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Danigsman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Laktoperoksidaz (LPO) (E.C.1.11.1.7) memelilerin siitiinde, gozyasinda ve tiikiiriigiinde
bulunan prostetik grup olarak hem grubu igeren bir glikoproteindir. Bu ¢alismada sigir
laktoperoksidaz (LPO) enzimi literatiirde bilinen mevcut yontemler haricinde, CNBr ile
aktive edilmis Sepharose-4B matriksi iizerine uzanti kolu olarak tirozin takilarak ve
ligand olarak enzimin inhibitorleri siilfanilamid ve siilfapiridin kullanilarak sentezlenen
kolon materyallerinde enzimin afinite kromatografisi teknigi ile saflastirilmasi yapildi.
200 ml yag1 alinmis sigir siitii amberlite CG 50 H' reginesine tatbik edildi ve elde edilen
homojenatin 50 ml’si hazirlanan afinite kolonuna verildi. Saflastirma basamaklari
sonucunda siilfanilamid bagli kolonla 200 ml siitten 0,77 mg LPO, %62,3 verimle 409
kat saflastirildi. Saflastirilan enzimin safligit SDS-PAGE ile kontrol edildi ve tek bant
bulundu (80 kDa). Enzim aktivite 6l¢iimiinde pH:6’da 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-
6-sulfonik asit) (ABTS) kromojenik substrati kullanildi. Saflagtirilan LPO’nun 20°C’de
pH:6’da KM ve Vmax degerleri sirasiyla 0,14 mM ve 0,55 pmol/min. ml olarak
belirlendi. Hazirlanan afinite kolonunda baglanma kapasitesi 4°C’de pH:8,6 ve 0,25 M
iyonik siddet konsantrasyonunda 395 mg/g jel olarak belirlendi. Ligand olarak
kullanilan siilfanilamid ve siilfapiridin inhibitorleri yarigsmali inhibisyon gostermekte
olup, Iso degeri sirasiyla 8,48.10* ve 2,27.10* M olarak, K; degerleri ise sirasiyla
3,57.10° M ve 6,50.107 olarak tespit edildi.

2010, 79 sayfa

Anahtar Kelimeler: Afinite, Laktoperoksidaz, Kinetik, Inhibisyon.



ABSTRACT
Ph.D.Thesis

PURIFICATION OF LACTOPEROXIDASE ENZYME FROM BOVINE MILK BY
AFFINITY CHROMATOGRAPHY TECHNIQUE

Ali ATASEVER

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

Advisor: Prof.Dr. Hasan OZDEMIR

Lactoperoxidase (LPO; E.C.1.11.1.7) is a glicoprotein, present in mammalian milk, tear
and saliva, which contains prostetic heme group. In this study, bovine milk
lactoperoxidase (LPO) enzyme was achieved to be purified by a novel affinity
chromatography, prepared by using CNBr-activated Sepharose-4B as a matrix, L-
tyrosine as a spacer-arm and inhibitors, sulfanilamide and sulphapyridine as the ligands.
200 ml bovine milk was applied to amberlite CG 50 H' resign after the oil was
removed, and 50 ml of the obtained homogenate was applied to the prepared affinity
column. After the purification steps, 0.77 mg LPO was purified 409-fold in a yield of
62.3% by means of sulfanilamide column. The purity of the enzyme, purified by means
of the synthesized affinity gel, was checked by SDS-PAGE, and a single band was
detected corresponding to 80 kDa. 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin—6-sulfonic acid)
(ABTS) chromogenic substrate was used to in measurement of the activity. KM and
Vmax values of the purified enzyme were determined to be 0.14 mM and 0.55
pumol/min. ml, respectively, for pH:6 at 20°C. The binding capacity of the affinity gel
was determined to be 395 mg/g gel at 4°C, pH:8.6 and 0.25 M ionic strenght conditions.
The inhibitors, sulfanilamide and sulphapyridine, used as ligands, exhibited competitive
inhibition with the Isy values of 8.48x10* and 2.27x10™ M, and K; constants of
3.57x10” M and 6.50x107 respectively.

2010, 79 pages
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1.GIRiS

Enzimler canli organizmalardaki reaksiyonlari hi¢ bir yan iiriin olusturmadan %100°’liik
bir iirlin verimi saglayarak katalizleyen, katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik bir grubu
hari¢ olmak tizere protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin en 6nemli
ozellikleri katalizleme giigleri ve spesifiklikleridir (Keha ve Kiifrevioglu 2009;
Lehninger 1982).

Bazi enzimler katalizleme fonksiyonlarim1 yalniz protein yapilariyla yerine
getirebilirken, bazilar1 da protein yapisinda olmayan kofaktér adi verilen gruplara
ihtiyac duyarlar. Kofaktor bir metal iyonu olabildigi gibi koenzimdenilen kompleks bir
bilesik de olabilir. Bazen aktivite i¢in ikisi de gerekebilir (Lehninger 1982; Bingdl
1983; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimler, biiyiik bir boliimii protein yapisinda olan ve canli blinyesindeki biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalizleyen biyomakromolekiillerdir. Enzimler diger proteinler gibi,
yaklagik olarak 12.000’den 1 milyona kadar degisen molekiil kiitlesine sahiptirler. Bazi
enzimler amino asit kalintilar1 disinda aktivite i¢in kimyasal gruplara ihtiya¢ duymazlar.
Digerleri kofaktér olarak adlandirilan Fe*", Mg”™", Mn®" veya Se gibi bir veya daha fazla
inorganik iyona veya koenzim olarak adlandirilan kompleks organik veya

metaloorganik molekiillere gereksinim duyarlar.

Baz1 enzimlerin ise aktivite gosterebilmeleri i¢in hem koenzime hem de bir veya daha
fazla metal iyonuna ihtiyaci vardir. Protein yapisina ¢ok siki olarak hatta kovalent
olarak baglanan bir koenzim veya metal iyonu prostetik grup olarak adlandirilir. Metal
iyonlar ile veya koenzimiyle birlikte katalitik olarak aktif olan bir enzim holoenzim
olarak adlandirilirken bu gibi enzimlerin sadece protein kismi apoenzim veya
apoprotein olarak adlandirilmaktadir. Koenzimler, tiamin pirofosfat; aldehitler, koenzim

A; acil gruplart gibi 6zgiil islevsel gruplarin gegici tastyicisi olarak gorev yaparlar.



Koenzimler cogunlukla diyet ile diisiik miktarlarda alinan organik besinler olan

vitaminlerden temin edilirler (Nelson and Cox 2005).

Enzimlerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi de, katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve
tiriine doniistiirdiikleri substratlara karsi son derecede spesifik olmalaridir. Boylece
enzimler, hiicre icinde meydana gelen reaksiyonlarin hatasiz ve higbir yan iirlin
olugsmadan yliriitilmesine imkan verirken, ayni zamanda {stlin katalizleme giicii
sayesinde laboratuvar sartlarinda gergeklestirilmesi ¢ok zaman alan ve cok sayida
basamaga ihtiya¢ duyulan, bazen de yiiksek sicaklik, yiiksek basing, asir1 bazik ve
asidik ortam gerektiren reaksiyonlarin hiicre i¢i sartlarda saliselerle dlgiilebilecek kisa
zaman araliklarinda meydana gelmesini saglar (Lehninger 1982; Bingdl 1983; Keha ve

Kiifrevioglu 2009).

Enzim kinetigi enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyon hizlarimin incelendigi ve
kimyasal kinetigin temel prensiplerinin gegerli oldugu bir konudur. “Michaelis-Menten”
denklemi hemen hemen biitiin enzimler i¢in enzimatik etkinin kantitatif incelenmesinde

kullanilan temel bir ifadedir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).
V=V naxX[S]/Kmt[S]

Bu denklemde V.« (maksimum hiz); enzimin katalitik aktivitesinin bir ifadesidir. Viax
degerine belirli konsantrasyondaki enzimin substratiyla doygunluk durumunda ulasilir.
Her enzimin V.« degeri birbirlerinden ¢ok farkli olup enzim miktari, substratin yapisi,

pH, sicaklik ve iyonik siddetle degisir (Lehninger 1982).

Denklemde Ky maksimum hizin yarisina erisildigi andaki substrat konsantrasyonu
olarak tarif edilir ve birimi mol/L dir. Birden fazla substrata sahip enzimlerde her bir
substrat i¢in ayr1 bir Ky degeri bulunur. Ky degeri enzimin konsantrasyonuna bagl
olmayip, substratin yapisina, pH’ya, sicakliga ve iyonik siddete baglidir. Bir cok enzim
icin bu deger 107 ile 10 M arasindadir. Birden fazla substrata sahip enzimlerde her bir

substrat i¢in ayr1 bir Ky degeri vardir.



Bir enzimin kinetik oOzellikleri hakkinda en faydali bilgiler Michaelis-Menten
denkleminde yer alan enzimin substrata ilgisini ifade eden K, sabiti ve enzimin katalitik
aktivitesini  gosteren = V.  degerlerinden  elde  edilir.  degisik  substrat
konsantrasyonlarinda hizlar bulunarak V-[S] grafigi (Michaelis-Menten grafigi) veya
1/V-1/[S] grafigi (Lineweaver-Burk grafigi) ile Ky ve Vi degerleri bulunur (Keha ve
Kiifrevioglu 2009).

Enzim aktivitesi; substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, pH, iyonik siddet,
inhibitoér ve aktivatorlerin konsantrasyonlarindan etkilenir. Enzimler, optimum pH ve
doygunlugun iizerindeki substrat konsantrasyonlarinda calisirlar. Bdylece sifirinct
dereceden bir reaksiyon olusur. Enzim kofaktor igeriyorsa, koenzim veya metal iyonlari
konsantrasyonlart doygunlugun c¢ok iizerinde alinir. Bu durumda sistemde hizi
siirlayan tek faktor enzim konsantrasyonudur. Yani bu durumda hiz, enzim miktariyla
dogru orantilidir. Bu yiizden diisiik substrat konsantrasyonlarinda elde edilen degerler

daha az sagliklidir (Lehninger 1982).

Bir ¢ozelti veya doku ekstraktindaki enzim miktari, enzimin katalitik aktivitesinden
faydalanilarak bulunur. Bunun i¢in enzim hakkinda; katalizlenen reaksiyon denkleminin
net stokiyometrisi, enzimin kofaktor veya metal iyonuna ihtiyaci olup olmadigi, substrat
ve varsa kofaktor icin Ky degeri, optimum pH’si, enzimin kararli ve aktivitesinin
yiiksek oldugu sicaklik araligi, substratin kaybolus ve iirlin olusum hizlarinin tespit
edildigi basit bir analitik metod bilgileri gereklidir. Enzimler icin genel {inite tanimi
“25°C’de ve optimal sartlarda 1pmol substrati bir dakikada iirline doniistiiren enzim
miktar1” olarak tanimlanmustir, buna bir enzim iinitesi denir (Lehninger 1982; Bingdl

1983; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimlerin katalizleme giicleri “turnover sayist” denilen ve "birim zamanda bir mol
enzimin Uriine donistiirdiigii substratin mol sayis1" olarak tarif edilir. Enzimlerin in vivo
ve in vitro aktivitelerinin bazi bilesikler tarafindan azaltilmasi hatta yok edilmesi

olayina “inhibisyon”, bu olaya sebep olan bilesiklere de “inhibitor” denilir.



Enzimatik aktivitenin inhibisyonu biyolojik sistemlerde bashh basina bir kontrol
mekanizmas1 olusturur. Bir¢ok ilaclar ve zehirli bilesikler fonksiyonlarmni bu yolla
gerceklestirirler. Inhibisyon olaymdan ayni zamanda enzim etki mekanizmalarinin

incelenmesinde de faydalanilir.

Enzimatik inhibisyon baslica doniisiimlii ve doniisiimsiiz olarak ikiye ayrilir.
Doéniistimsiiz inhibisyonda inhibitdér enzime ya kovalent olarak baglanir ya da zor
ayrisabilen bir kompleks olusturur. Sinir uyarilarinin uyarilmasinda 6nemli bir rol
oynayan asetil kolin esteraz enziminin sinir gaz1 zehirleri tarafindan inhibisyonu buna
bir 6rnektir. Bu gazlardan diizopropilflorofosfat, enzimin aktif bolgesinde yer alan serin

amino asidiyle reaksiyona girerek inaktif diizopropilflorofosfo-enzimi olusturur.

Doniisiimsiiz inhibisyonda V.. (enzimatik reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz)
azalir, Ky ise (enzimin substrata ilgisini gosteren sabit) degismeden kalir. Reaksiyon

semas1 asagida gosterildigi gibidir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

ki k3
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Doéniisiimsiiz  inhibisyonun aksine doniisiimlii inhibisyonda, enzimle inhibitor
etkilesmesi bir denge reaksiyonu seklindedir. Doniisiimlii inhibisyonun en basit tipi
yarismali (kompetitif) inhibisyondur. Yarigmali inhibitdr yapi itibariyla substrata benzer
ve enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece substratin enzime baglanmasi onlenmis
olur. Fakat substrat konsantrasyonu artirilarak inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir.
Yani enzimin V. degeri degismezken, Ky degeri artar. Yarismali inhibitor

varligindaki reaksiyonun semasi asagida gosterildigi gibidir.
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Yine doniisiimlii bir inhibisyon tipi olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon’da
inhibitoér ve substrat enzime ayni anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin
ayni1 bolgesine olmadigini gdsterir. Yarigmasiz bir inhibitor etkisini bir enzimin turnover
sayisini, yani katalitik aktivitesini disilirerek gosterir. Burada inhibitor ve substrat
arasinda yarisma s0z konusu degildir. Substrat konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon
ortadan kaldirilamaz. Enzimin Vp,, degeri azalirken Ky degeri sabit kalir. Inhibitor ve
substrat farkli bolgelere baglandigindan enzimin iki ¢esit inaktif kompleksi meydana

gelir; EI ve ESI. Reaksiyonun semas1 asagida gosterildigi gibidir.
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Bir baska doniisiimlii bir inhibisyon tipi olan yar1 yarigsmali (nonkompetitif)
inhibisyon’dur. Bu inhibisyon cesidinde inhibitor serbest enzime baglanamaz. Sadece
ES kompleksine baglanir. Bunun icin tek substratli sistemlerde yar1 yarismali
inhibisyona seyrek rastlanir. Daha ¢ok birden fazla substratli enzimler i¢in gecerlidir.

Reaksiyon semasi asagida gosterildigi gibidir.
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ESI kompleksi ortamda siirekli var olacagindan yar1 yarigmali inhibitor varhiginda V.
azalir. ESI kompleksini olusumu vasitasiyla ES kompleksi ortamdan siirekli
cekildiginden, enzim ve substrattan ES kompleksinin olusum dengesi daha fazla saga

kayar ve Ky degeri de azalir.

Yarigsmasiz (nonkompetitif) inhibisyonun 6zel bir tiirii olan lineer karisik tip inhibisyon,
dontisiimli inhibisyon c¢esitleri arasindadir. Bu tiir inhibisyonda E, S ve I’'nin baglama

denge sabitleri farklilagmaktadir. En basit sekline ait reaksiyon semasi asagida

verilmigtir (Gilbert 1992).
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Bir¢ok multi enzim sistemi net reaksiyon hizlarini kendileri diizenleme kapasitelerine
sahiptir. Bu sistemlerin ¢ogunda, seri reaksiyonlarin son iirliinii belirli bir

konsantrasyona eristiginde; sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi



inhibe eder. Bu enzimlere allosterik enzimler adi verilir. Bu olaya da feed-back
inhibisyonu denir. Birden fazla polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde
inhibitorlerin enzime baglanmasiyla degisik alt birimlerin baglanma merkezleri
arasindaki etkilesmelerle allosterik inhibisyon olay1r meydana gelir. Allosterik enzimleri
etkileyen bilesiklere modiilatér adi verilir. Homotropik allosterik enzimlerde substrat
bizzat pozitif modiilator olarak etki yaparken, heterotropik allosterik enzimlerde enzim
substrattan bagka bilesikler tarafindan etkilenmektedir. Bazi allosterik enzimler
homotropik-heterotropik karakterde olup, modiilatérden birisi o enzimin substrati,

digeri baska bilesiklerdir.

