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OZET

Yiksek Lisans Tezi

BENZOHIDRAZID TUREVLERI iLE LAKTOPEROKSIDAZ ENZIMININ
AFINITE TEKNiGi KULLANILARAK MEMELI SUTLERINDEN
SAFLASTIRILMASI

Neslihan MACIT

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Biyokimya Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Bu calismada hidrazin tiirevi olan 4-amino-2-metoksibenzohidrazid, 4-amino-3-
bromobenzohidrazid ve 4-amino-3-klorobenzohidrazid molekiilleri laktoperoksidaz
(LPO) enziminin saflagtirllmasinda ligand olarak kullanildi. CNBr ile aktive edilmis
Sepharose-4B-L-tirozin matriksine ligandlar kovalent baglanarak afinite kolonlar
hazirlandi.  4-amino-2-metoksibenzohidrazid molekiilii ile yapilan saflastirma
sonucunda LPO enzimi; ke¢i siitinden 9%1,54 verimle 41,62 kat, manda siitiinden
%12,83 verimle 137,5 kat, sigir siitiinden %5 verimle 900 kat ve koyun siitiinden %9,42
verimle 135,41 kat saflagtirildi. 4-amino-3-bromobenzohidrazid ile LPO; kegi siitiinden
%6,25 verimle 166,6 kat, manda siitiinden %19,3 verimle 291,66 kat, sigir siitiinden
%15 verimle 1519 kat ve koyun siitiinden %8,72 verimle 261 kat saflastirildi. 4-amino-
3-klorobenzohidrazid afinite kolonundan ise ke¢i siitiinden %719,8 verimle 260 Kat,
manda siitiinden %35,3 verimle 580,6 kat, sigir siitinden %14,4 verimle 1321 kat
saflastirilirken koyun siitinden LPO enzimi %23,3 verimle 892,2 kat saflastirildi.
Enzimlerin safligit SDS-PAGE ile kontrol edildi ve tek bant yaklasik 80 kDa olarak
bulundu. Bu sonuglardan hareketle benzohidrazid molekiillerinin LPO enziminin
saflastirilmasinda kullanilabilecegi ilk defa bu calismada gosterildi. Calisilan 3 molekiil
arasinda 4-amino-3-bromo benzohidrazid molekiiliiniin memeli siitlerinden LPO
saflagtirllmasinda kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu belirlendi. 4-amino-3-
bromo benzohidrazid afinite kolonu i¢in LPO’nun baglanma kapasitesi 10°C’de pH:8,5
ve 0,40 M iyonik siddet konsantrasyonunda 0,110 mg/g jel olarak belirlendi.

2016, 60 sayfa

Anahtar Kelimeler: Laktoperoksidaz, Benzohidrazid tiirevleri, Afinite kromatografisi



ABSTRACT

Ms Thesis

PURIFICATION OF LACTOPEROXIDASE ENZYME FROM MAMMALS
MILK BENZOHYDRAZIDE DERIVATIVES PREPARED BY USING
AFFINITY TECHNIQUE

Neslihan MACIT

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Department of Biochemistry

Advisor: Prof.Dr. Hasan OZDEMIR

In this study, 4-amino-2-methoxybenzohydrazide, 4-amino-3-bromobenzohydrazide and
4-amino-3-chlorobenzohydrazide molecules which were hydrazine derivatives were
used in purification of Lactoperoxidase (LPO) as affinity chromatography ligands.
Affinity columns were prepared by binding ligand molecules to Sepharose-4B-L-
tyrosine matrix aktivated by CNBr. The purification values of LPO enzyme 4-amino-2-
methoxybenzohydrazide molecule from goat, buffalo, cow and sheep milks were
determined to be 41,62 fold with a yield of 1,54%, 137,5 fold with a yield of 12,83%,
900 fold with a yield of 5% and 135,41 fold with a yield of 9,42%, respectively. LPO
enzyme purified using 4-amino-3-bromobenzohydrazide from goat, buffalo, cow and
sheep milks 166,6 fold with a yield of 6,25%, 291,66 fold with a yield of 19,3%, 1519
fold with a yield of 15% and 261 fold with a yield of 8,72%, respectively.When 4-
amino-3-chlorobenzohydrazide column was used, purified LPO enzyme values obtained
from goat, buffalo, cow and sheep milks were found as 260 fold with a yield of 19,8%,
580,6 fold with a yield of 35,3%, 1321 fold with a yield of 14,4% and 892,2 fold with a
yield of 23,3%, respectively. The purities of the enzymes were checked by SDS-PAGE
and one band was found about 80 kDa. The results obtained from present study showed
that benzohydrazide molecules will be used in purification of Lactoperoxidase (LPO).
In addition, it was determined that 4-amino-3-bromobenzohydrazide molecule among
the 3 molecules was more effective than other molecules in purification of
Lactoperoxidase (LPO) from ruminant milks. For 4-amino-3-bromobenzohydrazide
column the binding capacity of the LPO at 10°C, pH 8.5 and 0.40 M ionic strength,
concentration was determined as 0.110 mg/g gel.

2016, 60 pages
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1. GIRIS

Benzohidrazid ve tiirevleri yapilarinda -CO , -NH- ve -NH; fonksiyonel molekiillerini
barindiran polifonksiyonel molekiillerdir. Bu bilesiklerin bir¢ok reaksiyonunda -NH;
niikleofil olarak hareket eder (Campodoénico et al. 2009). Hidrazinler R(Ar)NHNH
yapisinda kuvvetli bir indirgen olup sulu ¢ozeltilerinde bazik molekiillerdir. Boya,
miirekkep, kaucuk ve plastik triinlerde, patlayict maddeler, mantar 6ldiiriicii ilaglarin
yapimminda, su aritmada korozyon Onleyici olarak, aromatik aminlerin stabilizasyonu

islemlerinde kullanilmaktadirlar (Schirmann 1989).

Primer aminlerin aldehit ve ketonlarla reaksiyonu sonucu iminler olusur. Bir karbon
veya azot atomunun aril grubuna baglanmasiyla olusan iminler Shiff bazi olarak
adlandirilir ve ilk olarak Shiff tarafindan sentezlenmistir. Bu bilesikler aktivitelerinin
genis spektrumlarindan dolay1 biyoloji ve kimya alaninda genis bir yelpazeye sahiptir.
Bunlar ev sineklerini dezenfekte edici, bitki biiylimesini diizenleyici, rodentisit, bocek

oldiiriicii ve herbisit olarak kullanilmaktadir (Maheswari and Manjula 2015).

Hidrazinlerin keton ya da aldehitlerle reaksiyonu sonucu olusan hidrazon bilesikleri ilag
ve tip alaninda 6nemli bir yere sahiptir. Bu bilesiklerin antimikrobiyal, antidepresan,
analjezik, antiinflamatuar, antitimor, anti-HIV, antikanser, antikonviilsan,
antitliberkiiloz, antisitma gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri vardir (Raja et al. 2010). Bir
azometin protonu teskil eden -NHN=CH- yapisina sahip olan hidrazonlar yeni ilag
gelisimi i¢in 6nemli bir bilesik siifin1 olusturmaktadir. Birgok arastirmaci bu yapilar
hedef alarak bilesikler sentezlemis ve biyolojik aktivitelerini degerlendirmistir. Bu
calismalar cesitli biyolojik aktiviteye sahip yeni hidrazonlar gelistirilmesine rehber

olmustur (Allen et al. 1987; Maheswari et al. 2014).

Oksidorediiktaz  olan  peroksidazlar (POD:H,0,-Oksidorediiktaz E.C.1.11.1.7)
prokaryotlarda, oOkaryotlarda ve fotosentetik hiicrelerde bulunan enzimlerdir. Bu

enzimlerin birgok hiicre tipinde oldugu bilinmektedir. Bu enzimlerin yaygin olarak



maya, mantar, bitki, bakteri, turp, 16kosit, trombosit, karaciger, dalak, uterus, akciger,
sitoplazma, mitokondri (Piitter and Becker 1987), siit, tiikiirik ve gbéz yasinda
bulunmasinin yanisira (Kumar and Bhatla 1995) spesifik aktivite, substrat ilgisi,
kofaktorler, inhibitorlere hassasiyet ve optimum pH gibi biyokimyasal 6zellikleri farkl
olan c¢ok sayida izoenzimleri mevcuttur (Huystee 1987). POD enzimlerinin yaygin
kullanimlar1 sebebi ile dokulardan izolasyonu, karakterizasyonu, inhibisyonu ve
aktivasyonu lizerine yapilan ¢ok caligma vardir. Peroksidazlar ticari amagla fenolik
reginelerin sentezinde, gida proseslerinde olusan reaktif oksijen tiirleri i¢in indikator
olarak ve tibbi tan1 kitlerinin hazirlanmasinda malzeme olarak kullanilmaktadir. Ayrica
peroksidaz enzimlerinin kimya, ila¢ ve gida sanayilerinde son yillarda kullanim alanlar1

dikkat gekmektedir (Kwak 1996).

Cizelge 1.1. Peroksidaz enzim tiirleri ve bulundugu hiicreler

Enzim Bulundugu hiicreler
Laktoperoksidaz Siit, gdzyasi, tikriik

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) | Karaciger mitokonri hiicrelerinde
Miyeloperoksidaz Lokositler

Tiroidperoksidaz Tiroid

Katalaz Biitiin canlilar

Sitokrom c peroksidaz Sitokrom

Bitki peroksidazlar Bitki kok, mantar

1.1. Laktoperoksidaz

Laktoperoksidaz (LPO: E.C.1.11.1.7), tiim memeli siitlerinde bulunan bir peroksidazdir
(Vasavada and Cousin 2005). Siitten izole edilen peroksidaz enzimi tikirik ve
gbzyasinda bulunan peroksidazlar ile benzer ozellik gostermektedir (Reiter and
HaErnulv 1984). Laktoperoksidazin molekiil agirligi yaklasik 78 kDa olup ve 612
aminoasit zincirinden ibaret, %8-10 karbohidrat igeren bir glikoproteindir, prostetik

grup olarak ise hem grubu igerir (Pourtois et al. 1991; Atamer et al. 1999; Kussendrager



and Hooijdank 2000). LPO hidrojen peroksit varliginda molekiillerin oksidasyonunu
katalizleyerek genis antimikrobiyal aktiviteye sahip iiriinlerin tiretilmesini saglamaktir.
Enzimin antimikrobiyal etkiyi gdstermesi i¢in psdydo halojen, tiyosiyanat veya
halojenlerin substrat olarak gérev almasi gerekmektedir (Reiter and HaErnulv 1984;

Reiter and Perraudin 1991).

LPO
SCN" + H,0, ————» OSCN" + H,0

Laktoperoksidaz sisteminin bakteriyal inhibisyonda sitoplazmik membrana etki etmesi
reaksiyonla olusan hipotiyosiyanat (OSCN") iyonunun enzimlerin serbest SH gruplarina
baglanip pH diisiisiine, potasyum ve aminoasitlerin hiicreden sizmasina neden olmasi ile
olur. Bu durum karbohidratlarin, aminoasitlerin ve diger besin elementlerinin hiicreye
aliminm engeller, c¢ilinkii bunlarin transfer mekanizmalar1 inhibe edilmis olur. Ayrica
hiicrenin DNA ve RNA sentezleri bozulur. Laktoperoksidazin antimikrobiyal etkisine
ek olarak, cesitli kanserojenlerin bozulmasina yol actig1 ve peroksidatif etkilere karsi

hayvan hiicrelerini korudugu da bilinmektedir (Seifu et al. 2005).

Laktoperoksidazin ¢ok genis uygulama alanlari vardir. Ornegin siit endiistrisinde nakil
esnasinda siitiin muhafazas1 (Barrett et al. 1999), ¢ig siitlerin toplanmasi ve isleme
merkezlerine ulastirilmasi sirasinda yeterli sogutma olanagi bulunmayan gelismekte
olan iilkelerde kullanilmas1 6nerilmektedir (Gonzalez-Chavez et al. 2009). Siitteki SCN”
seviyesinin iyot eksikliginde, tiroid fonksiyonu iizerinde etkisi bulunmaktadir. LPO’nun
cocuk felci viriisiinii ve ineklerde ¢igek hastaligi virlisiini 6ldirdigii LPO sistemi ile
gosterilmistir. Bu 6zel viriisler 1s1, kurutma, dezenfektan etkilerine karsi diger viriislere
kiyasla ¢ok daha fazla dayaniklidirlar (Levay and Viljoen 1995). In vitro bulgular,
LPO/H,0,/Halojeniir sisteminin HIV-1"e kars1 gii¢lii bir viriisidal aktivite sagladigini1 da
gostermektedir (Seifu et al. 2005).



