gibi antioksidan molekiiller etkilidir. Antioksidan enzim ve molekiiller aerobik
hiicrelerde lipid peroksidasyonu ve diger serbest radikal aracili reaksiyonlari inhibe
ederek hiicreleri oksidatif strese karsi korurlar. Antioksidanlar, lipit peroksidasyonu gibi

cogu kronik hastaligin ilerlemesine engel olurlar (Giilgin et al. 2010a).

Serbest radikaller dis orbitallerinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron
iceren maddelerdir. Aktif olan radikaller, biyomolekiillere saldirarak onlari
oksitleyebilir ve biyolojik membran yapilarina zarar verebilirler. Molekiiler oksijen
aerobik organizma tarafindan kullanilan ve elektronlar igin biiyiik bir termodinamik itici
giiciin sagladig1 yiliksek afiniteden dolayir ideal bir son elektron alict molekiildiir
(Cheeseman and Slater 1993; Thomas 1995; Halliwell et al. 1996). Bu indirgenme
sirasinda zararli bilesikler olusabilir bunlardan biri siiper oksit digeri ise peroksittir. Her
iki olusan bilesikte hiicreler igin potansiyel bir yikicidir. Siiperoksit (O;") hidrojen
peroksit (H,0,) ve bunlardan elde edilen hidroksil radikali (OH™) reaktif oksijen tiirii
(ROS) olarak adlandirilir. ROS ise elektron transport sistemi, bazi enzimatik

reaksiyonlar ve oksidasyon reasiyonlari gibi metabolik kaynakli veya UV i1sinlari,



radyasyon, ilag yan etkileri, sigara, beslenme, kanserojen maddeler gibi dis kaynakli

olabilir (Aksoy 2002; Giilgin 2012).

Oksijeni indirgeyen elektron transport zincirinin enzimi olan sitokrom C oksidaz ve
diger proteinlerin reaktif ara iriinlerin birakilmamasinda basarili olmalarina karsin
kaginilmaz sekilde az miktarda siiperoksit ve peroksit olusturulmaktadir. Siiperoksit
dismutaz siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinde stiperoksit
toplayicist olarak &nemli rolii iistlenir. Okaryotiklerde bu enzim mitokondride ve
sitoplazmada lokalize olmustur. Mitokondride bu enzim bakir ve ¢inkoya baglidir.
Siiperoksit dismutaz ve farkli siireclerle olusturulan hidrojen peroksit katalaz enzimi
tarafindan yakalanarak molekiiler oksijen ve suya dondstirilir. Her iki enzimde
oldukea etkili enzimlerdir. Glutatyon peroksidazda hidrojen peroksitin yakalanmasinda

onemli bir rol tistlenir (Doumonted and Rousset 1983).

Bunun yaninda oksidatif zarara kars1 vitamin E ve vitamin C etkili olup lipofilik olmasi
nedeniyle vitamin E hiicre membranlarinin peroksidasyonundan korunmasinda oldukc¢a
etkilidir. ROS’larin tehlikesi bilindigi halde yapilan son caligmalar bu molekiillerin
sinyal-iletim yollarinin 6nemli bileseni oldugunuda goéstermektedir. ROS’larin bu zit
davranisi metabolizmanin karmagsikligina ornek olup, potansiyel tehlikesi olan

maddelerin faydali reaksiyonlardan kullanilabilecegini gostermektedir (Miller 1996).
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Sekil 1.1. Serbest radikal ve reaktif tiirlerin olusumu



Serbest radikallerin 6zellikleri ve reaktif tiirlerin olusumu Sekil 1.1°de 6zetlenmistir.
Metabolizma sirasinda olusan bu radikallerin giderilmesinde siiper oksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz enzimlerinin radikal sondiirmede birinci derecede etkili
oldugu goziikmektedir (Gokpinar et al. 2006). Hidroksil radikali (OH"), hidroksit
iyonlarinin nétral formudur. Bu radikal yaklasik 10~ s’lik yarilanma 6mrii ile en reaktif
tiir olarak bilinir (Giilgin 2012). Hidroksil (OH") radikali H,O,’in indirgenmesiyle
olusur (Fantal 1996; Halliwell and Gutteridge 1989; Nordberg and Arner 2001). Cok
reaktif olan hidroksil ve hidroperoksil (HOO-) gibi radikaller lipit peroksidasyonunu
baslatabilir ayrica protein hasari, enzim inhibisyonu ile denatiirasyonuna sebep olur.

(Stadtman 1992; Lenaz 2001; Giilgin 2008; Elmastas et al. 2006).

Siiperoksit anyon radikali (O;"), metabolizmada en fazla ve en kolay olusan oksijen
merkezli radikaldir (Halliwell 1989). Siiperoksit anyon radikali (O,) siiperoksit
dismutaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon ile hidrojen peroksite doniistiiriiliir
(Cadenas and Packer 1996). Hidrojen peroksit ¢ok kolay olusan membran yapisinda
lipid yapisin1 bozan metabolizmada peroksidasyon reaksiyonlarinda kullanilan birgok
bitki peroksidazlar: tarafindan kullanilan molekiildiir (Oztiirk Sarikaya 2009; Adam ve
Yigitoglu 2012).

1.1. Peroksidazlar (POD:H,0,-Oksidorediiktaz E.C.1.11.1.7)

Metabolizma sirsinda olusan reaktif oksijen tiirleri enzimler sayesinde zararsiz
molekiillere doniistirler (Davies 1995, Champe et al. 2007). Peroksidazlar antioksidan
Ozellik gostererek elektron alicisi olarak hidrojen peroksiti kullanan organik ve
inorganik substratlarin aralarinda gergeklesen oksidasyonu katalizlerler (Hussain et
al.1995). Fenoller, hidrokinonlar, hidrokinonoid aminler (yalnizca benzidin tiirevleri)
gibi ¢ok sayida aromatik komponentlerin dehidrojenasyonunu da katalizlerler. Bu
molekiiller arasinda 2-krezol, 2-toluidin, guaiakol, pirogallol, homovonillinik asit,
hidrokinon, 1,2 ve 1,4-fenilendiamin, l6komalasit yesili, 2,6-diklorofenolin difenol,
4,4-diamino difenilamin, propiyonil promozin, benzidin, o-toluidin, di-o-anisidin ve

bazi azo boya tiirevleri sayilabilir (Piitter and Becker 1987; Van Huystee 1987).



Peroksidazlar ¢cok yaygin olarak prokaryotlarda, 6karyotlarda ve fotosentetik hiicrelerde
bulunurlar. Farkli turp tiirlerinde, baklagillerde, tiitiin gibi yiiksek bitkilerde, mayalarda,
mantarlarda ve bakterilerde bulunmaktadir. Bir¢ok bitki tiirlinden farkli peroksidaz
izoenzimleride karakterize edilmistir. POD; spesifik aktivite, substrat ilgisi, kofaktorler,
inhibitorlere hassasiyet ve optimum pH gibi biyokimyasal 6zellikleri farkli olan ¢ok
sayida izoenzimleri mevcuttur (Fric 1976; Van Huystee 1987). Bitki peroksidazlar
hiicre duvari proteinlerinin baglanmasi (Fry 1986), ¢imlenme (Morohashi 2000,
savunma mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa et al. 1991), lignin biyosentezi (Duarte et al.
2002), hormonal faaliyet (Wakamatsu and Takahama 1993) ve oksidatif stres (Hiraga et
al. 2001) gibi birgok fonksiyonda gorev alirlar.

Memelilerdeki peroksidaz enzimleri; siitte tiikiiriik bezlerinde ve goz yasinda LPO
(Kumar and Bhatla 1995), I16kositlerde, trombositlerde, karacigerde ve dalakta
miyeloperoksidaz, uterus, akciger duvarlarinda, sitoplazma ve mitokondrilerde
glutatyon peroksidaz, mikrozomlar ile lizozomlarda peroksidazlar lokalize olmustur
(Piitter and Becker 1987).

Organizmada peroksidazin ilk olarak protein kismi sentezlenir ve enzim fonksiyonel
degildir. Holoenzim, hem grubu ile apoproteinin birlestirilmesi ile fonksiyonellik
kazanir (Fric 1976; Van Huystee 1987). Peroksidazlarin prostetik gruplarinin ilki
protohemdir. Bu da birgok hemoproteinin tersine olarak apoproteine sadece gevsek
sekilde baglidir (Doumonted and Rousset 1983). Peroksidazlar tarafindan katalizlenen
reaksiyonlarda H,O,; elektron akseptorii olarak hareket eden askorbat, kinonlar ve
sitokrom C gibi birgok maddenin zararina olacak sekilde indirgenir (Doumonted and
Rousset 1983). Oksitleyici 6zellige sahip olan H;O,’nin  ortamdan hemen
uzaklastirilmas: gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki onemli antioksidan enzimler olan
katalaz ve peroksidaz enzimleri gergeklestirir (Haliwell 1984; Robert et al. 1993).
Antioksidan enzimler ayn1 zamanda serbest oksijen radikallerini gidererek biyolojik
oksidatif hasarlar1 engelledigi bildirilmektedir (Harris 1992).



Peptid zinciri tzerindeki ikinci prostetik grup glikozid yan zincirleridir. Cogu
peroksidaz izoenzimleri molekiiler agirliklarinin %15-17si kadar karbohidrat igerirler
(Van Huystee 1987). Hem grubu ve glikozidik gruplara ilaveten kalsiyum (Ca**) iyonu
da peroksidaz salinimi ve yapisal devamlilig igin gereklidir (Fric 1976; Van Huystee,
1987). Degisik aragtirmacilar tarafindan at turpu (horseradish) peroksidazin 31-33,8 kD
molekiil agirlikta oldugu ve hem grubuna ilaveten bir glikozid yan zincir igerdigi

kaydedilmistir (Van Huystee 1987).

Peroksidazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar genel olarak asagidaki gibi

gosterilmektedir (Van Huystee 1987).

HO, + AH, COOKHZ_ - op0 4 A

Peroksidazlar metabolik reaksiyonlarm, enzimlerin fonksiyonu ve protein yapi
caligmalarinda olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Ciinkii aktivitelerinin  kromojenik
metodlarla kolay dlgiilebilmesi ve sicakliklara karsi dayanakli olma 6zelliklerinden ileri
gelmektedir. (Hiraga et al. 2001). POD klinik tan1 ve mikroanalitik uygulamalar, ilag¢ ve
gida sanayilerinde oldukc¢a 6nemli bir enzim olarak siklikla tercih edilmektedir (Kwak
et al. 1996).

1.2. Laktoperoksidaz (LPO)

LPO peroksidaz ailesinin bir iiyesidir. Bu enzim siitte, tiikiiriikte ve gézyasinda bulunan
bir oksidorediiktaz olup, patojen mikroorganizmalara karsi yeni doganlarin bagirsak
sistemlerini ve meme bezlerini korumada 6nemli bir role sahiptir. LPO inek ve insan
slitiiniin normal bir bilesenidir. Memelilerin siit, tiikriik ve gbzyas1 bezleri ile bunlara ait
salgilarda bulunmakta ve hem kimyasal hem de immiinolojik olarak benzer 6zellikler
gostermektedir (Kumar and Bhatla 1995). LPO bazik bir proteindir ve izoelektrik pH
degeri 9,2°dir (Kussendrager and van Hooijdonk 2000).



LPO, tiyosiyanat1 hipotiyosiyanata okside etmek icin, hidrojen peroksitten yararlanan,
cesitli anatomik kisimlarda aktive olan memeli peroksidazlarinin bir iiyesidir. LPO, 612
amino asit kalintisi, tek bir hem protez grubu, dort veya bes karbonhidrat zinciri igeren
tek bir polipeptid zincirinden olusur (Paul et al.1985) ve yaklasik 85 kDa molekiil
agirhigr ile toplam kiitlenin yaklasik %10'unu olusturur. (Elagamy et al. 1992; Reiter
and HaErnulv, 1984; Sisecioglu, et al. 2010). Katalitik merkezdeki hem grubu
protoporfirin IX dur ve polipeptid zincirine disiilfid kopriisii boyunca kovalent olarak
baglanmistir (Thanabal and La Mar 1989). LPO’daki demir bilesimi %0,07°dir (Booth
et al. 1989).

Memeli siitlerinden edilen LPO enzimi, bakterilerin biiylimesinin baskilanmasinda ve
bakteri inhibisyonunun desteklenmesinde olduk¢a 6nemlidir (Jacob et al. 1998). Sigir
LPO’sunun bakteriyal biiylimeyi inhibe etmesi, H,O; ve tiyosiyanat igeren peroksidaz
sistemine atfedilir (Jacob et al. 1998). Bu sistemin antimikrobiyal etkisi siitte dogal
olarak olusur (Haddain et al. 1996). LPO’nun gram pozitif ve gram negatif bakteriler
lizerine bakteriostatik etkisi vardir. LPO enzimi iizerine yapilan antibakteriyal
caligmalarda LPO-tiyosiyanat ve peroksit Sisteminin patajonik bakterilerde Onemli
derecede inhibisyona sebep oldugu tespit edilmistir. LPO’nun bir¢ok uygulama alani
vardir. LPO sistem hem gidalarda hem de farmakolojik uygulamalarda koruyucu olarak
kullanilabilmekte ve siit isleme tesislerinde nakil esnasinda siitiin muhafazas1 amaciyla

stit endiistrisinde kullanilmaktadir (Barrett et al. 1999).

LPO H,0, tarafindan giiglii oksidan ve bakterisit maddeleri olusturmak igin, tiyosiyanat
gibi halojeniirler ve pseudohalojeniirlerin oksidasyonunu katalize eder. Endojen
hipotiyosiyanatin antibakteriyel hipotiyosiyanata oksidasyonunu katalizleyen LPO, siit
ve tikiiriik gibi biyolojik sivilar iginde bulunan antibakteriyel 6zelliklere sahip bir
redoks enzimidir. (Cals et al. 1991; Jacob et al. 1998; Jacob et al. 2000).

LPO enziminin biyolojik 6nemi mikroorganizmalarin istilasina karst dogal bir koruma
sistemi icermesidir. Sigir siitii de antimikrobiyal ajanlari igeren tek siittiir. Bu antiviral

etkinin yaninda ¢esitli yikimlara ve peroksidatif etkilere karsi hayvan hiicrelerinde



koruma sagladig1 rapor edilmistir (Reiter and HaErnulv 1984; Reiter and Perraudin
1991; Wolfson and Sumner 1993; de Wit and van Hooydonk 1996).Siitiin en 6nemli
enzimi LPO’dir (Pakkanen and Aalto 1997; Scammel 2001). LPO enzimi, asagidaki
reaksiyonda goriildiigi gibi tiyosiyanat iyonunun antibakteriyal hipotiyosiyanata
oksidasyonunu katalizler (Kumar and Bhatla 1995).

LPO
SCN- + H202 —>OSCN- + HQO

LPO enzimi ayni zamanda iyodiiriin hidrojen peroksitle oksidasyonunu katalizler

(Bayse et al.1972).

LPO

LPO enziminin X-Ray kristalografi sekli (Her bir protein zinciri farkli renkte

gosterilmistir. Ayrica hem grubu beyaz, azotlar mavi ve demir grubu portakal rengi ile

ifade edilmistir (Singh et al. 2007).

Sekil 1.2. LPO enziminin X-Ray kristalografi sekli



Hem grubu proteine kovalent baglidir ve bu baglanma hem grubunun hidroksil grubu ile
proteinin karboksil grubu arasinda meydana gelmektedir (Doumonted and Rousset
1983). Memeli siitleri lizozim, laktoferrin, immunglobulinler ve LPO gibi antimikrobial

faktorler igermesine bagli yiiksek biyolojik degere sahiptir (Elagamy at al. 1992).

LPO, tiyosiyanati hipotiyosiyanata okside etmek i¢in, hidrojen peroksitten yararlanan,
cesitli anatomik kisimlarda aktive olan memeli peroksidazlarinin bir iiyesidir. Katalitik
merkezdeki hem grubu protoporfirin 1X’dur ve polipeptid zincirine disiilfid kopriisii
boyunca kovalent olarak baglanmistir (Thanabal and La Mar 1989). LPO diger
peroksidazlar gibi H,O, mevcudiyetinde fenoller, aromatik aminler, pirogallol, askorbat
ve guaiacol gibi molekiillerin oksidasyonunu da katalizlerler (Doumonted and Rousset
1983; Kumar and Bhatla 1995).

LPO H;0, mevcudiyetinde yapilan g¢alismada guaiacol oksidasyonun mekanizmasi
aydinlatilmis  ve guaiacol’in  3,3’-dimetoksi-4,4-bifenokinone’a okside oldugu

bulunmustur (Daniel et al. 1997).