Inhibisyon ¢esidinin ve K; sabitinin belirlenmesi icin en ¢ok basvurulan ydntem,
Lineweaver-Burk egrileridir. Bu yontemde 1/V’ye kars1 1/[S] grafigi en az ii¢ farklh
sabit inhibitor konsantrasyonunda ¢izilir. Grafikteki kesim noktalar1 degerlendirilerek,

inhibisyon ¢esidi ve K; degerleri tesbit edilir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Canli viicudunda meydana gelen biitiin biyokimyasal reaksiyonlarda enzimin katalitik
aktivitesi sorumlu oldugundan biyokimyacilarin ilgisi enzimler {lizerinde odaklanmus,
boylece pek ¢ok arastirma ile hastaliklarin olus nedenleri, hangi sebeplerden
etkilendikleri, hastaliklarin teshisi ve tedavisi konusunda ilerlemeler kaydedilmistir.
Enzimler iizerindeki aragtirmalar, sagliktan endiistriyel konulara kadar uygulama alani

bulmustur (Lehninger 1982).

Cesitli organizmalar kendilerine has proteinlere sahip olduklari gibi, her hiicre tipi de
binlerce degisik protein ihtiva etmektedir. Bunun yaninda proteinler, biyolojik
aktivitelerini ancak belirli pH ve sicaklik sinirlarinda gosterebilirler. Bu sebeplerden
dolay1 bir proteinin saf halde bir hiicre veya bir dokudan izolasyonu gii¢ bir istir. Bu
giicliiklere ragmen simdiye kadar bir¢ok protein saf olarak elde edilmistir. Binin
tizerinde enzim kismen saflastirilmis ve iki yiizden fazlasi saf kristal halde elde
edilmistir. Ayrica hicbir enzimatik aktivite gostermeyen ylizlerce protein c¢esitli
kaynaklardan yiiksek saflik derecesinde izole edilmistir. Proteinlerin ii¢ boyutlu

yapilari, sicaklik, pH, ylizey gerilimi gibi birgok faktdrden hizli bir sekilde etkilendigi



icin enzimler kisa siirede aktivitelerini kaybedebilmektedirler. Bu nedenle enzim
izolasyonu deneyleri oldukca dikkat gerektiren c¢aligmalardir. Saflastirma islemleri

genelde enzimlerin;

1. Molekiil biiyiikliikleri,

2. Coziniirlik farkliliklar,

3. Elektriksel yiikleri,

4. Adsorbsiyon davranislarindaki farkliliklar1 esasina gore gerceklestirilmektedir

(Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan yontemlerden biri, spesifik ligand esasina dayanan
afinite kromatografisidir. Bazi proteinler afinite kromatografisiyle ¢ok kere bir
basamakta ¢ok kompleks karisimlardan izole edilebilirler. Afinite kromatografisi bir
cesit adsorpsyon kromatografisi olup, saflastirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi
verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer
baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandigi bir tekniktir. Matriks olarak
Sephadex, Sepharose, Biogel gibi farkli jeller kullanilabilir.

Kullanilacak ligandin saflastirilacak madde i¢in spesifik ve tersinir baglanma afinitesi
olmalidir. Kiigiik ligandlar1 (enzim inhibitorleri gibi) dogrudan matrikse baglamak
suretiyle hazirlanan adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik
engellemelerden dolayr kiiclik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti
kollari, etkili baglanmay1 kolaylastirmak i¢in matriksle ligand arasina sokulur (Keha ve

Kiifrevioglu 2009).

Peroksidazlar (POD:H;0,-Oksidorediiktaz E.C.1.11.1.7); hidrojen peroksiti kullanarak
organik ve inorganik substratlarin oksidasyonunu katalizlerlerken, 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, 16komalasit 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, biyolojik sistemlerde antioksidatif etkiye sahip olan enzimlerin en

onemlileri arasinda sayilabilir (Hussain et al.1995).

Peroksidazlar; hayvanlarda, at turpu, ananas, incir, baklagiller, misir, 1spanak ve tiitiin
gibi yiikksek bitkilerde, mayalarda, mantarlarda ve bakterilerde mevcuttur.
Memelilerdeki peroksidaz enzimleri; siitte, 10kositlerde, trombositlerde, karacigerde,
dalak, uterus, tiikiirlik bezleri ve akciger duvarlarinda, sitoplazma, mitokondriler,

mikrozomlar ile lizozomlarda lokalize olmustur (Piitter and Becker 1987).

Biyolojik materyallerde guaiacoliin substrat olarak kullanildigi ilk renk reaksiyonu
1809°da kaydedilmis, peroksidaz terimi bundan yaklasik 100 yil sonra at turpundan
izole edilen enzim i¢in kullanmilmistir ve 6zellikle bitki fizyolojisinde artan fizyolojik
fonksiyonlarin sayisinin birgogu peroksidazlarla bagdastirilmaktadir (Van Huystee

1987).

Peroksidazlarin prostetik gruplar1 protohemdir. Bu da bir¢ok 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). Peroksidazlar tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar komplekstir ve genel olarak asagidaki gibi gosterilmektedir (Van Huystee

1987).

POD
H202 + AH —O’ 2H20 + A
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Peroksidazlar ¢esitli aromatik komponentleri substrat olarak kullanarak, metabolizma
esnasinda ortaya ¢ikan HyO,’yi etkisiz hale getirmektedir (Robert et al. 1993).

Ornek olarak, katekolun oksidasyonunu verebiliriz.

HO, OH @) 0

Peroksidaz
+ H,0, ——> + 2H,0

(Indirgenmis Katekol) (Yiikseltgenmis Katekol)

Oksitleyici  ozelligiyle biyolojik sistemlerde olusan H>O,’nin derhal ortamdan
uzaklastirilmas: gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki onemli antioksidan enzimler olan
katalaz ve peroksidaz enzimleri gergeklestirir (Haliwell 1984). Antioksidan enzimler
aym1 zamanda serbest oksijen radikallerini gidererek biyolojik oksidatif hasarlar

engelledigi bildirilmektedir (Harris 1992).

POD; spesifik aktivite, substrat ilgisi, kofaktorler, inhibitdrlere hassasiyet ve optimum
pH gibi biyokimyasal 6zellikleri farkli olan ¢ok sayida izoenzimleri mevcuttur (Fric
1976). 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).

Peptid zinciri tzerindeki ikinci prostetik grup glikozid yan zincirleridir. Cogu
peroksidaz izoenzimleri molekiiler agirliklarinin %15-17’s1 kadar karbohidrat igerirler
(Van Huystee 1987). Hem grubu ve glikozidik gruplara ilaveten kalsiyum (Ca>") iyonu
da peroksidaz salinimi ve yapisal devamlilig1 i¢in gereklidir (Fric 1976 Van Huystee,
1987). Degisik arastirmacilar 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).
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Siitlin yiiksek diizeyde besin igeriginin oldugu iyi bilinmektedir. Ayni zamanda siit
proteininin bir¢ok faydali fonksiyonlar: iyi bir sekilde tanimlanmistir Son yirmi yildir
stitiin biyolojik ozellikeri, gerek bilimsel gerekse endiistriyel ilgi odagi olmustur.
Immonuglobulinler, laktoferin ve biiyiime faktorleri gibi peynir alt1 suyu proteinlerinin
cogusu kolostrumda siitten daha fazla konsantrasyonda bulunur. Siitiin 6nemli enzimi
ise laktoperoksidazdir. (Pakkanen and Aalto 1997; Scammel 2001). Cizelge 1.1°de
s181r siitli proteinlerinin konsantrasyonlari molekiil agirliklar1 ve biyolojik fonksiyonlari

verilmigtir.

Cizelge 1.1. Sig1r siitli proteinleri

Konsantrasyon (g/L) | Molekiil Agirlig1
Biyolojik fonksiyon

Protein Kolostrum Siit Dalton

Kazeinler 26 28 14,000-22,000 1yon tastyici (Ca, POy, Fe, Zn, Cu),

(0,51, Os2, B ve K)

B-laktoglobulin 8.0 3.3 18,400 Retinol  tasiyicisi,  potansiyel
antioksidan, biyoaktif peptitler i¢in
precursor, yag asitlerini birlestirir

o-Laktalbumin 3.0 1.2 14,200 Meme bezinde laktoz sentezi,
kalsiyum tastyicisi,
immunomodiilatdr, biyoaktif
peptitler  igin  precursor, anti
kanserojen

Immunoglobulinler 20-150 0.5-1.0 | 150,000- Spesifik immune koruma

1,000,000 (antibodiler ve complement
sistemi), biyoaktif petitler i¢in
potannsiyel precursor

Glikomakropeptit 2.5 1.2 8,000 Antimikrobiyal, antitrombotik,

Laktoferrin 1.5 0.1 80,000 Antimikrobiyal, antioksidan, anti
kanserojenik,  anti  flamatuar,
demirin tasinmasi, hiicre biiylime
diizenleyici, immunomodiilator,
biyoaktif petitler i¢in precursor

Laktoperoksidaz 0.02 0.03 | 78,000 Antimikrobiyal, immunoglobulin
ve laktoferin ile sinerjetik etki

Lizozim 0.0004 0.0004 | 14,000 Antimikrobiyal, immunoglobulin
ve laktoferin ile sinerjetik etki

Serum albumin 1.3 0.3 66,300 Biyoaktif petitler i¢in precursor

Proteoz-peptonlar N/A 0.8 4,000-40,000 Potansiyel mineral tasiyici
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Laktoperoksidaz enzimi (LPO: Hidrojen peroksit Oksidorediiktaz E.C. 1.11.1.7);
1940°’1h yillarda sigir siitinde bulundugu rapor edilmistir. Memelilerin siitiinde,
gozyasinda ve tiikriiglinde bulunan prostetik grup olarak hem grubu igeren bir
glikoproteindir (Kumar and Bhatla 1995). Bu enzim siit i¢indeki 6nemli enzimlerden
biridir. Ayrica LPO patojen mikroorganizmalara karsi ve yeni dogan bebeklerin
sindirim sisteminden salgilanan, savunmada Onemli bir rol oynayan, siit icersine
salgilanan bir oksidorediiktazdir. LPO enzimi memelilerin non-immun biyolojik
savunma sisteminin dogal bir bilesigi olarak islev gorerek, asagidaki reaksiyonda
goriildiigi gibi tiyosiyanat iyonunun antibakteriyal hipotiyosiyanata oksidasyonunu

katalizler (Kumar and Bhatla 1995).

LPO
SCN" + H,O, — OSCN + H;O
Tiyosiyanat Hipotiyosiyanat

Laktoperoksidaz enzimi ayni zamanda iyodiiriin hidrojen peroksitle oksidasyonunu

katalizler (Bayse et al.1972).

LPO

2 + H,0, +2H" —— L, + 2H,0

Laktoperoksidaz enzimi, %8-10 karbohidrat i¢eren ve molekiil agirligi 70.000-85.000
dal olan tek bir polipeptid zincirinden olusur. Degisik arastirmacilar tarafindan LPO
enziminin 612 amino asit zincirinden ibaret tek bir polipeptid zinciri ihtiva ettigi
bildirilmistir (Sievers 1981). Antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu bir hem grubu ve
yaklasik %10 karbohidrat ihtiva ettigi, bir kalsiyum iyonu bulundugu ve molekiil
kiitlesinin yaklasik 70.000-85.000 Da oldugu ifade edilmistir (Kumar and Bhatla 1995).

Hem grubu proteine kovalent baglidir ve bu baglanma hem grubunun hidroksil grubu ile
proteinin karboksil grubu arasinda meydana gelmektedir (Doumonted and Rousset

1983).



LPO diger peroksidazlar gibi H,O, mevcudiyetinde fenoller, aromatik aminler,
pirogallol, askorbat ve guaiacol gibi molekiillerin oksidasyonunu da katalizler
(Doumonted and Rousset 1983; Kumar and Bhatla 1995). En yaygin substratlart
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 inhibe edildigi bilinmektedir (Kumar
and Bhatla 1995). Bazi tiyokarbamid bilesiklerinin sigir LPO enzimini inhibe ettikleri
belirlenmistir (Doerge 1986).

Laktoperoksidaz H,0O, mevcudiyetinde yapilan c¢alismada guaiacol oksidasyonun
mekanizmas1 aydinlatilmis ve guaiacol’iin 3,3-dimetoksi-4,4-bifenokinone’a okside

oldugu bulunmustur (Daniel et al. 1997).

OH 0. 0
O\ O\ O‘C H3
CH3  peroksidaz CHy | |
H,0,

Guaiacol Guaiacol
-H.
CHs H4C.
0 O
H
0 (0]
H
CH;, HsC Chs HC,
o) O = <

O-Cr

3,3'-Dimethoxy-4,4'-biphenoqinonel 3,3'-Dimethoxy-4,4'-dihydroxybiphenyl
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LPO enzimi; insan, s1g1r, buffalo, keci, koyun gibi bazi memeli siitlerinden (Doumonted
and Rousset 1983; Kumar and Bhatla 1995; Jacob et al.1998) ve aymi zamanda
memelilerin tiikrilk (Monson et al. 1988) ve gozyasindan da saflastirilarak bazi

ozellikleri ve katalizledigi reaksiyonlar arastirilmistir.

Sigir LPO aktivitesinin stabilizasyonu {izerine surfaktanlarin etkileri (Marcozzi et al.
1998), keci siitiinde laktoperoksidaz sistem komponentleri iizerine laktasyon giinlerinin
etkileri (Zapico et al. 1991), LPO vasitasiyla norepinefrin peroksidatif oksidasyonu
(Metodiwa et al. 1989), LPO tarafindan tirozinin iyodasyonu mekanizmasi {izerine
calismalar (Huber et al. 1989), tropik sicakliklarda ham siitin muhafazasi igin
laktoperoksidaz sisteminin potansiyalizasyonu (Paricio et al. 1986), siitte lipoliz ve
lipoprotein lipaz aktiviteleri iizerine LPO’nun etkisi (Ahrne et al. 1985), sirkular
dikroizm ve farkli absorbsiyon spektroskopisi yontemlerini kullanarak  siit
laktoperoksidazinin yapisinin arastirilmasi (Sievers 1980) ve indol-3 asetik asitin

perokside katalize singlet oksijen iiretimi (Kanofsky 1988) vb. konular ¢alisiimistir.

Ayn1 zamanda insan kolestrumundaki LPO, enzimi immun afinite kolon kromatografisi
kullanilarak c¢alisilmig, molekiill agirligt sigir LPO enzimi ile ayni bulunmustur

(Langbakk et al. 1989).

Cesitli hayvan kaynaklarindan elde edilen LPO enzimi, bakterilerin biiylimesinin
baskilanmasinda ve bakteri inhibisyonunun desteklenmesinde 6nemli bir 6zellige
sahiptir (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. LPO’ nun gram pozitif ve gram negatif
bakteriler lizerine bakteriostatik etkisi vardir. Deve siitiinden saflastirilan LPO enzimi
lizerine yapilan antibakteriyal ¢aligmalarda LPO-tiyosiyanat ve peroksit sisteminin
patajonik bakterilerde onemli derecede inhibisyona sebep oldugu tespit edilmistir.
Laktoperoksidazin bir¢ok uygulama alani vardir. Ozellikle siit isleme tesislerinde nakil
esnasinda siitiin muhafazasi amaciyla siit endiistrisinde kullanilmaktadir (Barrett et al.

