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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KECI VE MANDA SUTU LAKTOPEROKSIDAZ ENZIMININ BAZI
SULFANILAMID TUREVLERI KULLANILARAK AFINITE TEKNIiGi iLE
SAFLASTIRILMASI

Songiil BAYRAK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Laktoperoksidaz (LPO) enziminin inhibitorleri olan 2-kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-
amino-1-naftalinsulfonamid, 4-amino-3-metil stulfonamid, 3-amino-4-kloro
benzensiilfonamid, 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfonamid, 3,4-diamino-
benzensulfonamid, 6-aminopiridin-3-sulfonamid, 4’-amino[1,1’-bifenil]-4-sulfonamid
molekiilleri enzimin saflastirilmasinda afinite kromatografisi ligand1 olarak kullanildi.
Ligand molekiiller ile CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B-L-tirozin afinite jelleri
sentezlendi. 2-kloro-4-

stilfamoyilanilin afinite kolonundan kegi siitii LPO enzimi %35,24 verimle 417,7 kat
saflagtirilirken manda siiti LPO enzimi %20,34 verimle 151,86 kat saflastirildi. 5-
amino-1-naftalin siilfonamid kolonundan ise keg¢i siiti %5,45 verimle 350,18 kat
saflastirilirken, manda stitii %3,48 verimle 388,80 kat saflastirildi. Enzimlerin safligi
SDS-PAGE ile kontrol edildi ve tek bant bulundu (80 kDa). 5-amino-1-naftalin
stilfonamid kolonundan saflagtirilan kegi siitii LPO igin optimum pH: 5,5, optimum
sicaklik 70°C, K, degeri 1,44 mM ve Vpax degeri 0,09 EU/mL iken manda siitii LPO
icin optimum pH: 5,5, optimum sicaklik 70°C, Kn, degeri 0,08 mM ve Vpax degeri 0,52
EU/mL olarak tespid edildi. 5-amino-1-naftalin siilfonamid kolunu i¢in LPO’nun
baglanma kapasitesi 10°C’de pH:8,5 ve 0,35 M iyonik siddet konsantrasyonunda 0,05
mg/g jel olarak belirlendi.
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Anahtar Kelimeler: Laktoperoksidaz, Enzim saflastirma, Siilfanilamid tiirevleri,
Afinite kromatografisi
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PURIFICATION OF LACTOPEROXIDASE ENZYME FROM GOAT AND
BUFFALO MILK BY USING AFFINITY TECHNIQUE
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Molecules which were 2-chloro-4-sulfamoilaniline, 5-amino-1-naphthalenesulfonamide,
3-amino-4-chlorobenzenesulfanilamide, 4-amino-3-methyl benzenesulfanilamide, 4-
amino-6-chloro-1,3-benzenedisulfanilamide,  3,4-diamino-benzenesulfonamide,  6-
aminopyridine-3-sulfonamide and 4'-amino [1,1'-biphenyl]-4-sulfonamide inhibitors of
the Lactoperoxidase (LPO) enzyme using as affinity chromatography ligands for
purification of enzyme. CNBr activated Sepharose 4B-L-tyrosine affinity columns were
synthesized with these ligand molecules. As a result of purification steps through a
column of 2-chloro-4-siilfamoilaniline LPO enzyme from goat and buffalo milk was
purified respectively 417.7 fold with a yield of 35.24% and 151.86 fold with a yield of
20.34%. Using with 5-amino-1-naphthalenesulfonamide column goat and buffalo milk
LPO enzyme was purified respectively 350.18 fold with a yield of 5.45% and 388.80
fold with a yield of 3.48%. The purities of the purified enzymes were checked by SDS-
PAGE and one band was found (80 kDa). Goat milk LPO that purified by 5-amino-1-
naphthalenesulfonamide column, optimum pH: 5.5, optimum temperature 70°C, Ky,
value 1.44 mM and Vpmax Value 0.09 EU/mL while for buffalo milk LPO optimum pH:
5.5, optimum temperature 70°C, K, value 0.08 mM and Vnax value 0.52 EU/mL were
determined. Binding capacity of LPO by 5-amino-1-naphthalenesulfonamide column
was determined 0.05 mg/g gel at 10°C pH: 8.5 and at a concentration of 0.35 M ionic
strength.

2015, 60 pages

Keywords: Lactoperoxidase, Enzymes purification, Sulfanilamide derivatives, Affinity
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1. GIRIS

Canli sistemler icin gerekli olan ve 6zgiin katalizorler olarak adlandirilan enzimler,
tepkimelerin ¢ok hizli gercgeklestigi 6zel bir ¢evre saglayarak enerjinin bir formdan
diger bir forma doniisiimiinii saglarlar (Berg et al. 2014). Hemen hemen her

biyokimyasal tepkime bir enzim tarafindan katalizlenir (Lehninger 2005).

Oksidorediiktaz enzim grubundan olan peroksidazlar (POD:H,0,-Oksidorediiktaz
E.C.1.11.1.7) prokaryotlarda, Okaryotlarda ve fotosentetik hiicrelerde bulunan
enzimlerdir. Bu enzimler mayalarda, mantarlarda, yiiksek bitkilerde, bakterilerde, turp
tirlerinde ve siitte bulunmakta olup biyokimyasal Ozellikleri farkli olan ¢ok sayida
izoenzimleri mevcuttur (Fric 1976; Van Huystee 1987). Memeli POD enzimleri siitte,
tilkiiriik ve gozyasinda laktoperoksidaz olarak (Kumar and Bhatla 1995), 16kositlerde,
trombositlerde, karacigerde ve dalakta miyeloperoksidaz, uterus, akciger duvarlari,
sitoplazma ve mitokondrilerde glutatyon peroksidaz olarak bulunmaktadir (Piitter and
Becker 1987).

Peroksidazlar antioksidan enzimlerdir ve prostetik gruplarinmn ilki protohemdir. Bu da
birgok hemoproteinin tersine olarak apoproteine sadece gevsek sekilde baglidir
(Doumonted and Rousset 1983). Peroksidazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda
H.0,, Oksitleyici 6zellige sahiptir ortamdan hemen uzaklastirilmas: gerekir. Bu gorevi
hiicrelerdeki katalaz ve peroksidaz enzimleri gerceklestirir (Haliwell 1989; Robert et al.
1993).

Prostetik grup olarak peptid zinciri {izerinde glikozid yan zincirleri bulundururlar.
Peroksidaz izoenzimlerinin ¢ogu molekiiler agirliklarmin %15-17’si kadar karbohidrat
icerirler (Van Huystee 1987). Hem grubu ve glikozidik gruplar ile birlikte kalsiyum
(Ca®") iyonu da igerirler, bu iyon peroksidaz salimmi ve yapisal devamliligi igin
gereklidir (Fric 1976; Van Huystee 1987).



1.1. Laktoperoksidaz

Insan ve hayvan siitiiniin normal bir bileseni olan laktoperoksidaz (LPO) (E.C.1.11.1.7)
stitte, tiikiiriikte ve gozyasinda gibi biyolojik sivilarda bulunan yeni doganlarin bagirsak
sistemlerini ve meme bezlerini koruyan onemli bir oksidorediiktazdir (Kumar and
Bhatla 1995).

Tiyosiyanatin hipotiyosiyanata oksidasyonunu katalizleyen LPO, hidrojen peroksit ile
antibakteriyal etkiye katki saglar. LPO, 612 aminoasit, bir hem grubu, dort veya bes
karbonhidrat zinciri igeren tek bir polipeptid zincirinden olusur (Paul et al.1985) ve
yaklasik 85 kDa molekiil agirligina sahiptir (Reiter and HaErnulv 1984; Elagamy et al.
1992; Sisecioglu et al. 2010). Katalitik merkezdeki hem grubu protoporfirin 1X dur ve
polipeptid zincirine disiilfid kopriisii boyunca kovalent olarak baglanmistir (Thanabal
and La Mar 1989). LPO’da demir bilesimi %0,07°dir (Booth et al. 1989). LPO bazik bir
proteindir ve izoelektrik pH degeri 9,2°dir (Kussendrager and van Hooijdonk 2000).

LPO enzimi bakterilerin biiyiimesinin baskilanmasinda son derece énemlidir (Jacob et
al. 1998). Sigir LPO’sunun bakteriyal biiylimeyi inhibe etmesi, peroksidaz sistemi
olarak bilinen H,0, ve tiyosiyanat ile etkisini gosterir (Jacob et al. 1998; Ozdemir et al.
2001). Bu sistemin antimikrobiyal etkisi siitte dogal olarak olusur ve LPO’nun gram
pozitif ve gram negatif bakteriler iizerine bakteriyostatik etkisi gosterilmistir (Haddain
et al. 1996). LPO enzimi iizerine yapilan antibakteriyal ¢calismalarda LPO-tiyosiyanat ve
peroksit sisteminin patojenik bakterilerde 6nemli derecede inhibisyona sebep oldugu
tespit edilmistir. LPO’nun uygulama alani ¢ok genis olup LPO peroksit sistemi hem
gidalarda hem de farmakolojik uygulamalarda koruyucu ve siit isleme tesislerinde siitiin

muhafazasi amaciyla kullanilmaktadir (Barrett et al. 1999).

Antibakteriyel 6zelliklere sahip LPO bir redoks enzimidir ve asagidaki reaksiyonda

goriildiigii  gibi  tiyosiyanatin  antibakteriyel hipotiyosiyanata  oksidasyonunu
katalizlemektedir(Cals et al. 1991; Jacob et al. 1998; Jacob et al. 2000).



LPO

Ayrica iyodiiriin hidrojen peroksitle oksidasyonu LPO enziminin katalizorligiinde

gerceklesir (Bayse et al.1972).

LPO

LPO enziminin aktif bolgesinde bulunan hem grubu protoporfirin IX dur ve polipeptid
zincirine disiilfid kopriisii boyunca kovalent olarak baglanmistir (Thanabal and La Mar
1989). LPO diger peroksidazlar gibi H,O, mevcudiyetinde fenoller, aromatik aminler,
pirogallol, askorbat ve guaiakol gibi molekiillerin oksidasyonunu da katalizlerler
(Doumonted and Rousset 1983; Kumar and Bhatla 1995). LPO ve H;0,
mevcudiyetinde yapilan ¢alismada guaiakol oksidasyonun mekanizmasi aydinlatilmig
ve guaiakol’liin 3,3’-dimetoksi-4,4-bifenokinone’a okside oldugu bulunmustur (Daniel
et al. 1997).

Bilinen yaygin substratlar1 arasinda ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik
asit), guaiakol ve katekol gibi fenoller sayilabilir (Shindler and Bardsley 1975;
Metodiewa et al. 1989; Daniel et al. 1997).
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Sekil 1.1. Peroksidaz enziminin guaiakol substratini guaiakolun renkli oksidasyon
iirlinlerine ¢evirme mekanizmasi

Hidrojen peroksitin indirgendigi ve guaiakol substratinin yiikseltgendigi reaksiyon

mekanizmasi li¢ basamakta gerceklesir;
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Sekil 1.2. Guaiakol substrati varlifinda peroksidaz enziminin reaksiyon katalizleme
dongiisii



Bu mekanizmanm ilk basamaginda peroksidaz enzimi Fe™ igeren porfirin katyon
radikali olan bilesik I'i olusturmak igin peroksitin bir ekivalentiyle reaksiyona girer.
Hidrojen peroksit suya indirgenirken enzimde yiikseltgenmektedir. Ikinci adimda ise
katyon radikali halinde olan bilesik I ortamdaki substrattan (guaiakol) bir proton alarak
Fe** haline indirgenirken substrat bir proton kaybederek radikal haline doniisiir. Olusan
bilesik II oksiferril bir merkeze sahip bir porfirindir. Son basamakta ise bilesik II
ortamdaki substrattan (guaiakol) tekrar bir proton alarak ilk durumuna geri doner.
Ortamda olusan radikalik substratlarda birbirleriyle etkileserek polimerlesirler (Veitch
2004).

1.2. Afinite Kromatografisi

Kompleks biyolojik karisimlardan saflastirilmasi istenen biyolojik materyallerin, afinite
kromatografisi teknigi ile tek basamakta ¢ok yiiksek bir verimde ayrilmasi, afinite
teknigi ile gergeklesebilir. Afinite kromatografisi saflastirilacak molekiiliin destek
materyaline (matriks) kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer baglanma
bilesigine (ligant) spesifik ve tersinir baglandigi bir ¢esit adsorbsiyon kromatografisidir
(Atasever et al. 2003).