En yaygin substratlari arasinda ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit),
guaiacol ve katekol gibi basit fenoller sayilabilir (Shindler and Bardsley 1975;
Metodiewa et al. 1989; Daniel et al. 1997). Ayrica hidrazinler tarafindan da inhibe
edildigi bilinmektedir (Kumar and Bhatla 1995). Bazi tiyokarbamid bilesiklerinin sigir
LPO enzimini inhibe ettikleri belirlenmistir (Doerge 1986).
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Sekil 1.3. Peroksidaz enziminin guaiakol substratini guaiakolun renkli oksidasyon
iirlinlerine ¢cevirme mekanizmasi

Hidrojen peroksitin indirgendigi ve guaiakol substratinin yiikseltgendigi reaksiyon

mekanizmasi li¢ basamakta gerceklesir;
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Sekil 1.4. Guaiakol substrati varliginda peroksidaz enziminin reaksiyon katalizleme
dongiisii
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Bu mekanizmanin ilk basamaginda peroksidaz enzimi Fe(IV) iceren porfirin katyon
radikali olan bilesik I’i olusturmak i¢in peroksitin bir ekivalentiyle reaksiyona girer. Bu
bir redoks reaksiyonu olup hidrojen peroksit suya indirgenirken enzimde
yiikseltgenmektedir. Ikinci adimda ise katyon radikali halinde olan bilesik I ortamdaki
substrattan (guaiakol) bir proton alarak Fe(IV) haline indirgenirken substrat bir proton
kaybederek radikal haline dontisiir. Olusan bilesik II oksiferril bir merkeze sahip bir
porfirindir. Son basamakta ise bilesik II ortamdaki substrattan (guaiakol) tekrar bir
proton almak suretiyle indirgenerek ilk durumuna geri doner. Ayrica ortamda olusan

radikalik substratlar birbirleriyle etkileserek polimerlesirler (Veitch 2004).

1.3. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi saflastirllmas1 istenen molekiiliin bir destek materyaline
(matriks) kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine
(ligant) spesifik ve tersinir baglandig1 bir tekniktir ve bir adsorbsiyon kromatografisidir.
Saflastirilmasi bir¢ok basamak isteyen bir¢ok biyolojik materyal, afinite kromatografisi
teknigi ile tek bir basmakta ¢ok yiiksek bir verimde kompleks biyolojik karigimlardan
maddeleri saflastirmak, bazi maddelerin denatiire olmus sekillerinden tabi sekillerini
ayirmak ve biiytik miktarlardaki kirleticiyi, kiiclik miktardaki biyolojik materyallerden

ayirmak i¢in kullanilabilir.

1910 yilinda yapilan amilazin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi ¢aligmalarinda,
nisastaya adsorbsiyonu ile izolasyonu amaclanmis ancak ligandlarin kovalent olarak
baglanacaklar1 dayanikli kolon materyalleri bulunmadigi i¢in bu uygulama etkisiz
kalmistir. 1967°de Axen Porath Ernback primer amino grubu bulunduran molekiillerin,
siyanojen bromiirle aktiflestirilmis polisakkarit matrikslerine baglanabilecegini
Ongdrmiistiir. Bu calismalar afinite kromatografisinin ayirma teknikleri igerisinde

kendisine 6nemli 6l¢iide etkil olabilecegi sonuglarini ¢ikarmustir.

1972 yilinda Pharmacia Fine Chemicals tarafindan siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis

Sepharose jelini gelistirerek, immobilize edilecek ligandlar i¢in dayanikli ve hazir bir



12

ortam olugturmustur. Ayrica gliniimiizde yapilan ¢alismalarda farkli fonksiyonel gruplar
vasitasiyla matrikslere immobilize edilen bir seri ligand elde edilmis; bdylece bir¢ok
biyolojik maddeyi ve hiicreleri giivenilir sekilde ayirabilecek spesifik adsorbanlar hazir

hale getirilmistir (Axen et al. 1967).

Afinite kromatografisinin genel prensibi:

Afinite koromatografisinin genel prensibi Sekil 1.5’de 6zetlenmistir.

1 + L —_— L
Matrikes Ligand
| |
2 L + N — L N + Safsizliklar
| |
S v
| |
3 L N — L + N
| |
L7 W/

Sekil 1.5. Afinite kromatografisinin genel prensibi
“((1y’de ligand matrikse kovalent baglanmasi, (2)’de numune kolona adsorbe olup, safsizliklar akar ve
(3)’de numune eliie edilir).

Verimli bir ayirim yapabilmek i¢in, biyospesifik ve matrikse kovalent baglanabilecek
bir liganda ihtiya¢ vardir. Imobilize edilecek ligandin numune igin spesifik baglama
afinitesi olmalidir. Safsizliklar kolondan uzaklastiktan sonra, bagli numunenin aktif bir

sekilde se¢cimli desorpsiyonu icin kullanilabilir bir yontem bulunmasi gerekmektedir.
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Afinite kromatografisinin en sik kullanildig1 biyolojik sistemler Cizelge 1.1°de
gosterilmistir (Axen and Ernback 1971)

Cizelge 1.1. Afinite kromatografisinin en ¢ok uygulandigi biyolojik sistemler

Saflastirilacak )
Ligand
Madde
Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor
Antikor Antijen, viriis, hiicre
) Polisakkarit, glikoprotein, hiicre, hiicre ylizey
Lektin
reseptoru

Niikleik asit Komplementer baz dizisi, histon, baglayici protein
Hormon, Vitamin | Reseptor tasiyici protein
Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, lektin

Sephadex, Sepharose, Bio-gel agaroz jeli gibi birgok farkli matriks bu teknilkte
kullanilmaktadir. Seker kalintilar: tizerindeki hidroksil gruplari, bir ligandin kovalent bir
sekilde baglanabilmesi i¢in kolayca derivatize edilebilir ve en iyi jel Sepharose-4B’dir.
Afinite kromatogrofisinin giicii spesifik etkilesmelere bagli oldugu i¢in kullanilan jelin
oldukca yiiksek spesifik adsorbsiyon gostermesi gerekir. Kiiresel ve rijit bir yapiya
sahip olan sepharose jeli bu sart1 saglayan en iyi jeldir. Ayrica sepharose jeli; yiiksek ve
diisiik pH, deterjanlar ve disosiye edici maddeler gibi ¢ok degisik sartlara dayaniklilik
gostermektedir. Bazi durumlarda bu jel yerine yine bu jelin bir bagka tiirevi
kullanilabilir. Ornegin; organik ¢oziiciilerin, yiiksek sicakliklarin ve guanidin
hidrokloriir gibi parcalayici eliientlerin gerektigi durumlarda, kovalent sekilde capraz

baglanmis Sepharose-CL jeli kullanmak daha idealdir (Cuatreca 1970).
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Afinite kromatografisi icin segilecek ligandin iki 6nemli 6zellige sahip olmasi gerekir.
Ligand saflastirilacak madde i¢in spesifik ve tersinir baglama afinitesi gostermelidir.
Ligandin baglama afinitesini tahrip etmeden matrikse tutunmasini saglayan kimyasal

olarak modifiye edilebilen gruplar1 olmalidir.

Secilen ligandin, serbest ¢ozeltilerde 10-10® M arasinda maddeyi baglama afinitesine
sahip olmasi arzu edilen araliktir. 10* M’dan daha biiyiikk (bir enzim ve zayif bir
inhibitorii arasindaki iligki) ya da 10® M’dan daha kiigiik (bir hormon ve reseptori
arasindaki iligki) ayrisma sabitine sahip olan etkilesmeleri iceren bir afinite
kromatografisinde, bagli olan maddeyi denatiire etmeden eliisyonunu yapmak oldukga
zorlasacaktir. Afinite kromatografisi i¢in kullanilacak ligand cesitli fonksiyonel gruplara
sahip ise bu ligandin matrikse baglandig1 bolgede onemlidir. Bu baglanma ligandin
saflastirilacak molekiille en diisiik ihtimalle spesifik etkilesme verecek grup ile matriks

arasinda yapilmalidir (Cuatrecasas et al. 1968).

Enzimlerin aktif bolgesi genellikle molekiiliin i¢i kisimlarina dogru yerlesmistir. Bu
yizden kiiciik ligandlarin (enzim kofaktorleri gibi) dogrudan matrikse baglanmasi
sonucu hazirlanan adsorbanlarda, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda
istenmeyen etkilesimler meydana gelebilir. Bu durumlar da istenmeyen baglanmalari
ortadan kaldirmak i¢in ligand ile matriks arasina uzanti kolu adi verilen molekiiller

sokulur (Sekil 1.6).

Sekil 1.6. Uzant1 kolunun afinite kromatografisindeki roli
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Uzant1 kolunun islevini tam olarak yerine getirebilmesi i¢in uzunlugu ¢ok onemlidir.
Eger uzant1 kolu ¢ok kisa olursa, kol etkisiz kalir ve ligand numunedeki saflastirilacak
maddeyi baglayamaz. Aksine uzanti kolu ¢ok uzun olursa, spesifik olmayan etkiler
fazlalasir ve boylece ayirmanin segiciligi azalir. O’Carra ve arkadaslar1 ¢ok uzun uzanti
kolu kullanarak yaptigi deneyde, uzanti kolunun numunedeki maddelere hidrofobik
etkilesmelerle baglandigin1  gozlemlemistir. Spesifik olmayan bu hidrofobik

etkilesmeler, afinite kromatografisi i¢in arzu edilen bir durum degildir (Ocarra et al.
1974).

Ligand1 baglayacak jelin se¢iminde; ligand molekiiliinde bulunan baglanma gruplarinin

tipi ve saflastirilacak madde ile baglanma reaksiyonunun tabiatina dikkat edilmelidir.

Normal baglanma reaksiyonunu minimum oranda engellemek i¢in, ligandin matrikse
kovalent baglanmasi, molekiiliin en az etkili bolgesinden yapilmalidir. Ornegin, amino
gruplart ihtiva eden bir enzim inhibitérii, matrikse amino gruplar1 araciligiyla
baglanabilir; bu sayede inhibit6riin enzimle spesifik baglanma afinitesi korunmus olur.
Sayet amino gruplar1 baglanma reaksiyonlarina girerlerse, inhibitdr ile enzim arasindaki
baglanma istenmeyen bagka bir grup tarafindan gerceklesecektir. Eger liganlardaki
baglanma bolgeleri hakkinda 6nceden bilgi bulunmuyorsa, deneme yanilma yontemi ile
baglanma bolgesi belirlenebilir. Yaygin olarak ligandi immobilize etmek i¢in kullanilan

gruplar ve bu gruplarla ligandlarin baglanabilecegi jeller Cizelge 1.3’de verilmistir
(Keha 1981).
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Cizelge 1.2. Ligandlar1 immobilize etmek icin kullanilan gruplar ve baglanabildikleri

jeller
Ligand Fonksiyonel grup Baglanacak jel
CNBR ile aktiflestirilmis Sepharose 4B
_ Amino CH-Sepharose 4B
F;;";;g‘ Aktiflestirilmis CH-Sepharose 4B
Aminoasit Epoksi aktiflestirilmis Sepharose 6B
Karboksil AH-Sepharose 4B
Tiyopropil-Sepharose 6B
Tiyol Aktiflestirilmis tiyol Sepharose
Epoksi aktiflestirilmis Sepharose 6B
Hidroksil Epoksi aktiflestirilmis Sepharose 6B
CH-Sepharose 4B
Seker Amino Aktiflestirilmis CH-Sepharose 4B
Epoksi aktiflestirilmis Sepharose 6B
Karboksil AH-Sepharose 4B
CNBR ile aktiflestirilmis Sepharose 4B
Poliniikleotit Amino

Tiyopropil-Sepharose 6B
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2. KAYNAK OZETLERI

Birgok aragtirma grubunun amacit LPO enzimini saflagtirmak ve enzimin inhibitorlerini
calismaktir (Ozdemir and Uguz 2005; Ozdemir et al. 2001; Shin et al. 2001). inhibitor
olarak etki gosteren farkli kimyasallar sigir LPO’su iizerinde ¢alisilmis ve birgogunun
enzimi inhibe ettigi gdsterilmistir (Ozdemir et al. 2002, 2003; Ozdemir and Uguz 2005;
Sisecioglu et al. 2011). Enzimi saflagtirmada kullanilan ilk metod tuz konsantrasyonu
ile ¢coktliirme esasina dayanmaktadir. Amonyum siilfat bu metodda yaygin kullanilan
notral tuzdur (Ozdemir et al. 2001, 2003). Kromatografik metodlardan ise iyon degisim,
biyo afinite ve hidrofobik afinite kromatografisi kullamlmistir. Iyon degisimin
molekiiler yiikler i¢in, biyo afinitenin ise biyomolekiiler etkilesim i¢in kullanildig1 rapor
edilmistir (Nandini and Rastogi 2010; Shin et al. 2001). Bu tiir yontemler i¢in ilk
hazirlik hiicreleri pargalama ve santrifiigasyon asamalaridir. Jel filtrasyon metodu ile

molekiiler agirlik hesaplanmaktadir (Voet and Voet 1959).

LPO enziminin; farkli teknikler kullanilarak saflastirilmasi birgok arastirma grubu
tarafindan denenmis (Ozdemir et al. 2001; 2002) ve insan, sigir, buffalo, kegi, koyun
gibi bazi memeli siitlerinden (Doumonted and Rousset 1983; Kumar and Bhatla 1995;
Jacob et al. 1998) ve ayn1 zamanda memelilerin tiikrilk (Monson et al. 1988) ve
gozyasindan da saflastirilarak bazi  Ozellikleri ve katalizledigi reaksiyonlar

arastirilmastir.

Sigir siiti LPO’nun prostetik hem grubunun yapisal karakteristikleri (Rae and Goff
1998), sigir LPO aktivitesinin stabilizasyonu lizerine surfaktanlarin etkileri (Marcozzi et
al. 1998), kegi siitiinde LPO sistem komponentleri {izerine laktasyon giinlerinin etkileri
(Zapico et al. 1991), LPO vasitasiyla norepinefrin peroksidatif oksidasyonu (Metodiwa
et al. 1989), LPO tarafindan tirozinin iyodasyonu mekanizmasi {izerine g¢aligmalar
(Huber et al. 1989), tropik sicakliklarda ham siitiin muhafazasi i¢in LPO sisteminin
potansiyalizasyonu (Paricio et al. 1986), siitte lipoliz ve lipoprotein lipaz aktiviteleri
tizerine LPO’nun etkisi (Ahrne et al. 1985), sirkular dikroizm ve farkli absorbsiyon

spektroskopisi yontemlerini kullanarak siit LPO’nun yapisinin arastirilmasi (Sievers
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1980) ve indol-3 asetik asitin perokside katalize singlet oksijen tiretimi (Kanofsky 1988)
vb. konular ¢aligilmistir. Ayn1 zamanda insan kolestrumunda LPO enzimi immun afinite
kolon kromatografisi kullanilarak ¢alisilmis, molekiil agirligi sigir LPO enzimi ile ayni

bulunmustur (Langbakk et al. 1989).

LPO enziminin sigir siitiinden saflagtirllmasi ve karakterizasyonuyla ilgili olarak
literatiirde bilinen bircok metod vardir. Ornegin, CM-Sephadex iyon-degisim
kromatografisi (Ozdemir et al. 2003; Uguz and Ozdemir 2005), Sephadex G-100 jel
filtrasyon kromatografisi (Shin et al. 2001; Ozdemir and Uguz 2005), Fenil-Sepharose
CL-4B iizerinde hidrofobik afinite kromatografisi (Langbakk and Flatmark 1984) ve
Toyopearl-SP katyon degisim kromatografisi (Mecitoglu and Yemenicioglu 2007) sigir
stitinden LPO enziminin saflastirilmasinda kullanilan yontemler arasindadir. Biitiin
arastirmalar LPO’nun ¢ok zaman alic1 ve ¢ok karmasik metodlarla saflastirilabildigini
gostermektedir (Mecitoglu and Yemenicioglu 2007). Simdiye kadar yapilmis
calismalarda %64 verimle 31 kat, %45 verimle 10 kat, %29 verimle 13,2 kat
saflastirilmistir (Nandini and Rastogi 2010; Shin et al. 2001).

1983 yilinda Doumonted ve Rousset tarafindan, LPO enziminin saflastirilmasi iizerine
bir calisma yapilmistir. Ham si8ir siitlinii alarak ilk once igerisinde bulunan kazeini
uzaklastirmiglardir. Bu islem i¢in litre bagina 10 mg rennet ilave ederek oda sicakliginda
pithtilasma gerceklesinceye kadar calkalamislardir. Bu islemin disindaki biitiin
kademeleri +4°C’de gerceklestirmiglerdir. Pihtilagmis materyali daha sonra 2600xg’de
15 dakika santrifuj etmisler ve elde ettikleri ¢okelegi uzaklagtirmiglardir. Elde ettikleri
siipernatantin her bir litresi icin, su ile yikanmis 40 ml Amberlit CG-50 (NH;"
formunda) ilave edilerek 3 saat boyunca karigtirmiglardir. Daha sonra elde ettikleri
Amberlit CG-50 ¢okelegini ilk once su ile daha sonra 50 mM’lik sodyum asetat
tamponuyla yikadiktan sonra bir kolona yiikleyip 500 mM’11 asetat tamponuyla eliisyon
toplamislardir. Elde edilen eliiatlara amonyum siilfat kullanilarak protein ¢oktiirmesi
yapmiglar ve amonyum siilfat ilavesi sonunda elde edilen ¢ozeltiyi 3000xg’de 30 dakika
santrifiij etmislerdir. Santrifiij sonunda elde edilen ¢okelegi 100 mM’lik sodyum asetat

tamponu ile ¢dzmiislerdir. Boylece hem grubu ihtiva eden ve hem grubu ihtiva etmeyen
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ham LPO elde edilmistir. Bundan sonraki basamakta elde edilen bu tiriin 100 mM’lik
sodyum asetat ile dengelenmis Sephadex G-25 kolona yiliklenmis ve amonyum stilfat
ortamdan uzaklastirilmustir. Ikinci saflastirma basamagi {iriinii, Amberlit CG-50
kolonuna yiiklenmis ve 100 mM-1M sodyum asetatla gradientli eliisyon yapmuislardir.
Boylece hem grubu ihtiva etmeyen LPO ile hem grubu ihtiva eden LPO birbirinden
ayrilmistir. Elde ettikleri son {iriinii 3,2 mM’lik asetat tamponunda saklamiglardir

(Doumonted and Rousset 1983).