1999).
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1.1. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, ayirma teknolojisinde essiz bir yer tutar; clinkii bu yontem
hemen hemen biitiin biyomolekiillerin biyolojik fonksiyonlar1 veya 6zel kimyasal
yapilart esasina dayanarak saflagmasint miimkiin kilar. Bu teknik diger kromatografi
tekniklerden daha sonra gelistirilmesine ragmen, uygulama sahasi ¢ok hizli gelismistir.
Bugiin bu teknik, biyokimyasal ¢aligmalarla ilgilenen hemen hemen her laboratuvarda

kullanilmaktadir.

Afinite kromatografisi bir ¢esit adsorbsiyon kromatografisi olup, saflastirilmasi istenen
molekiiliin matriks adi1 verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis
bir komplementer baglanma bilesigine (ligant) spesifik ve tersinir baglandigi bir
tekniktir. Saflasgtirma c¢ogu zaman bir ka¢ bin kat olur ve aktif materyalin geri
kazanilmas: genelde ¢ok yliksektir. Diger tekniklerle, saflastirilmast ¢ok basamakl
islemler gerektiren, ¢cok zaman alan hatta ayrilmasi miimkiin olmayan bir¢gok biyolojik
materyal, bu teknikle tek bir basamakta saflastirilabilir. Afinite kromatografisinin
konsantre edici etkisi de vardir; bundan dolayr biiyiik hacimlerle de calismak
miimkiindiir. Ayirimlarin yiiksek segicilikleri, birbirini etkileyen molekiillerin tabii
spesifitesinden kaynaklanir. Bu sebepten dolay1 afinite kromatografisi su amaclarla

kullanilabilir:

a) Kompleks biyolojik karisimlardan maddeleri saflagtirmak i¢in,
b) Baz1 maddelerin denatiire olmus sekillerinden tabi sekillerini ayirmak igin.
c¢) Biiylik miktarlardaki kirleticiyi, kiiciik miktardaki biyolojik materyallerden ayirmak

i¢in.

Afinite kromatografisi ilk defa 1910 yilinda amilazin, c¢6ziinmeyen nisastaya
adsorbsiyonu sonucu izolasyonunda kullanilmistir, fakat kovalent olarak ligandlarin
baglanabilecegi dayanikli kolon materyallerinin bulunmayisi bu teknigin uygulanmasini

geciktirmistir. Bununla birlikte 1967°de Axen Porath Ernback primer amino grubu
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ihtiva eden molekiillerin, siyanojen bromiirle aktive edilmis polisakkarit matrikslerine

baglanabilecegini kaydetmistir.

Bu da afinite kromatografisinin rutin bir aywrma teknigi olarak baslangicini teskil
etmistir. Siyanojen bromiir aktivasyonu da, bugiin ligandlar1 baglamak i¢in kullanilan
en genel bir yontem olmustur. Pharmacia Fine Chemicals, 1972 yilinda siyanojen
bromiir ile aktiflestirilmis Sepharose jelini gelistirdi; bdylece immobilize edilecek
ligandlar i¢in dayanikli ve hazir bir ortam elde edilmis oldu. Cok yakin zamanda farkli
fonksiyonel gruplar vasitasiyla matrikslere immobilize edilen bir seri ligand elde edildi;
boylece bir¢cok biyolojik maddeyi ve hiicreleri giivenilir sekilde ayirabilecek spesifik

adsorbanlar hazir hale getirildi (Axen et al. 1967).

Afinite kromatografisinin genel prensibi:

Afinite koromatografisinin genel prensibi Sekil 1.1°de 6zetlenmistir.

o

Matriks  Ligand

2 L > + >N — L >>N + safsizliklar

ellisyon
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Sekil 1.1. Afinite kromatografisinin genel prensibi
*(1)’de ligand matrikse kovalent baglanir, (2)’de saflagtirilacak numune kolona adsorbe olup. Safsizliklar
akar ve (3)’de numune eliie edilir.
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Basarili bir ayirim, biyospesifik ve matrikse kovalent baglanabilecek bir ligand

gerektirir. Bununla birlikte su iki husus ¢ok dnemlidir;

a) Immobilize edilen ligandin numune igin spesifik baglama afinitesi olmasi.
b) Safsizliklar aktiktan sonra, bagli numunenin aktif bir sekilde se¢imli desorpsiyonu

icin kullanilabilir bir yontem bulunmasi énemlidir.

Afinite kromatografisinin en sik kullanildigi biyolojik sistemler Cizelgel.2’de
gosterilmistir (Axen and Ernback 1971).

Cizelge 1.2. Afinite kromatografisinin en ¢ok uygulandigi biyolojik sistemler.

Saflastirilacak madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor.

Antikor Antijen, viriis, hiicre.

Lektin Polisakkarit. glikoprotein, hiicre yiizey reseptorii hiicre.
Niikleik asit Komplementer baz dizisi, histon, niikleik asit

Polimeraz, baglayic1 protein.

Hormon, vitamin Reseptdr tasiyici protein.
Hiicre Hiicre ylizeyi spesifik proteini, lektin.
Matriks

Afinite kromatografisinde matriks olarak; Sephadex, Sepharose, Bio-gel gibi farkl
jeller kullanilmaktadir. Bunlar i¢inde en ¢ok kullanilan Sepharose, inci seklinde dizilmig
bir agaroz jelidir. Bu jel, biyolojik aktif molekiillerin immobilizasyonu isleminde

basaril1 bir matriks i¢in gerekli olan biitiin 6zelliklere sahiptir
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Agarozun yapisi

Seker kalintilar1 lizerindeki hidroksil gruplari, bir ligandin kovalent baglanmasi i¢in
kolayca derivatize edilebilir. Bunlardan Sepharose-4B en iyisidir ve en c¢ok
kullanilanidir. Jel filitrasyon kromatografisindeki disarilama limiti, (molekiil agirlig
olarak) 60x10°-20x10° Da olan Sepharose-4B’nin agik porlu yapisi, i¢ tarafim ligand
baglanmasina miisait hale getirir ve biiyilk molekiiller i¢in bile, iyi bir baglanma

kapasitesi temin eder.

S6z konusu jel, oldukca yiiksek spesifik adsorbsiyon gosterir; bunun bdyle olmasi,
afinite kromatografisinin giiciiniin spesifik etkilesmelere bagli olmasindan dolay1
zaruridir. Sepharose jeli kiiresel ve rijit bir yapiya sahiptir, lizerinde yapilan islemlerden

sonra jel’in bu yapist degismez. Sepharose lizerinde hazirlanan adsorbanlar;

1) Yiksek ve diisiik pH
2) Deterjanlar
3) Disosiye edici maddeler gibi ¢ok degisik sartlara dayaniklidir

Fakat Organik ¢oziiciilerin, Yiiksek sicakliklarin, Guanidin hidrokloriir gibi parcalayici
eliientlerin gerektigi durumlarda, kovalent sekilde ¢apraz baglanmis Sepharose olan
Sepharose-CL en ideal ortamdir. Mesela; Protein A-Sepharose-CL-4B ve Blue
Sepharose-CL-6B adsorbanlar1 Sepharose-CL iizerinde hazirlanmigtir. Sepharose-CL
‘nin destek maddesi oldugu adsorbanlar az miktarda substitiie olmustur ve Sepharose-
4B’ye bagl adsorbanlardan daha az kapasiteleri vardir; ¢iinkii ¢capraz baglama, ligandin

baglanabilecegi bolge sayisini azaltir (Cuatreca 1970).



19

Ligand

Afinite kromatografisi i¢in ligand se¢imi iki faktor tarafindan etkilenir. Birincisi ligand
saflastirilacak madde icin spesifik ve tersinir baglama afinitesi gdstermelidir. ikincisi,
ligandin baglama afinitesini tahrip etmeden matrikse tutunmasini saglayan kimyasal
olarak modifiye edilebilen gruplar1 olmalidir. Ligandin maddeyi baglama afinitesinin
serbest ¢ozeltide 10*-10® M arasinda olmasi idealdir. 10 M’dan daha biiyiik ayrisma
sabitlerini i¢ine alan etkilesmeler (mesela bir enzim ve zayif bir inhibitorii arasindaki
iligki gibi), basarili afinite koromatografisi i¢in uygun degildir. 10® M’dan daha kiigiik
ayrigsma sabitlerine sahip olan maddelerden (mesela bir hormon ve reseptorii arasindaki
iligki gibi) meydana gelen afinite koromatografisinde ise, bagli maddenin inaktive

etmeden eliisyonu zor olacaktir.

Eger baglanma kompleksinin dayanikliligi hususunda herhangi bir bilgi bulunamiyorsa
deneme yanilma yontemi kullanilmalidir. Ligandin matrikse baglandigi bolgenin se¢imi
de 6nemlidir. Ligand ¢esitli fonksiyonel gruplara sahipse saflastirilacak molekiille en az
ihtimalle spesifik etkilesme verecek grup vasitasiyla matrikse baglanmalidir

(Cuatrecasas et al. 1968).

Uzanti kolu

Enzimlerin aktif bolgesi genellikle molekiiliin derinliklerine yerlesmistir. Kiiclik
ligandlar1 (enzim kofaktorleri gibi) dogrudan matrikse baglamak suretiyle hazirlanan
adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik engellemelerden
dolay1 kiiciik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti kollar1 etkili

baglanmay1 kolaylagtirmak i¢in matriksle ligand arasina sokulurlar (Sekil 1.2).
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> > Aktif bolge /\/\/\/{>

Ligand Uzant1 kolu

Sekil 1.2. Uzant1 kolunun afinite koromatografisindeki rolii

Uzant1 kolunun uzunlugu da 6nemlidir. Sayet ¢ok kisa ise, kol etkisiz olur ve ligand
numunedeki maddeyi baglayamaz. Aksine ¢ok uzunsa, spesifik olmayan etkiler fazla
olur ve ayirmanin segiciligi azalir. O’Carra ve arkadaslari, ¢cok uzun uzanti kollarinin
numunedeki maddelere hidrofobik etkilesmelerle baglandigini gostermistir. Spesifik
olmayan hidrofobik etkilesmeler, afinite kromatografisinde arzu edilmez (Ocarra et al.

1974).

Ligand1 baglayacak jelin secimi

Ligand1 baglayacak jelin uygun sekilde se¢imi icin; Ligand molekiiliinde bulunan
baglanma gruplarinin tipi, saflastirilacak madde ile baglanma reaksiyonunun tabiatina

dikkat edilir.

Ligandin matrikse kovalent baglanmasi, normal baglanma reaksiyonunu minimum
oranda engellemek amaciyla, molekiiliin en az etkili bolgesine yapilmalidir. Mesela,
amino gruplar1 ihtiva eden bir enzim inhibitorii, matrikse amino gruplar1 vasitasiyla
baglanabilir; bu suretle inhibitoriin enzimle spesifik baglanma afinitesi korunmus olur.
Bununla birlikte amino gruplari da baglanma reaksiyonuna girerlerse, bu durumda
zaruri olmayan baska bir grupla baglamak gerekecektir. Ligandlardaki baglanma
bolgelerinin yeri hakkinda onceden bilgi bulunmadigi durumlarda, deneme yanilma
yontemi kullanilmalidir. Ligandi immobilize etmek icin ¢ogunlukla kullanilan gruplar
Cizelge 1.3°de verilmistir. Bu gruplarin her biri tarafindan ligandlarin baglanabilecegi

jeller de karsilarinda gosterilmistir (Keha 1981).
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Cizelge 1.3. Ligandlar1 immobilize etmek i¢in kullanilan gruplar ve baglanabildikleri
jeller

Ligand Fonksiyonel grup Baglanacak jel

Protein, peptit amino asit Amino CNBEr ile aktiflestirilmis
Sepharose-4B CH-Sepharose-4B
Aktiflestirilmis CH-Sepharose-4B
Epoksi aktiflestirilmis Sepharose-6B
Karboksil AH-Sepharose-4B
Tiyol Tiyopropil-Sepharose-6B
Aktiflestirilmis tiyol-Sepharose-4B
Epoksi-aktif. Sepharose-6B
Seker Hidroksil Epoksi-aktif. Sepharose-6B
Amino CH-Sepharose-4B
Aktif. CH- Sepharose-4B
Epoksi-aktif Sepharose-6B
Karboksil AH-Sepharose-4B
Polintikleotit Amino CNBEr ile aktif. Sepharose-4B
Tiyopropil-Sepharose-6B

Siyanojen bromiir aktivasyonu

Sepharose-4B ile siyanojen bromiiriin reaksiyonu, proteinler, niikleik asitler veya diger
biyopolimerlerin, 1limli sartlarda amino gruplar1t veya benzer niikleofilik gruplari
vasitasiyla baglanabilecegi bir {iriinii netice verir. CNBr, Sepharose tizerindeki hidroksil
gruplan ile reaksiyona girer. Aktiflesmis gruplar, ligandin primer amino gruplariyla

reaksiyona girerek izotire olusturur (Sekil 1.3).
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NH
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H H izolre

Sekil 1.3. CNBEr ile aktiflestirilmis matrikse primer amino grubunun katilmasi.

Cok noktal1 baglanma, proteinlerin ve diger biyopolimerlerin matriksten hidroliz
olmamasini saglar. Aktivasyon islemi, Sepharose’u ¢apraz baglar ve boylece kimyasal

dayaniklilik artar. Bu da eliisyon sartlarinin se¢iminde daha fazla bir esneklik saglar.

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B protein ve niikleik asit gibi ligandlarin
baglanmasinda kullanilir. Mesela, insan hemoglobini CNBr ile aktiflestirilmis
Sepharose-4B’ye  baglanmistir ve bu adsorban antihemoglobin antikorlarini
fraksiyonlamak icin kullamilmistir. Bu islem, azalan pH ve artan asetik asit
konsantrasyonu ihtiva eden bir eliient kullanmak suretiyle basarilmistir. Ayni zamanda
CNBr ile aktiflestirilen Sepharose-4B, spesifik antikorlar1 saflagtirmak ic¢in adsorban
hazirlamada kullanilir; bu antikorlar, daha sonra immunassay’de kullanilmak igin

radyoaktif madde ile isaretlenirler (Cuatrecasas 1970).

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B kullanilarak hazirlanan ve transferrin veya anti-
transferrin ihtiva eden adsorbanlar, iki y1l siireyle aktivite kayb1 olmaksizin tekrar tekrar
kullanilmiglardir. CNBr yontemi kullanilarak DNA’da, Sepharose-4B’ye baglanmistir
ve DNA-Sepharose, hem niikleik asitlerin, hem de DNA’y1 baglayan enzimlerin

saflagtirilmasinda kullanilmistir (Kohn and Wilchek 1978).
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2. KAYNAK OZETLERI

LPO, patojen mikroorganizmalara karsi, yeni dogan sindirim sistemi ve siit bezlerinden
salgilanan, koruyucu role sahip, siit i¢ine salgilanan bir oksidorediiktazdir. Cig siitte

dogal ortaya ¢ikan LPO sistemi antimikrobiyal 6zellige sahiptir (Ueda et al. 1997).