LPO H;0, mevcudiyetinde fenol, aromatik amin, pirogallol, askorbat ve en yaygin
substratlar1 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). Baz1 tiyokarbamid bilesiklerinin sigir LPO enzimini inhibe
ettikleri belirlenmistir (Doerge 1986).

1.2. Afinite Kromatografisi

Saflagtirma prosediirleri igerisinde en ¢ok tercih edilen afinite kromatografisi olup,
biyomolekiillerin biyolojik fonksiyonlarni1 esas alarak spesifik ve tek kademede
saflagtirma yapma imkan1 saglar. Bu yontemde, dolgu maddesi olarak matriks bilesigi,
bir baglanma bilesigine (ligant) kovalent olarak immobilize edilebilir. Saflagtirilacak
molekiiliin liganda spesifik ve tersinir olarak baglanmasi gerekir. Afinite kromatografisi
ile yapilan saflastirmalarda saflagtirma katsayisi hem ¢ok yiiksek olur hemde kolon
defalarca kullanilabilir (Wilchek et al. 1984). Bu teknigin genel prensibi Sekil 1.1°de

gosterilmektedir.

Afinite kromatografisinin genel prensibi:

1 + i ) —_ L
S u|
MNatrilcs Ligard
| |
2 L -+ ™N — r N -+ Safsizliclar
| oy
L/ s
| |
3 L ™N —_— L + ™
| | ]
— A

Sekil 1.1. Afinite kromatografisinin genel prensibi
“((1y’de ligand matrikse kovalent baglanmasi, (2)’de numune kolona adsorbe olup, safsizliklar akar ve
(3)’de numune eliie edilir).



Bu teknikte matriks olarak Sephadex, Sepharose, Bio-gel gibi polimerler tercih
edilmektedir. Bu seker polimerlerinde hidroksil gruplari, ligandin kovalent
baglanmasinda istenilen bir grupla tiirevlendirilebilir. Afinite kromatogrofisi spesifik
etkilesmelere bagli oldugundan kullanilan polimerlerin yiiksek spesifik bir adsorbsiyon

gostermesi gerekir ve genelde sepharose jeli tercih edilir.

Ligand ile saflastirilacak madde arasinda spesifik ve tersinir baglama afinitesi olmalidir.
Ligandlarin, serbest ¢cozeltilerde 10*-10® M arasinda maddeyi baglama afinitesine sahip

olmasi arzu edilen araliktir (Cuatrecasas et al. 1968).



2. KAYNAK OZETLERI

LPO enziminin saflagtirilmasi, karakterizasyonu ve inhibisyon galismalar1 ilgili ¢esitli
prosediirler literatiirde verilmistir (Dumonted and Rousset 1983). Bu ¢alismalarda
antibakteriyal etki gosteren LPO sistemi flizerine yogunlasilmis bu amagla enzim
saflastirma yontemleri {izerine en kisa silirede ve tek basamakta saflastirma calismalari

tizerine aragtirmalar yapilmstir.

LPO enzimin memeli siitlerinden saflastiriimasinda; kromatografik yontemler arasinda,
biyo afinite, hidrofobik afinite kromatografisi, CM-Seliilloz (Morrison and Hultquist
1963), CM-Sefadeks, iyon-degisim kromatografisi (Morrison and Hultquist 1963;
Ozdemir et al. 2001, Uguz ve Ozdemir 2005) Sefadeks G-100 jel filtrasyon
kromatografisi (Morrison and Hultquist 1963; Shin et al. 2001), Fenil-Sefaroz CL-4B
tizerinde hidrofobik afinite kromatografisi (Langbakk and Flatmark 1989) ve
Toyopearl-SP katyon degisim kromatografisi yer almaktadir (Shimazaki et al. 1988).

Laktoperoksidazin memeli siitlerinden, 6rnegin insan (Langbakk et al. 1989; Shin et al.
2001), sigir (Xiao et al. 2007), manda (Ozdemir et al. 2002), kegi (Jacob et al. 2000),
koyun (Joseph et al. 2004), tiikiiriik (Monson et al. 1988; Welk et al. 2011) ve
gozyasindan (Galijasevic and Hodzic 2014) LPO saflastirilmasi yapilarak enzimin bazi
kinetik Ozellikleri arastirilmis, ortalama aktivitesi ise insanda 0.06-0.97 Units/mL,
koyunda 1.4 Units/mL, kuzuda 0.34-2.38 Units/mL, kegide 1.5-4.45 Units/mL,
mandada 0.794 Units/mL ve domuzda 22 Units/mL olarak belirlenmistir (Seifu et al.
2005).

Laktoperoksidaz enziminin siitten saflagtirilmasi i¢in yapilan ¢alismada ilk olarak ham
sigir siitlindeki kazein, litre basina 10 mg rennet ilave edilerek uzaklastirilmistir.
Siipernatantin her bir litresine 40 ml Amberlit CG-50 (NH,4") ilave edilerek karistiriimis
ve re¢ine Once su ile daha sonra 50 mM’lik sodyum asetat tamponuyla yikandiktan

sonra 500 mM’11 asetat tamponu ile eliie edilmistir. Eliiatlara amonyum siilfat ile protein



¢oktiirmesi yapilarak elde edilen ¢ozelti santrifiij edilip, ¢okelek 100 mM’lik sodyum
asetat tamponunda ¢oziilerek hem grubu ihtiva eden ve hem grubu ihtiva etmeyen ham
LPO elde edilmistir. Sephadex G-25 kolonu ile ortamdan uzaklastirilan amonyum
stilfattan sonra LPO Amberlit CG-50 kolonuna yiiklenerek 0,1-1 M sodyum asetatla
gradientli eliisyon yapilip 3,2 mM’lik asetat tamponunda saklanmistir (Doumonted and
Rousset 1983).

Bir baska ¢alismada ise yagi alinmis ham sigir siitii ilk olarak Amberlit CG-50 (4,4
9/150 mL) reginesi ile bir saat boyunca karistirilip, dnce su sonra 20 mM’lik sodyum
asetat tamponuyla yikanip buchner erleninde 500 mM asetat tamponuyla yikanarak ham
LPO elde edilmistir (Uguz and Ozdemir 2005). %90’lik amonyumsiilfat ile ¢oktiirme
yapilarak santrifiij edilmistir. Uriin CM-Sephadex kolonuna yiiklendikten sonra 100
mM-200 mM NaCl ihtiva eden 10 mM’lik fosfat tamponuyla gradientli eliisyon
yapilmustir. Biitiin eliiatlar %90 doygunlukta amonyum siilfat ile ¢oktiiriildiikten sonra
elde edilen iiriin Sephadex G-100 kolonuna yiiklenip 100 mM’lik fosfat tamponuyla
eliie edilerek, 1M’lik fosfat tamponu pH=6,8"de saklanmistir (Sisecioglu et al. 2010).

2013 yilinda gelistirilen yontemde CNBr ile aktiflestirilmis Sefaroz-4B’ye siilfanilamid
ligand1 kenetlenerek kolon sentezlenmis, ardindan yagi alinmis siit zayif katyon
degistirici Amberlit CG-50 H" reginesi kullanilarak kismi saflastirilmistir. CNBr ile
aktiflestirilmis Sefaroz-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite kolonuna tatbik edilen siit
homojenatindan tek kademede LPO saflagtirilmasi %61,3 verimle 409,00 kat
gerceklestirilmistir (Atasever et al. 2013).

Son zamanlarda yapilan bir bagka calismada ise siilfanilamid tiirevlerinin ligand olarak
kullanilmas: ile memeli siitlerinden LPO saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Bu
caligmada kullanilan ligandlardan 5-amino-2-metilbenzensiilfonamid molekiilii ile sigir
sitinden LPO enzimi tek basamakta %82,68 verimle 1059,37 kat; manda siitiinden
%34,67 verimle 509,09 kat; koyun siitlinden %14,35 verimle 232,55 kat ve keci
stitiinden ise %11,30 verimle 161,90 kat saflikta; 2-kloro-4-siilfamoyilanilin molekiilii

ile sigir siitlinden %12 verimle 453,12 kat, manda siitiinden %20,34 verimle 151,86 kat,



koyun siitiinden %13 verimle 869,00 kat ve kegi siitiinde ise %32,25 verimle 447,57 kat
saflikta; S-amino-1-naftalinsulfonamid ile sigir siitinden %23 verimle, 353,65 kat;
manda stitiinden %3,48 verimle 388,88 kat; koyun siitiinden %18 verimle 328,50 kat ve
ke¢i siitiinde ise %5,45 verimle 350,18 kat saflikta saflastirilmistir (Usanmaz 2014;
Koksal 2015).

Literatire baktigimizda POD’un inhibitorleri arasinda hidrazinlerin yer aldigi
goriilmektedir (Kumar and Bhatla 1995). 4-aminobenzohidrazid molekiili ile bitki POD
enziminin afinite kromatografisi teknigi ile karaturp (raphanus sativus 1.) ve salgamdan
(brassica rapa 1.) saflagtirllmast gergeklestirilmistir (Kalin et al. 2014). LPO enzimi
tizerine hidrazinlerin  inhibisyon etkisi olmasi bilinmesine ragmen LPO
saflastirilmasinda  kullanilma  potansiyeli ~ {izerine  herhangi  bir  ¢alismaya

rastlanmamuistir.

2.1. Calismanin Amaci

Bu tez kapsaminda;

1. 4-amino-3-bromobenzohidrazid, = 4-amino-3-klorobenzohidrazid, = 4-amino-2-
metoksibenzohidrazid molekiilleri kullanilarak 6nceden saflastirilmis sigir LPO enzimi
lizerine inhibisyon Kinetikleri c¢alisildi. Bu amacgla ICsp Kj ve inhibisyon tipleri
belirlendi. Dontisimlii  inhibisyon gosteren molekiillerden Sefaroz-4B  matriksi
kullanilarak afinite jelleri sentezlendi,

2. Hazirlanan afinite jellerinden laktoperoksidaz enzimi memeli siitlerinden ilk defa
saflastirildi ve daha 6nce saflastirmada kullanilan siilfanilamid tiirevleri ile hazirlanmis
afinite kolonlar1 ile mukayese edildi,

3. Hazirlanan afinite jelleri ile memeli siitlerinden LPO enziminin saflastiriimasi
yapilarak kinetik parametreler; optimum pH, optimum sicaklik, Ky ve Vinax degerleri
tespit edildi,

4. Saflastirilmada kullanilma potansiyeli olan afinite kolonlarmmin baglanma

kapasiteleri iizerine sicaklik, pH ve iyonik siddet gibi parametreler hesaplandi ve



mevcut yapilmis siilfanilamid tiirevleri ile hazirlanan kolon ile tiim parametreler

mukayese edildi.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

CNBr 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, glutaraldehit, N,N'-metilen
bisakrilamid, akrilamid, coomassie brillant blue G-250, sodyum bikarbonat, brom timol
mavisi, gliserol, L-Tirozin, trihidroksimetilaminometan (Tris), etanol, metanol,
molekiilleri Sigma Chemical Company’den; sodyum siilfat, sodyum dodesilsiilfat
(SDS), sodyum perklorat, giimiis nitrat, hidroklorik asit, siilfirik asit, 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 memeli siitleri piyasadan saglandi.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalandim.

Sogutmali santrifiij Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre SHIMADZU UV-1800

pH metre Sehott pH-Meter CG840
Elektroforez cihazi Bio rad (dikey)

Peristaltik pompa Ismatec

Karistirict IKA KS 130 basic
Karstirier (Vorteks) Fisons whirli-mixer

Hassas terazi Denver Instrument
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Otomatik pipet Eppendorf

Afinite kolonu Kapal1 sistem olusturucu (1x10), sigma (ABD)
Calkalayici Midi Dual 14

Magnetik karistirict WiseStir MSH-20A

Saf su cihazi Barnstead Easy Pure UV/UF

Su banyosu Niive

Kar makinesi Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
Ultraturaks Heidolph SilientCrusher M

Giig¢ kaynagi 1-Bio Rad Power Pac 3000

Buzdolaplari Siemens

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar) Sanyo Medical Freezer

3.1.3. Cozeltilerin hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi asagida belirtildigi gibidir. Kullanilan

su, saf sudur.

3.1.3.a. Afinite kolonunun sentezinde kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,1 M NaHCOj; ¢ozeltisi (pH=10): 2,1 g (0,025 mol) NaHCO3 200 mL destile suda
coziilerek, 1 M NaOH ile pH=10’a kadar titre edildi, toplam hacim 250 mL’ye
tamamlandi.