Yapilan bir diger ¢alismada ise, yagi alinmig sigir siitii ilk kademede Amberlit CG-50
(4,4 g/150 mL) ile bir saat boyunca karistirildiktan sonra, ilk olarak su ile daha sonra 20
mM’lik sodyum asetat tamponuyla yikadiktan sonra buchner erleni kullanilarak 500
mM’l1 asetat tamponuyla ham LPO’yu elde etmislerdir (Ozdemir et al. 2003; Uguz and
Ozdemir 2005). Elde edilen bu iiriin %90’k amonyumsiilfat doygunlugunda
coktiirtilerek, 3000xg’de 15 dakika santrifiij etmislerdir. Daha sonra elde edilen bu iiriin
CM-Sephadex kolona yiiklenmis ve 100 mM-200 mM NacCl ihtiva eden 10 mM’lik
fosfat tamponuyla gradientli eliisyon yapmiglardir. Elde edilen eliiatlar1 her defasinda
%90 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesine tabi tutmuslardir. Amonyum siilfat
coktiirmesi sonucu elde edilen iiriin son olarak, Sephadex G-100 kolona yiiklenip 100
mM’lik fosfat tamponuyla eliisyon toplanmistir. Elde ettikleri LPO enzimini 1M’lik
fosfat tamponunda pH=6,8 saklamislardir (Sisecioglu et al. 2010).

Siilfanilamid bilesikleri (R-SO,-NH,) asidik nitrojen gruplarina sahip heterosiklik
aromatik iminlerden histidin ve imidazol ihtiva etmektedir (Drew 2000). Siilfanilamid
insanlarda ve diger tiirlerde ¢esitli bakteriyel hastaliklarin tedavisinde ve besin iireten
hayvanlarin biiylimesinde ek olarak kullanilmaktadir. Siilfanilamidler ilaglarin 6nemli
bir smifim1 teskil eder ve antibakteriyel, antiglokomatoz, diiiretik, hipoglisemik ve
antitiroid etkiye sahip farmakolojik ajanlardir (Supuran 2002). Yeni siilfanilamid
tiirevlerinin yapisal olarak bir proteaz inhibitorii o6zelligi gosterdigi bildirilmistir

(Supuran 2003).
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Siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye siilfanilamide kenetlemek kolay
bir yontemdir. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B kullanilarak siilfanilamid
bilesiklerinden LPO enziminin afinite teknigi ile saflagtirilmasi simdiye kadar
yapilmamistir. LPO iizerine yapilan en son saflastirma tekniginde ise, LPO’nun afinite
teknigi ile tek basamakta saflastirilmast gergeklestirilmistir. Ligand olarak da
stilfanilamid kullanilmistir (Atasever et al. 2013).

Yapilan caligmada siilfanilamid bilesiklerinin LPO iizerine kinetik 6zellikleri ilk kez
rapor edilmistir. Stilfanilamidin LPO’nun giiclii ve yarismali geri doniisiimlii inhibitorii
oldugu bulunmustur. K; degeri 3,55x10° M ve ICsy degerinin 0,848 mM oldugu
enzimin 428,57 kat saflagtirildig bildirilmistir (Atasever et al. 2013).

2.1. Calismanin Amaci

Bu tez kapsaminda sigir siitinden LPO enzimi sepharose 4B-tirozin-sulfanilamid
ligandi kullanilarak saflastirildi. Saflastirilan enzim {izerine ilk defa (2-kloro-4-
siilffamoyilanilin, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid, 5-amino-1-naftalin siilfonilamid,
4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid ve 3-amino-4-kloro benzensiilfonilamid)
stilffanilamid tiirevlerinin inhibisyon etkileri incelendi. Bu tiirevlerden afinite kolonu
hazirlanarak sigir LPO enzimi iizerine inhibisyon gosteren molekiiller igin afinite
kolonu hazirland1 ve afinite kolonlardan sigir ve koyun siitiinden LPO enziminin

saflastirilmasi gergeklestirildi.

Mevcut tez kapsaminda

1) LPO enzimi sigir siitiinden  silfanilamid-sepharose 4B jeli  kullanilarak

saflastirildi.

2) Afinite ile saflastirilan LPO enziminin aktivitesi {izerine 2-kloro-4-
siilffamoyilanilin, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid, 5-amino-1-naftalin siilfonilamid,

4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid ve 3-amino-4-kloro benzensiilfonilamidin
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inhibisyon kinetikleri iizerine ¢alismalar yapilarak ICso, K; ve inhbisyon tipleri

belirlendi.

3) Inhibisyon gosteren tiirev siilfanilamid molekiillerin her biri igin afinite jelleri

hazirlandi. Hazirlanan bu jellerden sigir ve koyun siitlerinden LPO enzimi saflastirildi.

4) Sigir ve koyun siitlerinden siilfanilamid tiirevleri ile en iyi verimde saflastirma
yapilan afinite kolonu i¢in baglanma kapasitesi iizerine sicaklik, pH ve iyonik siddet
gibi parametreler belirlenip daha 6nce yapilan saflastirma prosediirleri ile mukayese
edildi.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)
(ABTS), Standart serum albumin, Amonyum siilfat, Sodyum asetat, N,N,N,N’-
tetrametil etilendiamin (TEMED), Diyaliz torbasi, Sodyum karbonat, Hidrojen peroksit,
Formaldehit, Sodyum tiyosiilfat, Sodyum kloriir, Glutalaldehit, N,N'-metilen
bisakrilamid, Akrilamid, Coomassie brillant blue G-250, Coomassie brillant blue R-250,
Sodyum bikarbonat, Brom timol mavisi, Gliserol, Tirozin, Trihidroksimetilaminometan
(Tris), Etanol, Metanol, 2-kloro-4-siilfamoyilanilin, 4-amino-3-metil
benzensiilfonilamid, 5-amino-1-naftalin siilfonilamid, 4-amino-6-kloro-1,3-
benzendisiilfanilamid ve 3-amino-4-kloro benzensiilfonilamid Sigma Chemical
Company’den; Sodyum siilfat, Sodyum dodesilsiilfat (SDS), Sodyum perklorat,
Sodyum azotiir, Giimiis nitrat, Hidroklorik asit, Siilfirik asit, L-Tirozin, Fosforik asit,
Izoproponal E. Merk AG’den; Potasyum fosfat, Sodyum hidroksit, Triklor asetik asit
(TCA) Riedel de Haen’den; B-merkaptoetanol Fluka’dan; Glisin ICN Biomedicals.

inc.’den; si1gir ve koyun siitli piyasadan saglandi.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalandim.

Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre : Beckman Coulter Du 730 (UV-VIS)
pH metre : Sehott pH-Meter CG840
Elektroforez tanki : Bio rad (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec



Karstiricr (Shaker)
Karistiric1 (Vorteks)
Hassas terazi
Otomatik pipet
Afinite kolonu
Calkalayici
Magnetik karistirici
Saf su cihazi

Su banyosu

Kar makinesi
Ultraturaks

Gili¢ kaynag1
Buzdolaplari

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar)
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar)
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: IKA KS 130 basic

: Fisons whirli-mixer

: Denver Instrument

: Eppendorf

: Kapali sistem olusturucu (1x10), sigma (ABD)
: Midi Dual 14

: WiseStir MSH-20A

: Barnstead Easy Pure UV/UF

: Niive

: Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
: Heidolph SilientCrusher M

: Bio Rad Power Pac 3000

: Siemens

: Sanyo Medical Freezer

: Sanyo Ultra Lo

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Biyokimyasal ¢alismalarda kullanilan c¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis

sekillert;

Afinite kolonunun hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,1 M NaHCO3; pH=10 (CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ye tirozin takilirken
yikamada kullanilan): 2,1 g (0,025 mol) NaHCO3; 200 ml destile suda ¢oziildi. 1 N
NaOH ile pH=10 kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 250

mililitreye tamamland.

2. 0,2 M NaHCO; (pH=8,8) (tirozin takili jelin ayni tamponun igine alinmasinda
kullanilan): 0,84 g (1.10% mol) NaHCO; 80 ml destile suda ¢éziildii. 1 N NaOH ile
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pH=8,8 kadar titre edilerek, daha sonra toplam hacim destile suyla 100 mililitreye

tamamlanda.

3. 0,05 M Tris-SO, (pH=7,4) (Siilfanilamit tiirevlerinin kenetlendirilmesin’de
Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonunun yikanmasinda kullanilan): 1,211 g Tris 150
ml destile su igerisinde ¢oziilerek, 1 N H,SO, ile pH’s1 7,4°e getirildikten sonra hacim

destile su ile 200 litreye tamamlanda.

Afinite kolonunda kullanilan ¢ozeltiler

1. 10 mM Na,HP0, pH=6,8 (CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B afinite kolonunun
dengelenmesinde kullanilan tampon): 2,68 g (1.10"° mol) Na,HPO,4.7H,0, 950 ml destile
suda ¢oziildi. IN HCI ile pH=6,8'e kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile

suyla 1 litreye tamamlandi.

2. 25 mM fosfat pH= 6,8 (Kolonu yikamada kullamlan tampon): 1,42 g (1.10% mol)
Na,HPO, 350 ml destile suda ¢oziildi.1N HCI ile pH=6,8'e kadar titre edildi, daha
sonra toplam hacim destile suyla 400 ml litreye tamamlandi.

3. 1M NaCl/25mM Na;HPO, pH=6,3 (LPO enziminin eliie edilmesinde kullanilan
tampon) 11,7 g (2.10™ mol) NaCl 200 ml destile suda ¢oziildi.

Homojenat hazirlamada kullanilan c¢ozeltiler

1. 5 mM NaCH3;COO pH=6,8 (Amberlitt CG 50 H" reginesinin sisirilmesinde
kullanilan dengeleme tamponu): 0,68 g (5.10° mol) NaCH3;COO.3H.0, 950 ml destile
suda ¢oziildi. 1N HCI ile pH=6,8'e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim destile

suyla 1 litreye tamamlandi.
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2. 20 mM NaCH3;COO pH=6,8 (Siit recine karisiminin yikanmasinda kullanilan
tampon): 2,72 g (2.10 mol) NaCH3C0O0.3H,0, 950 ml destile suda ¢oziildii. 1N HCI
ile pH=6,8'e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim destile suyla 1 litreye

tamamlanda.

3. 500 mM NaCH3;COO pH=6,8 (Siit ve regine karisiminda bulunan ham enzim
ekstraktinin eliisyonu igin kullanilan tampon): 68 g ( 0,5mol) NaCH3;COQ.3.H,0, 950
ml destile suda ¢6ziildi. IN HC1 ile pH=6,8'e kadar titre edildi. Daha sonra toplam

hacim destile suyla 1 litreye tamamlandi.

Aktivite 6lciimiinde kullanilan cozeltiler

1. 0,1 M Na;HPO4 pH=6,0 (ABTS hazirlanmasinda ve enzim aktivitesinin 6l¢iilmesinde
kullanilan tampon): 26,8 g (0,1 mol) Na;HP04.7H,0, 950 ml destile suda ¢6ziilecek. 1N
HCI ile pH>6,0’e kadar titre edilecek, daha sonra toplam hacim destile suyla 1 litreye

tamamlanda.

2. ImM ABTS ¢ozeltisi (ABTS substratina bagli olarak yapilan c¢alismalarda, LPO
aktivitesinin 6l¢glimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi) : 0,055 g (1.10* mol) ABTS 100
ml 0,1 M Na,HPO, pH=6,0 i¢inde ¢oziildi.

3. 3,2 mM H,0; ¢ozeltisi (ABTS substratina bagli olarak yapilan ¢alismalarda, LPO
aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan ¢6zelti): %30'luk yogunlugu 1,11 g/ml olan H,0,'den 32

uL alinarak destile suyla 100 ml 'ye tamamlandi.

Bradford yontemiyle protein tayini i¢cin kullanilan ¢ozelti

Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan

¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢dziilecek, bu
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cozeltiye %95’lik 100 ml fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi saf su ile 1 L’ye

tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti karanlik ortamda muhafaza edildi.

Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler

1. 1 M Tris-HCI tamponu pH=8,8: 12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 ml saf suda ¢ozildi. 1
N HC1 ile pH=8,8'e ayarlanip, toplam hacim 100 ml'ye tamamlandi.

2. 1 M Tris-HCI tamponu pH=6,8: 12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 ml saf suda ¢oziildii. 1
N HC1 ile pH=6,8'e ayarlanip, toplam hacim 100 ml'ye tamamlandi.

3. Numune tamponu: 0,65 ml 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 3 ml %10'hik SDS ve 1 ml
%100'ik gliserin, 1 ml 0,1'lik brom timol mavisi karistirilarak, son hacim saf su ile 10
ml'ye tamamlanmasiyla hazirlandi. Bu tampona kullanmadan hemen o6nce 950 pl

numune tamponunda 50 pl olacak sekilde B-merkapto etanol ilave edildi.

4. Yiritme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin, 50 ml saf suda ¢6ziildii. Daha sonra
bunun tizerine 5 ml %10'lik SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 500 ml'ye

tamamlanda.

5. Renklendirme ¢ozeltisi: 0,66 g coomassie brillant blue R-250'nin 120 ml metanolde
¢oziinmesi ve bunun lizerine 24 ml saf asetik asit ile 120 ml destile suyun ilavesiyle

hazirlandi.

6. Renksizlestirme ¢ozeltisi: %7,5 asetik asit %5 metanol ve %87,5 destile suyun

karistirtlmasiyla hazirlandi.
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Giimiis boyamada kullanilan ¢ozeltiler

1. Tespit ¢ozeltisi: 60 ml saf su, 30 ml %96’lik etanol, 10 ml asetik asit’in

karistirtlmasiyla elde edildi.

2. Rediiksiyon Cozeltisi: 4,8 g Sodyum asetat, 45 ml Etanol ve 80 ml saf su karigtirilip,
pH 6’ya asetik asitle ayarlandiktan sonra 150 mg sodyum tiyosiilfat, 3 ml glutalaldehit

eklenip saf su ile 150 ml"ye tamamlandi.

3. Boyama c¢ozeltisi: 100 mg giimiis nitrat, 100 ml saf su’da ¢oziiliip lizerine 30 pl

formaldehit eklenmesiyle hazirland.

4. Yikama Cozeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat, 270 ml saf su’da ¢oziilecek ve tizerine

120 pl formaldehit ilave edildi.

5. Yikama ¢ozeltisi 2: 1 ml gliserin ve 250 ml'lik %51lik asetik asitten karistirilarak
hazirldi.

inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan molekiillerin stok konsantrasyonlar

1. 21,9 mM 2-kloro-4-siilfamoyilanilin: 13,6 mg 2-kloro-4-siilfamoyilanilin tartilip
DMSO ile 3ml’ye tamamlandi.

2. 536 mM 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid: 1 mg 4-amino-3-metil

benzensiilfonilamid tartilip DMSO ile 1 ml’ye tamamlandi.

3. 4,49 mM 5-amino-1-naftalin siilfonilamid: 1 mg 5-amino-1-naftalin siilfonilamid

tartilip DMSO ile 1 ml’ye tamamlandi.
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4. 0,349 mM 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid: 1mg 4-amino-6-kloro-1,3-
benzendisiilfanilamid tartilip DMSO ile 3 ml’ye tamamlandi.

5. 0,0145 mM 3-amino-4-kloro benzensiilfonilamid: 3 mg 3-amino-4-kloro

benzensiilfonilamid tartilip DMSO ile 4 m1’ye tamamlandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kromatografi islemleri sonunda esit hacimde toplanan biitiin fraksiyonlarda kalitatif
protein tayini yapiladi. Bu metod protein yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip
amino asitlerin (fenilalanin, tirozin ve triptofan) 280 nm’deki UV 1smnlarini

absorblamalari esasina dayanmaktadir (Segel 1968).

Kromatografi sonucunda eliiatlar kuvartz kiivetlere konularak spektrofotometrede

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

3.2.1.b. Bradford protein tayin yontemi

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltisi ve homojenattaki protein
miktarlart Bradford (1976) metoduna gore belirlenecek. Bu yontemde boya olarak
kullanilan Coomassie Brillant Blue G-250, negatif bir yiike sahiptir ve protein
tizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi (Amax=>595
nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniistimiinii
saglar. Bu yontemin bozucu faktorlere karsi hassasiyeti olduk¢a azdir (1-100 pg arast).
Reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir ve hizli cereyan eder, iki dakikada tamamlanir.