Memeli siitleri lizozim, laktoferrin, immunglobulinler ve LPO gibi antimikrobial
faktorler icermesine bagl yiiksek biyolojik degere sahiptir (Elagamy et al. 1992). LPO,
tiyosiyanati hipotiyosiyanata okside etmek i¢in, hidrojen peroksitten yararlanan, cesitli
anatomik kisimlarda aktive olan memeli peroksidazlarimin bir tiyesidir. LPO, 85 kdal
agirhiginda 612 a.a rezidiisii igeren tek bir polipeptid zincir igerir. Molekiiliin %10 civari
karbohidrat ve %15 yar1 sistin rezidiileri icerir (Paul and Ohlsson 1985).
Laktoperoksidaz enziminin X-Ray kristalografi sekli (Her bir protein zinciri farkl
renkte gosterilmistir. Ayrica hem grubu beyaz, azotlar mavi ve demir grubu portakal

rengi ile ifade edilmistir (Singh et al. 2007).

LPO enziminin sigir siitiinden saflastirilmas1 ve karakterizasyonuyla ilgili olarak
literatiirde bilinen bir¢ok metod vardir. Bunlardan birisi Doumonted ve Rousset

tarafindan 1983 yilinda yapilan saflagtirma metodudur. Doumonted ve Rousset ham
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sigir siitiinii alarak ilk once igerisinde bulunan kazeini uzaklastirmislar. Bu islem icin
litre basina 10 mg rennet ilave ederek oda sicakliginda pihtilagma gergeklesinceye kadar
calkalamiglar. Bu islemin digindaki biitiin kademeleri +4°C’de gergeklestirmisler.
Pihtilagmig materyali daha sonra 2600xg’de 15 dakika santrifuj etmisler ve elde ettikleri

cOkelegi uzaklastirmislar.

Elde ettikleri supernatantin her bir litresi i¢in, su ile yikanmis 40 ml Amberlit CG-50
(NH," formunda) ilave edilerek 3 saat boyunca karistirmislar. Daha sonra elde ettikleri
Amberlit CG-50 c¢okelegini ilk once su ile daha sonra 50 mM’lik sodyum asetat
tamponuyla yikadiktan sonra bir kolona yiikleyip 500 mM’lik asetat tamponuyla
elisyon toplamiglar. Elde edilen eliiatlara amonyum siilfat kullanilarak protein
coktlirmesi yapilmis ve amonyum siilfat ilavesi sonunda elde edilen ¢ozelti 3000xg’de
30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen ¢okelek 100 mM’lik

sodyum asetat tamponu ile ¢coziilmiistiir.

Boylece hem grubu ihtiva eden ve hem grubu ihtiva etmeyen ham LPO elde edilmistir.
Bundan sonraki basamakta elde edilen bu {irlin 100 mM’lik sodyum asetat ile
dengelenmis Sephadex G-25 kolona yiikklenmis ve amonyum siilfat ortamdan
uzaklastirilmustir. Ikinci saflastirma basamagi iiriinii, Amberlit CG-50 kolonuna
ylklenmis ve 100 mM-1M sodyum asetatla gradientli eliisyon yapmislar. Boylece hem
grubu ihtiva etmeyen LPO ile hem grubu ihtiva eden LPO birbirinden ayrilmistir. Elde
ettikleri son iiriinii 3,2 mM’lik asetat tamponunda saklamislar (Doumonted and Rousset

1983).

Sigir siitinden LPO enziminin saflastirilmasi ile ilgili olarak Ozdemir ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir diger calismada ise, yagi alinmis sigir siitii ilk kademede
Amberlit CG-50 (22 g/L) 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’lik asetat tamponuyla ham LPO’yu elde etmisler. Elde edilen bu
irtin %90’likk amonyumsiilfat doygunlugunda c¢oktiirtilerek, 3000xg’de 15 dakika

santrifiij edilmigtir.
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Daha sonra elde edilen bu {iriin CM-Sephadex kolona yiiklenmis ve 100 mM-200 mM
NaCl ihtiva eden 10 mM’lik fosfat tamponuyla gradientli eliisyon yapmislar. Elde
edilen eliiatlar1 her defasinda %90 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesine tabi
tutmuslar. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen {iriin 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) saklamislar (Fric 1976).

Ornegin, Afinite kromatografisi teknigiyle karbonik anhidraz enziminin saflastirilmas,
ilk olarak 1972 yilinda Falkbring ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmigtir. Daha
sonra da degisik aragtirmacilar tarafindan degisik afinite jelleri hazirlanarak bu enzim
saflastirilmistir. Bu amagla matriks olarak; Sephadex-G-150. Sepharose-2B, 4B, 6B,
CM-Sephadex-G50, CM-Bio-gel A gibi materyaller kullanilmigtir. Ligand olarak da;
karbonik anhidraz enziminin inhibitdrleri olan; p-amino benzen siilfonamid, p-amino
metil siilfonamid, 2-amino-1,3,4-tiyadiazol-5-siilfonamid, siilfanilamid gibi bilesikler

kullanilmustir.

Aromatik ve heterosiklik siilfonamidlerin inhibisyon sabitleri (Kj), yani afinite
dereceleri, 107 ile 10® M arasinda degismektedir. Bu sabitlerin izoenzimler icin farkl,
pH ile degisken olmasi ve degisik tek degerlikli anyonlarin bu enzimlere baglanma
sabitlerinin bilinip, bu anyonlarin ayni aktif bolge i¢in siilfonamidlerle yarisma i¢inde

bulunmasi, bu bilesiklerin ideal ligand gorevi yapabileceklerini gostermektedir.

Calismanin amaci

Laktoperoksidaz enzimi iizerine bir¢ok saflastirma prosediirii vardir. Literatiirde
enzimin afinite kromatografisi teknigi ile saflastirilmasi ile ilgili detayli bilgiye
rastlanmamistir. Bu amagcla ilk defa LPO enzimini mevcut metotlara gére daha az
zaman alan ve daha az masrafla saflastirilacak bir yontem yani afinite teknigi bulunmasi

calismanin amacini olusturmaktadir.
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Bu amacgla enzime ait daha oOnce bilinen inhibitorlerinden ligand olarak
kullanilabilecekler icin 6n c¢aligmalar yapilarak afinite jeli hazirlanmis ve LPO
enziminin farkli memeli siitlerinden saflagtirilmasi denenmistir. LPO enziminin
saflastirilmast i¢in bulunacak bir afinite kromatografisi teknigi bu konuda calisanlara
cok faydali olacagi ve diger peroksidaz enzimlerinin saflastirilmasina 1s1k tutacagi

kanaatindeyiz. Bu tez kapsaminda;

1) Laktoperoksidaz enziminin daha once bilinen inhibitorlerinden faydalanilarak ve
sepharose 4B matriksi kullanilarak afinite jeli hazirlanmistir.

2) Hazirlanan jeller kullanilarak laktoperoksidaz enzimi saflastirilmistir.

3) Afinite ile saflagtirilan LPO enzimi i¢in optimum pH, optimum sicaklik, Ky ve Viax
gibi kinetik parametrelerini tespit edilmistir.

4) Kullanilan affinite kolanlarinin baglanma kapasiteleri iizerine sicaklik, pH ve iyonik
siddet gibi parametreleri hesaplanmistir.

5) Ligand olarak kullanilan inhibitorler i¢in kinetik parametreler belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1 Materyal

3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin—6-Siilfonik
asit) (ABTS), Standart serum albumin, Amonyum siilfat, Sodyum asetat, Sodyum
fosfat, Sodyum tartarat, Diyaliz torbasi, Sodyum karbonat, Hidrojen peroksit, Sodyum
kloriir, Coomassie brillant blue G-250, Coomassie brillant blue R-250, Sodyum
dodesilsiilfat (SDS), Amberlite CG 50 H", Potasyum fosfat, Siilfanilamid, Siilfapiridin,
Tirozin, Sigma Chemical Company’den; sodyum hidroksit, trihidroksimetilaminometan
(Tris), sodyum siilfat, sodyum perklorat, 2-merkaptoetanol, brom timol mavisi,
hidroklorik asit, siilfirik asit, glisin, fosforik asit, metanol, etanol, izoproponal, sodyum
barbital, akrilamid, N,N'-metilen bisakrilamid ve diger kimyasal maddeler E. Merk

AG’den; 200 ml sig1r siitii piyasadan saglanmistir.

3.3.Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalandim

Masa santrifiijii : MSE Mistral 2000

Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre : Beckman Coulter Du 730 (UV-VIS)
pH metre : Schott pH-Meter CG840
Elektroforez tanki1 : Bio rad (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec

Karstirier (Shaker) : GFL 3025

Karistirict (Vorteks) : Fisons whirli-mixer
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Hassas terazi : Gecavery (UK)

Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karistirict : Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI
Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF

Kar makinesi : Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
Liyofilizator : Snijders

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000

Buzdolaplar : Argelik

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar): Sanyo Medical Freezer
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar): Sanyo Ultra Low

3.4. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Biyokimyasal ¢alismalarda kullanilan ¢d6zeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis
sekilleri asagidaki gibidir. Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf ve deiyonize

sudur.

1. 5 mM NaCH;COO pH:6,8 (Amberlite CG 50 H reginesinin sisirilmesinde kullanilan
dengeleme tamponu): 0,68 g (5.10° mol) NaCH;COO.3H,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. 20 mM NaCH3;COO pH:6,8 (Siit recine karigimmin yikanmasinda kullanilan
tampon): 2,72 g (2.10”% mol) NaCH;COO.3H,0, 950 ml destile suda ¢oziildii. IN HCI
ile pH:6,8’¢ kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim destile suyla 1 litreye

tamamlandi.

3. 500 mM NaCH;COO pH:6,8 (Siit ve regine karisiminda bulunan ham enzim
ekstraktinin eliisyonu i¢in kullanilacak tampon): 68 g (0,5mol) NaCH;COO.3.H,0, 950
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ml destile suda ¢oziildii. IN HCI ile pH:6,8’e kadar titre edildi. Daha sonra toplam

hacim destile suyla 1 litreye tamamlandi.

4. 5 mM Na,HPO, pH:6,8 (Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen ¢okelegin
alimmasi ve diyaliz edilen tampon): 1,34 g (5.10'3 mol) Na,HPO,4.7H,0, 950 ml destile
suda ¢ozildii. 1IN HCI ile pH:6,8’e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim destile

suyla 1 litreye tamamlandi.

5. 0,1 M NaHCO; pH:10 (CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ye trozin takilirken
yikamada kullanildi): 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

tamamlandi.

6. 0,2 M NaHCOs; (pH:8,8) (tirozin takilt jelin aynm1 tamponun i¢ine alinmasinda
kullanildi): 0,84 g (1.10 mol) NaHCO; 80 ml destile suda ¢oziildii. 1 N NaOH ile
pH:8,8 kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 100 mililitreye

tamamlandi.

7. 0,05 M Tris-SO4 (pH:7,4) (Siilfanilamid kenetlendirilmesinde Sepharose-4B-L-
tirozin slispansiyonunun yikanmasinda kullanildi): 1,211 g Tris 150 ml destile su
icerisinde ¢ozlldii. 1 N H,SOy ile pH’s1 7,4°¢ getirildikten sonra hacim destile su ile

200 ml’ye tamamlandi.

8. 10 mM Na,HPO4 pH: 6,8 (CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B afinite kolonunun
dengelenmesinde kullanilan tampon): 2,68 g (1.10” mol) Na,HPO4.7H,0, 950 ml destile
suda ¢oziildi. 1IN HCI ile pH:6,8’e kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile

suyla 1 litreye tamamlandh.

9. 25 mM fosfat pH: 6,8 (Amonyum siilfatla ¢oktiiriilen ve ardindan da diyaliz edilerek

hazirlanan homojenatin kolona tatbikinden sonra kolonu yikamada kullanildi): 1,42 g
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(1.107% mol) Na,HPO,4 350 ml destile suda ¢oziildii. 1N HCI ile pH:6,8°¢ kadar titre

edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 400 ml’ye tamamlanda.

10. 1M NaCl/25mM Na,HPO, pH:6,3 (laktoperoksidaz enziminin eliie edilmesinde
kullanildr) 11,7 g (2.10"" mol) NaCl 200 ml destile suda ¢6ziildii.

11. 0,1 M Na,HPO,4 pH:6,0 (ABTS hazirlanmasinda ve enzim aktivitesinin l¢iilmesinde
kullanilan tampon): 26,8 g (0,1 mol) Na,HPO4.7H,0, 950 ml destile suda ¢oziildii. 1N
HCI ile pH:6,0’e kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 1 litreye

tamamlandi.

12. ImM ABTS c¢ozeltisi (ABTS substratina bagli olarak yapilan ¢alismalarda, LPO
aktivitesinin dl¢limiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi) : 0,055 g ( 1.10* mol) ABTS 100
ml 0,1 M Na,HPO, pH:6,0 i¢inde ¢oziildii.

13. 3,2 mM H,0, ¢ozeltisi (ABTS substratina bagli olarak yapilan ¢aligmalarda, LPO
aktivitesi Ol¢iimiinde kullanilan ¢ozelti): %30’luk yogunlugu 1,11 g/ml olan H»0,’den
32 uL alinarak destile suyla 100 ml’ye tamamlandh.

14. Coomassie brillant blue G-250, reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
cozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii, bu
cozeltiye %95°1ik 100 ml fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi saf su ile 1 litreye

tamamlandi.

15. SDS-PAGE Elektroforezi i¢in kullanilan ¢ozeltiler:

1) 1 M Tris-HCI tamponu pH:8,8: 12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 ml saf suda ¢oziildii. 1
N HCl1 ile pH:8,8’e ayarlandi, toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.
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i1) 1 M Tris-HCI tamponu pH:6,8: 12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 ml saf suda ¢oziildii. 1
N HCl ile pH:6,8’e ayarlandi, toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.

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

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

iv)  Ylriitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin, 50 ml saf suda ¢o6ziildii. Daha sonra
bunun {izerine 5 ml %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 500 ml’ye

tamamlanda.

v)  Renklendirme c¢o6zeltisi: 0,66 g coomassie brillant blue R-250’nin 120 ml
metanolde ¢ézlinmesi ve bunun iizerine 24 ml saf asetik asit ile 120 ml destile suyun

ilavesiyle hazirlandu.

vi) Renksizlestirme ¢ozeltisi: %7,5 asetik asit %5 metanol ve %87,5 destile suyun

karistirilmasiyla hazirlandi.

16. Calismada kullanilan inhibitérlerin stok konsantrasyonlari.

17. Siilfanilamid: 9,28.10° M

18. Siilfapiridin: 0,020 M
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3.5. Yontemler

3.5.1. Protein Tayini

3.5.1.a. Kalitatif protein tayini

Kromatografi islemleri sonunda fraksiyon toplayicisi yardimiyla esit hacimde alinan
biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Bu metodun esasi protein yapisinda
bulunan aromatik halkaya sahip amino asitlerin (fenilalanin, tirozin ve triptofan ) 280

nm deki UV 1sinlarin1 absorblamalar1 esasina dayanmaktadir (Segel 1968).

Kromatografi sonucunda eliiatlar kuvartz kiivetlere konularak spektrofotometrede

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

3.5.1.b. Bradford yontemi ile protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflagtirllan enzim c¢ozeltisi ve homojenattaki protein
miktarlar1 bu yontemle belirlendi. 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 gelisir. Protein-boya kompleksi
cozeltilerde 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
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karsilik gelen mg protein degerleri standart grafik halinde hazirlandi. Protein tayini
yapilan numuneler i¢in ayni yontem uygulandi ve standart grafikten miktar tayini

yapild.

3.5.2. Laktoperoksidaz aktivitesi tayini

Laktoperoksidaz enziminin aktivite Ol¢iimii, Shindler ve Bardsley yonteminin bazi
modifikasyonlar1 sonucu belirlenen prosediir ile yapildi (Shindler and Bardsley 1975).
Bu yontem, H,O, tarafindan 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin—6-sulfonik asit) (ABTS)
kromojenik substratm yiikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin meydana getirdigi

absorbans artiginin 412 nm’de izlenmesi esasina dayanir (Shindler and Bardsley 1975).