2. 0,2 M NaHCOj ¢ozeltisi (pH=8,8): 0,84 g (0.01 mol) NaHCO3; 80 mL destile suda
coziilerek, 1 M NaOH ile pH=8,8’¢ kadar titre edildi, toplam hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

3. 10 mM NaH,P0,4 (pH=6,8): 6 g (0.05 mol) NaH,PO,, 450 mL destile suda ¢oziilerek,
1 M HCl ile pH=6,8'e kadar titre edildi, toplam hacim 500 mL’ye tamamlandi.
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3.1.3.b. Kolondan LPO saflastirmada kullanilan ¢ozeltiler

1. Dengeleme Tamponu: 10 mM NaH,P0, (pH=6,8): 12 g (0,1 mol) NaH,PO,, 950 mL
destile suda ¢oziilerek, 1 M HCI ile pH=6,8'e kadar titre edildi, son hacim destile suyla
1 L’ye tamamlanda.

2. Yikama Tamponu: 25 mM fosfat (pH= 6,8): 1,42 g (0,01 mol) Na;HPO,4, 350 mL
destile suda ¢oziilerek, 1 M HCI ile pH=6,8'e kadar titre edildi, son hacim destile suyla
400 mL’ye tamamlandi.

3. Eliisyon Tamponu: 1 M NaCl/25 mM fosfat (pH=6,8): 11,7 g (0,2 mol) NaCl 150 mL
destile suda ¢ozilip, 1,42 g (0,01 mol) Na;HPO, ¢ozeltiye ilave edildi. 1 M HCI ile
pH=6,8'e kadar titre edilip, son hacim destile suyla 200 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.c. Memeli siitlerinden homojenat hazirlamada kullanilan ¢ozeltiler

1. 5 mM NaCH3;COO pH=6,8 (Re¢inenin sisirilmesinde kullanilan ¢ozelti): 0,4 g (0.005
mol) NaCH3;COO, 950 mL destile suda ¢oziilerek, 1M HCI ile pH=6,8'e kadar titre
edildi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.

2. 20 mM NaCH3;COO pH=6,8 (Siit-regine karigimimi yikamada kullanilan ¢ozelti):
0,1968 g (2,4 mmol) NaCH3;COO, 100 mL destile suda ¢oziilerek, 1 M HCI ile
pH=6,8'e kadar titre edildi, son hacim destile suyla 120 mL’ye tamamlandi.

3. 2 M NaCH3;COO pH=6,8 (Enzimin eliisyonu i¢in kullanilan ¢o6zelti): 19,68 g (0,24
mol) NaCH3COO, 50 mL destile suda ¢o6ziilerek, 1 M HC1 ile pH=6,8'e kadar titre

edildi ve son toplam hacim destile suyla 60 mL’ye tamamland.

3.1.3.d. LPO aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,1 M NaH,P0; pH=6,0 (Enzim aktivite tayini ve ABTS hazirlamada kullanilan
tampon): 12 g (0,1 mol) NaH,P0; 950 mL destile suda ¢oziilerek, 1M NaOH ile
pH:6,0’ya kadar titre edilip son hacim destile suyla 1 L’ye tamamlanda.

2.1 mM ABTS ¢ozeltisi: 0,055 g (1.10'4 mol) ABTS tartilarak, 100 mL 0,1 M NaH,P0,
pH=6,0 tamponu i¢inde ¢oziildii.
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3. 3,2 mM H,0; ¢ozeltisi: %30'luk yogunlugu 1,11 g/mL olan H,O,'den 32 uL alinip
son hacim destile suyla 100 mL'ye tamamlandi.

3.1.3.e. Protein tayininde kullanilan ¢ozelti

Bradford metodu ile proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan boya Coomassie brillant
blue G-250’dir. Bu boyadan 100 mg tartilip, 50 mL %95°lik etanolde ¢oziiliir, %95°lik
100 mL fosforik asit ¢ozeltiye ilave edilip, son hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlandi.

3.1.3.f. SDS-PAGE elektroforez ¢ozeltileri

1. 1 M Tris-HCI tamponu pH=8,8: 12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 mL saf suda ¢oziilerek, 1
M HCL1 ile pH=8,8'e ayarlanip, son hacim 100 mL'ye tamamlanda.

2. 1 M Tris-HCI tamponu pH=6,8: 12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 mL saf suda ¢oziilir, 1
M 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'luk SDS ve 1 mL
%100k gliserin, 1 mL 0,1'lik brom timol mavisi karigtiritlir. Numune tamponu
kullanilmadan hemen 6nce 950 pL ‘sine 50 pL B-merkaptoetanol ilave edilir ve son
hacim saf su ile 10 mL'ye tamamlanur.

4. Yiriitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin, 50 mL saf suda ¢oziiliir, 5 mL %210'lik

SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 500 mL'ye tamamlanir.

3.1.3.9. Giimiis boyama icin hazirlanan ¢ozeltiler

1. Tespit ¢ozeltisi: 60 mL saf su, 30 mL %96°1ik etanol, 10 mL asetik asit karigtirilarak
hazirlandi.

2. Rediiksiyon ¢dzeltisi: Once 45 mL etanol ve 80 mL saf su karistirilir, sonra 4,8 g
sodyum asetat ilave edilip, asetik asitle pH 6’ya ayarlanir, ardindan 150 mg sodyum
tiyosiilfat ve 3 mL glutaraldehit eklenip hacim saf su ile 150 mL"ye tamamlandi.

3. Boyama ¢ozeltisi: 100 mL saf suya 30 pL formaldehit karistirilip, icine 100 mg

giimiis nitrat ilave edilmesiyle hazirland.
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4. Yikama Cozeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat tartilip 270 mL saf su’da ¢oziiliir ve
tizerine 120 pL formaldehit ilave edildi.
5. Yikama ¢ozeltisi 2: 1 mL gliserin ile 250 mL’lik %5 lik asetik asit karistirilarak

hazirlandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Warburg metodu ile kalitatif protein tayini yapildi. Bu yontemin esasi 280 nm’de
aromatik aminoasitlerden o6zellikle tirozinin UV 1sinlarini absorblamasina dayanir
(Segel 1968).

3.2.1.b. Bradford metodu ile protein tayini

Saflagtirilan enzim ve hazirlanan memeli siit homojenatlarindaki protein miktarlart
Bradford metodu ile belirlendi. Bu yontemin hassasiyeti (1-100 ug) arasindadir. Boya
olarak negatif bir yiike sahip olan Coomassie Brillant Blue G-250 kullanilir, protein
tizerindeki pozitif yiike baglanarak, kirmizi formun mavi forma doniisiimiinii saglar.
Tayin iglemleri su prosediire gore gerceklestirildi: Biitiin tiiplere 4,9 mL Coomassie
Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilir, saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye
tamamlanir ve (1 mL/1 mg)’lik standart sigir albumin ¢ozeltisi hazirlanarak sirasiyla
tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL konulup vorteks ile karistirildi. 10
dakikalik inkiibasyondan sonra 595 nm’de kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor
olarak, 4,9 mL Coomassie Brillant Blue G-250 ¢6zeltisi ve 0,1 mL enzim numunesinin
iginde bulundugu tampondan olusan karisim kullanildi. Okunan absorbans degerlerine
karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik hazirlanir (Bradford and Williams
1976).
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3.2.2. Laktoperoksidaz aktivite metodu

Substrat olarak kullanilan 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS) nin

H,0, tarafindan yiikseltgenmesi ve 412 nm'de absorbans artisinin izlenmesine dayanir
(Shindler and Bardsley 1975).

H202 =+ zAs:B"I‘S'Jr — ABTS++ 2H20

Indirgenmis form Yiikseltgenmis form

Numune kiiveti: 3 mL'lik spektrofotometre kiivetine 1 mM’lik ABTS ¢ozeltisinden 2,8
mL, 3,2 mM’lik H,O; ¢ozeltisinden 0,1 mL ve enzim ¢ozeltisinden 0,1 mL ilave edilir.
Kor olarak numune kiivetinden farkli olarak enzim c¢ozeltisi yerine 0,1 M fosfat
tamponu pH=6,0 konulur. Spektrofotometrede kore karsi 3 dakika siireyle 412 nm'de

absorbans artis1 okunur.

Lambert-Beer yasasindan yararlanarak aktivite enzim {initesi cinsinden hesaplandi.

Aktivite hesabinda 1 dakikalik absorbans artis1 esas alinmistir.

A=¢cb.c c=Al/eb V =c.Ds

A = Absorbans

b = Isik mesafesi (1 cm)

¢ = Konsantrasyon (umol/mL)

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

V = Reaksiyon hiz1 (umol /mL.dk.)
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1 enzim initesi: 20°C’de 1 dakikada 1 pmol ABTS'min oksidasyonunu katalizleyen

enzim miktaridir.

3.2.3. Benzohidrazid tiirevi molekiiller

LPO enziminin inhibitérlerini belirlemek adina yapilmis bir¢ok c¢alisma mevcuttur
(Doerge 1986; Kumar and Bhatla 1995). Bu calismalar ile bazi molekiillerin 6rnegin
opipramol, lofepramine, dibenzepin, protriptilin, melitrasen, butriptyline, dimetacrine,
dosulepin, quinipramine, alaproclate, etoperidone, moclobemide, toloxatone,
izokarboksiazit, antidepresanlar; viloxazine, minaprine, bifemelane, oxaflozane,
medifoxaminenin inhibitor etkisi gosterdigi belirlenmistir. LPO enziminin inhibitorleri
arasinda mikroorganizmalar1 Oldiiren ve gelismesini baskilayan siilfanilamid
molekiiliide bulunmaktadir. Ayrica enzimin hidrazinler tarafindan da inhibe edildigi
belirtilmistir (Kumar and Bhatla 1995). Baz1 tiyokarbamid bilesiklerinin sigir LPO
enzimini inhibe ettikleri belirlenmistir (Doerge 1986). Aromatik 4-amino benzohidrazid
molekiilleri kullanilarak afinite kromatografisi ile karaturp ve salgam POD enzimi
saflastirilmigdir (Kalin et al. 2014).

Bu verilerden yola ¢ikarak diazonyum tuzu olusturabilecek bazi aromatik benzohidrazid
molekiillerinin 6nce sigir LPO enzimi iizerine inhibisyonlar1 arastirildi. Bu amagcla;
Cizelge 3.1’den gorildigii gibi sigr LPO enzimi iizerine 4-amino-2-
metoksibenzohidrazid, 4-amino-3-bromobenzohidrazid, 4-amino-3-klorobenzohidrazid
molekiilleri kullanildi. Doniigiimlii inhibisyon etkisi gosteren bu molekillerin herbiri

i¢in afinite kolonlar1 sentezlenerek memeli LPO enzimlerinin saflagtirilmasi saglandi.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan diazonyum tuzu olusturabilen benzohidrazid tiirevleri
ve acik kimyasal yapilari

O, NH—NH, o NH—NH, O, NH—NH,
OCH3
Br Cl
NH, NH, NH,
4-amino-2-metoxybenzohidrazit 4-amino-3-bromobenzohidrazit 4-amino-3-klorobenzohidrazit

3.2.4. Inhibitor calismalar

3.2.4.a. Benzohidrazid tiirevlerinin inhibisyon kinetiklerinin incelenmesi

Sefaroz-4B-L-tirozin-5-amino-2-metilbenzosiilfonamid afinite kolonundan saflagtiriimis
sigir laktoperoksidaz enzimi tizerine, 4-amino-2-metoksibenzohidrazid, 4-amino-3-
bromobenzohidrazid,  4-amino-3-klorobenzohidrazid  molekiillerinin  inhibisyon
kinetiklerini incelemek ic¢in enzimin aktivitesini yariya disliren inhibitor

konsantrasyonu (ICso) ve K; parametreleri belirlendi.