Bu teknikte ¢ok iyi bir ayirim yapabilmek igin, biyospesifik ve matrikse kovalent
baglanabilecek bir liganda ihtiya¢ vardir. Immobilize edilecek ligandin numune igin
spesifik baglama afinitesi olmalidir ve safsizliklar kolondan uzaklastiktan sonra, bagh
numunenin aktif bir sekilde segcimli desorpsiyonu igin kullanilabilir bir yonteminde

bulunmasi gerekmektedir.

Afinite kromatografisinin en sik kullanildigi biyolojik sistemler Cizelge 1.1,’de
gosterilmistir (Axen and Ernback 1971)



Cizelge 1.1. Afinite kromatografisinin en ¢ok uygulandigi biyolojik sistemler

Saflastirllacak Ligand
Materiyal
Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor
Antikor Antijen, virlis, hiicre
Lektin Polisakkarit. glikoprotein, hiicre, hiicre ylizey reseptorii
Niikleik asit Komplementer baz dizisi, histon, baglayici protein

Hormon, Vitamin  Reseptor tasiyici protein

Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, lektin

Sephadex, Sepharose, Biyo-jel agaroz jeli gibi bir¢ok farkli matriks bu teknikte
kullanilmaktadir. Seker kalintilar1 iizerindeki hidroksil gruplari, bir ligandin kovalent bir
sekilde baglanabilmesi i¢in kolayca reaksiyona girebilir. Bu amagla matriks olarak
kullanimi en ¢ok tercih edilen jel Sepharose-4B’dir (Cuatrecasa 1970).

Axen et al. (1967) primer amino grubu bulunduran molekiillerin, siyanojen bromiirle
aktiflestirilmis polisakkarit matrikslerine baglanabilecegini 6ngérmiistiir. Bu ¢alismalar
afinite kromatografisinin ayirma teknikleri igerisinde kendisine 6nemli olgiide etkili
olabilecegi sonuclarini ¢ikarmigtir. 1972 yilinda Pharmacia Fine Chemicals tarafindan
siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis Sepharose jelini gelistirerek, immobilize edilecek

ligandlar i¢in dayanikli ve hazir bir ortam olusturmustur.



2. KAYNAK OZETLERI

Laktoperoksidaz (LPO) enziminin siitte bulundugu ilk kez 1940 yilinda bildirilmistir
(Kumar and Bhatla 1995). LPO’nun gida ve kimya alanlarindaki yaygin kullanimi
enzim {izerine inhibisyon calismalarina olan ilgiyi artirmistir. Inhibitdr olarak etki
gosteren farkli kimyasallar sigir LPO’su iizerinde calisilmis ve birgogunun enzimi
inhibe ettigi gosterilmistir (Ozdemir et al. 2002; Ozdemir and Uguz 2005; Sisecioglu et
al. 2011).

LPO izolasyonu iizerine bir¢ok ¢alismalar yapilmis ve bir¢ok yontemler Onerilmistir
(Ozdemir et al. 2001; Shin et al. 2001; Uguz and Ozdemir 2005). ilk kullamlan

saflagtirma metodu iyonik siddet esasina dayanmaktadir (Ozdemir et al. 2001).

Saflagtirma igin uygulanan yontemlerden bazilari CM-Sephadex iyon-degisim
kromatografisi (Ozdemir et al. 2003; Uguz and Ozdemir 2005), Sephadex G-100 jel
filtrasyon kromatografisi (Shin et al. 2001; Ozdemir and Uguz 2005), Fenil-Sepharose
CL-4B iizerinde hidrofobik afinite kromatografisi (Langbakk and Flatmark 1984) ve
Toyopearl-SP katyon degisim kromatografisidir (Mecitoglu and Yemenicioglu 2007).

LPO’nun insan, sigir, manda, kegi, koyun gibi baz1 memeli siitlerinden (Doumonted and
Rousset 1983; Kumar and Bhatla 1995; Jacob et al.1998) ve ayni zamanda memelilerin
tikriik (Monson et al. 1988) ve gozyasindan da saflastirilarak bazi Ozellikleri ve
katalizledigi reaksiyonlar arastirilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda ortalama LPO
enziminin aktivitesi koyunda 1.4 EU/mL, kuzuda 0.34-2.38 EU/mL, kegide 1.5-4.45
EU/mL, mandada 0.794 EUs/mL, domuzda 22 EU/mL ve insanda 0.06-0.97 EU/mL
miktarlarda bulundugu tespit edilmistir (Seifu et al. 2005).

LPO saflagtirtlmasi i¢in Doumonted ve Rousset tarafindan 6nerilen yontemde ham sigir
siitiinde bulunan kazein uzaklastirilmis, Amberlit CG-50 H* (NH," formunda) ile

muamele edilmis, sodyum asetat ¢ozeltisiyle yikadiktan sonra bir kolona yiiklenip 500



mM’l1 asetat ¢ozeltisiyle eliisyon toplanmistir. Elde edilen eliiatlara amonyum siilfat ile
protein ¢oktiirmesi yapilmistir. Boylece hem grubu ihtiva eden ve hem grubu ihtiva
etmeyen ham LPO elde edilmistir. Sephadex G-25 kolona yiiklenmis ve amonyum
siilfat ortamdan uzaklastirllmistir. Elde ettikleri son iirlinii 3,2 mM’lik asetat

tamponunda saklamiglardir (Doumonted and Rousset 1983).

Gelistirilen bir diger saflastirma yonteminde ise zayif katyon degistirici re¢ine Amberlit
CG-50 kullanmislardir. Bu regine ile yagi alinmis siit ilk olarak su ile daha sonra 20
mM’lik sodyum asetat tamponuyla yikadiktan sonra buchner erleni kullanilarak 500
mM’lik asetat tamponuyla ham LPO elde edilmistir (Ozdemir et al 2003; Uguz and
Ozdemir 2005). Bu iiriin %90’lik amonyumsiilfat doygunlugunda ¢oktiiriilerek,
3000xg’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra elde edilen bu iiriin CM-Sephadex
kolonuna yiiklenmis ve gradientli eliisyon yapilmistir. Elde edilen eliiatlar her defasinda
%90 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesine tabi tutulmustur ve {iriin Sephadex G-
100 kolonuna yiiklenip eliisyon toplanmis ve LPO enzimini 1M’lik fosfat tamponunda
pH=6,8 saklamiglardir (Sisecioglu et al 2010).

Laktoperoksidaz enziminin inhibitorleri arasinda yer alan siilfanilamid molekiilleri (R-
SO,-NH,) (Drew 2000), ilaglarin 6nemli bir sinifin1 teskil ederler, insanlarda ve diger
tiirlerde c¢esitli bakteriyel hastaliklarin tedavisinde ve besin {ireten hayvanlarin

biiylimesinde kullanilmaktadir (Supuran 2002).

2013 yilinda LPO saflagtirilmasi igin gelistirilen en son yontemde CNBr ile
aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye siilfanilamid ligand1 kenetlenerek LPO enziminin
afinite teknigi ile saflastirillmasi tek basamakta gerceklestirilmistir (Atasever et al.
2013). Bu yontemde zayif katyon degistirici Amberlit CG-50 H'reginesi kullanmis ve
kismi saflagtirma yapildiktan sonra CNBr aktiflestirilmis Sepharose-4B-L-tirozin-
stilffanilamid afinite kolonu kullanilmistir. 2014 yilinda yapilan ¢aligmalarda LPO
saflastirilmasinda ligand olarak siilfanilamid tiirevleri kullanilmig, koyun ve sigir

stitlerinden LPO saflastirilmasi tek basamakta yapilmigtir (Usanmaz 2014).



2.1. Calismanin Amaci

Bu tez kapsaminda 2-kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalinsiilfonamid, 4-amino-
3-metilsiilfonamid, 3-amino-4-klorobenzensiilfonamid, 4-amino-6-kloro-1,3-
benzendisiilfonamid, 3,4-diamino-benzensulfonamid, 6-aminopiridin-3-sulfonamid, 4’-
amino[ 1,1’-bifenil]-4-sulfonamid tiirevlerinden afinite kolonlar1 hazirlanarak ilk kez

ke¢i ve manda siitlerinden LPO enziminin saflagtirilmasi ger¢eklestirilmistir.

1) 1147038 nolu Tiibitak projesi kapsaminda gergeklestirilmis olan doktora tezi ile 2-
Kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalinsiilfonamid, 4-amino-3-metilsiilfonamid, 3-
amino-4-klorobenzensulfonamid, 4-amino-6-kloro-1,3-benzendistlfonamidin  LPO
enzimi tizerine inhibisyon Kinetikleri g¢alisilmis, dontisimli inhibisyon gosterdikleri
belirlenmistir.

2) Mevcut bu tez kapsaminda ilk defa 3,4-diamino-benzensulfonamid, 6-aminopiridin-
3-sulfonamid ve 4’-amino[1,1’-bifenil]-4-sulfonamid molekiillerinin  inhibisyon
kinetikleri ¢aligilmig, doniisiimlii inhibisyon gosterdikleri belirlenmistir.

3) 3,4-diamino-benzensulfonamid,  6-aminopiridin-3-sulfonamid,  4’-amino[1,1°-
bifenil]-4-sulfonamid, 2-kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalinsiilfonamid, 4-
amino-3-metilsiilfonamid, 3-amino-4-klorobenzensiilfonamid, 4-amino-6-kloro-1,3-
benzendisiilfonamid molekiilleri ile Sepharose-4B-L-tirozin kullanilarak afinite
kolonlar1  sentezlenmis ke¢i ve manda siitlerinin ilk kez saflastirilmasi
gerceklestirilmistir.

4) Bu enzimler iizerine kinetik parametreler ¢alisilmis en iyi verimde saflagtirma
yapilan afinite kolonlar1 i¢in baglanma kapasitesi {izerine sicaklik, pH ve iyonik siddet

gibi parametreler belirlenip daha 6nce kullanilan ligandlar ile mukayese edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)
(ABTS), Standart serum albumin, Amonyum siilfat, Sodyum asetat, N,N,N,N’-
tetrametil etilendiamin (TEMED), Diyaliz torbasi, Sodyum karbonat, Hidrojen peroksit,
Formaldehit, Sodyum tiyosiilfat, Sodyum kloriir, Glutaraldehit, N,N'-metilen
bisakrilamid, Akrilamid, Coomassie brillant blue G-250, Sodyum bikarbonat, Brom
timol mavisi, Gliserol, Tirozin, Trihidroksimetilaminometan (Tris), Etanol, Metanol, 2-
kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalinsiilfonamid, 4-amino,3—metil-
benzensiilfonamid, 3-amino-4-klorobenzensiilfonamid, 4-amino-6-kloro-1,3-
benzendisiilfonamid, 3,4-diamino-benzensulfonamid, 6-aminopiridin-3-sulfonamid, 4°-
amino[ 1,1’-bifenil]-4-sulfonamid molekiilleri Sigma Chemical Company’den; Sodyum
siilfat, Sodyum dodesilsiilfat (SDS) Sodyum perklorat, Giimiis nitrat, Hidroklorik asit,
Siilfirik asit, L-Tirozin, Fosforik asit, izoproponal E. Merk AG’den; Potasyum fosfat,
Sodyum hidroksit, Riedel de Haen’den; B-merkaptoetanol Fluka’dan; Glisin ICN

Biomedicals. inc.’den memeli siitleri piyasadan saglandi.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

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

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

Peristaltik pompa - Ismatec

Karstirict (Shaker) . IKA KS 130 basic

Karigtirict (Vorteks) : Fisons whirli-mixer
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Hassas terazi : Denver Instrument

Otomatik pipet : Eppendorf

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

Magnetik karistirict : WiseStir MSH-20A

Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF

Su banyosu : Niive

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

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000

Buzdolaplari : Siemens

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

3.1.3. Kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlanmasi

Biyokimyasal c¢aligmalarda kullanilan c¢ozeltilerin kullanilis amaglar1 ve hazirlanis

sekilleri;

Afinite kolonunun hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,1 M NaHCO3 pH=10 (CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ye tirozin takilirken
yikamada kullanilan): 2,1 g (0,025 mol) NaHCO3; 200 mL destile suda ¢6ziildii. 1 N
NaOH ile pH=10 kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 250
mililitreye tamamlanda.

2. 0,2 M NaHCO; (pH=8,8) (tirozin takili jelin ayni tamponun igine alinmasinda
kullanilan): 0,84 g (1.10 mol) NaHCO3 80 mL destile suda ¢oziildii. 1 N NaOH ile
pH=8,8 kadar titre edilerek, daha sonra toplam hacim destile suyla 100 mililitreye
tamamlandi.