Tayin islemleri su prosediire gore gergeklestirildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
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standart sigir albumin ¢6zeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl
konuldu. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlanarak ve 4,9 ml Coomassie
Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu.
Kor olarak, 0,1 ml enzim numunesinin i¢inde bulundugu tampondan ve 4,9 ml
Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim kullunildi. Elde edilen
sonuclardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
haline getirildi. Saflagtirmanin her asamasinda ortamdaki protein miktarini belirlemek
icin enzim numuneleri 3 ayr tiipe sirasiyla 100, 250 ve 500 pl alinarak iizerlerine
sirasiyla 4,9, 4,75, 4,5’er ml renklendirme reaktifi eklendi. Vorteks ile karistirildiktan
sonra 10 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu.
Bu islem 3 defa tekrarlanarak 3 ayr1 Ol¢limiin aritmetik ortalamasi alinip standart

grafikten protein miktarlari belirlendi (Bradford and Williams 1976).

3.2.2. Laktoperoksidaz aktivite tayini

LPO enziminin aktivite 6l¢timii, Shindler ve Bardsley yonteminin bazi modifikasyonlari
sonucu belirlenen prosediir ile yapildi (Shindler and Bardsley, 1975). 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 dayanir (Shindler and Bardsley 1975).

- LPO N
H,O0, + ABTS > 2H,0 + ABTS

(indirgenmis form) (yiikseltgenmis form)

Aktivite tayininde su prosediir takip edildi: 3 ml'lik spektrofotometre kiivetine 2,8 ml
1ImM ABTS ve 0,1 ml 3,2 mM H,0, pipetlendi. 0,1 ml enzim ¢ozeltisi ilave edildi
hemen kronometre calistirildi, kiivet alt st edildikten sonra spektrofotometreye

yerlestirilerek kore kars1 412 nm'de absorbans artisi, 3 dakika siireyle her 15 saniyede
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bir olmak iizere kaydedildi. Her aktivite 6lgtimii 3 kez tekrar edildi. Kor olarak enzim
cozeltisi yerine 0,1 M fosfat tamponu pH=6 konularak diger c¢ozeltiler ayn1 oranda

kullanildi. Aktivite tayininde asagidaki formiil kullanildi.

A=¢gb.c c=A/eb V =c¢.Ds

A = Absorbans (1 dakika sonunda okunan absorbans)
b = Is18in gectigi mesafe (1 cm)

¢ = Konsantrasyon (umol/ml)

& = Ekstinksiyon kat sayis1 ( 32400 M x cm™)

D+ = Seyreltme katsayisi

V = Reaksiyon hizi (umol x dak. /ml)

Enzim saflastirilmasi islemlerinde substrat olarak ABTS kullanilacagindan, saflastirma
basamaklarinin enzim aktivite Olglimii sonuglar1 igin; 1 enzim iinitesi "20°C'da 1
dakikada | pmol ABTS'nin oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1" olarak

tanimlandi.

3.2.3. LPO i¢in kullanilan inhibitorler

LPO enzimi {lizerine yapilan ¢aligmalarda enzimin inhibitorleri tespit edilmistir (Doerge
1986; Kumar and Bhatla 1995). Segici olmayan monoamin geri alim inhibitorleri;
Opipramol, Lofepramine, Dibenzepin, Protriptyline, Melitracen, Butriptyline,
Dimetacrine, Dosulepin, Quinipramine, Segici serotonin geri alim inhibitdrleri arasinda;
Alaproclate, Etoperidone, Seg¢ici olmayan monoamin oksidaz inhibitorleri arasinda;
Moclobemide, Toloxatone, Isocarboxazid, Diger antidepresanlar; Viloxazine,
Minaprine, Bifemelane, Oxaflozane, Medifoxaminedir. LPO  enziminin
inhibitorlerinden biride mikroorganizmalar1 oldiiren ve gelismesini baskilayan
stilfanilamid molekiiliidiir. Siilfanilamid LPO’nun yarigmal1 bir inhibitorii olup ilk defa
afinite kromatografisi teknigi ile ligand olarak LPO saflastiriimasinda kullanilmigtir
(Atasever et al. 2013).
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Sulfanilamid

Siilfanilamidin molekiil yapisi incelendiginde diazonyum tuzu olusturabilecek yapida
tespit edilmis ve siilfanilamid ile afinite kolonu hazirlanarak LPO saflastiriimisdi.

Atasever et al 2013).

Bu ¢alisgmadan haraketle diazonyum tuzu olusturabilecek ve literatiirde tespit ettigimiz
ve satin aldigimiz saf siilfanilamid tiirevlerinin sigir LPO enzimi iizerine inhibisyonlari
aragtirldi.  Sekil 3.1°den gorildigi gibi sigir LPO enzimi fizerine (2-kloro-4-
stilfamoyilanilin, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid, 5-amino-1-naftalin siilfonilamid,
4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid ve 3-amino-4-kloro benzensiilfonilamid)
inhibisyonlar1 incelenerek ICsp, Kj ve inhibisyon tipleri belirlendi. Inhibisyon gosteren
stilfanilamid tiirevi molekiiller i¢in afinite kolonlar1 sentez edilip daha iyi verimle sigir

ve koyun LPO enziminin saflastirilmasi saglandi.
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Sekil 3.1. LPO enzimi iizerine inhibisyon ¢alismalar1 yapilan siilfanilamid tiirevleri

3.3. Sigir LPO Enzimi Uzerine Siilfanilamid Tiirevlerinin inhibsyon Calismalari

3.3.1. Sigir LPO enzimi icin KM ve Vmax degerlerinin bulunmasi

Sepharose 4B-Tirozin-siilfanilamid afinite kolonundan saflastirilmis LPO enzimi igin
oncelikle Km ve Vmax degerlerinin hesaplanmasi yapildi. Ky ve Vpax degerlerinin
tespit edilmesi amaciyla; ABTS kullanilarak optimum pH degerinde ve optimum
sicaklikta 5 farkli substrat konsantrasyonunda aktivite degerleri dl¢ilildii. Bu amagcla
ABTS’nin stok ¢ozeltisinden sirastyla 0,25 ile 1,5 ml araliklarinda alindi. Her bir ABTS
konsantrasyonun uygulandigi deney ic¢in, enzim aktivitesinin Ol¢iildiigi tampon
¢ozeltisiyle toplam hacim 2,8 ml’ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 0,1 ml enzim
¢ozeltisi ve son olarak 0,1 ml H,O, katilarak, spektrofometrede 412 nm’de absorbans
degerleri Olgilildii. Her ol¢iim 3 defa tekrarlandi. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafiklerin ¢izimlerinde en kiigiik kareler regrasyon
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dogru denklemi kullanildi. Ky Ve Vinax degerleri grafik ve dogru denklemleri yardimiyla

hesaplanarak tabloda gosterildi.

3.3.2. Kullanilan siilfanilamid tiirevleri i¢in kinetik ¢alismalar

Sigir siitiinden saflastirilmig LPO enzimi ilizerine ligand olarak kullanilmasi planlanmis
stilfanilamid tiirevleri igin inhibisyon kinetiklerine bakildi. Bu amagla Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izilerek 1Csp ve K degerleri ve inhibisyon tipleri ilk defa ¢aligildi. 2-kloro-4-
stilfamoyilanilin, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid, 5-amino-1-naftalin siilfonilamid,
4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid ve 3-amino-4-kloro benzensiilfonilamid
molekiilleri LPO enzimin saflastiriimasinda ligand olarak kullanilmadan 6nce K; ve 1Cs
degerleri hesaplandi. Boylece saflagtirmada kullanilanilan bu tiirevler i¢in detayli

kinetik 6zellikler de belirlenmis oldu.

ICso degerlerinin tespit edilmesi amaciyla, siilfanilamid tiirevlerinin ABTS substratina
bagl olarak oda sicakliginda ve optimum pH’da, doygun olmayan ABTS (26,67.10'2
mM) konsantrasyonunda ortama farkli hacimlerde inhibitor ¢ozeltisi ilave edilerek, %
Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izildi. K; degerlerinin tespit edilmesi ve inhibisyon
tiplerinin belirlenmesi amaciyla, oda sicakliginda optimum pH’da 5 farkli ABTS
substrat konsantrasyonunda ve her bir siilfanilamid tiirevi i¢in 3 farkli sabit
konsantrasyonunda aktivite Olglimleri yapildi. Elde edilen bu aktivite degerleri ile
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek inhibisyon tipleri ve K; degerleri bulundu.

Siilfonilamid tiirevlerinin inhibisyon gosterenleri i¢in afinite kolonlar1 hazirlandi.

3.4. Sigir ve Koyun Siitlerinden LPO Enziminin Saflastiriimas1 Calismalar:

3.4.1. Afinite jelinin hazirlanmasi

2-Kloro-4-siilfamoyilanilin, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid, 5-amino-1-naftalin

stilfonilamid, 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid ve 3-amino-4-kloro
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benzensiilfonilamid molekiiller i¢in yapilan inhibisyon c¢alismalarindan sonra inhibitor

etkisi gostren tiirevler i¢in afinite kolonlart hazirlandi.

Bu amagla CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi kullanildi. Matrikse L-
tirozin uzantt kolu kovalent olarak takilarak daha sonra sulfanilamid tiirevi molekiiller
ayr1 ayri Onceden hazirlanmis jeller diazollanarak tirozine Kkenetlendirildi. Bu
kenetlenme esnasinada diazonyum tuzlari renkli bilesik olusturmalarindan dolay: afinite
jellerinin renginin kirmizi-turuncu renge doniismesi ile kontrol edildi. Burada tirozin
afinite jelinin uzanti kolunu, inhibitorler ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini

olusturmaktadir. Afinite jeli asagidaki prosediire gore hazirlandu:

3.4.1.a. CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

4 1\
HO NH,
Ob_&—Q-OH :
OH  BrCN 0-C=N o\ : L-Tirozin |
K. —_— /C:NH
OH HBr OH o
Sepharose-4B Imidokarbonat
s~-OH
Q O\(I: O
\/C—NH-CH—CHZOOH
O
OH
Sepharose 4B - L - Tirozin

. J

Sekil 3.2. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasindaki reaksiyonlarin
basamaklari
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CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 ml soguk 0,1 M NaHCOs; tamponu
(pH=10) ile yikanarak bir behere aktarildi. Ayn1 tamponun 20 ml’sinde 80 mg tirozin
¢Ozlinmis soguk cozelti behere ilave edilerek karistirildi. Yikama, tirozin ¢ozeltisi
ilavesi ve bagetle karistirmanin, 90 saniyeden az bir siirede tamamlandig1 gozlendi ve
bundan sonra siispansiyon, 4°C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karistirildi ve 16
saat boyunca 4°C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans
vermeyinceye kadar bol su ile yikanarak boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen
uzaklastirildi. Yikama 100 ml 0,2 M NaHCOj; tamponu ile (pH=8,8) tekrarlanarak
tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40 ml’si i¢ine alind1 (Arslan et al. 1996; Atasever et al.
2013).

3.4.1.b. Siilfanilamit tiirevlerinin kenetlendirilmesi

Sekil 3.3-3.7°den goriildiigii gibi sigir LPO enzimi iizerine inhibisyon gosteren (2-kloro-
4-siilfamoyilanilin, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid, 5-amino-1-naftalin
siilfonilamid, 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid ve 3-amino-4-kloro
benzensiilfonilamid) molekiillerin her birinden 25 mg alinarak 0°C civarinda 10 ml, 1
M HCI i¢inde ¢oziildii ve igerisinde 75 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 ml ¢ozelti,
inhibitor ¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmig
bulunan inhibitér 40 ml Sepharose-4B-L-tirozin silispansiyonuna ilave edildi. 1 M
NaOH ile pH=9,5’a cikarilarak sabit tutularak 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasca
karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 ml 0,05 M Tris-SO4 (pH=7,4) tamponuyla
yikandi, sonra da tizerine bir miktar daha ayni tampondan konularak saklandi (Whitney

1974).
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Sekil 3.3. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jeline siilfanilamid tiirevi olan 2-kloro-

4-siilfamoyilanilin kenetlendirilmesi
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Sekil 3.4. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jeline siilfanilamid tiirevi olan 5-amino-

1-naftalin siilfonilamid kenetlendirilmesi



37

OH BrCN 0-C:N O,

(; - C:NH
/ HO NH,
OH HBr OH (0] 9 OH

Sepharose-4B Imidokarbonat L-Tirozin

E:NHZ
/@/ e}
03 OH R o O¢OH

N,Cl ‘,‘c-NHCHCHZQ—OH
o]

‘C-NHCHCH, OH
OH OH
0=8, Sepharose 4B - L - Tirozin
H,N O
. J

Sekil 3.5. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jeline siilfanilamid tiirevi olan 3-amino-
4-kloro benzensulfonilamid kenetlendirilmesi

( N
OH BrCN 0-C:N (0]
& — C:=NH
/ HO NH,
OH HBr OH (0] Ob_\—O—OH
Sepharose-4B Imidokarbonat L-Tirozin
H,C
0]
. -
N2c14©—{i—NH2
(6] o
O:C.OH 0, O,C OH
l:C'NHCHCHz@—OH O.C'NHCHCH2©_OH
O
N=N ‘
OH cH, oH
//S\=O
O NH, Sepharose 4B - L - Tirozin
- J

Sekil 3.6. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jeline siilfanilamid tiirevi olan 4-amino-
3-metil benzensiilfonilamid kenetlendirilmesi
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Sekil 3.7. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jeline siilfanilamid tiirevi olan 4-amino-
6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid kenetlendirilmesi

3.4.1.c. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan afine jelleri jel dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH=7,8) i¢ine alinarak jel
stispanse edildi ve su trombu kullanilarak vakum ile havalar1 alindi. Siispanse edilmis
jel, 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolonlara paketlendi. Jel ¢oktiikten
sonra peristaltik pompa yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi.
Kolonun dengelenmis oldugu eluat ile tamponun 280 nm’de absorbansilarinin ve

pH’larinin esitlenmesinden anlasildi.

3.4.2. Enzimin kismi saflagtirilmasi ve afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Bir litre taze memeli siitii (s1gir ve koyun) 6nce 2.700 rpm'de 4°C ve 15 dakika 3 kez
santrifiij edilerek yagi tamamen uzaklastirildi. Yagi alindiktan sonra geri kalan
slipernatantlar birlestirilerek bir behere aktarildi. Zayif asidik katyon degistirici
Amberlite CG 50 H' recinesinin 22 grami, 200 ml 5 mM NaCH3;COO pH=6,8
¢ozeltisinde sisirilerek yagi alinmis siite katildi (Dumonte and Rousst 1983; Kumar and

Bhatla 1995; Aygiil and Kiifrevioglu 2001). Regine-siit karisimi magnetik karistirici
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vasitasiyla 4°C'de 1 saat karistirildi. Yarim saat siireyle dinlenmeye birakilarak, istte
kalan siipernatant dekante edildi. Cokelek dnce 2 litre destile suyla ve daha soma 500
ml 20 mM NaCH3;COO pH=6,8 ¢6zelti 280 nm'de absorbans vermeyinceye kadar
yikandi. Regineye baglanmis protein ¢okelegi Buchner hunisine aktarilarak 200 ml 500
mM NaCH3;COO pH=6,8 ¢ozelti eliisyon yapildi ve elde edilen ham ekstraktta Bradford

yontemiyle protein tayini ve aktivite 6l¢timii yapildi.

Amberlite CG 50 H' recinesi kullanilarak enzimin kismi saflastirilmast ile elde edilen
homojenat 10 mM fosfat (pH=6,8) tamponu ile dengelenmis olan kolona tatbik edildi
ve kolon 400 ml 25 mM fosfat (pH=6,8) ¢6zeltisi ile yikandi. Boylece LPO enzimi
kolona tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmig olur. Sonra 1M NaCl/25 mM
Na;HPO, (pH=6,3) tamponu tatbik edilerek LPO enzimi eliic edildi. Fraksiyon toplayici
yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere alindi ve 280 nm’deki absorbansilarina

bakildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hiz1 20 ml/saat’e ayarlandi.

3.5. Enzimin Safliginin Belirlenmesi

LPOenzimi her bir afinite kolonundan saflagtirildiktan ve diyaliz edildikden sonra
%3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
Laemmli tarafindan anlatildigi gibi yapilarak saflastirilan enzimlerin saflik derecesi
kontrol edildi. Standart olarak molekiil agirlig1 belli olan proteinler kullanildi (Laemmli
1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalar1 dnce su sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki kenarinda
aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka st tiste getirilerek kiskaglarla tutturuldu.
Sabitlestirilen plakalar, igerisinde sizdirmay1 dnleyen siinger ihtiva eden jel hazirlama

kabinine konuldu. Ayirma ve yigma jelleri hazirlandi.

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HCI (pH: 8,8), 4,4 ml %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml %10 SDS, 0,13 ml %5’lik TEMED (N,N,N',N*-tetrametil
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etilen diamin) ve 3,13 ml saf su karistirildi. Bu karigimin iizerine son olarak 0,2 ml

%10’luk amonyum persiilfat (NH4),S,0g (PER) ilave edildi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,41 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4 ml %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,03 ml %10’luk SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED ve 2,45 ml saf su
alinarak karistirildi. Son olarak yine %10’luk PER’den 0,1 ml ilave edildi.

Hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar enjektorle
dokiildii. Hava almamasina dikkat edildi. Belli bir siire jelin donmasi beklendi, ayirma
jelinin katillagtigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Daha sonra yigma
jel iist yiizeye kadar ilave edildi. Uzerine tarak dikkatlice yerlestirildikten sonra jelin
kurumasi i¢in bekletildi. Daha sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar elektroforez
tankina yerlestirildi. Olusan bosluklar isaretlenerek jelin {istii 6nce saf su, sonra da
yiirlitme tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina yiiriitme tamponu
konuldu. Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim
100 pg olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. 3 dakika kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Numuneler sogutularak, elektroforeze ¢ok ince bir enjektor
yardimiyla uygulandi. Tank kapagi kapatilarak alt tarafindan (+) kablo (anot), iistten (-)
kablo (katot) yerlestirildi. Once 80 voltta yarim saat bekletildi. Daha sonra akim 120
volta ayarlanarak 1,5 saat oda sicakliginda yiiriitiildii. Akim kesilerek, cam plakalar
arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Bu yiiriitme tamponu tekrar kullanilmak iizere

saklanda.

Elektroforez bittikten sonra cam plaklardan ¢ikartilan jel 30 dakika karistiricida tespit
cozeltisiyle tespit edildi. Daha sonra 30 dakikada rediiksiyon ¢ozeltisiyle karistiricida
bekletildi. Bu siire sonunda jel 3 defa saf su ile iyice yikandi. Daha sonra 20 dakika
giimiis nitrat ¢ozeltisiyle Bu boya kisa bir siire dnce hazirlanip karanlikta bekletildi.
Banyo c¢ozeltisiyle kisa ve ¢abukea yikayip siyahlasan sivi dokiildii. Bantlar goriiliince
jel kanistiricinin tistiinde 1 ml gliserin ve 250 ml %5 lik asetik asitten olusan ¢ozeltiyle

iyice yikandi (Temel 2006) ve fotografi ¢ekildi



41

3.6. 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin ile Hazirlanan Afinite Kolonunun LPO Tutma

Kapasitesinin Bulunmasi

Hazirlanan afinite jellerinden sigir ve koyun siitlinden LPO enziminin saflagtirilmasi
yapilarak saflagtirma tablolar1 hazirlandi. Hazirlanan bu tablolardan saflastirma
katsayis1 en yiiksek ve verimi iyi olan kolon materyali {izerine enzim tutma kapasitesi

calismalarina bakildi.

Hazirlanan jellerin proteini tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet
etkileri incelendi. Kolonun kapasite tayin islemi su prosediire gore gerceklestirildi:
Hazirlanan jelden 1 ml alinarak dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir
kolona alindi ve daha dnceden afinite ile elde edilen LPO enzimi ile doyuruldu ve
enzimin fazlasi yikama tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan LPO enzimi
uygun eliisyon tamponuyla eliie edilerek protein miktar1 bulundu. Ayni zamanda jel
kurutularak tartildi ve mg protein/gram-jel cinsinden LPO enziminin tutma kapasitesi

belirlendi.

3.6.1. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi

LPO enziminin safalastirilmasinda hazirlanan kolonlardan sicakligin kolon kapasitesine
etkisini belirlemek amaci ile pH:6,8’da 5, 10, 15, 20 ve 25°C’de farkli sicakliklarda
tutma kapsitesi belirlenerek (mg protein /g jel basina) grafik edildi.

3.6.2. pH’min kolon kapasitesine etkisi

LPO enzimi i¢in kolonlarada pH baglanmay1 nasil etkiledigini belirlemek amaci ile
farkli pH’larda (pH’s1 6,8 ile 9,5 arasinda) degisen tamponlar kullanilarak en uygun pH
icin sonuglar (mg protein /g jel basina) grafik edildi.
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3.6.3. Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

Kolonlarin baglanma kapasitelerini etkileyen iyonik siddetin etkisini belirlemek amaci
ile enzimin optimum pH’sinda ve en uygun baglanma sicaklifinda denemeler yapildi.
Iyonik siddet 0,2 ile 0,5 M arasinda degistirilerek, sonuclar mg protein /g jel basma
grafikle gosterildi.

3.7. Sigir ve Koyun Siitiinden 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin ile Saflastirilmoms LPO

Enzimi Icin Kinetik Calismalar

3.7.1. Optimum pH c¢alismalari

Optimum pH c¢aligmalari, enzimin substrata doydugu noktalarda pH:5-8 araliginda
fosfat tamponu esliginde ¢ozeltilerinde enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik

olarak belirlendi. Sonuglar grafik ve tablo halinde verildi.

3.7.2. Optimum sicaklik ¢alismasi

Optimum sicaklig1 belirlemek amaciyla, afinite kolonlarindan saflagtirilan LPO enzimi
icin  5-85°C  sicaklik araliginda ve optimum pH’da doygun substrat
konsantrasyonlarinda LPO enziminin aktivite olgtimleri yapildi. Bu islem igin -20 ile
100°C’ye ayarlanabilen su banyosu kullanildi. Istenilen sicakliga getirilen aktivite
Olclim ortamina en son olarak enzim ¢ozeltisi pipetlendi ve kronometre ¢alistirilarak bir
dakika sonra spektrofotometrede aktivite Ol¢limleri yapildi. Sonuglar grafik ve tablo

halinde verildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Laktoperoksidaz Enzimi ile Tlgili Yapilan Calisma Bulgular:

4.1.1. Kantitatif protein tayini i¢in hazirlanan standart grafik

Afinite kolonlardan saflagtirlan LPO enziminin kantitatif protein tayini Bradford
yontemiyle belirlendi. Bu amagla 6nce standart grafik hazirlandi. Afinite kromatografisi
ile elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki protein tayini Bradford yontemiyle yapildiktan

sonra Sekil 4.1°deki standart grafikten faydalanilarak protein miktarlar1 hesaplandi.

1,2 -
0 | & V=00127x-0,0026
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02 ¥
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Protein Miktar1 (ng)

Absorbans (595 nm)

Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik

4.2. Sigir Siitiinden LPO Enziminin Saflastirilmas1 Calisma Sonuglari

Bu tez kapsaminda 6ncelikle sigir LPO enzimi sepharose 4B-tirozin-sulfanilamid jeli
hazirlanarak saflagtinnlldt  ve  (2-kloro-4-siilfamoyilanilin,  4-amino-3-metil
benzensiilfonilamid, 5-amino-1-naftalin siilfonilamid, 4-amino-6-kloro-1,3-

benzendisiilfanilamid ve 3-amino-4-kloro benzensiilfonilamid) siilfanilamid tiirevlerinin
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inhibisyon etkileri incelendi. Bu tiirevlerden inhibisyon etkisi gosteren molekiiller igin

afinite kolonu hazirlanama prosediirii asagidaki sekilde yapildi.

4.2.1. LPO Enziminin sigir ve koyun siitiinden siilfanilamid ve tiirevleri ile

saflastirma Sonuclari

Bolim 3.4.1.b’de anlatildigr sekilde hazirlanan kolona, bolim 3.4.2°de Amberlite CG
50 H” reginesi kullanilarak enzimin kismi saflastiriimasi ile elde edilen homojenattan 50
ml, dengelenmis kolonlara pipet vasitasiyla tatbik edildi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra eliisyon ¢dzeltisi ile eliisyon yapildi. Eliatlar kolon akis hizi1 60
ml/saat’e ayarlanarak fraksiyon kollektor yardimi ile 5’er ml halinde tiiplere alindi. Her
bir eliatin 280 nm ve 412 nm’deki absorbans degerleri Olgiilerek R, degeri
(R;=A412/Az80) 0,60 den biiyiik olan tiipler birlestirildi. Kolonlardan sadece siilfanilamid
kolonundan sonug alindigi tespit edildi ve 280 ve 412 nm’de oOlgiilen absorbans
degerlerinin tiip sayisina kars1 grafikleri Sekil 4.2°de verildi. 412 nm de tlip sayisina
kars1 aktivite grafikleri doygun substrat konsantrasyonunda hesaplanarak Sekil 4.3’te

gosterildi.

0,1
EO,OQ -
c 0,08 -
0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 - —&—280 nm
0,02 -
0,01 -

—t—2412 nm

Absorbans (280/412

Tup Sayisi

Sekil 4.2. Siilfanilamid kolonundan sigir siiti LPO enziminin afinite kromotografisi ile
saflagtirma sirasinda eliiatlarda 280 ve 412 nm de elde edilen absorbans degerlerini gdsteren
grafik
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Sekil 4.3. LPO Enziminin siilfanilamid afinite kolonundan eliisyonu sonucundaki
aktivite-tiip sayis1 grafik

4.2.2. LPO enziminin saflastirma basamaklari sonug¢lari

Boliim 3.4.1.b’de anlatildig1 gibi hazirlanan jeller kolono paketlendikden sonra 10 mM
Na,HPO, pH:6,8 fosfat tamponu ile dengelendi. 3.4.2°de belirtildigi gibi Amberlite CG
50 H* recinesi kullamlarak enzimin kismi saflastirilmasi ile elde edilen homojenatin 50
ml’si kolona tatbik edildi ve kolonlar 400 ml 25 mM fosfat (pH:6,8) c¢ozeltisi ile
yikandi. Boylece LPO enziminin kolonlara tutunmasi saglandi. Sonra 1M NaCl/25 mM
Na;HPO, (pH:6,8) tamponu tatbik edilerek LPO enzimi eliie edildi. Peristaltik pompa

vasitastyla kolonun akis hiz1 20 ml/saat’e ayarlandi.

Fraksiyon toplayici yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere alindi. Her bir eliiatin
280 nm ve 412 nm’de absorbans degerleri kore karsi dlgiilerek, R, degeri (R;=A412/Azs0)
0,6’dan biiyiik olan tiipler birlestirildi ve %90 amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi ve
diyaliz edildi ve SDS elektroforezi yapilarak saflig1 kontrol edildi.

Ligand olarak siilfanilamit kullanilan kolondan, sigir siitinden LPO enziminin

saflastirilma kademelerinde Shindler ve Bardsley yonteminiyle (Shindler and Bardsley
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1975) 412 nm de aktivite tayini ve Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapildi.

LPO enziminin afinite kromatografisi saflagtirma sonuclari1 Cizelge 4.1°de gosterildi.

Cizelge 4.1. S1g1r siitii LPO enziminin stilfanilamit kolonundan saflastirma basamaklari
sonugclari

Toplam | Aktivit | Protein Total Total Spesifik Yiizde Saflastir
Hacim | e(EU/ Miktar1 Aktivite Protein Aktivite Verim ma
(ml) ml) (mg/ml) (EV) Miktarn | EYM9 Katsayis
1

Amberlit

CG 50

H* 60,00 1,10 15,00 66,00 900,00 0,07 100,00 1,00

Reginesi

Eliisyonu

Sepharos

e4B

Afinite 10,00 4,90 0,16 49,00 1,65 30,00 74,00 428,57
Jeli ve
Diyaliz

4.2.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuglari

Kromatografik islemler sonucu siilfanilamid kolonu ile sigir siitiinden saflastirilan LPO
enziminin safligin1 kontrol etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi.
Bunun i¢in bolim 3.5’te anlatildig1 gibi hazirlanan kesikli SDS-PAGE elektroforezine
saflagtirilan LPO’lar yerlestirildi ve sonucu Sekil 4.20°de verildi.

4.3. Laktoperoksidaz Enzimi Uzerine Kinetik Calisma Sonuclar:

4.3.1. ABTS substrati icin pH-Aktivite grafigi

Optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla boliim 3.7.1°de anlatildig: sekilde pH 5-8
araliginda aktivite olgiimleri yapildi. Sigir siitiinden elde edilen dlgiimler sonucunda

aktivite degerleri ile pH grafigi Sekil 4.4’de verildi.
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Sekil 4.4. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla optimum pH igin pH-aktivite
grafigi

4.3.2. ABTS substrati icin sicakhik-aktivite grafigi

Optimum sicaklik degerlerini belirlemek amaciyla Boliim 3.7.2°de anlatildig: sekilde 5-
85°C sicaklik araliginda aktivite Olgiimleri yapildi. Elde edilen aktivite degerlerine
karsilik gelen sicaklik grafigi Sekil 4.5’de verildi.

=
N S
1 J

=
o
I

—a— PO

Aktivite (EU/ml)

H (o)) (o]
I

O T T T 1
0 20 40 60 80 100

Optimum Sicaklik °C

Sekil 4.5. Sigir siiti LPO enzimi igin ABTS substratiyla elde edilen Sicaklik-Aktivite
grafigi
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4.3.3. ABTS Substrati igin Kwm Ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

Optimum pH ve 20°C sicaklikta en az 5 ayr1 substrat konsantrasyonunda enzim aktivite
degerleri belirlendi. Elde edilen 1/V-1/[S] degerleri yardimiyla Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden Ky ve Viax degerleri hesaplandi. Cizilen grafik Sekil
4.6’da gosterildi sonuglar Cizelge 4.2°de verildi.

Kantitatif protein tayininde Coomassie Brillant Blue yontemi kullanildi (Bradford,
1976). Coomassie Brillant Blue yontemi i¢in once bir standart egri hazirlandi. Sigir
siitlinden hazirlanan homojenat ve saflastirilan enzim ¢ozeltisindeki protein miktar1 bu

egriye gore belirlendi. Kantitatif protein miktarlar1 Sekil 4.1°ten elde edilen denklemden

hesaplandi.
”340 7 o VELSIOSX+1642
£30 - *
g ‘
E 20 *
/ﬁ ¢
C
r T Z 0 T T T 1
-12 7 —-2 3 8 13 18
1[ABTS] mM+!

Sekil 4.6. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.2. Sigir siitlinden elde edilen LPO’nun ABTS substrati ile yapilan kinetik
calismanin sonugclari

Kinetik Calismalar
Km (MM) 0,13

Vinax (EU/ml.dk) 0,55
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4.4. Siilfanilamid Tiirevlerinin LPO Enzimi Uzerine K; ve 1Cs Degerlerinin

Bulunmasi

Sigir siitlinden saflagtirdigimiz LPO enzimi lizerine siilfanilamid tiirevi molekiillerin
kinetik ozellikleri incelendi. Inhibisyon etkisi gdsteren tiirev molekiiller igin boliim
3.4.1.b’de anlatilan prosediirler kullanilarak afinite kolonlar1 hazirlanarak sigir ve koyun

stitinden LPO enzmi saflastirilmasi yapildi.

Bu c¢alismada (2-kloro-4-siilfamoyilanilin, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid, 5-
amino-1-naftalin siilfonilamid, 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid ve 3-amino-
4-kloro  benzensiilfonilamid) siilfonilamid tiirevleri satin  alinarak stok
konsantrasyonlart hazirlandi. LPO enzimi iizerine ABTS substrati kullanilarak
inhibisyon etkileri incelendi. ABTS substarati doygunlugun altinda alindi ve bdylece

reaksiyon hiz1 ABTS’ ye bagli olarak bulundu.

Bu amagla, sabit substrat konsantrasyonunda ABTS (0,66 mM) ve 5 farkli inhibitor
konsantrasyonlarinda her bir inhibitor icin aktivite degerleri hesaplandi. Elde edilen bu
degerler ve deney prosediirii Cizelge 4.3-4.9-4.13-4.17-4.21°de gosterildi ve % aktivite-
konsantrasyon grafikleri ¢izilerek ICsq degerleri bulundu. Bu grafikler Sekil 4.7-4.12-
4.14-4.16-4.18°de gosterildi.
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4.4.1. 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin icin sigir LPO iizerine ABTS substratiyla yapilan

kinetik ¢calismalar ve saflastirma Sonuglari

Cizelge 4.3. 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin sigir LPO tizerine ABTS substratiyla yapilan
% Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii.

Kor Tiipii Numune Tiipii
= = = = i = = = =
H e = £ +—= 3
: 5 ¥5 £ Eg £ 25 € 2g 97 E
E 5 £5 Q E° 3 £§F @ E5 4= 7% s
o < - I i < - T ot <
£ 2,0 0,9 0,1 - 20 085 | 01 - 0,05 100 0
=
= 2,0 08 01| 001 | 20 084 | 01 001 005 86 73
=
E 2,0 087 01| 003 | 20 08 | 01 003 005 69 219
<
-
2 2,0 08 01| 005 | 20 080 | 01 005 005 50 365
<
g 2,0 083 | 01| o007 | 20 078 | 01 0,07 005 36 511
X
S 2,0 08 01| 009 | 20 076 | 01 0,09 | 005 26 657

100 4 y= 100e-0,002x

R*=0,9944

@ 80 -

2 60 -

kv

< 40 |

S

20 -

0 T T T 1

0 200 400 600 800
[2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin] pM

Sekil 4.7. Sigir siiti LPO enzimi i¢in ABTS substratina bagli olarak 2-Kloro-4-
Siilfamoyilanilin ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.4. Sigir siitii LPO enzimi igin ABTS substrati ile 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin
i¢in elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
s E| EE s |E _E E & E it
..S wn ‘CE Q o~ = N ‘(-U‘ Q ~ ,'.5 g =.§ in
< | o 3 2, = o 3 2 | = > = =
=S < &8 T EE < |8 T |  EE LY  SE  3E
0,25| 2,62 0,1 0,03 | 0,25 0,1 | 0,03 | 0,05 105 12,48
0,03 | 0,05 77 6,25

2,57
0,50| 2,37 0,1 0,03 | 0,50 2,32 0,1
[, | 0,75 2,12 0,1 0,03 | 0,75 2,07 0,1 | 0,03 | 0,05 44 4,00
1,00/ 1,87 0,1 0,03 | 1,00 1,82 01| 003 | 0,05 34 3,00
1,25 1,62 0,1 0,03 | 1,25 1,57 0,1 | 0,03 | 0,05 28 2,40
0,25/ 2,60 0,1 0,05 | 0,25 2,55 01| 005 | 0,05 135 12,48
0,50 2,35 0,1 0,05 | 0,50 2,30 0,1 | 0,05 | 0,05 101 6,25
[1l. | 0,75/ 2,10 0,1 0,05 | 0,75 2,05 01| 005 | 0,05 54 4,00
1,00, 1,85 0,1 0,05 | 1,00 1,80 0,1 | 0,05 | 0,05 40 3,00
1,25/ 1,60 0,1 0,05 | 1,25 1,55 01| 005 | 0,05 32 2,40
0,25| 2,58 0,1 0,07 | 0,25 2,53 0,1 | 0,07 | 0,05 204 12,48
0,50/ 2,33 0,1 0,07 | 0,50 2,28 01| 007 | 0,05 135 6,25
[1ls | 0,75/ 2,08 0,1 0,07 | 0,75 2,03 0,1 | 0,07 | 0,05 74 4,00
1,00/ 1,83 0,1 0,07 | 1,00 1,78 01| 007 | 0,05 58 3,00

1,25/ 1,58 0,1 0,07 1,25 1,53 0,1 0,07 0,05 a7 2,40
250
# [10]= kontrol

m[I1]=219 uM 200 g
A [12]=365 uM E
150 | >
o [I3]=511 uM <)
£
2
100 >
S
(o]

50

%j
-4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14
1/[ABTS] mM!