Sabit ABTS konsantrasyonu ve 5 farkli inhibitdr konsantrasyonu ile aktivite degerleri
hesaplanarak her bir inhibitor igin, %Aktiviteye karsi inhibitér konsantrasyonu grafik
edilip buradan %50 inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonu bulunur. Ki
degerini berlirlemek adma 5 farkli sabit substrat konsantrasyonu ve 3 farkli sabit
inhibitor konsantrasyonlarinda aktivite degerleri tespit edilip Linewaver—Burk grafikleri
yardimiyla K; degerleri tespit edildi. Dontigiimlii inhibisyon gdsteren tiirevler Sefaroz-

4B matriksine baglanarak afinite jelleri sentezlendi.
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3.2.4.b. Sepharose-4B-L-tirozin afinite jelinin sentezlenmesi

Matriks olarak kullanilan CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye uzanti kolu olarak
L-tirozin kovalent takilmistir. Benzohidrazid tirevleri ise diazolanarak tirozine
kenetlendirilmistir. 4-aminobenzohidrazid kismi enzimi spesifik olarak baglayan kismi

olusturmaktadir. Afinite jeli asagidaki prosediire gore sentezlenmistir:

3.2.4.c. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

a W S O .. e N
HO NH, :
o )on
OH  BrCN 0-C=N o] :
k \ L-Tirozin H
> - /C:NH """"""""" -
Sepharose-4B imidokarbonat
Y
o O\\C,OH
1
\/\C—NH-CH-CHZOOH
0]
OH
Sepharose 4B - L - Tirozin

Sekil 3.1. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jelinin sentezlenmesindeki
reaksiyonlarin basamaklari

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi 250 mL soguk 0,1 M NaHCO3; tamponu
(pH=10) ile yikandi. Bu tamponun 20 mL’sinde 80 mg tirozin ¢oziillerek matriks ile
karistirildi. 4°C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karistirilarak 16 saat boyunca
4°C’de bekletildi. Bu siirenin sonunda yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye
kadar bol saf su ile yikanarak reaksiyona girmeyen tirozin uzaklastirildi. 0,2 M
NaHCOj3 tamponu (pH=8,8) ile yikanarak tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40 mL’si

icine alindu.
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3.2.4.d. Benzohidrazid tiirevlerinin kenetlendirme reaksiyonlar:

Benzohidrazid tiirevi olan molekiillerin her birinden 25 mg alinarak, 0°C civarinda 10
mL, 1 M HClI iginde ¢oziildii. I¢erisinde 75 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 mL ¢dzelti,
her bir inhibitér ¢ozeltisine yavasca katildi, diazolanmig bulunan 4-aminobenzohidrazid
tiirevleri 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edilerek, pH=9,5’a 1 M
NaOH ile ¢ikarilarak sabit tutuldu 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasca karigtirild.
Daha sonra 1 L saf su ve 200 mL fosfat tamponu pH:6,8 ile yikanarak ayni tamponda
sakland1 (Whitney 1974).

HO NH,
(0) OH
OH  BrCN O-C=N 0] :
k \ L-Tirozin
~ r > /C:NH """"""""" -
OH HBr OH O
Sepharose-4B imidokarbonat
Oy NHNH, ! Y
Oy, ..OH Br ¢ Oy ..OH

~C

H <c
O\\ | H N, CI : 0\\ I
C-NH-CH-CH, OH . 2 H C-NH-CH-CH, OH
O’ 0 1 Diazolanmig 4-amino-3-bromo : OI

N=N feeeees e . ;
NH-NH, -
;

OH OH

Sepharose 4B - L - Tirozin 4-amino-3-bromobenzohidrazit Sepharose 4B - L - Tirozin

Sekil 3.2. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jeline 4-amino-3-bromobenzohidrazid
kenetlendirilmesi
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HO NH,
0 OH |
OH  BiCN 0-C=N 0, :
k \ L-Tirozin
s - » /C=NH """"""""" =
OH HBr OH o
Sepharose-4B imidokarbonat
0Oy NHNH, Y
Oy,..OH ; o Os,..OH
o *C : fo) ~C

D) ! : N,*Crr : N |
C-NH-CH-CH, OH . 2 ' C—-NH-CH-CH, OH
/ Diazolanmis 4-amino-3-kloro 1 4
O O - : (0]
benzohidrazit

N=N L Sheondnt L K
NH-NH, <
I

Sepharose 4B - L - Tirozin 4-amino-3-klorobenzohidrazit Sepharose 4B - L - Tirozin

OH OH

Sekil 3.3. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jeline 4-amino-3-klorobenzohidrazid
kenetlendirilmesi

HQ NH, :
P yon
OH  BrCN 0-C=N o) : :
(‘ \ H L-Tirozin ,:
. - /C:NH """"""""" -
OH HBr OH o}
Sepharose-4B imidokarbonat
Og NHNH, Y
OCH;,
Oy-OH : OO
O\\ | H N, CI- H O\\ |
C-NH-CH-CH, OH P 2t H C-NH-CH-CH, OH
/ ! Diazolanmig 4-amino-2-metoksis /
o P H benzohidrazit : 0
N=N—Q\ X M 2
NH-NH, -<
OCH;,
OH OH
Sepharose 4B - L - Tirozin 4-amino-2-metoksibenzohidrazit Sepharose 4B - L - Tirozin

Sekil 3.4. CNBr Sepharose 4B-L-tirozin afinite jeline 4-amino-2-metoksibenzohidrazid
kenetlendirilmesi
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3.2.4.e. Sentezlenen afinite kolonunun paketlenmesi

Sentezlenen her bir jel dengeleme tamponu ile siispanse edildi ve 1x10 cm’lik kolona

peristaltik pompa yardimiyla dengeleme tamponu esliginde paketlendi.

3.3. Sigir, Manda, Koyun ve Ke¢i Siit Homojenatlarindan Laktoperoksidaz

Enziminin Saflastirilmasi

3.3.1. Amberlite CG 50 H" recinesi ile kismi saflastirma

Yag1 tamamen uzaklastirilan bir litre taze memeli siitii (s1gir, manda, koyun, keci) 200
mL 5 mM NaCH3;COO pH=6,8 c¢ozeltisinde sisirilmis, 22 gram zayif asidik katyon
degistirici Amberlite CG 50 H" reginesinin igine katilir (Dumonte and Rousst 1983;
Kumar and Bhatla 1995; Ozdemir et al. 2001). Regine-siit karisimi1 magnetik karistirici
vasitasiyla 4°C'de 1 saat karistirilip, dinlenmeye birakildi, tistte kalan siipernatant
dekante edildi. Cokelek 2 L destile suyla daha sonra 5 mM’lik 1 L NaCH3;COO pH=6,8
¢ozeltisiyle yikandi sonra 120 mL 20 mM NaCH3;COO pH=6,8 ¢ozeltisiyle 280 nm'de
absorbans vermeyinceye kadar yikandi. Regineye baglanmis protein ¢okelegi Buchner

hunisine aktarilarak 60 mL 2 M NaCH3;COO pH=6,8 ¢ozeltisiyle eliie edildi.

3.3.2. Sentezlenen afinite kolonuna homojenat tatbiki ve eliisyonu

Dengelenmis kolonlara, farkli memeli homojenatlar: tatbik edildi. Ardindan 400 mL 25
mM fosfat (pH=6,8) ¢ozeltisi ile kolon yikandi. Boylece safsizliklar uzaklastirilmig
oldu. Eliisyon tamponu olarak 1 M NaCl/25 mM Na,HPO, (pH=6,8) hazirlanarak
kolona tatbik edildi. Laktoperoksidaz enzimi eliie edildi. Eliiatlar 1,5 mL halinde tiiplere
alind1 ve 280 nm’deki absorbanslarina bakilarak absorbans gosteren tiiplerde 595 nm’de
Bradford protein tayini ve 412 nm’de LPO aktivite tayini yapildi. Aktivitesi yiiksek olan
eliiatlarin SDS-PAGE ile safliklar1 kontrol edildi.
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3.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezinin Uygulamsi

Saflastirilan enzimlerin saflik derecesi %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile tespit edildi. Her bir afinite kolonundan saflastirilan
LPO enzimleri diyaliz edildi ve standart olarak molekiil agirligi belli olan proteinler
kullanild1 (Laemmli 1970).

Elektroforez plakalar1 6nce su sonra alkol ile yikandi. Her iki kenarinda aralik
olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka {ist iiste getirilerek kiskaglarla tutturuldu. Ayirma

ve yigma jelleri hazirlandi.

Ayirma jelinin hazirlanma prosediirii: 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 etilen diamin) ve 3,13 mL saf su karistirilir sonunda ise bu karisima 0,2 mL
%10’luk amonyum persiilfat (NH,4),S,O0g (PER) ilave edildi.

Yigma jelinin hazirlama prosediirii: 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 ile karigtirildi. Son olarak yine %10’luk PER’den 0,1 mL ilave edildi.

Hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar pipetle
dokiildii. Belli bir siire jelin donmasi beklendi, ayirma jelinin katilagtigindan emin
olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Daha sonra yigma jel {ist yiizeye kadar ilave
edildi. Uzerine tarak dikkatlice yerlestirildikten sonra jelin kurumasi igin bekletildi.
Daha sonra tarak dikkatlice cikarilarak plakalar elektroforez tankina yerlestirildi.
Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina yiriitme tamponu konuldu. Numuneler her
birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 pg olacak sekilde
1/1 oraninda numune tamponu katildi. 15 dakika kaynar su banyosunda denatiire edildi.
Numuneler sogutularak, elektroforeze pipet yardimiyla uygulandi. Tank kapagi

kapatilarak alt tarafindan (+) kablo (anot), iistten (-) kablo (katot) yerlestirildi. Once 80



23

voltta yarim saat bekletildi. Daha sonra akim 120 volta ayarlanarak 1,5 saat oda

sicakliginda yiirtitiildii. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi.

Jel once 30 dakika tespit ¢ozeltisinde, daha sonra 30 dakika rediiksiyon ¢6zeltisinde
karistiricida bekletildi. Bu siire sonunda jel 3 defa saf su ile iyice yikandi. Daha sonra
20 dakika giimiis nitrat ¢ozeltisiyle karistiricinin {istiinde boyandi. Bu boya kisa bir siire
once hazirlanip karanlikta bekletildi. Bantlar goriiliince jel karistiricinin iistiinde 1 mL

gliserin ve 250 mL %5 lik asetik asitten olusan ¢ozeltiyle iyice yikandi (Temel 2006).

3.5. Saflastirllan Memeli LPO Enzimleri I¢in Yapilan Kinetik Calismalar

3.5.1. Optimum pH belirlenmesi

Doygun substrat konsantrasyonunda pH’s1 5,0-8,0 arasinda degisen fosfat tampon
cozeltileri kullanilarak Herbir memeli LPO enzimin aktivitesi spektrofotometrik olarak

belirlendi. Sonuclar grafik ve tablo halinde verildi

3.5.2. Optimum sicakhik belirlenmesi

Optimum pH ve doygun substrat konsantrasyonunda 5-85°C sicaklik araliginda en son
LPO enziminin pipetlenmesi ile Herbir memeli LPO enziminin aktivitesi 6l¢tilmistiir.

Sonuglar grafik ve tablo halinde verildi.

3.5.3. Kiy Ve Vnax degerlerinin belirlenmesi

ABTS substratt kullanilarak optimum pH ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat
konsantrasyonunda LPO enziminin aktivite degerleri dlglildii. Bu amagla 1 mM’lik
ABTS'min stok c¢ozeltisinden sirasiyla 0,5-1,5 mL arasinda alindi. Her bir ABTS
konsantrasyonunun uygulandigi deney igin, enzim aktivitesinin 6l¢iildi. 1/V ve 1/[S]

degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafiklerin ¢izimlerinde en
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kiigiik kareler regrasyon dogru denklemi kullanildi. Ky, ve Ve degerleri grafik ve
dogru denklemleri yardimiyla hesaplanarak grafik ve tabloda gosterildi (Linewear and
Burk 1934).

3.6. Sentezlenen Afinite Kolonlarimin Laktoperoksidaz Tutma Kapasitesinin

Belirlenmesi

Herbir kolon igin hazirlanan saflagtirma tablolarindan, LPO tutma kapasitesi yliksek
olan jeller i¢in sicaklik, pH ve iyonik siddet etkileri incelendi. Sentezlenen jelden 1 mL
almarak 1x10 cm’lik bir kolona alindi ve dengelendi. Llaktoperoksidaz enzimi ile
doyuruldu. Yikama tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan laktoperoksidaz
enzimi eliisyon tamponuyla eliie edilerek protein miktari belirlendi. Jel kurutularak
tartildi ve mg protein/gram-jel cinsinden laktoperoksidaz enziminin tutma kapasitesi

belirlendi.

3.6.1. Sicakhigin kolon kapasitesi iizerine etkisi

pH:6,8’de 5, 10, 15, 20 ve 25°C’de farkli sicakliklarda kolon dengelendi, LPO ile
doyuruldu, yikandi ve eliie edildi. Protein tayini yapilarak, (mg protein/g jel basina)

grafik edildi ve tutma kapasitesi belirlendi.