3. 10 mM NaH,P04 pH=6,8 (Siilfanilamit tiirevlerinin kenetlendirilmesinde Sepharose-

4B-L-tirozin siispansiyonunun yikanmasinda kullanilan): 6 g (5.102 mol) NaH2PO,,
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450 mL destile suda ¢oziildii. IN HCL ile pH=6,8'e kadar titre edildi, daha sonra toplam

hacim destile suyla 0,5 L’ye tamamlandi.

Afinite kolonunda kullanilan ¢ozeltiler

1. 10 mM NaH,PO, pH=6,8 (CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B afinite kolonunun
dengelenmesinde kullanilan tampon): 12 g (1.10'1 mol) NaH,PO,4, 950 mL destile suda
¢ozildi. IN HCI ile pH=6,8'e kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 1
litreye tamamlanda.

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

3. 1M NaCl/25mM fosfat pH=6,8 (LPO enziminin eliie edilmesinde kullanilan tampon)
11,7 g (2.10™ mol) NaCl 150 mL destile suda ¢ozildii. 1,42 g (1.10 mol) NaHPO,
¢ozeltiye ilave edilip ¢oziinmesi saglandi. 1IN HCI ile pH=6,8'e kadar titre edildi, daha
sonra toplam hacim destile suyla 200 mL litreye tamamlandi.

Homojenat hazirlamada kullanilan c¢ozeltiler

1. 5 mM NaCH3;COO pH=6,8 (Amberlitt CG 50 H" reginesinin sisirilmesinde
kullanilan ¢ozelti): 0,4 g (5.10° mol) NaCH3;COO, 950 mL destile suda ¢oziildii. 1N
HCI ile pH=6,8'e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim destile suyla 1 litreye
tamamlandi.

2. 20 mM NaCH;COO pH=6,8 (Siit recine karisiminin yikanmasinda kullanilan
¢ozelti): 0,1968 g (0,0024 mol) NaCH3COO, 100 mL destile suda ¢oziildii. 1IN HCI ile
pH=6,8'"e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim destile suyla 120 mL’ ye
tamamlandi.

3. 2 M NaCH3;COO pH=6,8 (Siit ve recine karisiminda bulunan ham enzim ekstraktinin
eliisyonu igin kullanilan ¢ozelti): 19,68 g (0,24 mol) NaCH3COO, 50 mL destile suda
¢oziildi. IN HCL ile pH=6,8'e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim destile suyla

60 mL’ye tamamlandi.
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Aktivite ol¢iimiinde kullanmilan ¢ozeltiler

1. 0,1 M NaH,PO,4 pH=6,0 (ABTS hazirlanmasinda ve enzim aktivitesinin dl¢lilmesinde
kullanilan tampon): 12 g (0,1 mol) NaH,P04 950 mL destile suda ¢oziilecek. 1N HCI
ile pH>6,0’e¢ kadar titre edilecek, daha sonra toplam hacim destile suyla 1 litreye
tamamland.

2. ImM ABTS c¢ozeltisi (ABTS substratina bagli olarak yapilan c¢alismalarda, LPO
aktivitesinin Sl¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi) : 0,055 g (1.10™ mol) ABTS 100
mL 0,1 M NaH,PO, pH=6,0 i¢inde ¢oziildii.

3. 3,2 mM H,0; ¢ozeltisi (ABTS substratina bagli olarak yapilan ¢alismalarda, LPO
aktivitesi 6lglimiinde kullanilan ¢6zelti): %30'luk yogunlugu 1,11 g/mL olan H,O,'den
32 pL alinarak destile suyla 100 mL'ye tamamlandi.

Bradford yontemiyle protein tayini i¢cin kullamlan ¢ozelti

Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 mL %95’lik etanolde ¢6ziilecek, bu
cozeltiye %95°lik 100 mL fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi saf su ile 1 L’ye

tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti karanlik ortamda muhafaza edildi.

Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler

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

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

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

numune tamponunda 50 ul olacak sekilde B-merkapto etanol ilave edildi.
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4. Yirlitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin, 50 mL saf suda ¢oziildii. Daha sonra
bunun tizerine 5 mL %10'lik SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 500 mL'ye
tamamlandi.

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

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

karistirilmasiyla hazirlandi.

Giimiis boyamada kullanilan ¢ozeltiler

1. Tespit ¢ozeltisi: 60 mL saf su, 30 mL %9671lik etanol, 10 mL asetik asit’in
karistirilmasiyla elde edildi.

2. Rediiksiyon Cozeltisi: 4,8 g Sodyum asetat, 45 mL Etanol ve 80 mL saf su
karistirtlip, pH 6"ya asetik asitle ayarlandiktan sonra 150 mg sodyum tiyosiilfat, 3 mL
glutaraldehit eklenip saf su ile 150 mL"ye tamamlandi.

3. Boyama ¢ozeltisi: 100 mg glimiis nitrat, 100 mL saf su’da ¢oziiliip tlizerine 30 pl
formaldehit eklenmesiyle hazirlandi.

4. Yikama Cozeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat, 270 mL saf su’da ¢oziilecek ve iizerine
120 pl formaldehit ilave edildi.

5. Yikama ¢ozeltisi 2: 1 mL gliserin ve 250 mL lik %5 lik asetik asitten karistirilarak
hazirldu.

3.2. Yontemler

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kromatografi islemleri sonunda esit hacimde toplanan biitiin fraksiyonlarda kalitatif

protein tayini yapildi. Bu metod protein yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip
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aminoasitlerin  (fenilalanin, tirozin ve triptofan) 280 nm’deki UV isinlarim

absorblamalar1 esasina dayanmaktadir (Segel 1968).

Kromatografi sonucunda eliiatlar kuvartz kiivetlere konularak spektrofotometrede

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

3.2.1.b. Bradford protein tayin yontemi

Afinite kromatografisi ile saflagtirilan enzim c¢dzeltisi ve homojenattaki protein
miktarlar1 Bradford (1976) metoduna gore belirlendi. Bu yontemde boya olarak
kullanilan Coomassie Brillant Blue G-250, negatif bir yiike sahiptir ve protein
tizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595
nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma dontigiimiinii
saglar. Bu yontemin bozucu faktorlere karsi hassasiyeti oldukca azdir (1-100 pg arast).
Tayin islemleri su prosediire gore gerceklestirildi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl
konuldu. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamland: ve 4,9 mL Coomassie
Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karst absorbans degerleri okundu.
Kor olarak, 0,1 mL enzim numunesinin i¢inde bulundugu tampondan ve 4,9 mL
Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim kullanildi. Elde edilen
sonuglardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
haline getirildi (Bradford and Williams 1976).

3.2.2. Laktoperoksidaz aktivite tayini

Laktoperoksidaz enziminin aktivite Ol¢imii, Shindler ve Bardsley yonteminin bazi
modifikasyonlart sonucu belirlenen prosediire gore gerceklestirildi (Shindler and
Bardsley 1975). Bu yontem, H,0, tarafindan 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonik

asit) (ABTS) kromojenik substratin ylikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin meydana
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getirdigi absorbans artisinin 412 nm'de izlenmesi esasina dayanir (Shindler and

Bardsley 1975).

LPO
H,0, + ABTS™ » ABTS'+2H,0

(indirgenmis form) (ylkseltgenmis form)

Aktivite tayininde su prosediir takip edildi: 3 mL'lik spektrofotometre kiivetine 2,8 mL
1mM ABTS ve 0,1 mL 3,2 mM H,0, pipetlendi. 0,1 mL enzim ¢6zeltisi ilave edilerek,
kiivet alt tist edildikten sonra spektrofotometreye yerlestirilerek kore karsi 412 nm'de
absorbans artigi, 3 dakika siireyle her 60 saniyede bir olmak tizere kaydedildi. Kor
olarak enzim ¢ozeltisi yerine 0,1 M fosfat tamponu pH=6 konularak diger ¢ozeltiler

ayni 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 says1 (32400 M™ x cm™)

Dt = Seyreltme katsayisi

V = Reaksiyon hizi (umol/mL.dk.)

Enzim saflastirilmasi islemlerinde substrat olarak ABTS kullanildig1 igin, saflastirma
basamaklarinin enzim aktivite Ol¢limii sonuglar1 igin; 1 enzim initesi "20°C'da 1
dakikada 1 pmol ABTS'nin oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1" olarak

tanimlanda.
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3.3. Manda ve Keci Siitlerinden Laktoperoksidaz Enziminin Saflastirilma

Basamaklar

3.3.1. Amberlite CG 50 H" recinesi kullanilarak enzimin kismi saflastirilmasi

Bir litre taze memeli siitii (manda, kegi) 6nce 2700 rpm'de 4°C ve 15 dakika 3 kez
santrifiij edilerek yagi tamamen uzaklastirildi. Yagi alindiktan sonra geri kalan
stipernatantlar birlestirilerek bir behere aktarildi. Zayif asidik katyon degistirici
Amberlite CG 50 H" recinesinin 2,2 grami, 200 mL 500 mM NaCH3;COO pH=6,8
cozeltisinde sisirilerek yag1 alinmus siite katildi (Dumonte and Rousst 1983; Ozdemir et
al. 2001; Kumar and Bhatla 1995). Regine-siit karisimi magnetik karistirict vasitasiyla
4°C'de 1 saat karistirildi. Yarim saat siireyle dinlenmeye birakilarak, iistte kalan
stipernatant dekante edildi. Cokelek once 2 L destile suyla ve daha sonra5 mM 1 L
NaCH3;COO pH=6,8 ¢ozeltisiyle yikandi, devaminda 120 mL 20 mM NaCH3;COO
pH=6,8 c¢ozeltisiyle 280 nm'de absorbans vermeyinceye kadar yikandi. Regineye
baglanmis protein ¢okelegi Buchner hunisine aktarilarak 60 mL 2 M NaCH3;COO
pH=6,8 cozeltisiyle eliisyon yapildi ve elde edilen ham ekstraktta Bradford yontemiyle

protein tayini ve aktivite ol¢iimii yapildi.

3.3.2. LPO inhibitorleri ve ligand se¢imi

LPO enziminin literatiirde belirlenen bir¢ok inhibitérleri vardir (Doerge 1986; Kumar
and Bhatla 1995). Bunlardan bazilari, segici olmayan monoamin geri alim inhibitorleri;
secici serotonin geri alim inhibitorleri, Se¢ici olmayan monoamin oksidaz inhibitorleri
ve antidepresanlardan bazilar1 sayilabilir. LPO enziminin inhibitorleri arasinda

stilfanilamid molekiiliide yer almaktadir.
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Siilfanilamid tiirevi molekiiller

Molekiil yapisi itibariyle diazonyum tuzu olusturabilecek bir bilesik olan siilfanilamid
serbest -NH, grubuna sahiptir boylece afinite kolonu sentezlenerek LPO saflastirilmistir
(Atasever et al 2013).

Bu caligmadan haraketle diazonyum tuzu olusturabilecek ve literatiirde tespit edilip
satin alinan saf siilfanilamid tiirevlerinin sigir LPO enzimi {izerine inhibisyonlar1
doktora tezi kapsaminda arastirilmis Cizelge 3.1°den goriildiigii gibi sigir LPO enzimi
tizerine 2-kloro-4-siilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalin siilfonamid, 4-amino-3-metil
siilfonamid, 3-amino-4-klorobenzensiilfonamid, 4-amino-6-kloro-1,3-
benzendisiilfonamid molekiillerinin inhibisyonlar1 incelenerek 1Csg K; ve inhibisyon

tipleri belirlenmistir (Usanmaz 2014).

Inhibisyon gosteren siilfanilamid tiirevi molekiiller i¢in afinite kolonlar1 sentez edilip

daha iyi verimle ke¢i ve manda LPO enzimlerinin saflastirilmasi saglandi.