Sekil 4.8. Sigir siiti LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin
esliginde elde edilen 1/V-1/[S] grafigi
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Cizelge 4.5. LPO enzimini {izerine 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin inhibit6riiniin inhibisyon
etkisi

Inhibitor I1Cso (UM) Ortalama K; (uM)  Inhibisyon tiirii
2-Kloro-4- 346,5 + 283,32 Yarigsmali
Siilfamoyilanilin

4.4.1.a. 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin ile afinite jelinden siZir LPO enziminin

saflastirilmasi sonuclari

Yukardaki sonuglardan gorildigii lizere Sigir LPO enzimi iizerine 2-Kloro-4-
Siilfamoyilanilin kompetitif inhibisyon gostermistir. Inhibisyon etkisi gdsteren 2-Kloro-
4-Siilfamoyilanilin ile boliim 3.4.1.b’de anlatilan prosediire gore afinite jeli ve bolim
3.4.2’ye gore homojenat hazirlanarak koyun ve sigir siitii LPO enzimi i¢in saflastirma

tablolar1 Cizelge 4.6 — 4.7°de ve SDS-PAGE sonuglar1 Sekil 4.20°de veridi.

Cizelge 4.6. Sigir siiti LPO enziminin 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin kolonundan
saflagtirma basamaklar1 sonuglari

Toplam | Aktivite Protein Total Total Spesifik | Yiizde Saflagtirm
Hacim (EU/ml) | Miktarn | Aktivite Protein Aktivite | Verim a
(ml) (mg/ml) (EV) Miktari (EU/mI) Katsayisi
Amberlit
CG 50
H+. . 55,00 4,90 15,00 269,50 825 0,32 100 1.00
Reginesi
Eliisyonu
Sepharos
ed4B

Afinite 10,00 3,20 0,022 32,00 0,22 145,00 | 12,00 453,00

Jeli ve
Diyaliz
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4.4.1.b. 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin ile Afinite Jelinden Koyun LPO Enziminin
Saflastirilmasi Sonuglari
Cizelge 4.7. Koyun siiti LPO enziminin 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin kolonundan
saflastirma basamaklar1 sonuclari
Toplam | Aktivite | Protein | Total Total Spesifik | Yiizde | Saflastirma
Hacim | (EU/ml) | Miktar1 | Aktivite | Protein Aktivite | Verim | Katsayisi
(ml) (mg/ml) | (EU) | Miktan | (EU/ml)
Amberlit CG
50 H*
Roginesi 5500 240 | 1500 00 82500 016 | 100 100
Eliisyonu
Sepharose
4B Afinite
oli ve 1000 | 167 | 0012 1670 o012 | 0 P31 ge00
Diyaliz

4.4.1.c. ABTS substrati i¢in pH-Aktivite grafigi

Optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla boliim 3.7.1°de anlatildig: sekilde pH 5-8
araliginda aktivite olgiimleri yapildi. Sigir siitiinden elde edilen dlgiimler sonucunda

aktivite degerleri ile pH grafigi Sekil 4.9’da verildi.

Aktivite (EU/mL)

Sekil 4.9. Koyun siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla optimum pH igin pH-aktivite
grafigi
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4.4.1.d. ABTS Substrat: i¢in Sicakhk-Aktivite Grafigi

Optimum sicaklik degerlerini belirlemek amaciyla Boliim 3.7.2°de anlatildig: sekilde 5-
85°C sicaklik araliginda aktivite Ol¢iimleri yapildi. Elde edilen aktivite degerlerine
karsilik gelen sicaklik grafigi Sekil 4.10°da verildi.

T T T T T T

0] 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Sicaklik °C

Aktivite (FY/ML) o & o ©

Sekil 4.10. Koyun siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla elde edilen Sicaklik-
Aktivite grafigi

250 1 y = 15,253x + 20,506
= 200 -
£
- 150 -
(S
-
2 100 - .
E .
2 50 -
H *
) O T T T T T T 1
2 0 2 4 6 8 10 12 14
1/[S] mM-L

Sekil 4.11. Koyun siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla elde edilen 1/V-1/[S] grafigi
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Cizelge 4.8. Koyun siitiinden elde edilen LPO’nun ABTS substrati ile yapilan kinetik
calismanin sonuglari

Kinetik Calismalar
Km (MM) 0,05
Vmax (EU/ml.dk) 0,74

4.4.2. 5-Amino-1-Naftalin Siilfonilamid icin sigir LPO iizerine ABTS substratiyla

yapilan Kkinetik ¢calismalar ve saflastirma sonuc¢lari

Cizelge 4.9. 5-amino-1-naftalin siilfonilamid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen LPO
icin, ABTS substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipi Numune Tiipii
iy = = = S = = = S
s | E BE  E | E- E BE E 22 02 g =2
3 n| G a ~ 2 ¢ N ‘B o ~ SE| a4FEt o3| =
s 5 85 Q E= 5 £E ¢ E= 5= 82 =
- < = T —~ < = T - <
2,0/ 0,900 | 01 - 20| 0850 | 01 - 0,05 100 0

2,0/ 0,885 01 0015 | 20| 0835 0,1 | 0,06 0,05 89 22
20/ 0875 | 01| 0,030 | 20| 0825 | 01 | 0,03 0,05 69 37
20/ 085 | 01| 0,050 | 20| 0800 | 0,1 | 0,05 0,05 45 73

20/ 0825 | 01| 0,070 | 2,0 0,775 0,1 | 0,07 0,05 29 112

5-amino-1-naftalin
stlfanilamid

20/ 0800 01| 0100 20| 0750 | 0,1 | 0,20 | 0,05 15 150
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[5-amino-1-naftalinsiilfanilamid]

y= looe-0,012x
R?=0,979

% Aktivite

Sekil 4.12. Sigir siiti LPO enzimi igin ABTS substratina bagli olarak 5-amino-1-
naftalin siilfonilamid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi

Cizelge 4.10. Sigir siiti LPO enzimi i¢cin ABTS substratiyla 5-amino-1-naftalin
silfonilamid esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
£ £ E E & E E E|E E | g%
.§ wn % o ~ E n ‘C-U' o o~ :é - g 5 E <
Z b | 85 2 Z2 & 28 | Q| ET B S oS
s < LE T | £E < L+ r =& | 4 S E| SE
025 2625 | 0,1 0,025 0,25 | 2575 | 0,1 | 0,025 0,05 | 160 | 12,4

075/ 2125 | 01| 0025 | 075 | 2075 | 01| 0025 | 005 | 135 | 40
[]. 1,00 1875 | 01| 0025 | 100 1825 | 01| 0025 | 005 | 38 | 30
125/ 1625 | 01| 0025 | 1,25 | 1575 | 01| 0025 | 005 | 19 | 24
1,50 1,375 | 01| 0025 | 1,50 | 1,325 | 01| 0025 | 005 | 16 | 20
025 2600 | 01| 0050 | 025 | 2550 | 01| 0050 | 005 | 282 | 124
075/ 2,200 | 01 | 0050 | 075 | 2050 | 01| 0050 | 005 | 202 | 4,0
[1], 1,00 1850 | 01| 0050 | 1,00 1,800 | 01| 0050 | 005 54 | 30
1,25 1,600 | 01 | 0050 | 1,25 | 1550 | 01| 0,050 | 005 | 37 | 24
1,50 1,350 | 01 | 0,050 | 1,50 | 1,300 | 01 | 0050 | 005 | 31 | 20
025 2575 | 01| 0075 | 025 | 2525 | 01| 0075 | 005 | 465 | 124
075/ 2,075 | 01| 0075 | 075 | 2025 | 01| 0075 | 005 | 324 | 40
[l 1,00 1825 | 01| 0075 | 100 1,775 | 01| 0075 | 005 | 85 | 30
125 1575 | 01| 0075 | 1,25 | 1525 | 01| 0075 | 005 | 56 | 24
1,50 15325 | 01| 0075 | 150 | 1275 | 01| 0075 | 005 | 45 | 20
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500
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¢ [l0]= kontrol

A [11]=37,41 uM

1/V (umol/min. mL)?

1/[ABTS] (uM1)

Sekil 4.13. Sigir siiti LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla 5-amino-1-naftalin
stilfonilamid esliginde elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.11. LPO enzimini lizerine 5-amino-1l-naftalin siilfonilamid inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

inhibitor I1Cso (UM) Ortalama K; (uM)  inhibisyon tiirii

5-amino-1-naftalin
stilfonilamid 57,75 + 6,74 Yarismali

Cizelge 4.12. Sigir siiti LPO enziminin 5-amino-1-naftalin siilfonilamid kolonundan
saflagtirma basamaklar1 sonuglari

Toplam | Aktivite Protein Total Total Spesifik | Yiizde Saflagtirm
Hacim (EU/ml) | Miktarn | Aktivite Protein Aktivite | Verim a
(ml) (mg/ml) (EV) Miktari (EU/mg Katsayisi
)
Amberlit
CG 50
H* 55,00 1,23 15,00 67,87 825,00 0,08 100 1,00
Reginesi
Ellisyonu
Sepharos

e4B

Afinite 10,00 1,54 0,05 15,43 0,54 29,00 23,00 353,00
Jeli ve

Diyaliz
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4.4.3. 3-Amino-4-Kloro benzensiilfanilamid i¢in siZir LPO iizerine ABTS

substratiyla yapilan Kinetik calismalar ve saflastirma Sonuclar:

Cizelge 4.13. 3-amino-4-kloro benzensiilfanilamid inhibitérii i¢in afinite kolonundan elde edilen
LPO i¢in, ABTS substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipu Numune Tiipi
= hl e~ | EE| 2 S | T | £2E L E o= 5
5 85| ¢ |E=| 5|85 9| 5% |5 88| =
= < = T = < T | = <
2,0/ 0,900 | 01 - 20| 0850 | 01 - 0,05 100 0
o
oS 20/ 0875 | 01| 0,025 20| 0825 | 0,1 | 0,025 0,05 78 30
S ®
X ‘= 2,0/ 0,865 01| 0030 | 20| 0815 0,1 | 0,035 0,05 63 42
¥ &8
o =
= i 2,0/ 0,850 01| 0050 | 20| 0,800 0,1 | 0,050 0,05 54 60
5 &
o 5 20 0800 01| 0100 | 20| 0,750 0,1 | 0,100 0,05 18 121
=

20/ 0775 | 01| 0225 20| 0,725 | 0,1 | 0,125 0,05 11 151

100

4

y= 100e-0,014x
R*=0,9718

60 -

40 -

% Aktivite

20

O T T 1
0 50 100 150

[3-amino-4-Kloro-benzensiilfanilamid] uM

Sekil 4.14. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratina bagl olarak 3-amino-4-kloro
benzensiilfanilamid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.14. Sigir siti LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla 3-amino-4-kloro
benzenstilfanilamid esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
: £ E Els E _E E & E ®%
:é n E Q o~ E n E Q ~ :,é - g 5§ -
E b B85 |2 Z= @ B85 QL ET 8 | 35Z2 o=
S < | LF I E£EE < L~ | .BE&E | 4 SE| SE
0,25 2,635 | 0,1 | 0,015 | 0,25 2,585 | 0,1 | 0,015 0,05 52 12,4
0,50, 2,385 0,1 0,015 | 0,50 2,335 0,1 0,015 0,05 35 6,02
[ | 0,75 2,135 0,1 0,015 | 0,75 2,085 0,1 0,015 0,05 22 4,00

1,00/ 1,885 | 0,1 | 0,015 | 1,00 1,835 | 0,1 | 0,015 0,05 19 3,00
1,25 1635 | 01| 0,015 | 1,25 1585 | 0,1 | 0,015 0,05 15 2,40
0,25 2,610 | 0,1 | 0,040 | 0,25 2560 | 0,1 | 0,040 0,05 76 12,4
0,50, 2,360 | 0,1 | 0,040 | 0,50 2,310 | 0,1 | 0,040 0,05 56 6,02
(M. 075 2110 | 0,1 | 0,040 | 0,75 2,060 | 0,1 | 0,040 0,05 30 4,00
1,00/ 1,860 | 0,1 | 0,040 | 1,00 1,810 | 0,1 | 0,040 0,05 21 3,00
1,25 1610 | 0,1 | 0,040 | 1,25 | 1560 | 0,1 0,040 0,05 19 2,40
0,25/ 2,585 | 0,1 | 0,065 | 0,25 2535 | 0,1 | 0,065 0,05 104 12,4
0,50, 2,335 | 0,1 | 0,065 | 0,50 2,285 | 0,1 | 0,065 0,05 68 6,02
[l | 0,75/ 2,08 | 0,1 | 0,065 | 0,75 2,035 | 0,1 | 0,065 0,05 41 4,00
1,00/ 1,83 | 0,1 | 0,065 | 1,00 1,785 | 0,1 | 0,065 0,05 27 3,00
1,25 158 | 0,1 | 0065 | 1,25 | 1535 | 01 0,065 0,05 25 2,40

120
¢ [l0]=kontrol

75' 100 e 1812uM
c
£ 80 A 4833uM
©°
£ 60 m 78,54 uM
=2
> 40
<

20

%U/
5 0 5 10 15
1[ABTS] mM1

Sekil 4.15. Sigir siiti LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla 3-amino-4-kloro
benzenstilfanilamid esliginde elde edilen 1/V-1/[S] grafigi
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Cizelge 4.15. LPO enzimini iizerine 3-amino-4-kloro benzensiilfanilamid inhibitoriiniin

inhibisyon etkisi

Inhibitor 1Cs0 (M) Ortalama K; (uM)  Inhibisyon tiirii
3-amino-4-kloro
benzensulfanilamid 495 + 43,67 Yarigsmali

Cizelge 4.16. Sigir siiti LPO enziminin 3-amino-4-kloro benzensiilfanilamid
kolonundan saflastirma basamaklar1 sonuclari.