3.6.2. pH’min kolon kapasitesi iizerine etkisi

pH’s1 6,8 ile 9,5 arasinda degisen tamponlar kullanilarak kolon dengelendi, LPO ile
doyuruldu, yikandi ve eliie edildi. Protein tayini yapilarak, (mg protein/g jel basina)

grafik edildi ve tutma kapasitesi belirlendi.
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3.6.3. Iyonik siddetin kolon kapasitesi iizerine etKisi

Optimum pH ve en uygun baglanma sicakliginda kolon dengelendi, LPO ile doyuruldu,
yikand1 ve iyonik siddet 0,2 ile 0,5 arasinda degistirilerek eliisyon yapildi. Sonuglar mg
protein /g jel basina grafikle gosterildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Laktoperoksidaz Enzimi ile Tlgili Yapilan Arastirma Bulgular

4.1.1. Bradford protein tayininde hazirlanan standart grafik

Saflastirilan her bir memeli LPO enzimlerinin kantitatif protein tayini Bradford
metoduyla belirlendi. Bu amagla Boliim 3.2.1.b’de anlatildigi gibi 6nce standart grafik
hazirland1 ve Sekil 4.1’de ki standart grafikten faydalanilarak protein miktarlar

hesaplanda.

=
»
J

y =0,0117x

2 =
R*=0,9917 .

o =
0o = N
1 1 1

Absorbans (595 nm)
o
[e)}

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Protein miktar: (ng)

Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik
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4.2. Inhibitorlerin K; ve 1Csy Parametrelerinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada kullanilan LPO enzimi 5-amino-2-metilbenzensiilfonamid ligandi
kullanilarak sentezlenmis kolon ile sigir siitiinden %56,50 verimle 662,00 Kkat

saflagtirillmistir. Saflastirilan enzim ile kinetik ¢alismalar yiirttiilmiistiir (Koksal 2015).

Inhibitorlerin LPO enzimi iizerine inhibisyon etkileri ABTS substrati kullanilarak
incelendi. Sabit substrat konsantrasyonunda ABTS (0,66 mM) ve 5 farkli inhibitor
konsantrasyonunda her bir inhibitdr i¢in aktivite degerleri hesaplandi. 3 farkli inhibit6r
konsantrasyonu ve 5 farkli substrat konsantrasyonundan ise K; degerleri belirlendi. K
ve ICsy deney prosediirleri ve saflastirma tablolar1 Cizelge 4.1-4.12’de gosterildi.
%AKktivite-Konsantrasyon grafikleri gizilerek ICs degerleri bulundu ve Lineawear-Burk

grafiklerinden K; degerleri tespit edildi. ICsp ve K;j degerleri Sekil 4.2-4.7°de gosterildi.
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4.2.1. 4-amino-3-bromobenzohidrazid molekiilii ile ABTS substrati kullanilarak

sigir LPO iizerine yapilan Kinetik calismalar

Cizelge 4.1. 4-amino-3-bromobenzohidrazid inhibitorii ile afinite kolonundan elde
edilen LPO i¢in, ABTS substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tupt Numune Tiipi
- 3
£ E —
= \C/ :T S - —~~
: |25 |2lz 12158 |25 |2 |3
= ~ © e :Q e - ~ 8 S =
= S o | = n | s @) = O € =
m HU_) Y = m wn o (o] o j—
< o T 5 < o T = - < =
LL LL
20 [ 0,900 [ 0,1 - [201]0850] 0,1 - 0,05 (100,00 ©
EU 20 | 0,890 | 0,1 [0,010] 2,0 |0,840] 0,1 [ 0,020 0,05 | 73,30 | 010
‘3% 20 [ 0,885 [ 01 [0015]20][0835] 0,1 [0,015[ 0,05 |61,60| 0,16
[
'§§ 20 [ 0,880 [ 0,1 [0,020] 2,0[0,830] 0,1 [0,020] 0,05 | 47,20 | 0,21
‘rg 20 | 0875 [0,1(0025]201][0,825] 0,1 [0,025[ 0,05 | 40,40 0,26
5
20 | 0,870 [ 0,1 [0,030] 2,0[0,820| 0,1 [ 0,030 0,05 | 33,50 0,32

100
y= 100e-3:394x
80 - R?=0,9911
£ 60 -
=
e}
x
< 40
< _
20 A
0 T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
[4-amino-3-bromobenzohidrazit] (uM)

Sekil 4.2. Sigir siiti LPO enzimi i¢in ABTS substratina bagli olarak 4-amino-3-
bromobenzohidrazid ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi



29

Cizelge 4.2. Sigir siti LPO enzimi igin ABTS 4-amino-3-bromobenzohidrazid
esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tipi Numune Tiipii

~ | - —
: o e o - | .
S|2 |2 |E |E |E E | |E =

= ~ Qo — e
=2 s |5 g |2 s |8 | |o S | w

s ([T |2 |« |8 |+ | |- =

HCT) [= "'5 o ~

o = o Z

LL LL —

0,500 |2.390 [0,1 0,010 {0,500 |2,340 0,1 [0,010 /0,05 |52,63 |62°
0,750 | 2,140 |0,1 10,010 ]0,750 | 2,090 |0,1 |0,010 |9:05 37,03 [4.00
[if10 |1.890]01 (0010|210 [1.840/01 |0,010]005 |2083 |300

125 [1.640(01 0010|125 |1590(01 |0,010|0:05 |1754 |240

1,500 (1,390 |0,1 |0,010 {1,500 (1,340 |0,1 [0,010 14,92 |00

0,500 |2,380 |0,1 |0:02010,500 (2,330 |0,1 |9020 0,05 |100,00 |©:2°
0,750 2,130 |0,1 |0:.02010,750 |2,080 |0,1 |9:020 /0,05 5887 |4.00
210 |1880(01 [0020]10 |1,830|0,1 |90:020{0,05 f4900 |3:00
1,25 (1,630 0,1 |9020{1 25 |1580(0,1 |0.020 0,05 130930 (240
1,500 | 1,380 |0,1 |9:020]1 500 (1,330 |0,1 |0.020{0,05 |23 72 |200

0,500 |2.370 [0,1 | 9030 {0500 |2,320]0,1 [0:030 905 |25000 |6:2°
0,750 | 2,120 |0,1 | 9:030)0 750 | 2,070 |0,2 |0:030 10,05 102,04 |4.00
[lsf10 |1870]01 [0030f10 |1820/01 |0.030]0,05 |5555 |3.00

125 [1620(01 [0.030(125 |1570(01 |0.030|0,05 3703 |240
0.030 | 0,05

1500 |1,370 (0.1 1,500 |1,320 |01 28,57 |200
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70 -

# [10]:Kontrol
= | [12]:0,106 uM
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5 A[13]:0,213 uM
£
= @ [14]: 0,32 pM
E
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1/[ABTS]mM-L

Sekil 4.3. Sigir siti LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla 4-amino-3-
bromobenzohidrazid esliginde elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.3. Laktoperoksidaz enzimi {izerine 4-amino-3-bromobenzohidrazid
inhibitoriiniin inhibisyon etkisi

Os_ _NH—NH, 1Cs Ortalama K; inhil_)is_yon
(nM) (nM) tipi
Sigir
LPO
Br
NH, 204,00 | 38,95+6,34 Yarigsmali

4-amino-3-bromobenzohidrazit
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Cizelge 4.4. 4-amino-3-bromobenzohidrazid ile hazirlanan afinite jelinden sigir, manda,
koyun ve ke¢i LPO enziminin saflagtirilmasi sonuglari

Toplam

4-amino-3- Aktivite | Protein A-ll;(t)it\?ilte Total Spesifik | Yiizde | Saflastirma
bromobenzohidrazid Hacim Miktari Protein | Aktivite
(EU/mL)| (mg/mL) Miktar1 | (EU/mL)| Verim | Katsayisi
(EV)
(mL)
Sigir Homojenat 60 7,09 15 4254 900 0,47 100 1
stti
Sepharose 4B 10 6,4 0,008 64 0,08 | 71428 | 1500  1519,0
Afinite
Keci Homojenat 60 0,8 13 48 780 0,06 100 1
stti
Sepharose 48 10 03 0,030 3 0,3 10 625 | 166,6
Afinite
Homojenat 60 3 14 180 840 0,20 100 1
Koyun
stiti
Sepharose 4B 10 1,57 0,030 15,7 0,3 5230 | 8,72 261,0
Afinite
Homojenat 60 15,7 12 942 720 1,30 100 1
Manda
stti
Sepharose 4B 10 18,2 0,048 182 048 | 37916 | 1930 | 2916

Afinite
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4.2.2. 4-amino-3-klorobenzohidrazid meolekiilii ile ABTS substrati kullanilarak

sigir LPO iizerine yapilan kinetik calismalar

Cizelge 4.5. 4-Amino-3-klorobenzohidrazid inhibitdorii ile afinite kolonundan elde
edilen LPO i¢in, ABTS substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tipi Numune Tiipii
s |2 22 | = I3 |5 "
2 |E EIE |25|53|8BE |E |25 o] 2 |2
=] D g 2 clmel|ga < = c |l € =] <
S |la [BE |2 |E S | |= < |7
< L =
20 (09001 0,1 - 12,0 0,850 | 0,1 - 0,05 | 100,00 0
20 (0,895 | 0,1 |0,005]2,0 0,845 | 0,1 | 0,005 0,05 | 87,25 70,0
20 (0,890 | 0,1 |0,010]2,0 0,840 | 0,1 | 0,010 0,05 | 63,70 | 146

20 10,888 01 |0,012]|2,0 0,838 | 0,1 | 0,012 0,05 | 50,50 [ 175

20 [0885( 0,1 |0,015|2,0 0,835 | 0,1 | 0,015| 0,05 | 42,80 | 210

4-Amino-3-klorobenzohidrazid

20 10880 0,1 |0,020|2,0 0,830 | 0,1 | 0,020 | 0,05 | 32,40 | 290

100 4 y=100e'°-°°""‘
R?=0,9664
80 -
£ 60 -
2
z
<L
e 40 A
20 -
0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
[4-amino-3-klorobenzohidrazid] nM

Sekil 4.4. Sigir siiti LPO enzimi igin ABTS substratina bagli olarak 4-Amino-3-
klorobenzohidrazid ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.6. S1g1r siitii LPO enzimi i¢in ABTS 4-Amino-3-klorobenzohidrazid esliginde
elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tupu Numune Tupu
3 3 p
S — S — §=
« |32 | S 7 | E 0 | c 5 | E ~ € |
2 | D E |X |2 2 E | X |2 ot £ | E
.S:: o v— ov— —
el R |2 £ |22 3| 8
< |8 |T = < |8 |T |E =
1) o— Y o ~—
o 3 >
L LL —

0500|2600 | 0,1 | 999 fo250 | 2550 0,1 | 99° [0,05] 11510 [8:2°
005| 775, |400

0,750| 2,350 | 0,1 | 0% Jos00 | 2300 01 | 005

[ 1000|2200 | 01 | 905 Jo750 | 2050 | 01 | 905 {005 4629 |3:00

1,250 1,850 | 0,1 | 90° J1.000 | 1,800 | 0,1 | 905 |0.05] 3743 |2:40

1500| 1,600 | 0,1 | 905 250 | 1550 | 01 | 005 |0.05] 2g9g 2,00

0.250| 2575 | 0,1 | %075 Jo2s0 | 2525 | 0.1 | 997 [0.05] 169,20 |6:2°

0500|2325 | 0,1 | %975 fo500 | 2,275 | 0,1 | 9075 [0.05f 11574 4,00

[11: |o750| 2,075 | 0,1 | 9075 Jo750 | 2,025 | 0,1 | 9075 {005 6250 |3:00

1,000/ 1,825 | 0.1 | 9075 hiooo | 1775 | 0,1 | 0075 |0.05] 4784 |240

1250/ 1,575 | 0.1 | 9075 [1250 | 1520 | 0,1 | 0075 |0.05] 4950 |2.00

0250|2550 | 01| %1 o250 | 2500 01 | O |0,05] 25380 [6:2°

05002300 | 01 | 91 Josoo |2250| 01 | 01 [0.05] 50083 |4.00

s o750] 2050 | 01 | %1 Jo750 |2000| 01 | 91 [9005| gpgo |3:00

1,000/ 1,800 | 0,1 | 91 J1ooo |1750| 01 | O |0.05] gpo4 |2:40

1250|1550 | 01 | 91 |50 | 1500 01 | 01 |0.05] 5563 |200
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50 ~
_ 45 A # [10]: Kontrol
)E. 40 -
E 35 m[l1]: 70 nM
-
E 30 A [12]: 175 nM
E 25 -
g 20 - ® [13]: 290 nM
é 15 4

10 A
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1/[ABTS]mM!

Sekil 4.5. Sigir siitii LPO enzimi i¢cin ABTS substratiyla 4-Amino-3-klorobenzohidrazid
esliginde elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.7. Laktoperoksidaz enzimini tizerine 4-Amino-3-klorobenzohidrazid
inhibitdriiniin inhibisyon etkisi