Cizelge 3.1. Diazonyum tuzu olusturabilen siilfanilamid tiirevleri

(0]
I}
H,N-S=0 H,N—- S (0] o o
2 A, 2 HN. 4 NH,
N
HoN = H,N cl
NH,
3,4-diamino- 4'-amino[1,1'-bifenil]- ﬁ_ammoplrldin_ 4-amino-_6-_|_(loro-1,§-
benzensulfonamid 4-sulfonamid 3-sulfonamid benzendisiilfonamid
0.0 0..0
0 Ng” o”
\\S\:gHZ \NHZ é NH2 Hzst
e °
H,N NH,
CH; NH, Cl
4-amino-3-metil 5-amino-1-naftalin  2-kloro-4-siilfamoyilanilin 3-amino-4-kloro
benzensiilfonamid siilfonamid benzensiilfonamid
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3.3.3. Inhibitor cahsmalar:

3.3.3.a. Siilfanilamid tiirevleri-Sepharose-4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlanmistir. Bu
kolon materyaline L-tirozin kovalent olarak takilmistir. Daha sonra siilfanilamid
tiirevleri diazolanarak tirozine kenetlendirilmistir. Burada tirozin afinite jelinin uzanti
kolunu, siilfanilamid tiirevleri ise enzimi spesifik olarak baglayan kismini

olusturmaktadir. Afinite jeli asagidaki prosediire gore hazirlanmistir:

3.3.3.b. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

- N
HO NH, :
o )on
OH  BrCN 0-C=N o] :
k \ L-Tirozin R
> - = /C:NH """"""""" .
OH HBr OH o
Sepharose-4B imidokarbonat
\J
Oy..OH
o ¢
\IC—NH-CH-CH2-©—OH
0}
OH
Sepharose 4B - L - Tirozin
. J

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

basamaklari

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 mL soguk 0,1 M NaHCOj3; tamponu (pH=
10) ile yikanarak bir behere aktarildi. Aynmi 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 gézlendi ve
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bundan sonra siispansiyon, 4°C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karistirilarak ve
16 saat boyunca 4°C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de
absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi 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 alindu.

3.3.3.c. Siilfanilamid tiirevlerinin kenetlendirilmesi

Siilfanilamid tiirevi olan molekiillerin her birinden 25 mg alinarak, 0°C civarinda 10
mL, 1 M HCI i¢inde ¢oziildii ve igerisinde 75 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 mL
¢ozelti, her bir inhibitér ¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan
sonra diazolanmig bulunan siilfanilamit 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna
ilave edildi. 1 M NaOH ile pH=9,5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu 3 saat siireyle oda
sicakliginda yavasca karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 mL fosfat tamponuyla
pH:6,8 yikandi. Sonra da {izerine bir miktar daha ayni tampondan konularak saklandi

(Whitney 1974).

O:-OH

0 ¢
,cwutncn{}—ou
0

OH

Sepharose 4B - L - Tirozin

NN

0 O_~CUH 7. 0 O:COH
c~vnc1—1c1—1:@—on ' ,c~.\!chc111Qou
0 : 0
NN
—

OH

2-kloro-4-sulfamoyilanilin 4- amino-3 -metil benzensulfonamid

Sekil 3.2. (devam)
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3.3.3.d. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan her bir jel dengeleme tamponu (10 mM fosfat tamponu pH: 6,8) igine
alinarak, stispanse edildi ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Siispanse
edilmis jeller, 1x10 cm’lik kapal1 sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jeller
kolona tatbik edildikten sonra peristaltik pompa yardimiyla yikama ve dengeleme
tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis oldugu eluat ile tamponun 280 nm’de

absorbanslarinin esitlenmesinden anlasildi.

3.3.3.e. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Hazirlanan farklt memeli homojenatlari sentezlenen kolonlara tatbik edildi ve kolon 400
mL 25 mM fosfat (pH=6,8) ¢ozeltisi ile yikandi. Boylece laktoperoksidaz enzimi kolona
tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmig oldu. Sonra 1M NaCl/25 mM Na,HPO,
(pH=6,8) tamponu tatbik edilerek laktoperoksidaz enzimi eliie edildi. Peristaltik pompa
vasitastyla kolonun akis hiz1 20 mL/saat’e ayarlandi, eliiatlar 5’er mL halinde tiiplere
alindi ve 280 nm’deki absorbansilarina bakildi. Toplanan eliiatlardan absorbans
gosteren tiiplerde 595 nm’de Bradford protein tayini ve 412 nm’de peroksidaz aktivite

tayini yapildi. Aktivitesi yiiksek olan eliiatlarin SDS-PAGE ile safliklari kontrol edildi.

3.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin Belirlenmesi

LPO enzimi her bir afinite kolonundan saflastirildiktan ve diyaliz edildikten sonra %3-
8 Kkesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli
tarafindan anlatildigi gibi yapilarak saflastirilan enzimlerin saflik derecesi giimiis
boyama yontemi ile kontrol edildi (Chavellet et al. 2006). Standart olarak molekiil
agirligi belli olan proteinler kullanildi (Laemmli 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalar1 dnce su sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki kenarinda

aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka iist iiste getirilerek kiskaglarla tutturuldu.
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Sabitlestirilen plakalar, igerisinde sizdirmay1 onleyen siinger ihtiva eden jel hazirlama

kabinine konuldu. Ayirma ve yigma jelleri hazirlandi.

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 5 mL 1 M Tris-HCI (pH: 8,8), 4,4 mL %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 mL %10 SDS, 0,13 mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N*-tetrametil
etilen diamin) ve 3,13 mL saf su karistirildi. Bu karisimin tizerine son olarak 0,2 mL
%10’luk amonyum persiilfat (NH4),S,0sg (PER) ilave edildi.

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

Hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina ist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar pipetle
dokiildii. Belli bir siire jelin donmasi beklendi, yigma jeli hazirlandi. Daha sonra yigma
jel iist yiizeye kadar ilave edildi. Uzerine tarak dikkatlice yerlestirildikten sonra jelin
donmasi icin bekletildi. Daha sonra tarak dikkatlice cikarilarak plakalar elektroforez
tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu konuldu.
Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 pg
olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. 15 dakika kaynar su banyosunda
inkiibe edildi. Numuneler sogutularak, elektroforeze pipet yardimiyla uygulandi. Tank
kapag1 kapatilarak alt tarafindan (+) kablo (anot), iistten (-) kablo (katot) yerlestirildi.
Once 80 voltta yarim saat bekletildi. Daha sonra akim 120 volta ayarlanarak 1,5 saat
oda sicaklifinda yiiriitiildii. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice
cikarildi.

Elektroforez bittikten sonra cam plaklardan ¢ikartilan jel 30 dakika karistiricida tespit
cozeltisiyle tespit edildi. Daha sonra 30 dakikada rediiksiyon ¢ozeltisiyle karistiricida
bekletildi. Bu siire sonunda jel 3 defa saf su ile iyice yikandi. Daha sonra 20 dakika
glimiis nitrat ¢ozeltisiyle karistiricinin {istiinde boyandi. Bu boya kisa bir siire once

hazirlanip karanlikta bekletildi. Banyo ¢6zeltisiyle kisa ve ¢abukga yikayip siyahlagan
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stvi dokiildii. Bantlar goriiliince jel karistiricinin distiinde 1 mL gliserin ve 250 mL

%S5 1ik asetik asitten olusan ¢ozeltiyle iyice yikandi (Temel 2006).

3.5. Manda ve Keci Siitlerinden Saflastirilan LPO Enzimleri Icin Kinetik

Cahismalar

3.5.1. Optimum pH cahismalari

Optimum pH ¢aligmalari, enzimin substrata doydugu noktalarda pH=5-8 araliginda
fosfat tamponu ¢ozeltilerinde enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak

belirlendi. Sonuclar grafik ve tablo halinde verildi

3.5.2. Optimum sicaklik ¢alismasi

Optimum sicaklig1 belirlemek amaciyla, , manda ve kegi siitlerinden saflastirilacak LPO
enzimi i¢in 5-85°C'de sicaklik araliginda ve optimum pH da doygun substrat
konsantrasyonlarinda yapildi. Bu islem i¢in -20 ile 100°C'ye ayarlanabilen su banyosu
kullanild1. Istenilen sicakhiga getirilen aktivite l¢iim ortamina en son olarak enzim
¢ozeltisi pipetlenip spektrofotometrede aktivite olgtimleri yapildi. Sonuglar grafik ve

tablo halinde verildi.

3.5.3. Stabil pH ¢alismalar:

Enzimin stabil oldugu pH'y1 tesbit etmek i¢in pH'lar1 5, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan
10 mM NaH,;PO, tamponlar1 kullanildi. Belirtilen pH'lardaki tampon ¢o6zeltilerinin 1
mL’sine 1 mL enzim ¢ozeltisi karistirilarak +4°C’de muhafaza edildi. 5 giin boyunca 12
saat arayla yapilan aktivite Ol¢limiinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi. Sonuglar

grafik ve tablo halinde verildi.
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3.5.4. K Ve Vinax degerlerinin bulunmasi

Km Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla; ABTS kullanilarak optimum pH
degerinde ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat konsantrasyonunda aktivite degerleri
Olctildii. Bu amacgla ABTS'nin stok ¢ozeltisinden sirasiyla 0,1 mL, 0,5 mL, 0,8 mL, 1,1
mL ve 1,5 mL alindi. Her bir ABTS konsantrasyonunun uygulandig1 deney icin, enzim
aktivitesinin Ol¢ilildiigii 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 ol¢iildi. 1/V ve 1/[S] degerleri
bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafiklerin ¢izimlerinde en kiigiik kareler
regrasyon dogru denklemi kullanildi. Kp, ve Vma degerleri grafik ve dogru denklemleri
yardimiyla hesaplanarak grafik ve tabloda gosterildi. Ayni islemler H,O, substratina
bagli olarak da benzer sekilde yapildi.

3.6. Afinite Kolonunun Laktoperoksidaz Tutma Kapasitesinin Bulunmasi

Afinite kromatografisi ile saflagtirllan LPO enzimlerinin saflastirma tablolari
hazirlanarak kapasitesi yliksek olan jeller i¢in kolon tutma kapasitesi ¢caligmalar1 yapildi.
Jellerin tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet etkileri incelendi.
Kolonun kapasite tayin islemi su prosediire gore gerceklestirildi: Hazirlanan jelden 1
mL alinarak dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona alind1 ve daha
onceden laktoperoksidaz enzimi ile doyuruldu. Enzimin fazlasi yikama tamponu ile
yikandiktan sonra baglanmis olan laktoperoksidaz enzimi uygun eliisyon tamponuyla
eliie edilerek protein miktart belirlendi. Ayn1 zamanda jel kurutularak tartildi ve mg

protein/gram-jel cinsinden laktoperoksidaz enziminin tutma kapasitesi belirlendi.

3.6.1. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi

LPO enziminin saflagtirilmasinda 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 belirlendi ve (mg protein /g jel basina) grafik edildi.
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3.6.2. pH’min kolon kapasitesine etkisi

Laktoperoksidaz enzimi i¢in kolonlarda pH’nin baglanmayi nasil etkiledigini belirlemek
amaci ile farklh pH’larda (pH’s1 6,8 ile 9,5 arasinda) degisen tamponlar kullanilarak en

uygun pH i¢in sonuglar (mg protein /g jel basina) grafik edildi.

3.6.3. Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

Laktoperoksidaz enzimi i¢in optimum pH ve en uygun baglanma sicakliginda deney
yapildi bu deneyde iyonik siddet 0,2 ile 0,5 arasinda degistirildi, sonuglar mg protein /g
jel basina grafikle gosterildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Laktoperoksidaz Enzimi ile Tlgili Yapilan Arastirma Bulgular

4.1.1. Kantitatif protein tayini icin hazirlanan standart grafik

Afinite kolonlardan saflagtirllan LPO enziminin kantitatif protein tayini Bradford
yontemiyle belirlendi. Bu amagla 3.2.1.b’de anlatildigi gibi Once standart grafik
hazirlandi. Afinite kromatografisi ile elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki protein tayini
Bradford yontemiyle yapildiktan sonra Sekil 4.1°de ki standart grafikten faydalanilarak

protein miktarlar1 hesaplandi.

Absorbans 595 nm

e o o o Ll
[N S - T = T R

o

y =0,0117x
2 _
R?=0,9917 .
*
L)
*
T T T T 1
20 40 60 80 100

Protein miktari pg

Sekil 4.1. Kantitatif proteinlerin tayini i¢in kullanilan standart grafik
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Sigir LPO enziminin afinite kromotografisi ile saflastirma sonuclar

Onceki calismalarimizda kullamilan siilfanilamid afinite jeli ile LPO enzimi
saflagtirilarak ¢alismada kullanilan inhibitorlerin inhibisyon kinetikleri ¢alisildi. Sigir
siitiinden LPO enzimi %74,20 verimle 406,70 kat saflastirilmistir. Saflastirilan enzim ile

kinetik ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir (Atasever et al. 2013).