LPO
H,0, + ABTS™ » 2H,0 + ABTS"

(Indirgenmis form) (Yikseltgenmis form)

Aktivite tayininde su prosediir takip edildi: 3 ml’lik spektrofotometre kiivetine 2,8 ml
ImM ABTS ve 0,1 ml 3,2 mM H;0, pipetlendi. 0,1 ml enzim ¢ozeltisi ilave edilerek
hemen kronometre calistirildi kiivet alt {ist edildikten sonra spektrofotometreye
yerlestirilerek kore kars1 412 nm’de absorbans artisi, 3 dakika siireyle her 15 saniyede
bir olmak tizere kaydedildi. Her aktivite 6l¢iimii 3 kez tekrar edildi. Kor olarak enzim
cozeltisi yerine 0,1 M fosfat tamponu (pH:6) konuldu. Diger ¢ozeltiler ile 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 = Is1gin gectigi mesafe (1 cm)

¢ = Konsantrasyon (umol/ml)

¢ = Ekstinksiyon kat sayisi ( 32400 M x cm™)

D¢ = Seyreltme katsayist

V = Reaksiyon hiz1 (umol x dak. /ml)
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Enzim saflastirilmasi islemlerinde substrat olarak ABTS kullanildigindan, saflagtirma
basamaklarinin enzim aktivite Ol¢limii sonuglar1 i¢in; 1 enzim iinitesi "20°C’de 1
dakikada lpmol ABTS’nin oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1" olarak

tanimlandi.

3.5.3. Laktoperoksidaz enziminin saflagtirilmasi calismalar:

3.5.3.a. Amberlit CG 50 H recinesi ile enzimin kismi saflastiriimasi

200 ml taze sig1r siitli once 2700 rpm’de 4°C ve 15 dakika 3 kez santrifiij edilerek siitiin
yagl tamamen uzaklastirildi. Yagi alindiktan sonra geri kalan siipernatantlar
birlestirilerek bir behere aktarildi. Zayif asidik katyon degistirici Amberlite CG 50 H'
reginesinin 2,4 grami, 200 ml 5 mM NaCH3;COO pH:6,8 tamponunda sisirilerek yagi
almmis siite katildi (Dumonte and Rousst 1983; Kumar and Bhatla 1995; Ozdemir,
Aygtl ve Kiifrevioglu 2001). Recine-siit karisimi magnetik karistirict vasitasiyla 4°C’de
1 saat karistirildi.

Recine siit karisimi yarim saat siireyle dinlenmeye birakilarak, iistte kalan siipernatant
dekante edildi. Cokelek once 400 ml destile suyla ve daha sonra 100 ml 20 mM
NaCH;3;COO pH:(6,8) tamponuyla 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar yikandi.
Recineye baglanmis protein c¢okelegi Buchner hunisine aktarilarak 50 ml 500 mM
NaCH3COO pH:(6,8) tamponuyla eliisyon yapildi. Elde edilen ham ekstraktin (50 ml)

protein tayini ve aktivite 6l¢iimiinden sonra hazirlanan afinite kolonuna tatbik edildi.

3.5.3.b. LPO inhibitorleri ve ligand se¢cimi

Laktoperoksidaz enzimi {izerine yapilan inhibisyon kinetigi caligmalarinda literatiirde
enzimin inhibitérleri tespit edildi (F. Geike et al. 1975, Doerge 1986, Kumar and Bhatla
1995). Literatiirde bulunan inhibitorlerden faydalanarak LPO’nun afinite kromatografisi
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ile saflagtirlmasindan en uygun diazonyum tuzu olusturabilecek ligandlar segilerek

afinite jellerinin hazirlanmasi yapildi. LPO’nun bilinen inhibitorleri agsagida verilmistir.

Secici olmayan monoamin geri alim inhibitorleri

¢@ (L5
i e

N
L
N
OH
Opipramol Lofepramine
—_ 7
) O‘
8 O
Cr
NH
N
/ /
Dibenzepin Protriptyline
GHa
N«
Mo, O.Q
505 \
H3C CH;j /N

Melitracen Butriptyline
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Secici serotonin geri alim inhibitorleri

Alaproclate Etoperidone
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Medifoxamine

Mikroorganizmalari oldiiren veya gelismesini baskilayan inhibitorler

NN
Q T
o) 2
Sulfanilamid Sulfapiridin
Bilinen diger organik molekiiller
O
LI {
O HO OH
1,8-Dioksiyanthraquinone Fhloroglusinol
O
HO\©/0H
O

Resorsinol Aniline P-Benzokinon
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il
N NH,
N O
0] Cl
Cl
2,3-Diklor-5,6-disyano-1,4-benzokinon Aniline
NH>
NH», NH,
@f% @
CH 3 CH 3
o-Toludin m-Toludin p-Toludin

Bilinen bu inhibitérlerden molekiil yapilar1 tirozin uzanti kolu ile diazonyum tuzu
olusturabilecek olanlar siilfanilamid, siilapiridin, o-toluidine, m-toluidine
p-toluidine, aniline ve benzokain oldugu tespit edildi. Zaten siilfanilamid eritrositlerde
karbonik anhidraz enzimi iginde kullanilan bir ligand olarak bulunmustur (Arslan et al.
1996, Falkbring et al. 1972). Bizde ¢alismamizda 6ncelikle siilfanilamid ve siilapiridin
inhibitorlerini  afinite kolonunun ligand1 olarak kullanmayr ve LPO enzimini

saflagtirmay1 hedefledik.

3.5.3.c. Afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlandi. Bu
kolon materyaline L-tirozin uzanti kolu kovalent olarak takildi. Daha sonra sulfanilamid
ve sulfapyridine inhibitdrleri ayr1 ayr1 dnceden hazirlanmis jeller diazollanarak tirozine
kenetlendi. Burada tirozin afinite jelinin uzanti1 kolunu, inhibitorler ise enzimi spesifik
olarak baglayan kismini olusturmaktadir. Siilfanilamit karbonik anhidrazin spesifik bir

inhibitérii olup karbonik anhidraz saflastirilmasinda kullanilmaktadir (Arslan et al.
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1996). Karbonik anhidraz i¢in kullanilan afinite jeli hazirlanmas1 metodu LPO enzimin
saflastirilmasinda kulanilacaktir. Kullanilan afinite jeli asagidaki prosediire gore

hazirlandi.

a. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi:

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 ml soguk 0,1 M NaHCO; tamponu (pH:
10) ile yikanarak bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20 ml’sinde 80 mg tirozin
¢cOziinmiis soguk c¢ozelti 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 bdylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen
uzaklastirildi. Yikama 100 ml 0,2 M NaHCO; tamponu ile (pH:8,8) tekrarlanarak

tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40 ml’si i¢ine alind1. (Sekil 3.1.)

O-C=N 0

OH BrNC N
— —— ) C=NH
OH OH 0
Ara Uiriin Imidokarbonat
Sepharose-4B Siyanat yapist (Reaktif)
H
NHZ_Q_CHZQH
COOH
L-Tirozin
4
Q H
O-C—NH—C CHZQOH
COOH
OH

Sepharose-4B-L-Tirozin

Sekil 3.1. CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi
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b. Siilfanilamid ve Siilfapiridin kenetlendirilmesi:

Her bir inhibitér’den 25 mg alinarak 0°C civarinda 10 ml, 1 M HClI i¢inde ¢oziildii ve

icerisinde 75 mg NaNO; bulunan 0°C’deki 5 ml ¢Ozelti, inhibitdr ¢ozeltisine damla
damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan inhibitér 40 ml
Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH:9,5’a ¢ikarilarak
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 {izerine bir miktar
daha ayn1 tampondan konularak saklandi (Whitney 1974). Hazirlanan jellerde baglanma

modelleri Sekil 3.2-3.3 de verildi.

@
0-C-NH-G-CH,
COOH
T
Afinitejeli

EO H BrCN
OH

Sepharose-4B

SO,NH,

Ny CI

Diazolanmis

Siilfanilamid
D ————————
‘< >_OH

N—N

SO2NH>

Siilfanilamid

O—-C=N

L,

Ara 1irtin
Siyanat yapist

|

O}}_
—_— Y, =—NH
o

Imid okarbonat
(reaktif)

|
NHQ—Q—CH24<::>>—H
COOH
L-tirozin
o) H

O~C—NH-
:E;OH

Sekil 3.2. Siilfanilamid kenetlendirilmesi baglanma modeli

|
COOH



42

O—C=N
OH  pieN O
OH OH O

Ara tirlin 1miquarb0nat
Sepharose-4B Siyanat yapisi (reaktif)
H
NHZ—Q—CH24<::>F_H
COOH
L-tirozin
| X
~-N
-NH
0,8
N 2 +C |- O H ¥

i1 [
0 H Diazolanns O—C-NH—C _CHzOOH
I I Siilfapiridin !
~O~C~NH-C—CH, OH =~ — COOH
:;L COOH OH
OH N=N
Afinitejeli

Siilf apiridin

Sekil 3.3. Siilfapiridin kenetlendirilmesi baglanma modeli

3.5.3.d. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jeller dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH:7,8) i¢ine alinarak jeller siispanse
edildi ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Siispanse edilmis jeller, 1x10
cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolonlara paketlendi. Jeller ¢coktiikten sonra

peristaltik pompa yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun
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dengelenmis oldugu, eluat ile tamponun 280 nm’de absorbansilarinin ve pH’larinin

esitlenmesinden anlasildi.

3.5.3.e. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

3.5.3.a.’da belirtildigi gibi Amberlite CG 50 H' reginesi kullanilarak enzimin kismi
saflagtirilmasi ile elde edilen homojenatin 50ml’si 10 mM fosfat (pH:6,8) tamponu ile
dengelenmis olan kolona tatbik edildi ve kolona 400 ml 25 mM fosfat (pH:6,8) ¢ozeltisi
ile yikandi. Boylece laktoperoksidaz enziminin kolona tutunmasi saglandi. Sonra 1M
NaCl/25 mM Na,HPO, (pH:6,8) tamponu tatbik edilerek laktoperoksidaz enzimi eliie
edildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hiz1 20 ml/saat’e ayarlandi fraksiyon
toplayict yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere alindi. Her bir eliiatin 280 nm ve
412 nm’de absorbans degerleri kore karsi Olciilerek R, degeri (R,=A412/A250) 0,6’dan

biiylik olan tiipler birlestirildi ve absorbanslarina bakildu.

3.5.3.f. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

Proteinler ¢ok degerlikli elektrolitlerdir, bu yiizden iyonlara benzer sekilde hareket
ederler. Yeteri kadar yiiksek tuz konsantrasyonunda, bir protein bir ¢ozeltiden kantitatif
olarak c¢okeltilebilir. Bu olayin esasi, yiiksek tuz konsantrasyonunda protein
molekiillerini g¢evreleyen ve ¢oziiniir halde tutan su molekiillerinin tuzdaki iyonlar
tarafindan c¢ekilmesi ve proteinlerin ¢okmesini saglamasidir. Proteinlerin ¢okmesinde
molekiil agirlig1 ve iyonik siddet etkilidir. Dolayisiyla degisik tuz konsantrasyonlarinda,
degisik proteinler ¢oker (Lehninger 1993; Keha ve Kiifrevioglu 2009). Elde ettigimiz

eliiatlarda proteinlerin bu 6zelliklerinden faydalanildi.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in uygun doygunluk noktasini bulmak amaciyla %0-20,
20-40, 40-60, 60-80 ve 80-90 araliklarinda ¢oktiirme yapildi. Coktiirme islemleri

sirasinda kullanilan kat1 amonyum siilfat miktarlart su formiille tespit edildi.
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1,77. V (S, - S))

g (NH, ),SO4 =
3,54 -S,

V = Siipernatantin hacmi
S1= 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S,= I’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siilfat c¢oktlirmesi icin, afinite kolonundan elde edilen -eliiatlar
birlestirildikten sonra, kati (NH4),SO4 yavas yavas porsiyonlar halinde katildi (0°C’de).
Her porsiyon ilavesi sirasinda daha once katilan (NH4),SO4’1n ¢6ziinmiis olmasina
dikkat edildi. Coktiirmeden sonra elde edilen ¢ozelti 12.000 rpm’de 5°C’de 1 saat
siireyle sogutmali santrifiij ile santrifiij edilerek olusan ¢okelek 25 ml 5 mM fosfat
tamponunun pH:(6,8) c¢oziinebildigi en az miktarinda ¢oziildi. Amonyum siilfat
cOktiirmesi sonucu elde edilen enzim ¢ozeltisi diyaliz torbasina yerlestirildikten sonra,
enzimin i¢inde bulundugu tampona 5 mM fosfat tamponu pH:(6,8) karsi 2 defa
degistirilmek suretiyle 24 saat siireyle diyaliz edildi. Diyaliz islemi magnetik karistirict

tizerinde buzdolabi i¢inde (4°C’de) gerceklestirildi.

3.5.3.g. SDS- Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safliginin belirlenmesi

LPO enzimi afinite kolonundan saflastirildiktan ve diyaliz edildikden sonra %3-10
kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli
tarafindan anlatildig1r gibi yapilarak saflagtirilan enzimlerin saflik derecesi kontrol

edildi. Standart olarak molekiil agirlig1 belli olan proteinler kullanildi (Laemmli 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalar1 6nce su sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalari
birlestiren mikalara vazelin ince tabaka halinde siiriildii. ki cam plaka birbiri iistiine
konularak ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina konuldu. Ayirma ve yigma

jelleri hazirlandi.



45

Ayirma jeli sdyle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,8), 4,4 ml %30 akrilamid-%0,8
bisakrilamid, 0,2 ml %0,1 SDS, 0,13 ml %5’lik TEMED (N,N,N',N'-tetrametil etilen
diamin) ve 3,13 ml saf su karistirildi. Bu karisimin iizerine son olarak 0,8 ml %1,5’lik
amonyum persiilfat (NH4),S;0s3 (PER) ilave edildi. Burada kullanilan PER

kullanilmadan hemen Once taze olarak hazirlandi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,44 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,48 ml %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,03 ml %0,1°’lik SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED ve 2,45 ml saf su
alinarak karigtirildi. Son olarak yine giinliik hazirlanmis %1,5’lik PER’den 0,2 ml ilave
edildi.

Hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina enjektorle dokiildii. Hava almamasina dikkat
edildi. Jel ylizeyinin diizgiin olmas1 i¢in %]1°lik SDS ile ince bir tabaka olusturuldu.
Katilagincaya kadar (yaklasik yarim saat) bekletilip katilastiktan sonra tizerindeki
%1°lik SDS dékiildii. 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 once saf su, sonra da yiiriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez
tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu konuldu. Numuneler her birinde 20 ug
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 enjektdr 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 2 saat oda
sicakliginda tatbik edildi. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice

c¢ikarildi. Bu yiirlitme tamponu tekrar kullanilmak iizere saklandi.

Jel, sabitlestirme ¢ozeltisinde (%50 izopropanol + %10 TCA+ %40 saf su) 15 dakika
bekletildi. Daha sonra sabitlestirme ¢6zeltisinden ¢ikarilan jel 6zel kabina konularak,
renklendirme ¢ozeltisi iistiinii ortiinceye kadar eklendi. Iki saat boyunca calkalayici

tizerinde karistirildi. Daha sonra renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikarilarak, renksizlestirme
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coOzeltisine alindi. Belirli araliklarla degistirilmek suretiyle jelin zemin rengi agilip,
protein bantlar1 belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢dzelti icinde ¢alkalandi. Bundan
sonra jel saf su icine alindi ve fotograflar1 ¢ekildi. Renksizlestirme c¢ozeltisi, aktif
karbon {tizerinden gegirilerek tekrar kullanilabilmektedir. Elektroforezde kullanilan
renklendirme ¢ozeltisi %0,1 Coomassie brillant blue R-250, %50 metanol, %10 asetik
asit, %40 saf su ile hazirlandi. Renksizlestirme ¢ozeltisi ise %50 metanol, %10 asetik

asit, %40 saf sudan ibarettir.