ICso | Ortalama K; inhibisyon
(nM) (nM) tipi

Sigir
cl LPO
NH,
173,2 | 151,05+ 77,20 Yarigsmali
4-amino-3-klorobenzohidrazit
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Cizelge 4.8. 4-Amino-3-klorobenzohidrazid ile hazirlanan afinite jelinden sigir, manda,
koyun ve ke¢i LPO enziminin saflastirilmasi sonuglari

. Toplam . Protein Total Total Spesifik
4-Amino-3- . Aktivite . . . Yiizde | Saflastirma
Hacim Miktar1 | Aktivite Protein Aktivite .
klorobenzohidrazid (EU/mL) . Verim Katsayist
(mL) (mg/mL) (EV) Miktarn | (EU/mL)
Sigir Homojenat 60 4,3 15 258 900 0,28 100 1
stitli
Seph 4B
iR 10 | 37 | 001 37 0,1 370 | 144 1321
Afinite
Kegi Homojenat 60 1,75 13 105,5 780 0,134 100 1
stitii
Seph 4B
‘N 10 | 209 | 006 @ 209 | 06 | 348 | 198 260
Afinite
Homojenat 60 3,08 14 184,8 840 0,22 100 1
Koyun
siitll
Seph 4B
eprarese 10 | 43 | 002 43 02 | 1963 | 233 8922
Afinite
Homojenat 60 15,4 12 924 720 1,28 100 1
Manda
siitll
Sepharose 4B

o 10 32,7 0,044 327 0,44 743,1 35,3 580,6
Afinite
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4.2.3. 4-amino-2-metoksibenzohidrazid molekiilii ile ABTS substrati kullamilarak

sigir LPO iizerine yapilan kinetik ¢alismalar

Cizelge 4.9. 4-amino-2-metoksibenzohidrazid inhibitorii ile afinite kolonundan elde
edilen LPO i¢in, ABTS substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tlpi Numune Tipi
’_T j —~~ j S —~
§ é % Z = _EI \E/ - g - _El <) %
= S E |8 = S | E 2 E = =
= |z [gE | Q|22 8 |BEIR |£ |5 | |T
- < P | T IEEl <« | 2F [T - <
201 09 |01 - 20 (08101 - | 0,05 100 0
?g 2,01(0,890( 0,1 |0,010] 2,0 |0,840]| 0,1 (0,010 0,05 | 76,04 | 2,91
8
(\éﬁ 2,0 (0,880 0,1 |0,020] 2,0 |0,830]| 0,1 (0,020 0,05 | 68,75 | 5,82
= c
E% 2010870] 0,12 (0,030 2,0 |0,820| 0,1 [0,030[ 0,05 50 8,73
4
é 2,0 (0,860| 0,1 |0,040| 2,0 |0,810| 0,1 (0,040 0,05 | 43,75 | 11,64
2,0(0,850( 0,1 |0,050] 2,0 |0,800| 0,1 (0,050 0,05 | 35,42 | 14,55

100 4 y=100e—0,072x
R?=0,986
80 -
3
S 60 -
)
<
40 -
X
20 -
O T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
[4-amino-2-metoksibenzohidrazid] nM

Sekil 4.6. Sigir siiti LPO enzimi i¢in ABTS substratina bagli olarak 4-amino-2-
metoksibenzohidrazid ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.10. Sigir siiti LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla 4-amino-2-
metoksibenzohidrazid esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tupt Numune Tiipi
2 2 2
i - c 1 [ - c 1 = o i
] e Q ~ e o ~ 1
—
S e S ~= 5 e e ~ 10 g £ S
E (9] < ~ 4: (2] = o~ 4: ) =
= = = @) = = - ©] o a © 0
— m o~ — m N — - E S
<| 2| T| 2 |< |8 |T |E
3.
o o >
L L S

0,500{2,385 (0,1 |0,015 |0,500 |2,335

o
o
o
o
al
o

0,05 |17,54 |6,25

0,750(2,135 (0,2 {0,015 ]0,750 {2,085 |0,1 |0,050 |0,05 [12,82 |4,00

ul 1,000(1,885|0,1 |0,015 1,000 (1,835 [0,1 |0,050 |0,05 [12,19 |3,00

1,250{1,635 0,1 0,015 1,250 1,585 0,1 |0,050 |{0,05 [11,23 |2,40

1,500(1,385 (0,1 |0,015 1,500 (1,335 |0,1 |0,050 |0,05 [11,11 |2,00

0,500|2,370({0,1 |0,030 |0,500 |2,320 0,1 |0,100 |0,05 |31,25 |6,25

0,750(2,120 0,2 {0,030 0,750 {2,070 |0,1 |0,100 (0,05 [20,83 |4,00

[, 1,000(1,870 (0,1 |0,030 1,000 (1,820 [0,1 |0,100 |0,05 [18,51 |3,00

1,250{1,620 (0,1 0,030 1,250 |1,570 (0,1 |0,100 |0,05 [16,39 |2,40

1,500(1,370 (0,1 |0,030 1,500 (1,320 {0,1 |0,100 |0,05 [15,62 |2,00

0,500{2,350 (0,1 |0,050 0,500 2,300 |0,1 |0,150 |0,05 |83,34 |6,25

0,750(2,100 (0,2 {0,050 0,750 {2,050 |0,1 |0,150 |0,05 [58,82 |4,00

[1]s 1,000(1,850 (0,1 |0,050 1,000 (1,800 [0,1 |0,150 |0,05 [41,66 |3,00

1,250{1,600 (0,1 0,050 1,250 1,550 (0,1 |0,150 |0,05 [29,41 |2,40

1,500(1,350 (0,1 |0,050 1,500 (1,300 [0,1 |0,150 |0,05 [25,64 |2,00
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80 +

70 - # [10]: Kontrol
MW [12]: 4,35 nM
A [13]: 8,73 nM

@ [14]: 14,55 nM

1/V(mmol/mL.min)!

20 15 -10 5 0 5 10
1/[ABTS]mM!

Sekil 4.7. Sigir sttt LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla 4-amino-2-
metoksibenzohidrazid esliginde elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.11. Laktoperoksidaz enzimini tiizerine 4-Amino-2-metoksibenzohidrazid
inhibitdriiniin inhibisyon etkisi

[OF Ortalama K; inhibisyon

(0) NH—NH
? (NM) (NM) tipi

OCH3
Sigir

LPO
NH, 9,62 93,30 +£40,41 | Yarismal

4-amino-2-metoxybenzohidrazit
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Cizelge 4.12. 4-Amino-2-metoksibenzohidrazid ile hazirlanan afinite jelinden sigr,
manda, koyun ve ke¢i LPO enziminin saflastirilmasi sonuglari

Toplam Protein Total Total Spesifik

4-amino-2- : Aktivite . - - - Yiizde Saflastirma
. - . H Mikt Aktivit Prot Aktivit B
metoksibenzohidrazid (r:E')m (EU/mL) (m'g /r?:li) (EUI)VI ¢ N{f)kg:l (EUII\%IE_}) Verim Katsayisi
Sigir
siitii Homojenat 60 2,6 15 156 900 0,1 100 1
Sepharose 4B 10 0,9 0,01 9 0,1 90 5 900
Afinite
Kegi
siitil Homojenat 60 2,16 13 129,6 780 0,16 100 1
Sepharose 4B
Afinite 10 02 0,03 2 03 6,66 1,54 41,62
Koyun Homojenat 60 2,3 14 138 840 0,16 100 1
siitil
Sepharose 4B
Afinite 10 13 0,06 13 0,6 21,66 9,42 135,41
Homojenat 60 10,1 12 600 720 0,8 100 1
Manda
siitll
Sepharose 48 | 7.7 0,07 77 0,7 110 | 1283 | 137,50

Afinite
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4.3. Memeli Laktoperoksidaz Enziminin Kinetik Parametre ve SDS-PAGE

Sonuclan

4.3.1. 4-amino-3-bromobenzohidrazid ile saflastirilan LPO enzimi icin ABTS

substrati ile bulunan kinetik parametreler

Kinetik parametrelerden optimum pH, optimum sicaklik, stabil pH, Kpn ve Vpax
degerlerinin ABTS substrati i¢gin belirlenmesi amaciyla Boliim 3.4’de anlatildig: sekilde
LPO aktivite dlgiimleri yapildi. Sigir, manda, koyun ve ke¢i siitiinden elde edilen
sonuglar Sekil 4.3, 4.5, 4.7 ile Cizelge 4.3, 4.7, 4.11°de gosterildi.

4.3.2. pH-aktivite grafiginin belirlenmesi

ABTS substrati icin memeli LPO enzimlerinin optimum pH degerlerini belirlemek
amaciyla Boliim 3.4.1°de anlatildigi sekilde pH:5,0-8,0 araliginda aktivite Sl¢iimleri
yapildi. Elde edilen aktivite degerlerine karsilik gelen pH degerleri Sekil 4.8’de verildi

1,6

o o =
T o) o

Aktivite (EU/mL.dk)

o

2,5 3,5 45 55 6,5 75 8,5
Optimum pH

—&—Keci LlPO  —@—Koyun LPO —@—Sigir LPO —e— Manda LPO

Sekil 4.8. Memeli siitleri LPO enzimi i¢cin ABTS substratiyla optimum pH i¢in pH-
aktivite grafigi
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4.3.3. Sicaklik-aktivite grafiginin belirlenmesi

ABTS substati i¢in herbir memeli LPO enziminin optimum sicaklik degerlerini
belirlemek amaciyla Bolim 3.4.2°de anlatildigi sekilde 5-85°C sicaklik araliginda

aktivite olgtimleri yapildi. Elde edilen aktivite degerlerine karsilik gelen sicaklik grafigi
Sekil 4.9°da verildi.

12

10

Aktivite (EU/m.dk)
(=]

0 20 40 60 80 100
Optimum Sicaklik °C

—@—Sigir LPO —&— Koyun LPO  —®— Manda LPO  —®— Keci LPO

Sekil 4.9. Memeli siitleri LPO enzimi i¢cin ABTS substratiyla elde edilen Sicaklik-
Aktivite grafigi

4.3.4. Ky, ve Vax degerlerinin belirlenmesi

Herbir memeli LPO enziminin ABTS substrat1 i¢in K ve Vmax degerlerinin tespit
edilmesi amaciyla; Boliim 3.4.4°de anlatildig1 sekilde ABTS kullanilarak optimum pH
degerinde ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat konsantrasyonunda aktivite degerleri

olgiildii. Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 4.10, 4.11, 4.12°de verildi.
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4 y=0,2344x+1,1391 .9

1/V(mmol/mL.min)!

-6 1 4 9 14
1/[ABTS] mM!

Sekil 4.10. Manda siiti LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla elde edilen 1/V-1/[S]
grafigi

=

w
[®)]

y =0,205x+0,9193..¢

. 1/V(mmol/mL.min)'
ok = ~
vk N w
®

aw]

3 5 7 9 11 13
1/[ABTS] mM!

&
w
N
-

Sekil 4.11. Koyun siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla elde edilen 1/V-1/[S] grafigi
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y =0,2987x+0,7394

1/V(mmol/mL.min)’

1/[ABTS] mM!

Sekil 4.12. Kegi siitii LPO enzimi i¢cin ABTS substratiyla elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

4.4, Memeli Siitleri LPO Enzimleri i¢in Bulunan Toplu Sonuclar

Cizelge 4.13. Sigur siitii LPO enzimi iizerine ligand molekiillerin toplu kinetik sonuglari

LIGAND ICso Ki Inhibisyon Tipi
MOLEKULLER (NM) (nNM)
3;zmg]§:a_r?;ohidrazid 204,00 38,95+ 6,34 Yarismali
ﬁl_gp;it?eor{f&hidrazid 173,2 151,05+ 77,20 | Yarismah
Ar;;zgli(r;?l;gr_wzohidrazid 9,62 93,30 + 40,41 Yarismah

Cizelge 4.14. S181ir ve manda siitiinden saflastirilan LPO enzimi i¢in ligand molekiillerin
toplu sonuglari

. Sigir LPO Manda LPO
LIGAND
MOLEKULLER S.Aktivite| Yiizde S. S.Aktivite| Yiizde S.
(EU/mg) | Verim Katsayisi (EU/mg) | Verim | Katsayisi
4-amino-3-
bromobenzohidrazid 714,28 | 15,00 | 1519,0 | 379,16 | 19,3 2916
4-amino-3- 370,00 | 14,40 | 13210 | 74318 | 353 | 580,6
klorobenzohidrazid
4-amino-2- 9000 | 500 | 9000 | 11000 | 12,8 1375

metoksibenzohidrazid
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Cizelge 4.15. Keci ve koyun siitiinden saflastirilan LPO enzimi i¢in ligand molekiillerin
toplu sonugclari

. Keci LPO Koyun LPO
LIGAND
(EU/mg) | Verim|Katsayis1 | (EU/mg) | Verim | Katsayisi
4-amino-3-

bromobenzohidrazid 1000 | 625 | 16660 | 5230 | 872 | 261,00

4-amino-3-

Klorobenzohidrazid 3483 | 1980 | 26000 | 1963 | 23,30 | 892,20

4-amino-2-

metoksibenzohidrazid 6,66 | 154 | 4162 | 2166 | 942 | 13541

Cizelge 4.16. 4-amino-3-bromobenzohidrazid kolonundan saflastirilan memeli siitleri
LPO enzimi toplu kinetik sonuglari

Memeli siitleri Km V max Optimum  Optimum
pH Sicakhik
Sigir LPO 0,12 0,49 55 45
Manda LPO 0,20 0,87 55 70
Koyun LPO 0,22 1,08 6,0 60

Ke¢i LPO 0,40 1,35 5,5 70
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4.5. Memeli LPO Enzimlerinin SDS-PAGE Giimiis Boyama Sonuglari

4.5.1. 4-amino-3-bromobenzohidrazid kolonundan saflastirilan sigir, koyun manda

siitleri LPO enzimi SDS-PAGE giimiis boyama sonuclar:

Sekil 4.13. 4-amino-3-bromobenzohidrazid kolonundan saflastirilan sigir, koyun ve

manda LPO enzimi SDS-PAGE fotografi
*a: Sigir LPO enzimi (78 kDa) b: Koyun LPO enzimi (78 kDa) c: Manda LPO enzimi (78 kDa)
d. Standartlar; 1. (130 kDa), 2. (100 kDa), 3. (70 kDa), 4. (55 kDa), 5. (40 kDa).