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

Kor Tiipti Numune Tiipi
5 |2 =~ i e —~ | @
E|S|_E|E|s |E|.E|E|2 |2 |2 |s
= = = = = = = _ |1 & =
E |5|9E|Q|2T|2 |%E|c |2T|0 |$ |E
</2E| T |EE|< |2 |EEIT |8 | =
20[09 |01 | - 20 (085 |01 | - 0,05 | 100 |0
o
Z120[082 |01 [007 |20 [077 |01 007 [005 | 87,7 | 20,04
<
gg 20080 |01 |00 [20 075 |01 |00 |0,05 | 79,2 | 26,73
[
2:=]20[072 |01 017 |20 [067 |01 |017 |005 | 50,0 | 46,78
3 £
o5 8120/070 |01 [020 |20 |065 |01 |020 |005 | 40,7 | 5346
[0}
O
20065 |01 |025 [20 |060 |01 |025 |0,05 | 30,0 | 6683
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Sekil 4.2. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratina bagli olarak 3,4-diamino-
benzensiilfonamid ile elde edilen %AKktivite-Konsantrasyon grafigi

Cizelge 4.2. Sig1r siitii LPO enzimi i¢in ABTS 3,4-diaminobenzensiilfonamid esliginde
elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipi
2 e |3 : a ;
5 S |E| 20|20/ f0E 20|03 e
35 w_| BE| S| EE|BE|BEEIS |ZEE|SE|TETF
S [<E| & T= 2
0,25 [2,55 0,1 |01 025 1250 |01 |01 0,05 125,00 |12,48
0,50 2,30 01 |01 050 (225 |01 |01 0,05 192,59 16,25
[1l. 10,75 [2,05 01 |01 0,75 2,00 |01 |01 0,05 50,00 14,00
1,00 |1,80 0,1 |01 100 |1,75 |01 |01 0,05 |0,65 |3,00
1,25 |1,55 0,1 |01 1,25 150 |01 |0,1 0,05 [35,71 2,40

025 247 0,1 [0,17 025 1242 |01 (017 |0,05 |247,00 |12,48
0,50 |2,22 0,1 |0,17 050 (2,17 (0,1 (0,27 [0,05 J202,51 6,25
(1. 10,75 |[197 0,1 |0,17 0,75 (192 |01 |{0,27 |0,05 J120,00 |4,00
1,00 1,72 0,1 |0,17 100 |167 |01 0,17 |0,05 |50,00 3,00
1,25 1,475 |01 |0,17 1,25 |142 |01 |0,17 |0,05 43,29 |2,40
025 (2,40 0,1 [0,250 J0,25 |2,35 |0,1 0,25 |0,05 511,00 [12,48
0,50 [2,15 0,1 |0,250 |0,50 |2,10 |0,1 |0,25 |0,05 }J405,02 16,25
[1ls 10,75 |1,90 01 |0,250 |0O,75 |185 |01 0,25 |0,05 J202,51 |4,00
1,00 1,65 01 |0,250 1,00 |1,60 |01 0,25 |0,05 |J129,70 |3,00
1,25 [1,40 0,1 {0,250 1,25 1,35 |0,1 0,25 |0,05 68,96 |2,40
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Sekil 4.3. Sigir siitii LPO enzimi igin ABTS substratiyla 3,4-diaminobenzensiilfonamid
esliginde elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Saflagtirma sonuclari:

Sepharose-4B-L-tirozin-3,4-diaminobenzensiilfanilamid molekiiliiniin B6lim 3.3.3.¢’de
anlatildig1 gibi afinite jeli sentezlendi (Sekil 3.2). Bu kolondan ke¢i ve manda siitii

laktoperoksidaz enziminin saflastirilmasi gergeklestirilememistir.

Cizelge 4.3. 6-aminopiridin-3-siilfonamid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen
LPO igin, ABTS substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipu Numune Tlipu
lan) —~ o ’_T —~ —~ ,—ET
= ~ ] 1 - - -
2 |2 |8E|E |9 |E |BE|E | |E |&
9 - L o b o= = 8 2 ~ ‘Q 6 >
= w | £E|O == |0 L £ | O ‘3 ot < =
— | o 3+ N (e} [a] I N — - X =
m = | T = < = | T < < —
< = X =
2,0 10,90 0,1 - 2,0 (0,85 0,1 - 0,05 100 0

20085 |01 |0O50 |20 (080 |01 |050 [005 |8584 |307

20080 |01 |00 |20 (0,75 |01 (01 0,05 | 81,13 6,15

01 [020 |20 J0O65 |01 |]0,20 [0,05 |58,49 12,31

20)060 |01 |]0O30 |20 (065 |01 |0,30 |0,05 |36,32 18,47

6-aminopiridin-
3-stilfonilamid
n
o
o
\l
o

20|05 |01 |040 |20 (045 |01 (040 |0,05 |19,83 24,63
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Sekil 4.4. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratina bagli olarak 6-aminopiridin-3-
stilfonamid ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi

Cizelge 4.4. Sig1r siitii LPO enzimi i¢in ABTS 6-aminopiridin-3-siilfonamid esliginde
elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tipu Numune Tlipu

g | - - P
2 U)/_\H_E_I\-(\/l/\ = I—_IH—E_I\& _e_l _I\EE@E
2 |BP|8CERT| ZE|REESEg |ZEE|SE|TETE
I < £ T = T — IS

0,25 |2,50 0,1 10,15 0,25 (2,45 (0,1 (0,15 0,05 |150,27 (12,48

0,50 (2,25 0,1 10,15 0,50 (2,20 (0,1 (0,15 0,05 58,82 16,25
[1: 0,75 12,00 0,1 0,15 0,75 195 (0,1 |0,15 0,05 73,63 (4,00

100 |1,75 0,1 10,15 1,00 [1,70 |01 |0,15 0,05 KO,00 (3,00
1,25 [1,50 0,1 10,15 1,25 [1,45 |01 (0,15 0,05 |25,64 (2,40
0,25 (2,40 01 0250 (0,25 |2,35 |01 |0,25 0,05 |294,55 [12,48
0,50 (2,15 01 |0,250 0550 |2,10 |01 |0,25 0,05 J129,70 16,25
[l 10,75 [1,90 01 |0,250 (0,75 |185 |01 /0,25 |0,05 |J100,00 i4,00
1,00 ]1,65 01 ]0,250 J1,00 |160 |01 |0,25 |0,05 |73,63 (3,00
1,25 1,40 0,1 10,25 1,250 {1,350 |0,1 {0,250 |0,05 |53,19 (2,40
0,25 12,30 0,1 10,35 0,250 12,250 {0,1 |0,350 |0,05 626,00 |12,48
0,50 [2,05 0,1 10,35 0,500 {2,000 {0,1 {0,350 [0,05 |294,55 6,25
[1ls 10,75 [1,80 0,1 10,35 0,750 1,750 (0,1 {0,350 [0,05 |231,48 14,00
1,00 |1,55 0,1 10,35 1,000 {1,500 |0,1 {0,350 |0,05 108,00 [3,00
1,25 ]1,30 0,1 10,35 1,250 {1,250 [0,1 {0,350 |0,05 100,00 (2,40
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Sekil 4.5. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla 6-aminopiridin-3-siilfonamid
esliginde elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Saflastirma sonuclari:

Sepharose-4B-L-tirozin-6-aminopiridin-3-siilfonamid molekiiliiniin Boliim 3.3.3.c’de

anlatildigi gibi afinite jeli sentezlendi (Sekil 3.2). Bu kolondan ke¢i ve manda siitii

laktoperoksidaz enziminin saflastirilmasi gergeklestirilememistir.

Cizelge 4.5. 4-amino[1,1'biphenyl]-4-siilfonamid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen

LPO igin, ABTS substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tipu Numune Tlipt
s |5 55| |E%|8 |55 ¢ (25|18 |2 |2
? 20 {09 |01 | - 20 (085 |01 | - 0,05 | 100 0
g 20 {080 |01 |010 |20 |0/75 |01 |010 |O0,05 |55,6 210
§. _é 20 {077 |01 |012 |20 |0O,72 |01 |0,12 |0,05 |44,3 | 260
é g 20 {075 |01 |015 |20 |0O70 |01 (0,15 |0,05 |391 |322
”;rp i 20 {070 |01 |020 |20 |0O65 |01 |0,20 |0,05 |27,8 |429
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Sekil 4.6. Sigir siti LPO enzimi i¢in ABTS substratina bagli olarak grafigi 4'-
amino[1,1'biphenyl]-4-siilfonamid ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon

Cizelge 4.6. Sigir siitii LPO enzimi i¢in ABTS 4' —amino[1,1'-biphenyl]-4-siilfonamid
esliginde elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tupt Numune Tiipt

~
o - < Ipi
S 5 " E | =
) B o =7 T o R = -
Z |52 |8E0/69%2 |52 |8E1Q |20 |9T]>2 5,5
= c|losglxg<=& E|lo8iTf |EE |a el ELL

0,250 {2,575 |01 |0,075 ]0,250 2,525 |0,1 |0,075 |0,05 86,07 (12,48
0,500 {2,325 (0,1 |0,075 |0,500 |2,275 |0,1 |0,075 |0,05 [52,6 6,25
0,750 {2,075 (0,1 |0,075 |0,750 |2.025 |0,1 |0,075 |0,05 j40,00 (4,00
1,000 |1,825 |01 |0,075 [1,000 (1,775 (0,1 {0,075 |0,05 37,03 3,00
1,250 |1,575 |01 |0,075 [1,250 1,525 (0,1 {0,075 |0,05 31,25 [2,40
0,250 [2,500 (0,1 |0,150 (0,250 |2,450 |0,1 |0,150 |0,05 [160,93 (12,48
0,500 {2,250 (0,1 |0,150 |0,500 |2,200 |0,1 |0,150 |0,05 90,90 6,25
[1l. |0,750 (2,000 |0,1 |0,150 |0,750 |1,950 (0,1 {0,150 |0,05 [83,33 [4,00
1,000 |1,750 {0,121 |0,150 |1,000 |1,700 (0,1 {0,150 |0,05 66,66 3,00
1,250 |1,500 |01 |0,150 [1,250 |1,450 (0,1 {0,150 |0,05 55,55 [2,40
0,250 {2,450 (0,1 |0,200 |0,250 |2,400 |0,1 |0,200 (0,05 [225,00 (12,48
0,500 {2,200 (0,1 |0,200 |0,500 |2,150 |0,1 |0,200 |0,05 [135,13 6,25
[1ls ]0,750 [1,950 |0,1 (0,200 |0,750 |1,900 (0,1 {0,200 |0,05 [108,69 [4,00
1,000 |1,700 {0,121 |0,200 [1,000 |1,650 (0,1 {0,200 |{0,05 [90,90 3,00
1,250 |1,450 |0,1 |0,200 [1,250 |1,400 (0,1 {0,200 |{0,05 81,30 2,40

—
—
Py
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Sekil 4.7. Sigir sttt LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla 4' —amino[1,1'-biphenyl]-4-
stilfonamid esliginde elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Saflastirma sonuclari:

Sepharose-4B-L-tirozin-[4'-amino[1,1'-biphenyl]-4-siilfonamid] kolonu Boliim
3.3.3.c’de anlatildig1 gibi sentezlendi (Sekil 3.2). Bu kolondan kegi ve manda

laktoperoksidaz enzimleri igin saflastirma gerceklestirilememistir.