3.6. Afinite Kolonunun Laktoperoksidaz Tutma Kapasitesinin Bulunmasi

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

laktoperoksidaz enziminin tutma kapasitesi belirlendi.

3.6.1. Sicakhi@in 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 sicakliginda denemeler yapildi.
Iyonik siddet 0,2 ile 0,5 M arasinda degistirilerek, sonuclar mg protein /g jel basma
grafikle gosterildi.

3.7. Laktoperoksidaz Enzimi Uzerine Kinetik Calismalar

Hazirladigimiz afinite kromotografisi kolanlarindan saflastirilacak LPO enziminin
kinetik Ozelliklerini aragtirmak i¢in ABTS substrati kullanarak optimum pH, optimum

sicaklik ve ABTS i¢in Ky ve Viax degerleri hesaplandi.

3.7.1. Optimum pH calismalari

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

olarak belirlendi. Sonuglar grafik ve tablo halinde verildi.

3.7.2. Optimum sicakhik calismasi

Optimum sicaklig1 belirlemek amaciyla, afinite kolonlarindan saflastirilan LPO enzimi
icin  5-85°C  sicaklik araliginda ve optimum pH’da doygun substrat
konsantrasyonlarinda laktoperoksidaz enziminin aktivite Slglimleri yapildi. Bu islem
i¢in -20 ile 100°C’ye ayarlanabilen su banyosu kullanildi. istenilen sicakliga getirilen
aktivite Olclim ortamina en son olarak enzim c¢ozeltisi pipetlendi ve kronometre
calistirilarak bir dakika sonra spektrofotometrede aktivite olgiimleri yapildi. Sonuglar

grafik ve tablo halinde verildi.
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3.7.3. LPO enzimi i¢in Ky ve V. degerlerinin bulunmasi

Km ve Vi degerlerinin tespit edilmesi amaciyla; ABTS kullanilarak optimum pH
degerinde ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat konsantrasyonunda aktivite degerleri
Ol¢iildii. Bu amagla ABTS’nin stok ¢ozeltisinden sirasiyla 0,2 ml, 0,3 ml, 0,5 ml, 0,8 ml
ve 1,1 ml alindi. Her bir ABTS konsantrasyonun uygulandigr deney i¢in, enzim
aktivitesinin Ol¢iildiigli tampon ¢ozeltisiyle toplam hacim 2,8 ml’ye tamamlandi. Daha
sonra her bir tiipe 0,1 ml enzim ¢o6zeltisi ve son olarak 0,1 ml H,O, katilarak,
spektrofometrede 412 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii. Her 6l¢tim 3 defa tekrarlandi.
1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafiklerin
cizimlerinde en kiiciik kareler regrasyon dogru denklemi kullanildi. Ky ve Viax

degerleri grafik ve dogru denklemleri yardimiyla hesaplanarak tabloda gosterildi.

3.7.4. Kullanilan ligandlar i¢in kinetik ¢alismalar

LPO enzimi Siilfanilamid, gentamisin siilfat, amfisilin sodyum (Cankaya ve ark 2006)
stilfapiridin ve benzokain (Geike and Parasher 1975) gibi maddelerce inhibe edildigi
bildirilmistir. Bu ¢aligmalarda ligand olarak kullandigimiz inhibitorlerin K; ve Iso
degerleri hesaplanmasi {izerine ve inhibisyon tipleri hakkinda literatiirde detayli bir
calismaya rastlanmamustir. Siilfanilamid ve siilfapiridin inhibitorleri ligand olarak
kullanilmadan o6nce K; ve Iso degerleri hesaplandi. Bdylece saflagtirmada kullanilan

stilfanilamid ve siilfapiridin i¢in detayl kinetik 6zellikler de belirlenmis oldu.

Ligand olarak kullanilan inhibitorlerin ABTS substratina bagl olarak, Isy degerlerinin
tespit edilmesi amaciyla: oda sicakliginda ve optimum pH’da, doygun olmayan ABTS
(26,67.107 mM) konsantrasyonunda ortama farkli hacimlerde inhibitor ¢ozeltisi ilave

edilerek, % Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izildi.

Daha sonra inhibisyon tiplerinin belirlenmesi ve K; degerlerinin tespit edilmesi

amaciyla oda sicakliginda optimum pH’da 5 farkli ABTS substrat konsantrasyonunda
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ve 3 farkli sabit inhibitér konsantrasyonunda aktivite ol¢timleri yapildi. Elde edilen bu
aktivite degerleri ile Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek inhibisyon tipleri ve K;

degerleri bulundu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Afinite kolonlardan saflagtirlan LPO enziminin kantitatif protein tayini Bradford
yontemiyle belirlendi. Bu amagla 3.5.1.b’de anlatildigi gibi Once standart grafik
hazirlandi. Afinite kromatografisi ile elde edilen enzim ¢o6zeltilerindeki protein tayini

Bradford yontemiyle yapildiktan sonra Sekil 4.1°deki standart grafikten faydalanilarak

protein miktarlar1 hesapland.

2 -
~ 1,5 T
g
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Protein (mg)

Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart grafik
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4.2. Sigir Siitiinden LPO Enziminin Saflastirilmas1 Calisma Sonuglar:

4.2.1. LPO enzimini afinite kromotografisi ile saflastirma sonuclari

Boliim 3.5.3.d’de anlatildig: sekilde hazirlanan kolona, boliim 3.5.3.a.’da Amberlite CG
50 H' reginesi kullanilarak enzimin kismi saflastirilmasi ile elde edilen homojenattan 50
ml, dengelenmis kolonlara pipet vasitasiyla tatbik edildi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra eliisyon ¢ozeltisi ile eliisyon yapildi. Eliatlar kolon akis hizi 60
ml/saat’e ayarlanarak fraksiyon kollektor yardimi ile 5’er ml halinde tiiplere alindi. Her
bir eliiatin 280 nm ve 412 nm’deki absorbans degerleri Olciilerek R, degeri
(Rz=A412/A2s80) 0,60 den biiyiik olan tiipler birlestirildi. Kolonlardan sadece siilfanilamid
kolonundan sonu¢ alindigi tespit edildi ve 280 ve 412 nm’de Olgiilen 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’de

gosterildi.
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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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Aktivite (EU/ml)

Tiipsayis1

Sekil 4.3. LPO Enziminin siilfanilamid afinite kolonundan eliisyonu sonucundaki
aktivite-tiipsayis1 garafik.

4.2.2 Amonyum siilfatla ¢coktiirme sonuclari

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde uygun doygunluk noktasini tespit etmek amaciyla;
siilfanilamid kolonundan alinan cliiatlardan elde edilen LPO ¢o6zeltisine %0-20, 20-40,
40-60, 60-80 ve 80-90 araliklarinda ¢oktiirme yapildi. Her ¢oktiirme kademesi igin
gerekli olan kati amonyum siilfat miktar1 boliim 3.5.3.f’de anlatildig1 gibi tespit edildi
ve her ¢oktiirme kademesindeki ¢okelekler ¢oziinebildigi en az miktardaki SmM fosfat
tamponunda (pH:6,8) ¢oziildii. Her basamaktaki siipernatant ve ¢okelek i¢in LPO enzim

aktiviteleri, 1 mM ABTS substratiyla boliim 3.5.2°de agiklandig1 sekilde belirlendi.

Coktiirme kademelerindeki ¢okelek ve siipernatantlarin aktiviteleri Cizelge 4.1°de
verildi. Tablolar incelendiginde %60-90 amonyum siilfat doygunlugunda maksimum

enzim aktivitesi oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. S18ir siitiinden elde edilen LPO enzimi i¢in Amonyum siilfatla ¢oktiirmede
doygunluk noktas1 tespiti.

Doygunluk % 0-20 20-40 40-60 60-80 80-90
Cokelek

Aktivite (EU/ml) 0,15 0,58 1,66 2,87 4,5
Siipernatant

Aktivite (EU/ml) 11,55 9,91 6,68 3,27 0,02

4.2.3. LPO enziminin saflastirma basamaklari sonuclari

Boliim 3.5.3.c’de anlatildig1 gibi hazirlanan jeller kolono paketlendikden sonra 10 mM
Na,HPO,4 pH:6,8 fosfat tamponu ile dengelendi. 3.5.3.a.’da belirtildigi gibi Amberlite
CG 50 H' recinesi kullanilarak enzimin kismi saflastirilmast ile elde edilen homojenatin
50 ml’si kolona tatbik edildi ve kolonlar 400 ml 25 mM fosfat (pH:6,8) ¢ozeltisi ile
yikandi. Boylece laktoperoksidaz enziminin kolonlara tutunmasi saglandi. Sonra 1M
NaCl/25 mM Na,HPO, (pH:6,8) tamponu tatbik edilerek laktoperoksidaz enzimi eliie

edildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akig hizi 20 ml/saat’e ayarlandi.

Fraksiyon toplayict yardimiyla eliiatlar 5’er ml halinde tiiplere alindi. Her bir eliiatin
280 nm ve 412 nm’de absorbans degerleri kore karsi 6l¢iilerek, R, degeri (R,=A412/A2s0)
0,6’dan biiyiik olan tiipler birlestirildi ve Boliim 3.5.3.fde anlatildigi gibi %90
amonyum siilfat ¢coktiirmesi yapild1 ve diyaliz edildi ve SDS elektroforezi yapilarak
safligi kontrol edildi. Siilfapiridin kolonundan yapilan eliisyon sonucunda LPO

enziminin aktivitesi bulunamadigi gibi R, degeri hesaplanamadi.

Ligand olarak siilfanilamit ve siilfapiridin kullanilan kolondan, sigir siitiinden
laktoperoksidaz enziminin saflagtirllma kademelerinde Shindler ve Bardsley
yonteminiyle (Shindler and Bardsley 1975) 412 nm de aktivite tayini ve Bradford
metoduyla kantitatif protein tayini yapildi. LPO enziminin afinite kromatografisi

saflastirma sonuglar Cizelge 4.2°de gosterildi.
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Cizelge 4.2. Sigir siiti LPO enziminin siilfanilamit ve silfapiridin kolonundan
saflagtirma basamaklar1 sonuglari.

Toplam  Aktivite Protein  Total Total  Spesifik Yiizde Saflastirma
Hacim (EU/ml) Miktar1  Protein Aktivite Aktivite Verim Katsayisi

(ml) (mg/ml) Miktar1 (EU) (EU/mg)
Amberlit CG
50 H' Reginesi 50 1,01 10 500 50,5 0,1 100 1
Eliisyonu
Sepharose 4B
Afinite Jeli ve 7 450 011 077 315 409 623 409
Diyaliz

4.2.4. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuglar:

Kromatografik islemler sonucu siilfanilamid kolonu ile sigir siitiinden saflastirilan
laktoperoksidaz enziminin safligimi kontrol etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi yapildi. Bunun icin bdliim 3.5.3.g’de anlatildig1 gibi hazirlanan kesikli
SDS-PAGE elektroforezine saflastirilan LPO’lar yerlestirildi.

Sigir siitii i¢in standart olarak molekiil agirlig1 belli olan MBP (Maltose-bagh protein)-
B-galactosidase (175 kDa), MBP (Maltose-bagli protein)-paramyosin (fusion ile MBP
and paramyosin) (80 kDa), MBP-CBD (chitin bagli domain) (fusion ile MBP ve chitin
bagli domain) (58 kDa), CBD-Mxe Intein-2CBD (fusion ile chitin bagli dotmain ve Mxe

Intein) (46kDa) enzimleri kullanildi. Belirginlesen protein bantlarinin fotografi ¢ekildi

(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Siilfanilamid kolonundan saflagtirilan LPO enziminin SDS-PAGE fotografi:
*(Bant a; Standarlar; 1. MBP (Maltose-bagl protein)-B-galactosidase (175 kDa) 2. MBP (Maltose-bagl
protein)-paramyosin (fusion ile MBP and paramyosin) (80 kDa), 3. MBP-CBD (chitin bagli domain)
(fusion ile MBP ve chitin bagli domain) (58 kDa), 4. CBD-Mxe Intein-2CBD (fusion ile chitin bagh
dotmain ve Mxe Intein) (46kDa) Bant b; saflastirilmis sigir LPO.)

4.3. Afinite Kolonunun Laktoperoksidaz Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Hazirlanacak jelin tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet etkileri
incelendi. Kolonun kapasite tayin islemi su prosediire gore gergeklestirildi: Hazirlanan
jelden 1 ml alinarak dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona alindi
ve daha dnceden afinite ile elde edilen laktoperoksidaz enzimi ile doyuruldu. Enzimin
fazlas1 yikama tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan laktoperoksidaz enzimi
uygun eliisyon tamponuyla eliie edilerek protein miktar1 belirlendi. Ayn1 zamanda jel
kurutularak tartildi ve mg protein/gram-jel cinsinden laktoperoksidaz enziminin tutma

kapasitesi belirlendi.
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4.3.1. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi calisma sonuclari

pH:6,8’de laktoperoksidaz farkl sicakliklarda 5, 10, 15, 20 ve 25°C sicakliklarda tutma
kapsitesi belirlenerek (mg protein /g jel) sonuglar Sekil 4.5°de verildi.
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Sekil 4.5. Sepharose-4B-siilfanilamid jelinin sicaklik-kapasite grafigi

4.3.2. pH’nin 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 4.6’da verildi.
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Sekil 4.6. Sepharose-4B-siilfanilamid jelinin pH-kapasite grafigi
4.3.3 Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi
Laktoperoksidaz enzimi i¢in optimum pH ve en uygun baglanma sicaklifinda deney

yapildi bu deneyde iyonik siddet 0,2 ile 0,5 M arasinda degistirilip, sonuglar mg
protein/g jel basina grafik Sekil 4.7°de verildi.
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Sekil 4.7. Sepharose-4B-siilfanilamid jelinin iyonik siddet (M)-kapasite grafigi
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4.4. Laktoperoksidaz Enzimi Uzerine Kinetik Cahsma Sonugclar:

4.4.1. ABTS substrati icin pH-aktivite grafigi

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

aktivite degerleri ile pH grafigi Sekil 4.8°de verildi.
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Sekil 4.8. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla optimum pH i¢in pH-aktivite
grafigi

4.4.2. ABTS substrati i¢cin sicakhk-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 4.9°da verildi.
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Optimum sicaklik

Aktivite (EU/ml)

Sicaklik (°C)

Sekil 4.9. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla elde edilen Sicaklik-Aktivite grafigi.

4.4.3. ABTS substrati icin Ky ve V2 degerlerinin bulunmasi

Optimum pH ve 20°C sicaklikta en az 5 ayri 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
4.10’da gosterildi sonuglar Cizelge 4.3’de verildi.

y =0,2584x +2,0413

1/V(umol/mL.min)!
ES

Sekil 4.10. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla elde edilen 1/V-1/[S] grafigi.
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Cizelge 4.3. Sigir siitiinden elde edilen LPO’nun ABTS substrati ile yapilan kinetik
calismalarinin toplu sonuglart.