46. Sigir Siitiinden 4-amino-3-bromobenzohidrazid Afinite  Kolonunun

Laktoperoksidaz Enzimini Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Sentezlenen jelin LPO tutma kapasitesi belirlenirken sicaklik, pH ve iyonik siddet

parametreleri incelendi. Deney prosediirii boliim 3.4°de anlatildigi sekilde uygulandi.

4.6.1. Kolon kapasitesi iizerine Sicaklik etkisi

Farkli sicakliklarda 5, 10, 15, 20 ve 25°C sicakliklarda pH:6,8’de kolonun LPO tutma
kapasitesi belirlenerek (mg protein/g jel) sonuglar Sekil 4.14°de verildi.
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Sicaklik °C

Sekil 4.14. Sepharose-4B-L-tirozin-4-amino-3-bromobenzohidrazid jelinin sicaklik-

kapasite grafigi

4.6.2. Kolon kapasitesi iizerine pH’nin etkisi

pH’s1 6,8 ile 9,5 arasinda degisen tamponlar kullanilarak kolonun LPO tutma kapasitesi

caligild1 ve sonuglar (mg protein /g jel basina) belirlenerek Sekil 4.15°de verildi.

0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03

0,02

Kapasite (mg protein/g jel

0,01

6,5

7,5

85
pH

9,5

10,5

Sekil 4.15. Sepharose-4B-L-tirozin-4-amino-3-bromobenzohidrazid jelinin pH-kapasite

grafigi
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4.6.3. Kolon kapasitesi iizerine iyonik siddetin etkisi

Optimum pH ve en uygun baglanma sicakliginda iyonik siddetin 0,2 ile 0,5 M arasinda
degistirilmesi ile sonuglar mg protein/g jel basina grafik Sekil 4.16’da verildi.

0,2

0,08

0,04

Kapasite (mg protein/g jel)

0
0,15 0,2 0,25 03 0,35 0,4 0,45 0,5 0,55
Iyonik Siddet

Sekil 4.16. Sepharose-4B-L-tirozin-4-amino-3-bromobenzohidrazid jelinin iyonik
siddet [M]-kapasite grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Siit, memelilerin biiylime ve gelismeleri i¢in gerekli olan beyaz veya krem renkli sividir
(Marshall 2004). Yapisinda bulunan immiinoglobulinler, enzimler, biiylime hormonlari,
antibakteriyel ajanlar gibi protein ve peptid yapili dgeler ile yag asitleri, vitamin ve
minerallerden dolay1 canlilar i¢in 6nemlidir (MclIntosh et al. 1998; McMahon et al.
2008).

Siitiin 6zelligini koruyabilmesi i¢in bakteri faaliyetlerinin durdurulmasi, sogutulmasi ve
sicakliktan uzaklastirilmas: gerekir. Sogutma tam olarak gergeklestirilemeyince siite
kimyasal madde ilavesi kullanimi1 giintimiizde ¢ok yaygindir. Cig siitlerin korunmasinda
dogal antibakteriyel sistem laktoperoksidaz/ tiyosiyanat/ hidrojen peroksit (LPO)
sistemi olarak tanimlanmaktadir. Anilan sistemin siitteki antibakteriyel etkisi H,0O;
varhiginda laktoperoksidaz enziminin katalize ettigi reaksiyonla SCN iyonlarinin

oksidasyonuna dayanmaktadir (Smithers 2008).

LPO’nun siit endiistrisindeki bu éneminden 6tiirii bilim insanlar1 enzim {izerine farkl
molekiillerin inhibisyonunu arastirmiglar ve saflastirma i¢in ¢ok gesitli kromatografik
yontemler denemislerdir. Ornegin Amberlite CG 50 H” reginesi ile kismi bir saflastirma
yapilip, sonra amonyun siilfat ¢oktiirmesi, CM Sephadex iyon degisim, Sephadex G100
jel filtrasyon kromatografisi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz yapilarak 5 mg

LPO 1 It siitten elde edilmistir (Ozdemir et al. 2001; Cankaya et al. 2006).

Kromatografik yontemlerden afinite teknigi ile LPO enzimi tek basamakta
saflagtirillmistir. Proteinlerin ayrilmasi igin kullanilan yontemlerden biri olan afinite
kromotogrofisi spesifik ligand esasina dayanir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Ligand
olarak siilfanilamidin kullanilmasiyla LPO’nun tek basamakta 409,00 kat saflastirilmasi
saglanmistir. LPO’nun yarigmali inhibitorii oldugu bulunan siilfanilamidin K; degerinin

3,55X10’5 M ve ICsq degerinin 0,848 mM oldugu bildirilmistir (Atasever et al. 2013).



49

Farkli ligandlar kullanilarak afinite kolonlar1 sentezlenmis LPO saflagtirma caligsmalari
daha ileriye gotirilmiistiir. Bazi siilfanilamid tiirevi molekiillerin ligand olarak
kullanilmasiyla memeli siitlerinden LPO enziminin daha yiiksek verim ve saflastirma
katsayisi ile saflastirilmasi basarilmigtir. 2-kloro-4-siilfamoyilanilin molekiilii ile sigir
stitiinden spesifik aktivite 145,00 olup enzim 453,00 kat saflastirilmistir. Saflagtirma
basamaklar1 sonunda yiizde verim degeri ise 12,00 olarak bulunmustur. Saflagtirma
sonunda 200 ml siitten 0,77 mg LPO (R,=0,6) elde edilmistir (Usanmaz 2014). 5-
amino-2-metilbenzensiilfonamid molekiilii ile saflastirma basamaklarimin sonunda
enzim sigir sitinden 84,75 spesifik aktiviteyle 9%82,68 verimle 1059,37 Kkat
saflastirilmistir (Koksal 2015). Saflagtirma sonunda 200 mL siitten 0,12 mg LPO elde
edilmistir. Literatiirde ise 1 litre sigir siitinden 6-9 mg LPO elde edilmistir. Elde
ettigimiz miktar literatiire yakindir (Kumar and Bhatla 1995).

Hidrazid tiirevlerinin LPO’nun inhibitorii oldugu literatiirde bildirilmistir (Kumar and
Bhatla 1995). Bu fikirden yola g¢ikarak bu tez ¢alismasinda bazi benzohidrazid tiirevi
molekiillerden afinite kolonlar1 sentezlenerek, memeli siitlerinden LPO enziminin

saflastirilmasi gergeklestirilmistir.

5-amino-2-metilbenzosulfonamid ligandi kullanilarak saflastirilan sigir LPO enzimi
tizerine 4-amino-2-metoksibenzohidrazid, 4-amino-3-bromobenzohidrazid ve 4-amino-
3-klorobenzohidrazid inhibitorleri igin detayli kinetik c¢alisma yapildi bu g¢alismalar
sirasinda kiivetteki inhibitor konsantrasyonlari Cizelge 4.1, 4.5 ve 4.9°da verildi. ABTS
substratina bagli olarak inhibisyon etkisini incelemek amaciyla, doygun olmayan ABTS
(26.67x10 mM) reaksiyon ortamina farkli konsantrasyonlarda inhibitor ilave edilerek
aktivite degerleri hesaplandi. Elde edilen bu degerlerle %Aktivite-Konsantrasyon

grafikleri cizilerek ICso degerleri bulundu.

Sigir LPO igin bu grafikler Sekil 4.2, 4.4 ve 4.6’da gosterildi. Cizelge 4.3, 4.7 ve 4.11
‘deki sonuglara gore ICsy degerleri 4-amino-2-metoksibenzohidrazid, 4-amino-3-
bromobenzohidrazid ve 4-amino-3-klorobenzohidrazid molekiilleri igin siras1 ile 9,62,

204,0, 173,2 olarak bulundu. Tim molekiillerin ICsy degerlerinin sonuglarina
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bakildiginda LPO enziminin inhibitdrii olabilecegi ortaya konuldu. Inhibisyon tiplerini

belirlemek amaci ile K; degerlerinin hesaplanmasi ¢alismalarina gegildi.

Sigir LPO enzimi i¢in 5 farkli ABTS substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit
inhibitor konsantrasyonunda aktivite 6l¢iimii yapildi inhibitdr konsantrasyonlar1 Cizelge
42, 46 ve 4.10’da gosterildi. 4-amino-2-metoksibenzohidrazid, 4-amino-3-
bromobenzohidrazid ve 4-amino-3-klorobenzohidrazid igin Lineweaver-Burk grafikleri

cizilerek inhibisyon tipleri ve K;degerleri belirlendi (Lineweaver et al. 1934).

Sigir LPO i¢in bu grafikler Sekil 4.3, 4.5 ve 4.7°de gosterildi. K; degerleri 4-amino-2-
metoksibenzohidrazid, 4-amino-3-bromobenzohidrazid ve 4-amino-3-
klorobenzohidrazid i¢in sirasiyla 38,95 + 6,34; 151,05 + 77,20 ve 93,3 + 40,41 Cizelge
4.12’de belirtildigi gibidir. Boylece saflastirmada kullanilan ligandlarin detayli kinetik
parametreleri ve inhibisyon tipleride ilk kez tespit edilmis oldu. Calisilan benzohidrazid
molekiilleri LPO enziminin yeni inhibitorleri olarak tespit edildi ve inhibisyon etkisi
gosteren bu molekiillerin her biri icin afinite jelleri sentezlendi (Sekil 3.2; Sekil 3.3;

Sekil 3.4).

Matriks olarak CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, uzanti kolu olarak ise L-tirozin
kullanild1 ve pH: 10 tamponunda karistirilarak 4°C’de 16 saat boyunca sisirildi. Her bir
inhibitérden 25 mg alinarak Sepharose-4B-L-tirozin-ligand jelleri hazirlandi (Atasever
et al. 2013). Hazirlanan afinite kolonlarina yagi alinarak siit igerisine zay1f asidik katyon
degistirici olan Amberlit CG 50 H" katilarak kism1 bir saflastirma yapildi (Doumonted
and Rousset 1983). Afinite jellerinin sentezlendigi benzohidrazid tiirevlerinin
diazonyum tuzu olusturdugu jelin renklenmesinden anlasildi. Diazonyum tuzlarinin

bilesiklerinin renkli tiriinler verdigi literatiirde belirtilmistir (Atasever et al. 2013).

Cizelge 4.4’den gorildigi gibi; 200 mL memeli siitii-amberlit ile hazirlanan
homojenatlarin herbirinden 50 mL, 4-amino-3-bromobenzohidrazid afinite kolonuna
tatbik edildiginde saflagtirma basamaklarinin sonunda enzim sigir siitiinden 714,28

spesifik aktiviteyle %15,00 verimle 1519,00 kat saflastirilmistir. Saflastirma sonunda
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200 mL siitten 0,26 mg LPO elde edilmistir. Literatiirde ise 1 litre sigir siitiinden 6-9 mg
LPO elde edilmistir. Elde ettigimiz miktar literatiire yakindir (Kumar and Bhatla 1995).