114Z038 nolu Tiibitak projesi kapsaminda tamamlanmis doktora tezinde 2-kloro-4-
stilfamoyilanilin, 5-amino-1-naftalin stilfonamid, 4-amino-3-metilbenzensiilfonamid, 3-
amino-4-klorobenzensiilfonamid, 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfonamid
molekiillerinin ICsp ve K kinetik parametreleri ¢alisilmis, doniisiimlii inhibisyon
gosterdikleri belirlenmis ve afinite kolonlar1 sentezlenmistir. Sentezlenen afinite
kolonlarindan sigir ve koyun laktoperoksidaz enzimleri ilk kez saflastirilmistir
(Usanmaz 2014). Bu tez kapsaminda ise bu molekiillerden ke¢i ve manda

laktoperoksidaz enzimlerinin ilk kez saflastirma ¢alismalari gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.7. Sigir siitii LPO enzimi tizerine ligand molekiillerin toplu kinetik sonuglari

LiIGAND ICso Ki A ..
MOLEKULLER (uM) (M) Inhibisyon Tipi
3'4'd'.‘?‘m'”°' . 43,31 2,94 Yarismali
benzensiilfonamid
6-am“|nop|r|d'|n-3- 11,94 0,90 Yarigsmali
siilffonamid
4 —amln?[l,l —bl_fenll]—4— 231,00 77,49 Yarigsmasiz
siilffonamid
2-kloro-4-siilfamoyilanilin 346,50 283,32 Yarigmali
5-amino-1-naftalin 57,75 6,74 Yarigmalt
stulfonamid
3 -amino - 4 - kloro
benzensiilfonamid 49,50 43,67 Yarigmals
4- amino-3 —metil- 86,62 55,62 Yarismasiz
benzensiilfonamid
4 -amino-6 - kloro - 1,3 -
benzendisiilfonamid 11,36 6,39 Yarigmals

Cizelge 4.8. 2-kloro-4-siilfamoyilanilin ile hazirlanan afinite jelinden ke¢i ve manda
LPO enziminin saflastirilmasi sonuglari

= = =
Ec~ £J c2d 8. Bt £232 geg EZ
2-Kloro-4- 582 €5 825 <@ £ 3§25 33 32
stilffamoyilanilin FITY <L a2 E W %2 SL ~> =28
[ = e
Amberlit CG
50 H* 55,00 | 097 | 13,00 | 5335 71500 0,07 | 100 | 1,00
Ellisyonu
Keci | Sepharose4B | 1000 | 188 | 0,06 1880 | 0,60 | 31,33 | 3524 447,57
Afinite
Amberlit CG
50 H+ 55,00 | 7,00 @ 12,00 | 385,00 660,00 0,60 | 100 | 1,00
Eliisyonu

Manda iefph_?VOSMB 10,00 | 7,83 | 0,08 | 78,30 0,86 | 91,11 | 20,34 151,86
Inite
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Cizelge 4.9. 5-amino-1-naftalin siilfonamid ile hazirlanan afinite jelinden ke¢i ve manda
LPO enziminin saflagtirilmasi sonuglari

~ S | e c
J —~ | £~ = ‘T — E z
: : 2T 2T 2 2z xg z
5-amino-1-naftalin c_c%% SE ZE $s5 g § £SE 2E I3
" . £5 = E35 | 35 &2
stilfonamid S35 | 2 2 E 2 5 = 52 ;’%é @ 2 S 3
& +
Amberlit CG
50 H* 55,00 0,70 | 13,00| 38,50 | 715,00 0,05 100 1,00
Eliisyonu
Keei | sepharose 4B
epharose 10,00 021 | 0,01 | 2,10 0,12 17,50 5,45 | 350,18
Afinite
Amberlit CG
50 H+ 55,00 4,02 | 12,00| 221,10| 660,00 0,33 100 1,00
Eliisyonu

Manda
Sepharose 4B | 1000 | 0,77 | 0,006 7,70 | 0,06 | 12833 | 3,48 38880

Afinite

Cizelge 4.10. 4-amino,3—-metil-benzensiilfonamid ile hazirlanan afinite jelinden manda,
keci LPO enziminin saflastirilmasi sonuglari

(5]
23 ccd 2 _ _cEX2T ee 2
4- amino,3 —metil- == 2 E 3§§ éggggg:gg T E 5
benzensiilfonamid 253 E‘EB EE 2 TsHJ’ = E-E—S_EE =2 .=
I o
l_
Amberlit - - -- - -- - - -
CG50 H"
Eliisyonu
Kegi Sepharose | -- - - - - - - -
4B Afinite
Amberlit - - -- - -- - - -
CG 50 H+
Eliisyonu
Manda Sepharose | -- -- - - - - - -

4B Afinite
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Cizelge 4.11. 3-amino-4-klorobenzensiilfonamid ile hazirlanan afinite jelinden manda,
keci LPO enziminin saflastirilmasi sonuglari

3-amino-4-kloro
benzensiilfonamid

Toplam
Hacim
(mL)
Aktivite
=U/mL)
Protein
Miktari
(mg/mL)
Total Aktivite
(EV)
T otal
Protein
Miktar:
SpesItik
Aktivite
FU/mn)
Yiizde
Verim
S.
Katsayisi

Amberlit

CG50 H*

Eliisyonu
Kegi Sepharose | -- - - - - - - -
4B Afinite

Amberlit - -- - - -- - - -
CG 50 H+
Eliisyonu

Manda Sepharose | -- - - - - - - -

4B Afinite

Cizelge 4.12. 4-amino-6-kloro-1,3-benzendisiilfonamid ile hazirlanan afinite jelinden
manda, keci LPO enziminin saflastirilmasi sonuglari

4-amino-6-kloro- = 2 c
13- = T =23 P Solxas z
! . . E ~ X -~ o Ll = L E
benzendisiilfonamid | €53 ZE 2E  E2 &£ §2E RS 4%
SSE 3| g2 ZW = /883 £9 5
FTT <L ZE | E g2 o<l ~> v
R
Amberlit - - - - -- - - -
CG50 H*
Eliisyonu
Kegi Sepharose | -- - - - - - - -
4B Afinite
Amberlit - - - - -- - - -
CG 50 H+
Eliisyonu
Manda Sepharose | -- -- - - - - - -

4B Afinite
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4.2. 5-amino-1-naftalinsulfonamid ile Saflastnlan LPO Enzimi I¢in ABTS

Substrati ile Bulunan Kinetik Parametreler

Optimum pH, optimum sicaklik, stabil pH, Km ve Vmax degerlerini belirlemek
amaciyla Bolim 3.5’de anlatildigi sekilde aktivite 6l¢iimleri yapildi. Manda ve kegi
stitinden elde edilen sonuglar Sekil 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12 ile Cizelge 4.13’de

gosterildi.

4.2.1. ABTS substrati icin pH-aktivite grafigi

Optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla Boliim 3.5.1°de anlatildig: sekilde pH:5-8
araliginda aktivite dlgtimleri yapildi. Elde edilen aktivite degerlerine karsilik gelen pH
degerleri Sekil 4.8”de verildi

0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -

—a— Manda LPO

0,2 -
—a—Kegi LPO

o
JEEN
1

7

Aktivite EU/mL.dk.

Optimum pH

Sekil 4.8. Manda ve kegi siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla optimum pH i¢in pH-
aktivite grafigi



39

4.2.2. ABTS substrati icin sicakhik-aktivite grafigi

Optimum sicaklik degerlerini belirlemek amaciyla Bolim 3.5.2°de anlatildig: sekilde 5-
85°C sicaklik araliginda aktivite dlgiimleri yapildi. Elde edilen aktivite degerlerine
karsilik gelen sicaklik grafigi Sekil 4.9’da verildi.

Juny
o
)

—4&— Manda LPO

—— KegiLPO

Aktivite (EU/mL.dk)
O B N W b U1 OO N 0 O

0 20 40 60 80 100
Optimum Sicaklik °C

Sekil 4.9. Manda ve kegi siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla elde edilen Sicaklik-
aktivite grafigi
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45
. 4
£
£ 35
- 3
£ y = 0,1847x + 2,0526
> 2,5
IS
£
2
—

1/[S] MM

Sekil 4.10. 5-amino-1-naftalinsulfonamid kolonundan saflastirilan manda siitii LPO
enzimi i¢in ABTS substratiyla elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

300 -
y=18,206x+ 12,861
250 -
200 -

150 ~

100 ~ *

1/V (nmol/ml.min)—*

(O]
o
1

o N

1/[ABTS]

Sekil 4.11. 5-amino-1-naftalinsulfonamid kolonundan saflastirilan Kkegi siiti LPO
enzimi i¢in ABTS substratiyla elde edilen 1/V-1/[S] grafigi



41

4.2.3. Stabil pH cahismasi

Stabil pH degerlerini belirlemek amaciyla Boliim 3.5.3’de anlatildigi sekilde pH:5-8
araliginda her 12 saatte bir 7 giin boyunca aktivite 6l¢iimleri yapildi. Elde edilen aktivite
degerlerine karsilik gelen pH degerleri Sekil 4.12°de verildi.

0,4
0,35
<
= 03 —e—pH:5,0
1S
= 0,25 )
50 —8—pH:5,5
§ 0,2 —&— pH:6,0
o
g 0,15 ——pH:6,5
2 o041 ——DpH:7,0
- —e—pH:7,5
0,05 pH:7,
o —8— pH:8,0
0 20 40 60 80 100 120
Saat

Sekil 4.12. Degisik pH’lardaki KH,PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak manda siitii LPO
enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi

0,3
0,25
-
= —e—pH:5,0
£ 0,2
5 —8—pH:5,5
§ 0,15 —&— pH:6,0
o
IS —&— pH:6,5
£ o1
2 —&—pH:7,0
—
0,05 ——pH:7,5
0 ——pH:8,0
0 50 100 150
Saat

Sekil 4.13. Degisik pH’lardaki KH,PO, tampon ¢ozeltisi kullanilarak kegi siitii LPO
enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi
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4.3. Memeli Siitleri I¢in Bulunan Toplu Sonuglar

Cizelge 4.13. Ke¢i ve manda siitii LPO enzimi i¢in ligand molekiillerin toplu sonuglari

. Keci LPO Manda LPO
LIGAND

MOLEKULLER S.Aktivite | Yiizde S. S.Aktivite | Yiizde S.
(EU/mg) | Verim [Katsayis1 | (EU/mg) | Verim [Katsayisi

2-kloro-4-
siilfamoyilanilin
5-amino-1-Naftalin
stlfanilamid
3-amino-4-
klorostilfanilamid
4-amino-3-Metil-
Siilfanilamid
4-amino-6-
klorostilfanilamid
3,4-diamino-
benzensulfonamid
6-aminopiridin-3-
sulfonamid
4’-amino[1,1°-
bifenil]-4- - -- -- - - -
sulfonamid

31,33 35,24 4177 91,11 20,34 | 151,86

17,50 5,45 350,18 113,23 3,48 388,88

Cizelge 4.14. 5-amino-1-naftalinsiilfonamid kolonundan saflastirilan manda ve kegi
stitti LPO enzimi igin toplu kinetik sonuglar

Memeli siitleri Knm V max Optimum  Optimum  Stabil pH
pH Sicakhik
Manda LPO 0,08 0,52 55 70 8,0

Keci LPO 1,44 0,09 5,5 70 55
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4.4, Saflastirilan LPO Enzimlerinin SDS-Page Giimiis Boyama Sonuglari

4.4.1. 5-amino-1-naftalinsiilfonamid kolonundan saflastirllan manda ve kegi siitii

LPO enzimi SDS-PAGE giimiis boyama sonuglari

Sekil 4.14. 5-amino-1-naftalinsiilfonamid kolonundan saflastirilan manda ve ke¢i LPO
enziminin giimiis boyama SDS-PAGE fotografi

a. *Standartlar; 1. (170 kDa) 2. (130 kDa), 3. (100 kDa), 4. (70 kDa), 5. (55 kDa), 6. (40 kDa), 7 (35
kDa), 8. (25 kDa), 9. (15 kDa) b. Manda LPO enzimi (80 kDa) c. Ke¢i LPO enzimi (80 kDa).
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4.4.2. 2-kloro-4-siilfamoyilanilin kolonundan saflastirilan manda siitii LPO enzimi
SDS-PAGE giimiis boyama sonuclari

— —

—

r | ——
a ea——— r
b —

o —

-

d —

- .
1. 2_

Sekil 4.15. 2-kloro-4-siilfamoyilanilin kolonundan saflagtirilan manda LPO enziminin
giimiis boyama SDS-PAGE fotografi

*1: Manda LPO enzimi (78 kDa) 2: Standartlar; a. (170 kDa), b. (130 kDa), c. (100 kDa), d. (70 kDa), e.
(55 kDa)
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4.4.3. 2-kloro-4-siilfamoyilanilin kolonundan saflastirtlan keci siitii LPO enzimi

SDS-PAGE giimiis boyama sonuclari

- S

il A4

e S

VA 7
a b

Sekil 4.16. 2-kloro-4-siilfamoyilanilin kolonundan saflastirilan ke¢i LPO enziminin

giimiis boyama SDS-PAGE fotografi
*a.Standartlar; 1. (250 kDa), 2. (150 kDa), 3. (100 kDa), 4. (70 kDa), 5. (50 kDa), 6. (40 kDa), 7. (30
kDa), b. Keci LPO (80 kDa)

4.5. Sigir Siitiinden 5-amino-1-naftalinsiilfonamid Maddesi ile Hazirlanan Afinite

Kolonunun Laktoperoksidaz Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Hazirlanan jelin tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet etkileri
incelendi. Kolonun kapasite tayin islemi su prosediire gore gerceklestirildi: Hazirlanan
jelden 1 mL alinarak dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona alindi
ve daha Onceden afinite ile elde edilen LPO enzimi ile doyuruldu. Enzimin fazlasi
yikama tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan LPO enzimi uygun eliisyon
tamponuyla eliie edilerek protein miktar1 belirlendi. Ayn1 zamanda jel kurutularak

tartildi ve mg protein/gram-jel cinsinden LPO enziminin tutma kapasitesi belirlendi.
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4.5.1. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi calisma sonuclari

pH:6,8’de LPO farkli sicakliklarda 5, 10, 15, 20 ve 25°C sicakliklarda tutma kapasitesi
belirlenerek (mg protein/g jel) sonuglar Sekil 4.17°de verildi.