Kinetik Calismalar
Optimum sicaklik 42°C
Optimum pH 6,0
Kwm 0,14 mM
Vinax 0,55 EU/ml.dk

4.4.4. Kullamilan inhibitorlerin K; ve Isy degerlerinin bulunmasi

Bu calismada siilfanilamid ve siilfapiridin inhibitorleri DMSO’da ¢6ziilerek LPO enzimi
tizerine ABTS substrat1 igin etkileri incelendi. ABTS substarati doygunlugun altinda
alind1 ve boylece reaksiyon hizi ABTS’ye bagli olarak bulundu.

Bu amagla, sabit substrat konsantrasyonunda ABTS (26,67.107 mM) ve 5 farkli
inhibitdr konsantrasyonlarinda her bir inhibitor i¢in aktivite degerleri hesaplandi. Elde
edilen bu degerler ve deney prosediirii Cizelge 4.4-4.5’de gosterildi ve % aktivite-
konsantrasyon grafikleri ¢izilerek Isy degerleri bulundu. Bu grafikler Sekil 4.11-4.12°de
gosterildi.
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Cizelge 4.4. Siilfanilamid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen LPO igin,
ABTS substratiyla yapilan % Aktivite-konsantrasyon deney prosediirii.

Kor Tupt Numune Tupu
Inhibitér | ABTS | Fosfat | H,O, | Inhibi | ABST | Fosfat [ H,0, | Inhibi | LPO % M
(ml) | Tamp | (ml) [ -tor | (ml) | Tamp [ (ml) -tor | (ml) | Aktivite
(ml) (ml) (ml) (ml)
08 | 2,10 | 0,1 . 08 | 1,9 | 0,1 . 0,2 100 0
08 | 2,09 [ 0,1 [ 0,01 | 08 1,89 | 0,1 | 0,01 | 0,2 84 3,09.10”
Sulfamil- 0,8 | 2,08 | 01 | 002 | 08 | 188 | 01 | 002 | 02 [ 66 |618.10°
0,8 | 2,07 | 0,1 0,03] 0,8 1,87 | 0,1 | 0,03 | 02 52 9,28. 107
08 | 206 | 0,1 | 004 08 | 1,86 | 0,1 | 0,04 | 0,2 41 12,3.10°
08 | 2,05 | 0,1 0,05] 0,8 1,851 0,1 | 0,05 | 0,2 27 15,4.107
100 y= 100e-810.6x
TS R2=10,9761
~ 75 1
S
2
2 50 1
25 A
0 T T T 1
0 0,0005 0,001 0,0015 0,002
[Siilfanilamid]| M

Sekil 4.11. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratina bagli olarak Siilfanilamid ile
elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.5. Siilfapiridin inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen LPO i¢in, ABTS
substratiyla yapilan % Aktivite-konsantrasyon deney prosediirii.

25

Kor Tipu Numune Tiipii
Tnhibitor | ABTS| Fosfat | H,0, | inhibi- | ABTS | Fosfat | 1,0, | Inhibi- |[LPO| % Y
(ml) | Tamp. | (ml) tor (ml) | Tamp | (ml) tor | (ml) | Aktivite
(ml) (ml) (ml) (ml)
08 | 210 | 0.1 - | o8 | 190 | o1 - o2 100 0
08 209 | 01001 | o8 |18 01| 001 |02] 86 |o06.10*
Silfapiridin {5 ¢ 1 508 | 0.1 | 002 | 08 | 188 ] 01 | 002 |02] 6 | 13.10°
081207 01| 003| 08 [187| 01 | 003 ]02| 56 | 210*
08205 01| 005 08 [185] 01 | 005 |02| 4 |3310*
08203 01| 007 08 [183 ] 01 | 007 02| 27 |a4610*
100 y = 100e-3028x
R?= 0,9859
75
°\\c’/
o
= 50

0,0002

0,0004

[Siilfapiridin] M

0,0006

Sekil 4.12. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratina bagl olarak Siilfapiridin ile

elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi

Daha sonra innhibisyon tipinin belirlenmesi ve K; degerlerinin tesbit edilmesi amactyla

5 farkli ABTS substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit solvent konsantrasyonunda

aktivite Ol¢limii yapildi. Kontrol amacgh yapilan ve ABTS substratiyla yapilan tiim

calismalarda kullanilan aktivite Ol¢iimii degerleri ve prosediirii Cizelge 4.6’da
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gosterilmistir. Inhibitdrlii calismalarm aktivite dl¢iim degerleri ve deney prosediirleri
ise Cizelge 4.7-4.8’de gosterilmistir. Aktivite degerleri bolim 3.5.2°de anlatildig:
sekilde belirlendi. Elde edilen bu degerlerle Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek
inhibisyon tipleri ve K; degerleri bulundu. K; degerleri bulunmasinda kompetitif

inhibisyonlar i¢in formiilii

KI M:KM 1 +—

K.

|

Non kompatitif inhibisyonlarda ise
Vo= v max
I
1+==
K.

formiilii kullanildi. Bu grafikler Sekil 4.13-4.14°de gosterildi. Elde edilen K; degerleri

ise Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. S1g1r siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla inhibitor kullanilmadan elde
edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii.

Kor Tupt Numune Tlpu
Inhibitdr | ABTS | Fosfat | H,O, | Inhibit- | ABTS |Fosfat | H,O, | Inhibi | LPO | 1/V /S
no (ml) |Tamp |(ml) |tor (ml) Tamp. | (ml) |-tor (ml) | (umol/ mM™!
(ml) (ml) (ml) (ml) ml. min)”'
0,2 2,7 0,1 - 0,2 2,5 0,1 - 0,2 5,89 15
0,3 2,6 0,1 - 0,3 2,4 0,1 - 0,2 4,76 10
[To 05 | 24 | 01 - 05 | 22 | 01| - |02 3,37 6
0,8 2,1 0,1 - 0,8 1,9 0,1 - 0,2 3,08 3,75
1,1 1,8 0,1 - 1,1 1,6 0,1 - 0,2 2,89 2,73
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Cizelge 4.7. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla siilfanilamid esliginde elde
edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirti.

Kor Tiipii Numune Tiipli
Inhibi- | ABTS| Fosfat | H,0, | Inhibi- | ABTS |Fosfat | H,O, | inhibi- | LPO /v 1/8S
torno |(ml) |Tam |(ml) | tor (ml) Tamp. |(ml) |tor (ml) (umol/ mM!
(ml) (ml) (ml) (ml) ml. min)”
0,2 2,69 | 0,1 0,01 0,2 2,49 | 0,1 0,01 0,2 13,50 15
0,3 2,59 | 0,1 0,01 0,3 2,39 | 0,1 0,01 0,2 6,0 10
[ 0,5 2,39 | 0,1 0,01 0,5 2,19 | 0,1 0,01 0,2 3,90 6
0,8 1,91 | 01 0,01 0,8 1,89 | 0,1 0,01 0,2 3,41 3,75
1,1 1,79 | 0,1 0,01 1,1 1,59 | 0,1 0,01 0,2 3,24 2,70
0,2 2,67 | 0,1 0,03 0,2 2,47 | 0,1 0,03 0,2 15,42 15
0,3 2,57 | 0,1 0,03 0,3 2,37 | 0,1 0,03 0,2 9,52 10
(1], 0,5 2,37 | 0,1 0,03 0,5 2,17 | 0,1 0,03 0,2 6,23 6
0,8 2,07 | 0,1 0,03 0,8 1,87 | 0,1 0,03 0,2 5,06 3,75
1,1 1,77 | 0,1 0,03 1,1 1,57 | 0,1 0,03 0,2 4,32 2,70
0,2 2,65 | 0,1 0,05 0,2 2,45 0,1 0,05 0,2 19,05 15
0,3 2,55 | 0,1 0,05 0,3 2,35 0,1 0,05 0,2 14,72 10
(1] 0,5 235 | 0,1 0,05 0,5 2,15 0,1 0,05 0,2 9,52 6
0,8 2,05 | 0,1 0,05 0,8 1,85 0,1 0,05 0,2 8,10 3,75
1,1 1,75 | 0,1 0,05 1,1 1,55 0,1 0,05 0,2 6,23 2,70

20 « [10]
=[]
A[I2]

®[13]

-
(¢}
L

1/V(umol/ml.dak)!
)

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

Sekil 4.13.S181r siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla Siilfanilamid esliginde elde edilen
1/V-1/[S] grafigi. ([1,]=3,09.10° M, [1,]=9,28.10° M, [15]=15,46.10" M, [I,]= kontrol)
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Cizelge 4. 8. Sigir siitli LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla siilfapiridin esliginde elde
edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirti.

Kor Tipii Numune Tiipii
Inhibi- | ABTS Fosfat | H,O, | Inhibi- | ABTS |Fosfat | H,O, |Inhibi- [LPO |1/V 1/S
torno |(ml) |Tamp |(ml) | tor (ml) Tamp |(ml) |tor (ml) | (umol/ mM!
(ml) (ml) (ml) (ml) ml. min)”'
02 2,69 0,1 0,01 0,2 2,59 0,1 0,01 0,1 11,17 15
0,3 2,59 0,1 0,01 03 2,49 0,1 0,01 0,1 0,87 10
(1] 0,5 | 239 | 0,1 0,01 0,5 229 | 0,1 | 0,01 | 0,1 5,31 6
0,8 | 2,09 | 0,1 0,01 0,8 1,99 | 0,1 0,01 0,1 4,20 3,75
L1 | 1,79 | 0,1 0,01 1,1 1,69 | 0,1 0,01 0,1 4,05 2,73
0,2 2,67 0,1 0,03 0,2 2,57 0,1 0,03 0,1 20,25 15
0,3 2,57 0,1 0,03 03 2,47 0,1 0,03 0,1 12,96 10
[l 0,5 | 2,37 | 0,1 0,03 0,5 2,27 | 0,1 0,03 0,1 8,75 6
08 | 2,07 | 0,1 0,03 0,8 1,97 | 0,1 0,03 0,1 7,04 3,75
1,1 | 1,77 | 0,1 0,03 1,1 1,67 | 0,1 0,03 0,1 6,35 2,73
0,2 2,65 0,1 0,05 0,2 2,55 0,1 0,05 0,1 29,45 15
03 | 255 | 0,1 0,05 0,3 245 | 0,1 0,05 0,1 20,25 10
(115 0,5 | 235 | 0,1 0,05 0,5 2,25 | 0,1 0,05 0,1 13,50 6
0,8 | 2,05 | 0,1 0,05 0,8 1,95 | 0,1 0,05 0,1 10,80 3,75
L1 | 1,75 | 0,1 0,05 1,1 1,65 | 0,1 0,05 0,1 6,89 2,73
* [10]
35 - i
B 30 A A (2]
g 25 1 s
.
g 20
E 15 A
10 A
5
7
10 8 6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
1/[ABTS] mM-!

Sekil 4.14. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla siilfapiridin inhibitorii esliginde
elde edilen 1/V-1/[S] grafigi.([I,]= 6,6.107, [I,]=2.10* M, [I5]=3,3.10* M, [I,]= kontrol)
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Cizelge 4.9. Sigir LPO’sunun ii¢ farkli inhibitdr konsantrasyonuna karsi ¢izilen Lineweaver-
Burk grafiklerinden elde edilen K; degerleri ve sabit substrat konsantrasyonunda 26,67.10% mM
ABTS 5 farkli inhibitér konsantrasyonuna karsi gizilen aktivite — [inhibitor] grafiginden elde
edilen sy degerleri.

Inhibitor Iso (M) [inhibitér] K; degeri Ortalama K; Inhibisyon
(M) M) (M) sekli

3,09.10°  3,01.10°
Siilfanilamid  8,48.10%  9,28.10°  3,8.10°  3,57.10° +4,88.10°  Yarismali
15,46.10°  3,9.10°

6,6.10” 6,6. 107
Siilfapiridin ~ 2,27.10™ 2.10"* 6,8.10°  6,50.10°+3,61.10°  Yarismah
3,3.10 6,1.10°
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5. SONUC ve TARTISMA

Laktoperoksidaz enzimi (LPO) memelilerin siitiinde, gbzyasinda ve tiikriiglinde bulunan
prostetik grup olarak hem grubu ihtiva eden bir glikoproteindir (Tenovuo 1985). LPO
enzimi bakterilerin biiyiimesinin baskilanmasinda ve bakteri inhibisyonunun
desteklenmesi gibi 6nemli bir 6zellige sahiptir (Shah 2000). Endiistride laktoperoksidaz
kimya endiistrisinde, siit endiistrisinde, siit isleme tesislerinde nakil esnasinda siitlin
muhafazas1 amaciyla kullanilmaktadir (Uguz 2005). Bu calismada 6zellikle memelilerin
non-immun biyolojik savunma sisteminin dogal bir bilesigi olan laktoperoksidaz
enziminin  (LPO) yeni bir yontemle afinite kromatografisi ile saflastiriimasi
gereceklestirilmistir. LPO enzimi literatiirde enzimin saflastirilmasi iizerine bircok
kromatografik metod olup mevcut yontemler hem uzun hemde maliyeti bizim

buldugumuz yénteme gore daha pahalidir (Ozdemir et al. 2001).

Afinite kromatografisi proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan yontemlerden biri olup
spesifik ligand esasina dayanir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Bugiin bir ¢ok protein
afinite kromatografisiyle ¢ok kere bir basamakta ¢ok kompleks karisimlardan
saflagtirilmast ~ basarilmistir.  Afinite kromatografisinde, saflastirilmasi istenen
molekiiliin, matriks adi verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis
bir komplementer baglanma bilesigine (ligand) spesifik ve tersinir baglandig1 bir teknik
olarak bilinmektedir. Genelde dolgu maddeleri Sephadex, Sepharose, Biogel gibi farkl
jellerden olusur. Ligandin saflastirilacak madde i¢in spesifik ve tersinir baglanma
afinitesine sahip olmasi gerekir. Matriksle ligand arasinda etkilesmeler olmasin diye

uzant1 kollar1 takilir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimlerin afinite kromatografisi teknigi ile saflastirilmasi ¢ok dnemlidir. Bu sebeple
sigir siitlinden LPO enziminin saflastirilmasi i¢in ilk kez afinite jelleri hazirlandi. Bu
hazirlanan kolonlardan saflastirilan enzimin kinetik Ozellikleri, SDS-PAGE
elektroforezi ve kullanilan ligandlarin kinetik 6zellikleri belirlendi. Elde edilen degerleri

tartismadan Once arastirmada kullanilan yontemlerin secilis sebeplerini agiklayalim.
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Calismalarimiz esnasinda hazirlanan afinite kolonlarindan elde edilen eliiatlardaki
enzim muhtevasi, 280 nm ve 412 nm deki absorbans degerleri Olciilerek R,=A412/Axzs0
oran1 olarak belirlendi. R, degeri 0,7 den biiyiik olan eliatlar birlestirildi. 280 nm
absorbans Ol¢limiinde proteinlerin yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip amino
asitlerin (fenilalanin, tirozin, triptofan) s6z konusu dalga boyunda UV isinlarini
absorblama esasina dayanmaktadir. 412 nm de ise LPO enziminin hem grubunu s6z
konusu dalga boyunda UV isinlarin1 absorblamasi esasina dayanir. Bu deger LPO
enziminin saflastirilmast ¢aligmalarinda hemen biitlin arastirmacilar tarafindan
kullanilmistir (Shindler and Bardsley 1975; Doumonted and Rousset 1983; Jacob et al.
1998).

Kantitatif protein tayinleri Bradford metoduyla ile belirlendi. 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
baglanmas1 ¢ok hizli gelisir. 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 ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl alindi. Saf su ile tim 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 ayni yontem uygulandi ve standart grafikten miktar tayini

yapildi.