Toplam | Aktivite
Hacim (EU/ml)
(ml)

Amberlit

CG 50

H* 55,00 1,23
Reginesi

Eliisyonu

Sepharos
e4B
Afinite
Jeli ve
Diyaliz

10,00 0,04

Protein
Miktar
(mg/ml)

15,00

0,02

Total
Aktivite
(EV)

67,87

0,38

Total Spesifik Yiizde

Protein Aktivite Verim

Miktari (EU/mg)

825,00 0,08 100
0,21 1,81 0,55

Saflastir
ma
Katsayis
1

1,00

22,00
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4.4.4. 4-Amino-3-Metil benzensiilfonilamid icin siZir LPO iizerine ABTS

substratiyla yapilan Kinetik calismalar ve saflastirma Sonuclar:

Cizelge 4.17. 4-amino-3metil benzensiilfonilamid inhibit6rii igin afinite kolonundan elde edilen
LPO i¢in, ABTS substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipu Numune Tiipi
E g E% E %f_\ g E% E %f_\ o= g2 2
20|/ 0900 | 01 - 20| 0850 | 01 - 0,05 100 0
20/ 0875 | 01| 0025 | 20| 0825 | 01 0,020 0,05 82 45

20/ 0865 | 01| 0035 20| 0815 01 0,035 0,05 69 63
20/ 0850 | 01| 0050 | 20| 0800 01 0,050 0,05 59 90

20/ 0825 | 01| 0075 20| 0,775 | 01 0,075 0,05 37 134

4-amino-3metil
benzensiilfonilamid

20/ 0800 | 01| 04100 20| 0,750 | 01 0,100 | 0,05 22 178

100 4
y= 100e0.008x
80 - R?=0,9519
L 60 -
>
X
< 40 -
S
20
0 T T 1
0 50 100 150
[4-amino-3-metilbenzensiilfonilamid]

Sekil 4.16. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratina bagli olarak 4-amino-3metil
benzensiilfonilamid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi



62

Cizelge 4.18. Sigir siiti LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla 4-amino-3metil
benzenstilfonilamid esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
£ £ _E E 3 E E | E| £ E | 2%
— ) ~ ~— - ~ — ~ -
= wn c 2 ~ :5' n c 2 o~ = =.E in
= 0 G E Q == H % € O = o = s
= m o N = m o ®© N = € o Z— %}
= < L~ I  =E < L~ T = = _| SE| 3€E

025 2,625 | 0,1 | 0,025 | 0,25 2575 | 01| 0,025 0,05 114 12,4
0,50/ 2375 | 01| 0,025 | 0,50 2,325 | 0,1 | 0,025 0,05 58 6,02
[, | 0,75 2,125 | 0,1 | 0,025 | 0,75 2,075 | 01| 0,025 0,05 42 4,00
1,000 1875 | 0,1 | 0,025 | 1,00 1,835 | 0,1 | 0,025 0,05 32 3,00
1,25/ 1625 | 0,1 | 0,025 | 1,25 158 | 0,1 | 0,025 0,05 22 2,40
0,25/ 2,600 | 0,1 | 0,050 | 0,25 2,550 | 0,1 | 0,050 0,05 169 12,4
050/ 2,350 | 0,1 | 0,050 | 0,50 2,300 | 0,1 | 0,050 0,05 83 6,02
[, | 0,75/ 23100 | 0,1 | 0,050 | 0,75 2,050 | 0,1 | 0,050 0,05 62 4,00
1,00/ 1850 | 0,1 | 0,050 | 1,00 1,800 | 0,1 | 0,050 0,05 48 3,00
1,25 1,60 0,1 | 0,050 | 1,25 1550 | 0,1 | 0,050 0,05 34 2,40
0,25/ 2575 | 01 0,075 | 0,25 2525 | 01| 0,075 0,05 242 12,4
0,50/ 2,325 | 01| 0,075 | 0,50 2275 | 0,1 | 0,075 0,05 135 6,02
[1ls | 0,75/ 2,075 | 0,1 | 0,075 | 0,75 2,025 | 01| 0,075 0,05 83 4,00
1,000 1825 | 0,1 | 0,075 | 1,00 1,775 | 0,1 | 0,075 0,05 65 3,00
1,25/ 1575 | 0,1 | 0,075 | 1,25 1525 | 0,1 | 0,075 0,05 50 2,40

250 +

¢ [10]=kontrol
200

o ([11]=44,66 uM
150 A [12]=89,33 uM

m [|13]=134 uM

100

1/V (umol/min. mL)-?

50

T T 1

10 15

D
;.

5
1/[ABTS] yM:

Sekil 4.17. Sigir siiti LPO enzimi igin ABTS substratiyla 4-amino-3metil
benzenstilfonilamid esliginde elde edilen 1/V-1/[S] grafigi.
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Cizelge 4.19. LPO enzimini tizerine 4-amino-3metil benzensiilfonilamid inhibit6riiniin
inhibisyon etkisi

Inhibitor I1Cso (UM) Ortalama K;(uM)  Inhibisyon tiirii

4-amino-3-metil
benzensiilfonilamid 86,62 + 55,62 Yarigsmasiz

Cizelge 4.20. Sigir siiti LPO enziminin 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid
kolonundan saflagtirma basamaklari sonuglart.

Toplam | Aktivite Protein Total Total Spesifik Yiizde Saflastir
Hacim (EU/ml) | Miktar Aktivite Protein Aktivite Verim ma
(ml) (mg/ml) (EV) Miktari (EU/mg) Katsayis
1

Amberlit

CG 50

H 55,00 1,23 15,00 67,87 825 0,08 100 1,00

Recinesi

Eliisyonu

Sepharos

e 4B

Afinite 10,00 0,15 0,05 1,54 0,52 3,00 23,00 36,00

Jeli ve

Diyaliz
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4.4.5. 4-Amino-6-Kloro-1,3-Benzendisiilfanilamid icin Sigir LPO Uzerine ABTS
Substratiyla Yapilan Kinetik Calismalar ve Saflastirma Sonuclar

Cizelge 4.21. 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid inhibitorii igin afinite kolonundan elde
edilen LPO i¢in, ABTS substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii.

Kor Tiipu Numune Tiipi
. = = = = = = = .
s | E BE E | E- E BE | E 22 0= g =2
= = s | 2EE| 2| B2 | £2E aE -
E b £§ Q £ b £§5 ¢ E= | U= Fg =
= < ~ T | = < ~ T | = <
20|/ 0900 | 01 - 20| 0850 | 01 - 0,05 100 0

20/ 085 | 01| 0,050 20| 0,800 | 01| 0,050 0,05 73 0,6

20/ 0825 | 01| 0075 20| 0,775 | 0,1 | 0,075 0,05 59 9
20/ 0800 | 01| 0,100 | 20| 0,750 | 0,1 0,100 | 0,05 49 12

20/ 0775 | 01| 0,125 | 20| 0,725 | 0,1 0,125 | 0,05 39 14

4-amino-6-kloro-1,3-
benzendisiilfanilamid

20/ 0,750 | 01| 0,150 | 20| 0,700 | 01 0,150 | 0,05 35 17

100 <4 y = 100e70061x
R?=0,994
80 -
2 60 .
2
=y
<
° 40 +
20 A
0 T T T 1
0 5 10 15 20
[4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfonilamid]

Sekil 4.18. Sigir siitii LPO enzimi igin ABTS substratina bagli olarak 4-amino-6-klora-
1,3-benzendisiilfanilamid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.22. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla 4-amino-6-klora-1,3-
benzendisiilfanilamid esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
5 E EE = E E E £ E | g%
= wn =al < = N = a ~ = - S = -
2 B | SE ¢ £ £ £E 9| 2= o | $E T
'ﬁ m o ®© ~N = = 2] o @® N -EE o 2_ Q
= < L+~ T | EE < L+ | .2E - S E | SE

0,50/ 2,35 | 0,1 0,05 0,50 2,30 0,1 0,05 0,05 81 6,02
0,75/ 2,10 | 01 0,05 0,75 2,05 0,1 0,05 0,05 77 4,00
[1], | 1,00/ 185 | 01 0,05 1,00 2,80 0,1 0,05 0,05 45 3,00
1,25 1,60 | 01 0,05 1,25 1,55 0,1 0,05 0,05 34 2,40
150/ 135 | 01 0,05 1,50 1,30 0,1 0,05 0,05 27 2,00
0,50/ 2,30 | 0,1 0,10 0,50 2,25 0,1 0,10 0,05 140 6,02
0,75/ 2,05 | 01 0,10 0,75 2,00 0,1 0,10 0,05 135 4,00
[1]; | 1,00/ 180 | 01 0,10 1,00 1,75 0,1 0,10 0,05 91 3,00
1,25 155 | 01 0,10 1,25 1,50 0,1 0,10 0,05 59 2,40
150/ 1,30 | 0,1 0,10 1,50 1,25 0,1 0,10 0,05 37 2,00
050 2,25 | 0,1 0,15 0,50 2,20 0,1 0,15 0,05 203 6,02
0,75 2,00 | 01 0,15 0,75 1,95 0,1 0,15 0,05 162 4,00
[l | 1,00/ 1,75 | 01 0,15 1,00 1,70 0,1 0,15 0,05 109 3,00
1,25/ 150 | 0,1 0,15 1,25 1,45 0,1 0,15 0,05 83 2,40
150/ 125 | 01 0,15 1,50 1,20 0,1 0,15 0,05 67 2,00

250 -
¢ [10]=kontrol
< 200 ® [11]=5,81 uM
E
A [12]=11,63 uM
= 150 (2] W
E x [13]=17,45 pM
© 100
£
=
> 50
<
r ﬁa‘ T T T 1
-1 1 3 5 7
1/[ABTS] mM-1

Sekil 4.19. Sigir sitii LPO enzimi igin ABTS substratiyla 4-amino-6-klora-1,3-
benzendisiilfanilamid esliginde elde edilen 1/V-1/[S] grafigi.
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tizerine 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisulfanilamid

Inhibitor 1Cso (M) Ortalama K; (uM)  Inhibisyon tiirii
4-amino-6-kloro-1,3-
benzendisulfanilamid 11,36 +6,39 Yarigsmali

Cizelge 4.24. Sigir siiti LPO enziminin 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid
kolonundan saflastirma basamaklari1 sonuclari

Toplam | Aktivite
Hacim (EU/ml)
(ml)

Amberlit

CG50

H* 55,00 1,23
Reginesi
Eliisyonu
Sepharos
e 4B
Afinite
Jeli ve
Diyaliz

10,00 0,05

Protein
Miktar
(mg/ml)

15,00

0,07

Total
Aktivite
(EV)

67,87

0,46

Total Spesifik Yiizde

Protein Aktivite Verim

Miktari (EU/mg)

825,00 0,08 100
0,77 0,59 0,67

Saflastir
ma
Katsayis
1

1.00

7,00
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4.5. Sigir ve koyun LPO icin siilfanilamid tiirevi molekiillerin ABTS substratiyla
yapilan Kinetik ¢calismalar1 ve hazirlanan afinite kolonlarinin saflastirma ve SDS-

PAGE toplu sonuclar:

Cizelege 4.25. Sigir ve Koyun LPO i¢in siilfanilamid tiirevi molekiillerin ABTS substratiyla
yapilan kinetik calismalar1 ve hazirlanan afinite kolonlarinin saflagtirma toplu sonuglari

1Cso Ortalama | Inhibisyon | o4 \/erim | Saflastirma

(uM) K; (uM) tiiri kat sayis1
2-Kloro-4- 12,00 453,00
Siilfamoyilanilin 346,50 | 28332 Yangmalt |3 5 *869,00
S-amino-1-naftalin 57.75 6,74 Yangmali | 23,00 353,00
sulfonilamid
3-amino-4-kloro 4950 | 43,67 Yarismali 0,55 22,00
benzensilfanilamid
4-amino-3-metil 86,62 55,62 Yarismasiz | 23,00 36,00
benzensiilfonilamid
4-amino-6-kloro-1,3-
benzendisﬁlfanilamid 11,36 6,39 Yarlsmah 0,67 7,00

*2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin afinite kolonunu vasitasiyla koyun siitiinden saflastirilan LPO sonuglart.

Sekil 4.20. LPO enziminin SDS-PAGE fotografi

a: 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin ile saflastirilan sigir LPO enzimi b; 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin ile
saflastirilan koyun LPO enzimi c¢; 5-amino-1-naftalin siilfonilamid ile saflastirilan sigir LPO enzimi d; 3-
amino-4-kloro  benzensiilfanilamid ile saflagtinlan si@ir LPO enzimi f; 4-amino-3-metil
benzensiilfonilamid ile saflagtirilan sigir LPO enzimi g; 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid ile
saflagtirilan sigir LPO enzimi h; Siilfonilamid ile saflagtirilan sigir LPO enzimi (780000) e; Standarlar;
1. (170 kDa) 2. (130 kDa), 3. (100 kDa), 4. (70 kDa) 5.(55 kDa) 6.(40 kDa) 7.(35 kDa)
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4.6. Sigir Siitiinden 2-Kloro-4-Siilfamoyilanilin Maddesi ile Hazirlanan Afinite

Kolonunun Laktoperoksidaz Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Hazirlanan jelin tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet etkileri
incelendi. Kolonun kapasite tayin islemi su prosediire gore gerceklestirildi: Hazirlanan
jelden 1 ml alinarak dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona alindi
ve daha Onceden afinite ile elde edilen LPO enzimi ile doyuruldu. Enzimin fazlasi
yikama tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan LPO enzimi uygun eliisyon
tamponuyla eliie edilerek protein miktar1 belirlendi. Ayni zamanda jel kurutularak

tartildi ve mg protein/gram-jel cinsinden LPO enziminin tutma kapasitesi belirlendi.

4.6.1. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi ¢alisma Ssonuglari

pH:6,8’de LPO farkli sicakliklarda 5, 10, 15, 20 ve 25°C sicakliklarda tutma kapasitesi
belirlenerek (mg protein /g jel) sonuglar Sekil 4.21°de verildi.

0,1 -

——LPO

Kapasite (mg protein/gjel)

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Sicaklik (°C)

Sekil 4.21. Sepharose-4B-2-kloro-4-siilfamoyilanilin jelinin sicaklik-kapasite grafigi
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4.6.2. pH’min kolon kapasitesine etkisi

Bu boliimdeki deneyler pH’s1 6,8 ile 9,5 arasinda degisen tamponlar kullanilarak yapildi

ve sonuglar (mg protein /g jel basina ) belirlenerek Sekil 4.22°de verildi.

——LPO

Kapasite(mg protein/g jel)

pH

Sekil 4.22. Sepharose-4B-2-kloro-4-siilfamoyilanilin jelinin pH-kapasite grafigi

4.6.3 Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

LPO enzimi i¢in optimum pH ve en uygun baglanma sicakliginda deney yapildi bu
deneyde iyonik siddet 0,2 ile 0,5 M arasinda degistirilip, sonuclar mg protein/g jel
basina grafik Sekil 4.23’de verildi.
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Sekil 4.23. Sepharose-4B-2-kloro-4-siilfamoyilanilin jelinin iyonik siddet [M]-kapasite
grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Memelilerin siitiinde, gozyasinda ve tiikriigiinde bulunan prostetik grup olarak hem
grubu ihtiva eden laktorepoksidaz enzimi bir glikoproteindir (Tenovuo 1985). LPO
enzimi Dbakterilerin  biiylimesinin baskilanmasinda ve bakteri inhibisyonunun
desteklenmesi (Shah 2000), endiistride LPO kimya endiistrisinde, siit endiistrisinde, siit
isleme tesislerinde nakil esnasinda siitiin muhafazasi (Uguz 2005) yonlerinden onemli

bir enzimdir.

Proteinlerin ayrilmasi igin kullanilan yontemlerden biri olan afinite kromotogrofisi olup
spesifik ligand esasina dayanir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Bugiin bir ¢ok protein
afinite kromatografisiyle ¢ok kere bir basamakta ¢ok kompleks karisimlardan
saflastirilmast  basarilmistir.  Afinite kromatografisinde, saflastirilmast istenen
molekiiliin, matriks ad1 verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis
bir komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandig: bir teknik
olarak bilinmektedir. Genelde dolgu maddeleri Sephadex, Sepharose, Biogel gibi farkli
jellerden olusur. Ligandin saflagtirilacak madde igin spesifik ve tersinir baglanma
afinitesine sahip olmasi gerekir. Matriksle ligand arasinda etkilesmeler olmasin diye

uzant1 kollar1 takilir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Calismalarimiz ig¢in hazirlanan afinite kolonlarindan elde edilen eliiatlardaki enzim
muhtevasi, 280 nm ve 412 nm deki absorbans degerleri olgiilerek R,=Ay12/Azg0 orani
olarak belirlendi. R, degeri 0,7 den biiyiik olan eliiatlar birlestirildi. 280 nm absorbans
Ol¢timiinde proteinlerin yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip amino asitlerin
(fenilalanin, tirozin, triptofan) s6z konusu dalga boyunda UV isinlarin1 absorblama
esasina dayanmaktadir. 412 nm de ise LPO enziminin hem grubunu séz konusu dalga
boyunda UV igmlarimi absorblamasi esasina dayanir. Bu deger LPO enziminin
saflastirilmas1 ¢alismalarinda hemen biitiin arastirmacilar tarafindan kullanilmistir

(Shindler and Bardsley 1975; Doumonted and Rousset 1983; Jacob et al. 1998).
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Kantitatif protein tayinleri Bradford metoduyla ile yapildi ve afinite kromatografisi ile
saflastirilan enzim ¢dzeltisi ve hemolizattaki protein miktarlari bu yontemle bulundu.
Bu yontem, proteine coomassie brillant blue G-250’nin baglanmasi esasina dayanir.
Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gosterir. Proteine boyanin
baglanmasi ¢ok hizli olur. Protein—boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu

yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford and Williams 1976).

Protein tayin islemlerinde su prosediir takip edildi ve standart grafik hazirlandi: 1
ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albiimin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl alindi. Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye
tamamlandi. Her bir tiipe Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifinden 4,9 ml ilave
edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi
absorbans degerleri okundu. Kor olarak numune yerine 100 pl aktivite tayin tamponu ve
4,9 ml Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi kullanildi. Absorbans degerlerine
karsilik gelen mg protein degerleri standart grafik halinde hazirlandi. Protein tayini
yapilan numuneler i¢in ayn1 yontem uygulandi ve standart grafikten miktar tayini

yapildi.

LPO enziminin aktivitesi, Shindler ve Bardsley yonteminin bazi modifikasyonu sonucu
belirlenen prosediire gore yapildi (Shindler and Bardsley 1975; Doumonted and Rousset
1983; Kumar and Bhatla 1995). Bu yontem ABTS kromojenik substratin H,O,
tarafindan yiikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans
artisinin 412 nm’de izlenmesi esasina dayanir. Kromatografik islemler sonucunda elde
edilen eltiatlarda LPO enziminin aktivitesinin belirlenmesinde bu yontemin tercih
edilmesinin sebebi, literatiirde enzimin bilinen en iyi substrati olmasi ve molar
ekstinksiyon katsayisinin literatiirde verilmesidir (€4120m=32400 M1 cm'l). Enzim
aktivite 6lgiimleri sonuglari i¢in 1 enzim {initesi 20°C’de 1 dakikada 1pmol ABTS’nin

oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlandi.