0,1
0,09 -
20,08 - —&— 5-amino-1-
o> - .
= 0,07 naftalinsiilfonamid
= ]
£ 006
o 0,05 -
g 0,04 -
& 003
g 0,02
o
g 001 -
0 T T 1
0 10 20 30
Sicakhik °C

Sekil 4.17. Sepharose-4B-5-amino-1-naftalinsiilfonamid jelinin sicaklik-kapasite grafigi

4.5.2. pH’min kolon kapasitesine etkisi

Bu boliimdeki deneyler pH’s1 6,8 ile 9,5 arasinda degisen tamponlar kullanilarak yapildi
ve sonuglar (mg protein/g jel basina) belirlenerek Sekil 4.18”de verildi.
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0,35 T
=
2, 03 1 —&— 5-Amino-1-
= 0,25 - naftalinstlfonamid
]
< 0,2 -
o
o
IS 0,15 -
[<5]
= 0,1 -
g
& 0,05 -
X
0 T T T 1
6 7 8 9 10
pH

Sekil 4.18. Sepharose-4B-5-amino-1-naftalinsiilfonamid jelinin pH-kapasite grafigi

4.5.3. Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

LPO 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 4.19°da verildi.

08 -
07 -
06 -
05 -
04 -
03
02 -
01 -

0 T T T
0,5

——5-Amino-1-
naftalinstlfonamid

Kapasite (mg protein/g jel)

3 . 0,4
Iyonik Siddet

Sekil 4.19. Sepharose-4B-5-amino-1-naftalinsiilfonamid jelinin iyonik siddet [M]-
kapasite grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez kapsaminda LPO enziminin tek basamakta saflastirilmasi hedefelenmis ve bu
hedef dogrultusunda kromatografik yontemler yardimi ile enzimin saflastiriimasini
basarilmistir. Calistigimiz yontemlerin esasini  belirtmek gerekirse; kromatografik
yontem olarak kullandigimiz afinite kromatografisi ucuz ve ligand takilabilmesi kosulu
ile uygulanmasi kolay bir teknik olup saflastirilacak molekiil, matriks adi verilen bir
kolon maddesine kovalent ve tersinir baglanir. Genelde matriks olarak polimer madde
olan sefadeks, sefaroz ve biyojeller tercih edilir. Matriksle ligand arasinda etkilesmeleri

azaltmak i¢in araya uzanti kollar1 takilmasi gerekebilir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Saflastirilan enzimlerin Kantitatif protein tayinleri Bradford metoduyla yapildi ve afinite
kromatografisi ile saflagtirilan enzim ¢o6zeltisi ve hemolizattaki protein miktarlar1 bu
yontemle bulundu. Bu yontem, proteine Coomassie Brillant Blue G-250’nin baglanmasi
ve kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum
absorbans gosterir. Protein ile boya etkilesmesi ¢cok hizli olur. Bu yontemin hassasiyeti

1-100 pg arasindadir (Bradford and Williams 1976) (Sekil 4.1).

Saflastirma basamaklar1 sirasinda LPO enzimi aktivitesi, Shindler ve Bardsley
yonteminin hafif bir modifikasyonu sonucu belirlenen prosediire gore yapildi (Shindler
and Bardsley 1975; Doumonted and Rousset 1983; Kumar and Bhatla 1995). Bu
yontem ABTS kromojenik substratin H,O, tarafindan yiikseltgenmesi ve olusan renkli
bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 412 nm’de izlenmesi esasina dayanir.
LPO enziminin aktivitesinin belirlenmesinde bu ydntemin tercih edilmesinin
sebebi,ABTS literatiirde enzimin bilinen en iyi substratidir ve molar ekstinksiyon
katsayist bilinmektedir (€4123nm=32400 M1 Cm'l). Calismalar sirasinda kullandigimiz 1
enzim tunitesi 20°C’de 1 dakikada pmol ABTS’nin oksidasyonunu katalizleyen enzim

miktar1 olarak tanimlandi.
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LPO enziminin saflastirilmas1 konusunda bir¢ok kromatografik yontem kullanilmistir.
Bu yontemler uzun ve ekonomik olmayan yontemlerdir. Onceki galismalarimizda
Amberlite CG 50 H" recinesi ile kism1 bir saflastirma yapilip, sonra amonyun siilfat
¢oktiirmesi, CM Sephadex iyon degisim, Sephadex G100 jel filtrasyon kromatografisi,
amonyum siilfat ¢coktiirmesi ve diyaliz yapilarak 1 It siitten 5 mg LPO elde edilmistir
(Ozdemir et al. 2001; Cankaya et al. 2006).

LPO ilk kez afinite teknigi kullanilarak tek basamakta saflagtirilmistir. Bu calismada
siilfanilamidin LPO’nun yarismali inhibitérii oldugu K; degerinin 3,55x10™ M ve ICsp
degerinin 0,848 mM oldugu ve enzimin 409 kat saflastirildigi bulunmustur (Atasever et
al. 2013). Literatiirde siilfanilamidlerin LPO inhibisyonu yaptig1 ilk defa tarafimizdan

bulunmustur.

Tez kapsamindaki saflagtirma ¢aligmalarini daha ileriye gotiirme ve verimi artirmak igin
ke¢i ve manda siitleri LPO enziminin siilfanilamid tiirevi molekiillerinden saflastirilmasi
hedeflendi. Cizelge 3.1°de verilen bu tiirevlerin 6nce inhibisyonlarina bakildi sonra
jellerin sentezine gegirilerek saflasgtirma tablolar1 hazirlandi ve elde edilen sonuglar

tartigildi.

Siilfanilamid ligandi kullanilarak hazirlanan afinite kolonundan saflastirilan sigir LPO
enzimi izerine 3,4-diamino-benzensulfonamid, 6-aminopiridin-3-sulfonamid, 4’-
amino[ 1,1°-bifenil]-4-sulfonamid molekiilleri i¢in detayli kinetik ¢aligma yapildi, bu
calismalar sirasinda kiivetteki inhibitdr konsantrasyonlar1 Cizelge 4.1, 4.3 ve 4.5’ de
verildi. ABTS substratina bagli olarak inhibisyon etkisini incelemek amaciyla, doygun
olmayan ABTS (26.67x102 mM) reaksiyon ortamma farkli konsantrasyonlarda
inhibitor ilave edilerek aktivite degerleri hesaplandi. Elde edilen bu degerlerle %

Aktivite-Konsantrasyon grafikleri gizilerek 1Cso degerleri bulundu.

Sigir LPO igin bu grafikler Sekil 4.2, 4.4 ve 4.6’da gosterildi. Bu sonuglara gore ICs
degerleri 3,4-diamino-benzensulfonamid i¢in 43,31 uM, 6-aminopiridin-3-sulfonamid
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icin 11,94 uM ve 4’-amino[1,1’-bifenil]-4-sulfonamid i¢in ise 231,00 uM olarak

bulundu.

Sigir LPO enzimi i¢in 5 farkli ABTS substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit
inhibitor konsantrasyonunda aktivite dl¢iimii yapildi inhibitér konsantarsyonlari ¢izelge
42, 44 ve 4.6’da gosterildi. 3,4-diamino-benzensulfonamid, 6-aminopiridin-3-
sulfonamid, 4’-amino[1,1’-bifenil]-4-sulfonamid molekiilleri ig¢in Lineweaver-Burk

grafikleri cizilerek inhibisyon gesitleri ve K; degerleri bulundu.

Sigir LPO igin bu grafikler Sekil 4.3, 45 ve 4.7°de gosterildi. 3,4-diamino-
benzensulfonamid, 6-aminopiridin-3-sulfonamid molekiilleri yarigsmali inhibisyon, 4’-
amino[1,1’-bifenil]-4-sulfonamid  molekiilii ise yarigsmasiz inhibisyon etkisi
gostermektedir. Ki degerleri 3,4-diamino-benzensulfonamid i¢in 2,94 uM, 6-
aminopiridin-3-sulfonamid i¢in 0,90 puM ve 4’-amino[l,1’-bifenil]-4-sulfonamid
molekiili i¢in ise 77,49 uM olarak bulunmustur. Boylece saflastirmada kullanilan
ligandlarin detayli kinetik parametreleri ve inhibisyon tipleride ilk kez tespit edilmis
oldu (Cizelge 4.7).

3,4-diamino-benzensulfonamid, 6-aminopiridin-3-sulfonamid ve 4’-amino[1,1’-bifenil]-
4-sulfonamid molekiillerinin LPO enzimini inhibe ettigi ve doniisimli inhibisyon
gosterdikleri gozlendi ve bundan hareketle dontisiimlii inhibisyon etkisi gosteren bu

molekiillerin her biri igin afinite jelleri sentezlendi (Sekil 3.2)

Sekil 3.2°de gortildiigii gibi CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye L-tirozin uzanti
kolu kenetlenerek, her bir inhibitdrden 25 mg alinarak Sepharose-4B-L-tirozin- ligand
jelleri hazirlandi. Afinite jellerinin sentezlendigi siilfanilamid tiirevlerinin diazonyum
tuzu olusturarak jelin renklenmesinden anlasildi. Diazonyum tuzlar1 bilesikleri renkli

tirtinler verdigi literatiirde bilinmektedir (Atasever et al. 2013).

Cizelge 4.9’da gosterildigi gibi 5-amino-1-naftalinsiilfonamid molekiilii ligand olarak

kullanildiginda 200 mL kegi siitinden amberlit ile hazirlanan homojenattan 50 mL
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kolona tatbik edildiginde saflagtirma basamaklarinin sonunda spesifik aktivite 17,50
olup enzim 350,18 kat saflastirilmistir. Saflastirma basamaklari sonunda yilizde verim
degeri ise 5,45 olarak bulunmustur. 200 mL manda siitiinden amberlit ile hazirlanan
homojenattan 50 mL kolona tatbik edildiginde saflastirma basamaklarinin sonunda
spesifik aktivite 128,30 olup enzim 388,80 kat saflagtirilmistir. Saflagtirma basamaklari

sonunda ylizde verim degeri ise 3,48 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.8’de gosterildigi gibi 2-kloro-4-siilfamoyilanilin ligand olarak kullanildiginda
200 mL kegi siitiinden amberlit ile hazirlanan homojenattan 50 mL kolona tatbik
edildiginde saflagtirma basamaklarinin sonunda spesifik aktivite 31,30 olup enzim
447,57 kat saflagtinnlmigtir. Saflagtirma basamaklari sonunda yiizde verim degeri ise
35,24 olarak bulunmustur. Saflastirma sonunda 200 mL siitten 0,6 mg LPO (R,=0,6)
elde edilmigstir. Literatiirde ise 1 L sigir siitinden 6-9 mg LPO elde edilmistir. Elde
ettigimiz miktar literatiire yakindir (Kumar and Bhatla 1995).

200 mL manda siitiinden amberlit ile hazirlanan homojenattan 50 mL kolona tatbik
edildiginde saflagtirma basamaklarinin sonunda spesifik aktivite 91,10 olup enzim
151,86 kat saflastirilmistir. Saflastirma basamaklar1 sonunda ylizde verim degeri ise
20,34 olarak bulunmustur. Saflagtirma sonunda 200 mL siitten 0,86 mg LPO (R,=0,6)
elde edilmigtir. Literatiirde ise 1 litre si8ir siitiinden 6-9 mg LPO elde edilmistir. Elde
ettigimiz miktar literatiire yakindir (Kumar and Bhatla 1995).