Laktoperoksidaz enziminin aktivitesi, Shindler ve Bardsley yonteminin bazi

modifikasyonu sonucu belirlenen prosediire gore yapildi (Shindler and Bardsley 1975;
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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 eliiatlarda LPO enziminin aktivitesinin belirlenmesinde bu

yontemin tercih edilmesinin sebebi, literatiirde enzimin bilinen en iyi substrati olmasi ve
molar ekstinksiyon katsayisinin literatiirde verilmesidir (€412nm=32400 M! cm'l). Enzim
aktivite Olgimleri sonuglari i¢in 1 enzim {initesi 20°C’de 1 dakikada 1pmol ABTS’nin

oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlandi.

Sulfanilamid ve siilfapiridin LPO inhibitorii oldugu literatiir’de biliniyordu (Doerge and
Decker 1994), fakat bu inhibitorlerin detayli kinetik 6zellikleri hakkinda bir ¢calismaya
rastlanmadi. Siilfanilamid ve siilfapiridin gibi inhibitorler yapilarinda -NH, bulundurur.
Siilfanilamid karbonik anhidraz enzimininde bir inhibitérii olup bu enzimin
saflagtirlmasinda ligand olarak kullanilmistir (Arslan et al. 1996). Siilafilamid ve
sulfapyridine inhibitorleri ile afinite jeli hazirlayarak LPO enziminin saflastirilmasini1 bu
kolonlarda denedik. Bu jellerin sentezlendigi sulfanilamid ve sulfapyridine diazonyum
tuzu olusturarak uzant1 koluna baglanmasinida jelin renklenmesinden anlasilmaktadir.
Zaten diazonyum tuzlar1 bilesikleri renkli iiriinler verdigi literatiirde bilinmektedir.

Kullanilan afinite jeli asagidaki prosediire gore hazirlandi.

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 ml soguk 0,1 M NaHCO; tamponu (pH:
10) ile yikanarak bir behere aktarildi. Aynmi tamponun 20 ml’sinde 80 mg tirozin
¢cOziinmiis soguk ¢ozelti behere ilave edilerek karistirildi. Yikama, tirozin ¢ozeltisi
ilavesi ve bagetle karistirmanin, 90 saniyeden az bir slirede tamamlandig1 gozlendi ve
bundan sonra siispansiyon, 4°C’de 2 saat siireyle manyetik karigtiricida karigtirildi 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 NaHCO; tamponu ile (pH:8,8) tekrarlanarak
tirozin takili jel, ayni tamponun 40 ml’si i¢ine alindi. Bu prosediir daha 6nce karbonik

anhidrazin saflagtirlmasi sirasinda basart ile kullanildi (Aslan et al. 1996).
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Her bir inhibitérden 25 mg alinarak 0°C civarinda 10 ml, 1 M HCI iginde ¢6ziildii ve
icerisinde 75 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 ml ¢ozelti, inhibitor ¢ozeltisine damla
damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan inhibitér 40 ml
Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH:9,5’e ¢ikarilarak
sabit tutularak 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasg¢a karistirildi. Daha sonra 1 L saf su
ve 200 ml 0,05 M Tris-SO4 (pH:7,4) tamponuyla yikandi, sonra da {izerine bir miktar

daha ayn1 tampondan konularak saklandi

Hazirlanan jeller dengeleme tamponu (Tris-HCI, pH:7,8) icine alinarak jeller siispanse
edildi ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Siispanse edilmis jeller, 1x10
cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolonlara paketlendi. Jeller ¢oktiikten sonra

peristaltik pompa yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi.

Hazirlanan afinite kolonlarina numune tatbiki i¢in homojenat hazirlandi, 200 ml siitiin
yag1 almarak siit igerisine zayif asidik katyon degistirici olan Amberlit CG 50 H'
katilarak kismi bir saflastirma yapildi (Doumonted and Rousset 1983). Burada LPO
enzimi bu regineye baglanarak siit icerisindeki diger bazi safsizliklar uzaklastirilmasi
saglandi. Daha sonra sirayla Amberlite CG 50 H' reginesi kullanilarak enzimin kismi
saflagtirilmast ile elde edilen homojenat 10 mM fosfat (pH:6,8) tamponu ile
dengelenmis olan hazirlanan kolonlara tatbik edildi ve kolonlar 400 ml 25 mM fosfat
(pH:6,8) cozeltisi ile yikandi. Boylece laktoperoksidaz enzimi kolona tutunmus ve diger
safsizliklar uzaklagtirilmig olur. Sonra 1M NaCl/25 mM Na,HPO, (pH:6,8) tamponu
tatbik edilerek laktoperoksidaz enzimi eliie edildi. Fraksiyon toplayici yardimiyla
eliatlar 5’er ml halinde tiiplere alindi ve 280 nm’deki absorbansilarina bakildi.
Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hiz1 20 ml/saat’e ayarlandi. Her bir eliiatin
280 nm ve 412 nm’de absorbans degerleri kore karsi Olglilerek Rz degeri

(Rz=A412/A280) 0,6 dan biiyiik olan tiipler birlestirildi absorbansilarina bakildi.

Cizelge 4.2°de sigir siiti LPO enziminin saflagtirma basamaklarini gosterilmektedir.
Hazirlanan afinite jellerinden sadece siilfanilamid kolonu enzimi baglamis siilfapiridin

kolonu ile hazirlanmig jelde herhangi bir sonu¢ alinamamistir. Siilfanilamid ligand
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olarak kullanildiginda 200 ml siitten amberlit ile hazirlanan homojenattan 50 ml kolona
tatbik edildiginde saflagtirma basamaklarinin sonunda spesifik aktivite 40,9 olup enzim
409 kat saflagtirilmistir. Saflagtirma basamaklar1 sonunda yiizde verim degeri ise 62,3
olarak bulunmustur. Saflastirma sonunda 200 ml siitten 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).

Enzimin literatiirde saflagtirllmasi konusunda bir¢ok kromatografik yontem
kullanilmaktadir (Cankaya et al. 2006). Bu ¢alismalarda 3 farkli kolon kullanilarak LPO
saflastirilmasi yapilmaktadir. Yag1 alinmus siitte dnce Amberlite CG 50 H' reginesi ile
kismi bir saflagtirma yapilmis sonra Amonyun siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz yapilarak
CM Sephadex iyon degisim kromatografisi ile gradiyentli eliisyon sonucunda tekrar
amonyum siilfat c¢oktliirmesi ve diyalizden sonra Sephadex G100 jel filitrasyon
kromatografisi ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz yapilarak enzim saflastirilmasi
basarilmis. Bu ¢aligmalar sonucunda yagi alinmig 1 It siitten 5 mg LPO elde edilmis ve
SDS-PAGE ile saflig1 kontrol edilmistir (Ozdemir et al. 2001). Literatiirde saflastirma
prosediirii gercekten ¢ok uzun ve olduk¢a maliyetlidir. Oysa bizi hazirladigimiz afinite
jelinin tekrar tekrar ¢ok uzun siire kullanmak tek kolonla saflagtirmak daha az zaman

alic1 ve daha az maliyetli oldugu da goziikmektedir.

Saflagtirilan LPO enziminin safligim1 kontrol etmek amaciyla boliim 3.5.3.g’de
anlatildigr gibi SDS-PAGE elektroforezi yapildi. Elktroforezin 1 kanalina molekiil
agirlig1 B-galactosidase (175 kDa), paramyosin (80 kDa), fusion ile MBP ve chitin bagh
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 80.000 k dal
molekiil agirligina sahip oldugu tespit edildi (Cankaya et al. 2006).

Hazirlanan siilfanilamid kolonu i¢in LPO enzimini tutma kapsitesi ¢alismalar1 yapildi.
Enzimin kolona tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet
parametrelerini incelendi ve protein/gram-jel cinsinden laktoperoksidaz enziminin tutma

kapasitesi belirlendi. Kapasite tayin igleminde hazirlanan jelden 1 ml alinarak



72

dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona alind1 ve daha 6nceden
afinite ile elde edilen laktoperoksidaz enzimi ile doyuruldu. Enzimin fazlas1 yikama
tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan laktoperoksidaz enzimi uygun eliisyon
tamponuyla eliie edilerek protein miktar1 bulundu ve jel kurutularak tartilarak ve mg
protein/gram-jel cinsinden laktoperoksidaz enziminin tutma kapasitesi belirlendi (Aslan

et al. 1996).

LPO enziminin safalagtirilmasinda 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 4.5’ten goriildiigi
gibi 4°C de jel baglanma kapsitesi diger sicakliklardan daha verimli oldu.

LPO enzimi i¢in kolonlarada pH’nin baglanmay1 nasil etkiledigini belirlemek amaci ile
farkli pH’larda (pH 6,8 ile 9,5 arasinda) tamponlar kullanilarak en pH i¢in sonuglar (mg
protein/gram-jel basina) Sekil 4.6’da grafik edildi. Buradan pH:8 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 4.7°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. 4°C’de pH 8,6’da
0,25 M iyonik sidet konsantrsyonunda optimum baglanma 395 mg/gjel olarak tespit
edildi.

Kolondan saflagtirilan enzimin optimum pH degerlerini tespit etmek amaciyla, ABTS
substrat1 i¢in pH 5-8 araliginda enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak
412 nm’de olciildii. Aktivite-pH grafikleri Sekil 4.8’de gosterildi. Bu grafiklerden
¢ikarilan sonuglara gore bulunan optimum pH’lar; Cizelge 4.3’de verildi. Sigir siitiinden

elde edilen LPO i¢in optimum pH’nin 6 oldugu bulundu.
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Optimum sicaklik belirlenmesinde de yine ABTS substrati ile enzimlerin optimum
pH’larinda 5-85°C sicaklik araliginda 412 nm’de aktivite Sl¢limii yapildi. Aktivite
optimum sicaklik grafikleri Sekil 4.9’da gosterildi. Bu grafiklerden elde edilen optimum
sicakliklar Cizelge 4.3’de verildi. Bu sonuglara gore optimum sicaklik sigir siitii LPO’su
i¢in 42°C olarak belirlendi. Bu sonuglar literatiirle uyumlu olarak tespit edildi (Ozdemir

etal. 2001).

Optimum pH ve 20°C’de ABTS substrati i¢cin Ky ve Viax degerlerini belirlemek {izere,
her bir enzim i¢in en az bes farkli substrat konsantrasyonunda enzim aktivite degerleri
belirlendi. Elde edilen 1/V ve 1/[S] degerleri yardimiyla Lineweaver-Burk grafikleri
cizilerek Sekil 4.10°da Ky ve Viax degerleri bulundu. Sonuglar Cizelge 4.3°de verildi.
Elde edilen sonuglardan gorildiigii gibi Ky degerleri, sigir siitii LPO’su i¢in 0,14 mM,
olarak bulundu. Bulunan bu sonu¢ daha 6nce farkli yontemlerle saflagtirilan LPO igin
literatiirle uygunluk igerisindedir (Ozdemir et al. 2001). Cizelge 4.3’de gériildiigii gibi,
ABTS substrat1 i¢in V¢ degeri, sigir siitii LPO’su i¢in 0,55 umol/ml.dk olarak

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
Protein (mg/200 ml) 0,77
Spesifik aktivite (EU/mg protein) 57,1
Saflastirma katsayisi 401
Optimum pH 6,00
Optimum Sicaklik (°C) 42,00
Ky (mM) 0,14
Vmax (EU/mI) 0,55
Molekiil agirligi (Dalton) 85,000

Ligand olarak kullanilan siilfanilamid ve siilfapiridin inhibitorleri i¢in detayli kinetik

calisma yapildi. ABTS substratina bagli olarak inhibisyon etkisini incelemek amaciyla,
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doygun olmayan ABTS (26.67x10 mM) reaksiyon ortamina farkli konsantrasyonlarda
inhibitor ilave edilerek aktivite degerleri hesaplandi. Elde edilen bu degerlerle %

Aktivite- Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek Iso degerleri bulundu.

LPO i¢in bu grafikler Sekil 4.11-4.12°de gosterildi. Elde edilen sy degerleri ise Cizelge
4.9’da gosterildi. Bu sonuglara gore Isy degerleri Siilfanilamid ve siilfapiridin i¢in

strastyla. 8,48. 10* ve 2,27. 10 olarak bulundu.

Daha sonra elde edilen LPO enzimleriyle 5 farkli ABTS substrat konsantrasyonunda ve
3 farkli sabit inhibitor konsantrasyonunda aktivite Olglimii yapildi. Silfanilamid ve
siilfapiridin i¢in Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Sekil 4.13-4.14 inhibisyon
cesitleri ve K; degerleri bulundu. Elde edilen bu degerler Cizelge 4.9°da gdsterildi.

Bu degerlere gore siilfanilamid ve siilfapiridin yarigmali inhibisyon etkisi
gostermektedir. Ki degerleri Siilfanilamid ve siilfapiridin i¢in sirastyla 3,57.10” ve
6,50.10” dir. Boylece saflastirmada kullanilan ligandlarin detayli kinetik parametreleri

ve inhibisyon tipleride ilkez bu tez kapsaminda tespit edilmis oldu.

LPO enziminin saflastirilmasi ile ilgili bir ¢ok kromatografik yontem olmasina ragmen
enzimlerin saflastirilmasinda ¢ok 6nemli bir yontem olan afinite kromatografisi ile ilgili
literatiirde c¢ok detayli saflastirma prosediirii yoktur. Bu c¢alismada kullandigimiz
siyanojen bromiirle aktive edilmis Sepharose 4B matriksi kullanilarak afinite

kromatografisi teknigi ile saflastirilmasi ile ilgili higbir bilgiye rastlanmamustir.

Bu amagla ilk defa LPO enzimi mevcut metotlara gore farkli bir afinite jeli hazirlanip
saflastirilmast yeni bir yontem olarak literatiire katki saglayacak olmasi ¢aligmamizi
onemli kilmaktadir. Siilfanilamid ve silfapiridin gibi diazonyum tuzu olusturacak
inhibitorler enzimin saflastirilmasinda afinite kolonunun ligandi olarak ilk kez
kullanilmistir.  Siilfapiridin enzimin inhibitérii olmasina ragmen kolonda enzim

baglanmada etkisi olmadigi bunun yaninda siilfanilamidin enzimi mevcut yontemlere
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gore ¢ok iyi bagladig1 sonu¢larimizdan goriilmektedir. Bu ¢alismamiz LPO enziminin
saflastirilmasinda diger inhibitdrlerin (anilin, benzokain ve o-toluidin gibi) arastirilmasi
gerektigini inhibitorler icerisinde en iyi ligand belirlenmesi i¢in bir baglangigtir. LPO
enzimi i¢in buldugumuz afinite kromatografisi teknigi mevcut yontemlere gére daha
ucuz, daha kisa ve daha verimli ve hazirlanan kolon materyali defalarca kullanilabilir

ozelliktedir.

Sonuc¢ Olarak;

1. Laktoperoksidaz enzimi mevcut yoOntemler haricinde Sepharose-4B-L-tirozin-

Siilfanilamid jeli ile saflastirilmasi ilk defa bu calismada gergeklestirildi.

2. Enzimin literatiirde mevcut saflagtirma ydntemlerine iistiinliigli ortaya konularak
hazirlanan kolonun ¢ok uzun siire kullanilabildigi ve daha ekonomik oldugu tespit

edildi.

3. Afinite ile saflastirilan enzim i¢in optimum pH, optimum sicaklik, Ky ve Viax gibi

kinetik parametreleri tespit edildi.
4. Bu calismada ligand olarak kullanilan siilafanilamid ve siilfapiridin icin detayh

kinetik parametreler Kj, Iso ve inhibisyon tipleri ilk defa bulundu.

5. Hazirlanan affinite kolonunun baglama kapasitesi sicaklik, pH ve iyonik siddet gibi

parametreleri hesaplandi.
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