Sigir siitlinden LPO enziminin saflagtirilmasi konusunda bir¢ok kromatografik yontem

kullanild1 (Cankaya et al. 2006). Bu ¢alismalarda Amberlite CG 50 H reginesi ile kismi
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bir saflagtirma yapilip, sonra amonyun siilfat ¢oktiirmesi, CM Sephadex iyon degisim,
Sephadex G100 jel filitrasyon kromatografisi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz
yapilarak 5 mg LPO 1 1t siitten elde edidi (Ozdemir et al. 2001).LPO iizerine yapilan bir
diger c¢alismada, LPO’nun afinite teknigi ile tek basamakta saflastirilmasi
gerceklestirildi (Atasever et al. 2013). Siilfanilamidin LPO’nun gii¢lii ve yarismali geri
doniistimlii inhibitorii oldugu, Ki degerinin 3,55x10° M ve ICs degerinin 0,848 mM
oldugu hesaplandi ve enzimin 409 kat saflagtirildig: bildirildi (Atasever et al. 2013). Bu
saflastirma calismalarinin daha ileri gétiirme ve verimi artirmay1 katki saglamak amaci
ile sigir ve koyun siitinden LPO enzimini saflastirlmasinda siilfanilamid tlirevi

molekiillerin ¢alisilmasi hedeflendi.

Cizelge 4.1’den goriildiigii gibi oncelikle LPO enzimi sigir siitiinden 74 verimle 428,57
kat saflagtirildi. Saflastirilan enzim igin Ky degeri 0,13 mM ve Vpma degeri 0,55
EU/ml.dk olarak bulundu (Cizelge 4.2) ve SDS-PAGE ile enzimin saflig1 kontrol edildi
ve literatiirde belirtildigi gibi tek bant ve yaklasik 80.000 kdal molekiil agirligina sahip
oldugu tespit edildi ( Sekil 4.4).

Saflasatirilan  LPO enzimi iizerine 2-Kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalin
siilfonilamid, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid, 4-amino-6-kloro-1,3-
benzendisiilfanilamid ve 3-amino-4-kloro benzensiilfonilamid inhibitorleri igin detayli
kinetik ¢alisma yapildi bu calismalar sirasinda kiivetteki inhibitdr konsantrasyonlari
Cizelge 4.3, 4.9, 4.13, 4.17, 4.21°de verildi. ABTS substratina bagli olarak inhibisyon
etkisini incelemek amaciyla, doygun olmayan ABTS (26.67x10% mM) reaksiyon
ortamina farkli konsantrasyonlarda inhibitdr ilave edilerek aktivite degerleri hesaplandi.
Elde edilen bu degerlerle % Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek 1Csy degerleri

bulundu.

Sigir LPO i¢in bu grafikler Sekil 4.7, 4.12, 4.14, 4.16, 4.18 ’de gosterildi. Elde edilen
I1Csp degerleri ise Cizelge 4.5, 4.11, 4.15, 4.19, 4.23 ’da gosterildi. Bu sonuglara gore
ICso degerleri  2-kloro-4-siilfamoyilanilin  i¢in; 346,5 uM, 5-amino-1-naftalin

stilfonilamid i¢in; 57,75 uM, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid i¢in; 86,62 uM, 4-
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amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid i¢in; 11,36 uM  ve  3-amino-4-kloro

benzensiilfonilamid i¢in ise 49,5 uM olarak bulundu.

Sigir LPO enzimi i¢in 5 farkli ABTS substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit
inhibitor konsantrasyonunda aktivite dlgiimii yapildi inhibitdr konsantarsyonlari ¢izelge
4.4,4.10, 4.14, 4.18, 4.22 *de gosterildi. 2-kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalin
siilfonilamid, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid, 4-amino-6-kloro-1,3-
benzendistlfanilamid ve 3-amino-4-kloro benzensiilfonilamid i¢in Lineweaver-Burk

grafikleri ¢izilerek inhibisyon ¢esitleri ve K; degerleri bulundu.

Sigir LPO i¢in bu grafikler Sekil 4.8, 4.13, 4.15, 4.17, 4.19 ’de gosterildi.Cizelge 4.5,
411, 4.15, 4.19, 4.23°de goriildigii gibi, 2-kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalin
siilfonilamid, ~ 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid ~ ve  3-amino-4-kloro
benzensiilfonilamid yarigmali inhibisyon, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid ise
yarismasiz inhibisyon etkisi gostermektedir. Ki degerleri 2-kloro-4-siilfamoyilanilin igin
283,32 uM,5-amino-1-naftalin siilfonilamid i¢in 6,74 uM, 4-amino-3-metil
benzensiilfonilamid igin 55,62 uM , 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid 6,39
uM ve 3-amino-4-kloro igin 43,67 uM dir. Boylece saflastirmada kullanilan ligandlarin
detayli kinetik parametreleri ve inhibisyon tipleride ilk kez tespit edilmis oldu. Calisilan

stilfanilamid molekiillerinin LPO enzimin yeni inhibitdrleri olarak tespit edildi.

Cizelge 4.25 ‘’te gorildigi gibi, 2-kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalin
stilfonilamid, 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid, 4-amino-3-metil
benzensiilfonilamid ve 3-amino-4-kloro benzensiilfonilamid LPO enzimini inhibe ettigi
gozlendi ve bundan hareketle inhibisyon etkisi gdstren bu molekiillerin her biri i¢in sigir

stitii LPO enziminin saflastirilmasi i¢in ligand olarak afinite jelleri hazirlandi.

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, tirozin her bir inhibitorden 25 mg alinarak
Sepharose-4B-L-tirozin- Ligand jelleri hazirlandi(Atasever et al. 2013). Hazirlanan
afinite kolonlarina yagi alinarak siit icerisine zayif asidik katyon degistirici olan

Amberlit CG 50 H" katilarak kismi bir saflastirma yapildi (Doumonted and Rousset
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1983). Homojenat hazirlanan kolonlara tatbik edildi Rz degeri (Rz=A412/A280) 0,6 dan
biiyiilk olan tiipler birlestirildi ve absorbansilarina bakildi. Afinite jellerinin
sentezlendigi  siilfanilamid  tiirevlerinin  diazonyum tuzu olusturarak jelin
renklenmesinden anlasildi. Diazonyum tuzlar1 bilesikleri renkli iriinler verdigi

literatiirde bilinmektedir (Atasever et al. 2013).

Cizelge 4.25te goriildigi gibi, sigir siiti LPO enziminin siilfanilamit tiirevlerinden
saflagtirma basamaklarini gostermektedir. Hazirlanan afinite jellerinden sadece 2-kloro-
4-stilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalin siilfonilamid kolonu enzimi iyi baglamis, 4-
amino-3-metil benzensiilfonilamid, 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid ve 3-
amino-4-kloro benzensiilfonilamid kolonu ile hazirlanmis jellerde ise iyi sonug
alinamamustir. 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid ligand olarak kullanildiginda 200
ml siitten amberlit ile hazirlanan homojenattan 50 ml kolona tatbik edildiginde
saflastirma basamaklarinin sonunda spesifik aktivite 3 olup enzim 36 Kkat
saflagtirillmistir. Saflagtirma basamaklar1 sonunda yiizde verim degeri ise 23 olarak
bulunmustur. 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfanilamid ligand olarak kullanildiginda
200 ml siitten amberlit ile hazirlanan homojenattan 50 ml kolona tatbik edildiginde
saflagtirma basamaklarinin sonunda spesifik aktivite 0,59 olup enzim 7,47 Kkat
saflagtirillmistir. Saflastirma basamaklar1 sonunda yilizde verim degeri ise 0,67 olarak
bulunmustur. 3-amino-4-kloro benzensiilfonilamid ligand olarak kullanildiginda 200 ml
stitten amberlit ile hazirlanan homojenattan 50 ml kolona tatbik edildiginde saflagtirma
basamaklarinin sonunda spesifik aktivite 1,809 olup enzim 22 kat saflagtirilmistir.
Saflagtirma basamaklar1 sonunda yiizde verim degeri ise 0,55 olarak bulunmustur. 5-
amino-1-naftalin siilfonilamid ligand olarak kullanildiginda 200 ml siitten amberlit ile
hazirlanan homojenattan 50 ml kolona tatbik edildiginde saflagtirma basamaklarinin
sonunda spesifik aktivite 29 olup enzim 353 kat saflastirilmistir. Saflastirma
basamaklar1 sonunda yiizde verim degeri ise 23 olarak bulunmustur. 2-kloro-4-
siilfamoyilanilin ligand olarak kullanildiginda 200 ml siitten amberlit ile hazirlanan
homojenattan 50 ml kolona tatbik edildiginde saflagtirma basamaklarinin sonunda
spesifik aktivite 145 olup enzim 453 kat saflastirilmistir. Saflastirma basamaklari

sonunda yiizde verim degeri ise 12 olarak bulunmustur. Saflagtirma sonunda 200 ml
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stitten 0,77 mg LPO (R;=0,6) elde edilmistir. Literatiirde ise 1 litre sigir siitiinden 6-9
mg LPO elde edilmistir. Elde ettigimiz miktar literatiire yakindir (Kumar and Bhatla
1995). Siilfanilamidin LPO’nun yarismali doniisiimlii inhibitérii oldugu belirlenmis
enzimin 428,57 kat saflastirildigi bildirilmisti (Atasever et al. 2013). Bu galismada
koyun siitinden LPO elde edilmemistir. 2-kloro-4-siilfamoyilanilin  molekiilii
stlfanilamid ile mukayese edildiginde saflastirilma katsayisi biraz daha arttigi
goriilmiis ve bulunan bu yeni tiirevle koyun LPO enzimi ilk defa tek basamakta

saflastiriimistir.

Cizelge 4.7°de goriildiigi gibi, ilk kez koyun siitiinden yine 200 ml siitten amberlit ile
hazirlanan homojenattan 50 ml alinarak kolona tatbik edildiginde saflagtirma
basamaklarinin sonunda spesifik aktivite 139 olup enzim 869 kat saflagtirilmustir.

Saflagtirma basamaklar1 sonunda yiizde verim degeri ise 13 olarak bulunmustur.

Calisilan molekiillerin hazirlanan kolonlarinda elde edilen LPO enziminin safligini
kontrol etmek amaciyla biilim 3.5’de anlatildig1 gibi SDS-PAGE elektroforezi yapildi.
Elktroforezin 1 kanalina molekiil agirligi p-galactosidase (175 kDa), paramyosin (80
kDa), fusion ile MBP ve chitin bagli domain) (58 kDa), CBD-Mxe Intein-2CBD (46
kDa) protenler konuldu. Sekil 4.4’ten goriildiigii gibi LPO enzimi literatiirde belirtildigi
gibi tek bant ve yaklasik 80.0 kdal molekiil agirligina sahip oldugu tespit edildi
(Cankaya et al. 2006).

Hazirlanan 2-kloro-4-siilfamoyilanilin kolonu i¢in LPO enzimini tutma kapsitesi
caligmalar1 yapildi. Enzimin kolona tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik
siddet parametrelerini incelendi ve protein/gram-jel cinsinden LPO enziminin tutma
kapasitesi belirlendi. Kapasite tayin isleminde hazirlanan jelden 1 ml alinarak
dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona alindi ve daha onceden
afinite ile elde edilen LPO enzimi ile doyuruldu. Enzimin fazlas1 yikama tamponu ile
yikandiktan sonra baglanmis olan LPO enzimi uygun eliisyon tamponuyla eliie edilerek
protein miktari bulundu jel kurutulup tartilarak mg protein/gram-jel cinsinden LPO
enziminin tutma kapasitesi belirlendi (Aslan et al. 1996).
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LPO enziminin saflastirilmasinda hazirlanan kolondan sicakligin kolon kapasitesine
etkisini belirlemek amaci ile pH 6,8 da 5, 10, 15, 20 ve 25°C farkli sicakliklarda tutma
kapsitesi belirlenerek (mg protein /g jel basina) grafik edildi. Sekil 4.21.’ten gorildiigi
gibi 15 'C de jel baglanma kapsitesi diger sicakliklardan daha verimli oldu.

LPO enzimi i¢in kolonda pH’nin baglanmay1 nasil etkiledigini belirlemek amaci ile
farkli pH’larda (pH 6,8 ile 9,5 arasinda) tamponlar kullanilarak en iyi pH i¢in sonuglar
(mg protein/gram-jel basina) Sekil 4.22°de grafik edildi. Buradan pH:8,5 civarinda
maksimum baglanma oldugu tespit edildi. Kolonlarin baglanma kapasitelerini etkileyen
iyonik siddetin etkisini belirlemek amaci ile enzimin optimum pH ve en uygun
baglanma sicakliginda denemeler yapild1 ve bu iyonik siddet 0,2 M ile 0,5 M arasinda
degistirilerek, sonuglar grafikle gosterildi. Sekil 4.23’de goriildiigii gibi 0,3-0,4 M
konsantrasyonunda baglanma maksimum oldugu belirlenerek hazirladigimiz afinite
kolonundan LPO enzimi i¢in tutma kapsitesi testleri yapilmis oldu. 15 °C’de pH 8,5’da
0,35 M iyonik sidet konsantrasyonunda optimum baglanma 9,65 mg/g jel olarak tespit
edildi.

Siilfonilamid kolonundan saflastirilan sigir LPO enzimi i¢in optimum pH degerlerini
tespit etmek amaciyla, ABTS substrati igin pH 5-8 araliginda enzimin gosterdigi
aktiviteler spektrofotometrik olarak 412 nm’de 6l¢iildii. Aktivite-pH grafikleri Sekil 4.5
’de gosterildi. Bu grafikden ¢ikarilan sonuglara gore sigir siitiinden elde edilen LPO i¢in
optimum pH’nin 6 oldugu bulundu. Kolondan saflagtirilan enzimin optimum sicaklik
degerlerini tespit etmek amaciyla, ABTS substrati i¢in sicaklik 5-80°C araliginda
enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak 412 nm’de olciildii. Aktivite-
sicaklik grafikleri Sekil 4.6’de gosterildi. Bu grafikden ¢ikarilan sonuglara gore Ssigir

stitiinden elde edilen LPO i¢in optimum sicakligin 42°C oldugu bulundu.

2-kloro-4-siilfamoyilanilin kolonundan saflagtirilan koyun LPO enzimi ig¢in optimum
pH degerlerini tespit etmek amaciyla, ABTS substrati icin pH 5-8 araliginda enzimin
gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak 412 nm’de o6l¢iildi. Aktivite-pH
grafikleri Sekil 4.9’da gosterildi. Bu grafikden ¢ikarilan sonuglara gore sigir siitiinden
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elde edilen LPO i¢in optimum pH’nin 5,5 oldugu bulundu. Kolondan saflastirilan
enzimin optimum sicaklik degerlerini tespit etmek amaciyla, ABTS substrati i¢in
sicaklik 5-80 °C araliginda enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak 412
nm’de Olgiildii. Aktivite-sicaklik grafikleri Sekil 4.10°da gosterildi. Bu grafikden
cikarilan sonuglara gore sigir siitiinden elde edilen LPO ig¢in optimum sicakligin 60 °C

oldugu bulundu.

Sigir, siitinden afinite kromatografisi ile elde edilen LPO enzimi i¢in yapilan

saflastirma, karekterizasyon ve kinetik ¢calisma sonuclar1 agagida 6zetlenmistir.

Parametreler Sigir Siitii LPO enzimi
Spesifik aktivite (EU/mg protein) 146
Saflagtirma katsayisi 453
Optimum pH 6,0
Optimum Sicaklik ('C) 42

Kw (mM) 0,14

Vmax (EU/ml) 0,55
Molekiil agirligr (Dalton) 85,0

Koyun, siitiinden afinite kromatografisi ile elde edilen LPO enzimi i¢in yapilan

saflastirma, karekterizasyon ve kinetik calisma sonuclar1 agagida 6zetlenmistir.

Parametreler Sigir Siitii LPO enzimi
Spesifik aktivite (EU/mg protein) 139
Saflagtirma katsayisi 869
Optimum pH 55
Optimum Sicaklik ('C) 60

Kv (mM) 0,74

Vmax (EU/mI) 0,05

Molekiil agirligr (Dalton) 85,0
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Sonu¢ Olarak;

1) 2-Kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalin siilfonilamid, 4-amino-6-kloro-1,3-
benzendisiilfanilamid, 4-amino-3-metil benzensiilfonilamid  ve 3-amino-4-kloro
benzensiilfonilamid i¢in detayli kinetik parametreler 1Cso K; ve inhibisyon tipleri

belirlenerek LPO enziminin yeni inhibitorleri tespit edildi.

2) Inhibisyon gosteren tiirev siilfanilamid molekiillerin her biri icin afinite jelleri
hazirlandi. Hazirlanan bu jellerden sigir siitii LPO enzimi ilk defa tek kademede
saflastirildi. En iyi sonu¢ gosteren 2-kloro-4-siilfamoyilanilin molekiilii ilede koyun

LPO enzimi ilk defa tek basamakta saflastirilmis oldu.

3) 2-Kloro-4-siilfamoyilanilin afinite jeli ile saflagtirilan sigir ve koyun LPO enzim
icin optimum pH, optimum sicaklik, Ky Ve Vimax gibi kinetik parametreleri tespit edildi.
Kolona enzimin baglama kapasitesi sicaklik, pH ve iyonik siddet gibi parametreleri

hesaplandi.
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