5-amino-1-naftalin siilfonamid ligand olarak kullanildiginda, manda siitiinden %3,48
verimle 388,00 kat ve keg¢i siitiinden %5,45 verimle 350,18 kat saflastirilmistir. Tim
memeli siitlerinden saflastirma yapabilen molekiildiir. 5-amino-1-naftalinsiilfonamid
molekiiliniin ligand olarak kullanilma potansiyeli bu tez kapsaminda ortaya

konulmustur.

3-amino-4-kloro benzensilfonamid, 4-amino-3-metil benzensiilfonamid, 4-amino-6-
kloro-1,3-benzendistilfonamid,  3,4-diamino-benzensulfonamid,  6-aminopiridin-3-

sulfonamid, 4’-amino[1,1’-bifenil]-4-sulfonamid ligand olarak kullanildiginda kegi ve
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manda siitiinden saflastirma hi¢ gerceklestirilemedigi goziikmektedir. Ligand olarak
saflastirilmada kullanilmasi uygun degildir. Bu molekiillerin 4-amino grubu disinda 3-
amino gruplarinin yapmis oldugu diazen baglarinin kararsiz olmasi sebebi ile renkli
bilesikler, dizonyum tuzlar1 olusmamakta veya cok kararsiz olup reaksiyonun tam

olarak enzim saflastirilmasi igin yeterli olmadigi anlagilmaktadir.

Calisilan molekiillerden hazirlanan kolonlardan elde edilen LPO enziminin safligini
kontrol etmek amaciyla boliim 3.4’de anlatildig1 gibi SDS-PAGE elektroforezi yapildi.
Elektroforezin ilk kuyusuna molekiil agirligi bilinen proteinler konuldu, diger kuyulara
ise kec¢i, manda LPO enzimleri konularak molekiil agirliklar1 ve safliklar1 kontrol edildi.
Sekil 4.14, 4.15 ve 4.16’dan goriildigi gibi LPO enziminin literatiirde belirtildigi gibi
tek bant ve yaklagik 80.0 kdal molekiil agirligina sahip oldugu tespit edildi (Cankaya et
al. 2006).

5-amino-1-naftalinsiilfonamid ¢alisilan molekiiller igerisinde LPO saflastiriimasinda
etkili oldugu bulunan molekiilerden biridir. Hazirlanan afinite kolonundan saflastirilan
ke¢i ve manda siitii LPO enzimleri i¢in kinetik parametreleri tespit etmek amaci ile

yapilan ¢alismalar sonucu asagidaki gibidir.

5-amino-1-naftalinsiilfonamid kolonundan saflagtirllan manda LPO enzimi igin
optimum pH degerlerini tespit etmek amaciyla, ABTS substratt i¢in pH 5-8 araliginda
enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak 412 nm’de 6lgiildii. Aktivite-pH
grafikleri Sekil 4.8’de gosterildi. Bu grafikden ¢ikarilan sonuglara gore manda siitiinden
elde edilen LPO i¢in optimum pH’nin 5,5 oldugu bulundu. Kolondan saflastirilan
enzimin optimum sicaklik degerlerini tespit etmek amaciyla, ABTS substrati i¢in
sicaklik 5-80°C araliginda enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak 412
nm’de Olgiildi. Aktivite-sicaklik grafikleri Sekil 4.9°da gosterildi. Bu grafikden
cikarilan sonuglara goére manda siitiinden elde edilen LPO i¢in optimum sicakligin 70°C

oldugu bulundu.
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Manda LPO enziminin Ky ve Vma degerlerinin tespit edilmesi amaciyla; ABTS
kullanilarak optimum pH degerinde ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat
konsantrasyonunda aktivite degerleri Olgiildii. Bu amagla ABTS'nin stok ¢ozeltisinden
sirastyla 0,1 mL, 0,5 mL, 0,8 mL, 1,1 mL ve 1,5 mL alindi. Her bir ABTS
konsantrasyonunun uygulandigi deney icin, enzim aktivitesinin Ol¢iildiigli tampon
¢ozeltisiyle toplam hacim 2,8 mL'ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 0,1 mL enzim
¢oOzeltisi ve son olarak 0,1 mL H,O, katilarak, spektrofometrede 412 nm'de absorbans
degerleri Olgtldii. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi.
Grafiklerin ¢izimlerinde en kiigiik kareler regrasyon dogru denklemi kullanildi, sekil
4.10°da verildigi gibi Ky, ve Vmax degerleri grafik ve dogru denklemleri yardimiyla
hesaplanarak grafik ve tabloda gosterildi. Kn degeri 0,08, Vinax degeri ise 0,52 olarak
tespit edildi.

Manda LPO enzimin stabil oldugu pH'y1 tesbit etmek amaciyla pH'lar1 5, 5,5, 6,0, 6,5,
7,0, 7,5 ve 8,0 olan 10 mM NaH,PO, tamponlar1 hazirlandi. Belirtilen pH'lardaki
tampon ¢ozeltilerinin 1 mL’sine 1 mL enzim ¢o6zeltisi karistirilarak +4°C’de muhafaza
edildi. 5 giin boyunca 12 saat arayla yapilan aktivite l¢iimiinde manda LPO enziminin
stabil oldugu pH degeri Sekil 4.12°de gosterildigi gibi 8,0 olarak belirlendi.

5-amino-1-naftalinsiilfonamid kolonundan saflastirilan ke¢i LPO enzimi igin optimum
pH degerlerini tespit etmek amaciyla, ABTS substrat1 icin pH 5-8 aralifinda enzimin
gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak 412 nm’de o6l¢iildi. Aktivite-pH
grafikleri Sekil 4.8’de gosterildi. Bu grafikden ¢ikarilan sonuglara gore keg¢i siitiinden
elde edilen LPO i¢in optimum pH’nin 5,5 oldugu bulundu. Kolondan saflastirilan
enzimin optimum sicaklik degerlerini tespit etmek amaciyla, ABTS substrati icin
sicaklik 5-80°C araliginda enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak 412
nm’de Olgiildii. Aktivite-sicaklik grafikleri Sekil 4.9’da gosterildi. Bu grafikden
¢ikarilan sonuglara gore kegi siitiinden elde edilen LPO i¢in optimum sicakligin 70°C

oldugu bulundu.
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Ke¢i LPO enziminin Ky Ve Vpa 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
sirastyla 0,1 mL, 0,5 mL, 0,8 mL, 1,1 mL ve 1,5 mL alindi. Her bir ABTS
konsantrasyonunun uygulandigi deney icin, enzim aktivitesinin Ol¢iildiigli tampon
¢ozeltisiyle toplam hacim 2,8 mL'ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 0,1 mL enzim
¢oOzeltisi ve son olarak 0,1 mL H,O, katilarak, spektrofometrede 412 nm'de absorbans
degerleri Olgtldii. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi.
Grafiklerin ¢izimlerinde en kiiciik kareler regrasyon dogru denklemi kullanildi, Sekil
4.11°de verildigi gibi Ky, ve Vmax degerleri grafik ve dogru denklemleri yardimiyla
hesaplanarak grafik ve tabloda gosterildi. Kn degeri 1,44, Vinax degeri ise 0,09 olarak
tespit edildi.

Kegi LPO enziminin stabil oldugu pH'y1 tesbit etmek amaciyla pH'lar1 5, 5,5, 6,0, 6,5,
7,0, 7,5 ve 8,0 olan 10 mM NaH,PO, tamponlar1 hazirlandi. Belirtilen pH'lardaki
tampon ¢ozeltilerinin 1 mL’sine 1 mL enzim ¢o6zeltisi karistirilarak +4°C’de muhafaza
edildi. 5 giin boyunca 12 saat arayla yapilan aktivite 6l¢timiinde keci LPO enziminin

stabil oldugu pH Sekil 4.13°de gosterildigi gibi 5,5 olarak belirlendi.

Ozet Sonuglar Cizelge 5.1°de gosterildi.
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Cizelge 5.1. 5-amino-1-naftalinsiilfonamid kolonu memeli siitlerinden afinite kromatografisi ile
elde edilen LPO enzimi i¢in yapilan saflastirma, karakterizasyon ve kinetik ¢aligma sonuglari

Memeli Siitleri

Parametreler Keci Manda
Spesifik aktivite (EU/mg protein) 17,5 113,23
Saflastirma katsayisi 350,18 388,88
Optimum pH 55 55
Optimum Sicaklik (°C) 70 70
Kmn(mM) 1,44 0,08
Vinax (EU/mL) 0,09 0,52
Stabil pH 55 8,0
Molekiil agirhg (Da) 80,0 80,0

Hazirlanan 5-amino-1-naftalinsiilfonamid kolonu igin;

LPO enzimini tutma kapasitesi ¢alismalari yapildi. Enzimin kolon tutma kapasitesi
bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet parametreleri incelendi ve protein/gram-jel
cinsinden LPO enziminin tutma kapasitesi belirlendi. Kapasite tayin isleminde
hazirlanan jelden 1 mL alinarak dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir
kolona alindi ve daha onceden afinite ile elde edilen LPO enzimi ile doyuruldu.
Enzimin fazlas1 yikama tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan LPO enzimi
uygun eliisyon tamponuyla eliie edilerek protein miktari bulundu jel kurutulup tartilarak
mg protein/gram-jel cinsinden LPO enziminin tutma kapasitesi belirlendi (Arslan et al.
1996).

LPO enziminin saflastirilmasinda 5-amino-1-naftalinsiilfonamid ile hazirlanan kolonun
sicakligin kolon kapasitesine etkisini belirlemek amaci ile pH 6,8 da 5, 10, 15, 20 ve
25°C farkli sicakliklarda tutma kapasitesi belirlenerek (mg protein/g jel basina) grafik
edildi. Sekil 4.17’den goriildiigli gibi 5-amino-1-naftalinsiilfonamid kolonu i¢in uygun
baglanma sicaklig1 10°C olarak tespit edildi.
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LPO enzimi i¢in kolonda pH’nin baglanmay1 nasil etkiledigini belirlemek amaci ile
farkli pH’larda (pH 6,8 ile 9,5 arasinda) tamponlar kullanilarak en iyi pH i¢in sonuglar
(mg protein/gram-jel basina) Sekil 4.18’de grafik edildi. Buradan 5-amino-1-

naftalinsiilfonamid i¢in pH:8,5 civarinda maksimum baglanma oldugu tespit edildi.

Kolonlarin baglanma kapasitelerini etkileyen iyonik siddetin etkisini belirlemek amaci
ile enzimin optimum pH ve en uygun baglanma sicakliginda denemeler yapildi ve bu
iyonik siddet 0,2 M ile 0,5 M arasinda degistirilerek, sonuglar grafikle gosterildi. Sekil
4.19°da gorildigi gibi 5-amino-1-naftalinsiilfonamid i¢in 0,35 M konsantrasyonunda
baglanma maksimum oldugu belirlenerek hazirladigimiz afinite kolonundan LPO
enzimi i¢in tutma kapasitesi testleri yapilmis oldu. 5-amino-1-naftalinsiilfonilamid igin
10°C’de pH 8,5’da 0,35 M iyonik siddet konsantrasyonunda optimum baglanma 0,05
mg/g jel olarak tespit edildi.

Sonu¢ Olarak;

1. 2-kloro-4-siilffamoyilanilin, ~ 5-amino-1-naftalin  siilfonamid,  4-amino-3-metil
benzensiilfonamid, 3-amino-4-klorobenzensiilfonamid, 4-amino-6-kloro-1,3-
benzendistilfonamid, 3,4-diamino-benzensulfonamid, 6-aminopiridin-3-sulfonamid, 4°-
amino[ 1,1’-bifenil]-4-sulfonamid molekiillerinin her biri i¢in afinite jelleri sentezlendi.
Bu jellerden ke¢i ve manda siitii LPO enzimleri igin ilk defa tek kademede saflastirma
sonugclari verildi.

2. 3,4-diamino-benzensulfonamid, 6-aminopiridin-3-sulfonamid ve 4’-amino[1,1’-
bifenil]-4-sulfonamid molekiillerinin LPO enziminin yeni inhibitorleri oldugu bulundu.
3. 5-amino-1-naftalinsiilfonilamid afinite jelleri ile saflastirilan kegi ve manda siitleri
LPO enzimi igin optimum pH, optimum sicaklik, stabil pH, Ky ve Vmnax gibi Kkinetik
parametreleri tespit edildi.

4. 5-amino-1-naftalinsiilfonilamid kolonlar1 igin enzimin kolon baglama kapasitesi
sicaklik, pH ve iyonik siddet gibi parametreleri hesaplandi.

Bu kolonlardan saflastirilan enzimlerin SDS PAGE giimiis boyama yapilarak safligi
gosterildi.
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