Enzim manda siitiinden 379,16 spesifik aktivite ile %19,30 verimle 291,66 Kkat
saflagtirilmistir. Saflagtirma sonunda 200 mL siitten 1,6 mg LPO elde edilmistir.

LPO enzimi koyun siitiinden 52,30 spesifik aktivite ile %8,72 verimle 261,00 kat
saflastirilmistir. Saflagtirma sonunda 200 mL siitten 1,00 mg LPO elde edilmistir ve
ke¢i siitiinden 10,00 spesifik aktivite ile %6,25 verimle 166,60 kat saflagtirilmustir.
Saflagtirma sonunda 200 mL siitten 1,00 mg LPO elde edilmistir.

Cizelge 4.8’den gorildugi gibi; 200 mL memeli siiti-amberlit ile hazirlanan
homojenatlarin herbirinden 50 mL, 4-amino-3-klorobenzohidrazid afinite kolonuna
tatbik edildiginde saflagtirma basamaklarinin sonunda enzim sigir siitiinden 370,00
spesifik aktiviteyle %14,40 verimle 1321,00 kat saflastirilmistir. Saflastirma sonunda
200 mL siitten 0,33 mg LPO elde edilmistir. Literatiirde ise 1 litre sigir siitiinden 6-9 mg
LPO elde edilmistir. Elde ettigimiz miktar literatiire yakindir (Kumar and Bhatla 1995).

Enzim manda siitiinden 743,18 spesifik aktivite ile %35,30 verimle 892,20 kat
saflastirilmistir. Saflastirma sonunda 200 mL siitten 1,46 mg LPO elde edilmistir.LPO
enzimi koyun siitinden 196,30 spesifik aktivite ile %23,30 verimle 261,00 kat
saflastirilmistir. Saflagtirma sonunda 200 mL siitten 0,66 mg LPO elde edilmistir ve
ke¢i siitiinden 34,83 spesifik aktivite ile %19,80 verimle 260,00 kat saflastirilmstir.
Saflagtirma sonunda 200 mL siitten 2,00 mg LPO elde edilmistir.

Cizelge 4.12°den goriildiigii gibi; 200 mL memeli siitii-amberlit ile hazirlanan
homojenatlarin herbirinden 50 mL, 4-amino-2-metoksibenzohidrazid afinite kolonuna
tatbik edildiginde saflastirma basamaklarinin sonunda enzim sigir siitlinden 90,00
spesifik aktiviteyle %5,00 verimle 900,00 kat saflastirllmistir. Saflastirma sonunda 200
mL siitten 0,33 mg LPO elde edilmistir. Literatiirde ise 1 litre sigir siitiinden 6-9 mg
LPO elde edilmistir. Elde ettigimiz miktar literatiire yakindir (Kumar and Bhatla 1995).
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Enzim manda siitiinden 110,00 spesifik aktivite ile %12,83 verimle 137,50 kat
saflastirilmistir. Saflastirma sonunda 200 mL siitten 2,33 mg LPO elde edilmistir.LPO
enzimi koyun siitiinden 21,66 spesifik aktivite ile %9,42 verimle 135,41 Kat
saflagtirtlmistir. Saflagtirma sonunda 200 mL siitten 2,00 mg LPO elde edilmistir ve
keg¢i siitiinden 6,66 spesifik aktivite ile %1,54 verimle 41,62 kat saflastirilmistir.

Saflastirma sonunda 200 mL siitten 1,00 mg LPO elde edilmistir.

Simdiye kadar afinite tekniginin kullanilmasi1 ile yapilmis LPO saflastirma
caligmalarinda ligand olarak siilfanilamid molekiiliiniin kullanilmasiyla sigir siitii %74
verimle 406,57 kat, 5-amino-2-metilbenzensulfonamid molekiili ile %82,68 verimle
saflastirma katsayisi iki katina ¢ikarilmistir. Ayn1 kolondan ilk defa manda siitii 509,09
kat, koyun siitiiniin 232,55 kat ve ke¢i siitiiniin 161,90 kat saflastiriimasi
gerceklestirilmistir.

Bu ¢alismada 4-amino-3-klorobenzohidrazid molekiilii ile saflastirma katsayisi sigir
LPO enzimi i¢in 1321,00 kata ¢ikarilirken, 4-amino-3-bromobenzohidrazid molekiilii
ile saflagtirma katsayisi sigir LPO i¢in daha da artirilarak 1519,00 kata ¢ikarilmistir.
Ayrica bu kolondan diger memeli LPO enzimlerinin saflagtirilmasida
gerceklestirilmigtir. 4-amino-3-metoksibenzohidrazid ile de sigir siitii 900,00 kat

saflagtirilmistir.

4-amino-3-bromobenzohidrazid kolonundan saflastirilan memeli siitleri LPO enzimleri

icin kinetik paremetreleri tespit etmek amaci ile asagidaki sonuglar bulunmustur.

ABTS substratt i¢in optimum pH ¢alismasi; pH 5,0-8,0 araliginda enzimin gosterdigi
aktiviteler spektrofotometrik olarak 412 nm’de o6lgtildii ve Aktivite-pH grafikleri Sekil
4.8’de gosterildi. Bu grafikden sigir siitiinden elde edilen LPO i¢in optimum pH’nin 5,5
oldugu bulundu. Kolondan saflastirilan enzimin optimum sicaklik degerini tespit etmek
amaciyla, ABTS substrat1 i¢in sicaklik 5-80°C araliginda enzimin gosterdigi aktiviteler
spektrofotometrik olarak 412 nm’de Olgiildii. Aktivite-sicaklik grafikleri Sekil 4.9°da

gosterildi. Bu grafikden ¢ikarilan sonuglara gore sigir siitiinden elde edilen LPO igin
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optimum sicakligin 45°C oldugu bulundu. Koyun LPO enziminin optimum pH degerini
tespit etmek amaciyla, ABTS substrati i¢in pH 5-8 aralifinda enzimin gosterdigi
aktiviteler spektrofotometrik olarak 412 nm’de olctldii. Aktivite-pH grafikleri Sekil
4.8’de gosterildi. Bu grafikden ¢ikarilan sonuglara gére koyun siitiinden elde edilen
LPO i¢in optimum pH’nin 6,0 oldugu bulundu. Kolondan saflastirilan enzimin optimum
sicaklik degerinin tespit edilmesi amaciyla, ABTS substrati igin sicaklik 5-80°C
araliginda enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak 412 nm’de olgiildii.
Aktivite-sicaklik grafikleri Sekil 4.9’da gosterildi. Bu grafikden ¢ikarilan sonuglara gore
koyun siitiinden elde edilen LPO igin optimum sicaklik 60°C olarak bulundu.

Manda LPO enzimi i¢in optimum pH degerini tespit etmek amaciyla, ABTS substrati
icin pH 5,0-8,0 araliginda enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak 412
nm’de Olciildii. Aktivite-pH grafikleri Sekil 4.8’de gdosterildi. Bu grafikden c¢ikarilan
sonucglara gére manda siitiinden elde edilen LPO ig¢in optimum pH’nin 5,5 oldugu
bulundu. Kolondan saflastirilan enzimin optimum sicaklik degerini tespit etmek
amaciyla, ABTS substrat1 i¢in sicaklik 5-80°C araliginda enzimin gosterdigi aktiviteler
spektrofotometrik olarak 412 nm’de Olciildii. Aktivite-sicaklik grafikleri Sekil 4.9’da
gosterildi. Bu grafikden ¢ikarilan sonuglara gore manda siitlinden elde edilen LPO i¢in

optimum sicakligin 70°C oldugu bulundu.

Kegi LPO enzimi i¢in optimum pH degerini tespit etmek amaciyla, ABTS substrat1 igin
pH 5-8 aralifinda enzimin gdsterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak 412 nm’de
Olciildii. Aktivite-pH grafikleri Sekil 4.8’de gosterildi. Bu grafikden ¢ikarilan sonuglara
gore sigir siitiinden elde edilen LPO icin optimum pH’nin 5,5 oldugu bulundu.
Kolondan saflastirilan enzimin optimum sicaklik degerini tespit etmek amaciyla, ABTS
substrat1 i¢in sicaklik 5-80° araliginda enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik
olarak 412 nm’de Oolgiildii. Aktivite-sicaklik grafikleri Sekil 4.9’da gosterildi. Bu
grafikden c¢ikarilan sonuglara gore sigir siitiinden elde edilen LPO i¢in optimum

sicakligin 70°C oldugu bulundu. Ozet Sonuglar Cizelge 5.1°de gosterildi.
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Cizelge 5.1. 4-amino-3-bromobenzohidrazid kolonu memeli siitlerinden afinite kromatografisi
ile elde edilen LPO enzimi icin yapilan saflagtirma, karakterizasyon ve kinetik calisma sonuclari

Memeli Siitleri

Parametreler Sigir Koyun Keci Manda
Spesifik aktivite (EU/mg protein) 714,28 52,30 10,00 379,16
Saflastirma katsayisi 1519,00 261,00 166,60 291,66
Optimum pH 5,5 6,0 55 55
Optimum Sicaklik ('C) 45 60 70 70
Km (MM) 0,12 0,22 0,40 0,20
Vmax (EU/mL.dK.) 0,49 1,08 1,35 0,87
Molekiil agirhg: (Dalton) 80,0 80,0 80,0 80,0

Hazirlanan 4-amino-3-bromobenzohidrazid kolonu i¢in LPO enzimini tutma kapasitesi

calismalar1 yapildi.

Kolonun LPO tutma kapasitesini belirlemek igin sicaklik, pH ve iyonik siddet
parametreleri 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 alind1 ve daha dnceden 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
miktart bulundu jel kurutulup tartilarak mg protein/gram-jel cinsinden LPO enziminin
tutma kapasitesi belirlendi (Aslan et al. 1996).

LPO enziminin saflastirilmasinda 4-amino-3-bromobenzohidrazid ile hazirlanan
kolondan sicakligin kolon kapasitesine etkisini belirlemek amaci ile pH 6,8 da 5, 10, 15,
20 ve 25°C farkl sicakliklarda tutma kapasitesi belirlenerek (mg protein/g jel basina)
grafik edildi. Sekil 4.14°den goriildiigii gibi 10°C’de jel baglanma kapasitesi

maksimumdur.
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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 4.15’de grafik edildi. Buradan 5-amino-2-metil

benzensiilfonamid i¢in 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 yapildi ve bu
iyonik siddet 0,2 M ile 0,5 M arasinda degistirilerek, sonuglar grafikle gosterildi. Sekil
4.16°da goriildiigii gibi 0,4 M iyonik siddet konsantrasyonunda baglanmanin maksimum
oldugu tespit edildi. Kolon tutma kapasitesi sonuglarina gore, A10°C’de pH 8,5’da 0,40
M iyonik siddet konsantrasyonunda optimum baglanma 0,110 mg/g jel olarak tespit
edildi.

Sonug Olarak;

1. 3 benzohidrazid tiirevi molekiiliin dnceden saflastirilan sigir LPO enzimi iizerine
kinetik calismasi yapildi. Calisilan 3 molekiiliin enzimin yeni, doniisimli ve etkili
inhibitor oldugu tespit edildi ve ligand olarak kullanilma potansiyelleri ortaya konuldu.
2. Bu molekiillerden hazirlanan afinite kolonlarindan sigir manda, koyun ve kegi
sitleri  tek  basamakta  saflastirildi.  LPO  saflastirnlmasinda;  4-amino-3-
bromobenzohidrazid ve 4-amino-3-klorobenzohidrazid calistigimiz  molekiiller
icerisinde en etkili ligandlar olarak tespit edildi. Literatiirde stilfanilamid ligand: ile
409,00 kat ve 5-amino-2-metilbenzosulfonamid molekiilii ile 1059,00 kat saflastirilan
sigir LPO enzimi, bu tez kapsaminda sigir siitiinden 4-amino-3-bromobenzohidrazid
molekiilii ile 1519,00 kat saflastirildi. Calistigimiz 4-amino-3-metoksibenzohidrazid ve
4-amino-3-klorobenzohidrazid molekiilleri memli siitlerinden LPO saflsatirilmasinda
literatiirdeki yontemlere gore ¢ok iistiin oldugu tespit edildi.

3. Sonuglar literatiir ile kiyaslandiginda ¢alistigimiz hidrazin molekiillerinin herhangi
birisi ile LPO enzimi dort memeli siitiinden tek basamkta saflastiracak yeni ligandlar

bulunmustur.
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4. Boylece mevcut tez kapsaminda yontem gelistirilerek tek kademede ve ucuz
maliyette LPO saflastirmasi1 yapabilen benzohidrazid tiirevlerinden 4-amino-3-

bromobenzohidrazid ve 4-amino-3-klorobenzohidrazid molekilleri literatiire

kazandirilmstir.
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