KECi SUTUNDEN !.AKTOPEROKSiQAZ (LPO) ENZiMiNiN SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU, BAZI ILACLARIN INHIBISYON ETKISININ
INCELENMESI
Mehmet Muhsin EROL
Yuksek Lisans Tezi
Biyoloji Anabilim Dali
Danigman: Yrd. Dog. Dr. Metin Tansu UGUZ

Aralik 2013



T.C.
BINGOL UNIVERSITESI

FEN BILIMLERIi ENSTITUSU

KEGI SUTUNDEN LAKTOPEROKSIDAZ (LPO)
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU, BAZI ILAGLARIN
INHIBISYON ETKISININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Mehmet Muhsin EROL

Enstitu Anabilim Dah : BiYOLOQJi

Tez Danigmani : Yrd. Dog. Dr. Metin Tansu UGUZ

Aralik 2013



T.C.

BINGOL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERIi ENSTITUSU

KEGi SUTUNDEN LAKTOPEROKSIDAZ (LPO) ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU, BAZI ILAGLARIN
INHIBISYON ETKISININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Mehmet Muhsin EROL

Enstitii AnabilimDali : BiYOLOJI

Bu tez 22.01.2014 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile kabul
edilmigtir.

Yrd. Dog. Dr. Metin Tansu Dog. Dr. Mustafa KOYUN  Yrd. Dog. Dr. Nevzat ESIM
uGuz

Jiri Baskani Uye Uye

Yukaridaki sonucu onaylarim

Dog. Dr. ibrahim Y. ERDOGAN

Enstitii Midiiri



ONSOZ

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum bu calismanin deneysel kismi Bingdl Universitesi
ve Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Merkezi Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. Bu c¢alismay1 hazirlamamda ¢ok biiyiilk emegi gecen ve sonsuz
hosgoriisii ile tezimi bitirmemde biiylik destegi olan tez hocam saym Yrd. Dog. Dr. Metin
Tansu UGUZ’a;

Yiiksek lisans ders doneminde ders aldigim ve isimlerini buradan zikredemedigim degerli
hocalarim; Calismalarimda yardim ve desteklerini esirgemeyen yengem Ogr. Gor. Fatma

Zuhal EROL ve sevgili abim Ogr. Gor. Ebumiisliim EROL’a;

Ayrica daima yanimda olan, bugiinlere gelmemde biiylik emek, sabir, hosgoérii ve
desteklerini esirgemeyen anneme, babama ve aileme en igten duygularimla tesekkiir

ederim.

Mehmet Muhsin EROL

BINGOL - 2013



ICINDEKILER

ON SO Z . e e, ii
ICINDEKILER . .....ouitiet e, iii
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI..........ccooiiiiiiiiiii e vi
SEKILLER LISTESI. ... ouiiiii e, vii
TABLOLAR LISTESL. . ..ottt viii
OZE T ., iX
ABSTRACT ... e, X

GRS . .., 1
BOLUM 2.

MATERYALLER Ve YONTEMLER .........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiie e 13

2.1 MATERYAL ..ottt 13

2.1.1. Kullanilan Numune ve Kimyasal Maddeler.............ccccoiniiiinnnnn. 13

2.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar................cccciiiiiiiiiiien. 13

2.1.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi .........cccccoccvviiiniiiiniiie e, 14

2.2.1. Protein TAYINI .....oniieiiiiiiceeeeee et 17

2.2.1.1. Kalitatif Protein Tayini ... 17

2.2.1.2. Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini .................... 17
2.2.2. Laktoperoksidaz AKEIVITEST TAYINI .....ccvverieiiieienie e 18
2.2.3. Kegi Siitiinden Laktoperoksidaz Enziminin Saflastirilma Calismasi.. 19
2.2.3.1. Amberlite CG 50 H" Reginesi Kullanilarak Enzimin Kismi
Saflastirilma. ... ..o 19
2.2.3.2. . Amonyum Siilfat Coktlirmesi ve Diyaliz..........ccc.cccovrnnne. 20
2.2.3.3. CM-Sephadex C-50 Iyon Degisim Kromatografisi ............ 21



2.2.3.4. 1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz ............ccccovrvrnnn, 22
2.2.3.5. Sephadex G—100 Jel Filtrasyon Kromatografisi.............c...... 22
2.2.3.6. l1l. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz ...................... 23
2.2.3.7. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin
Belirlenmesi ..., 23
2.2.4. Kegi Laktoperoksidaz Enzimi Uzerine Kinetik Calismalar.................. 24
2.2.4.1. Keci Siitii LPO Enzimleri Icin Ky Ve Vinax Degerlerinin
Bulunmast...... ..o 24
2.2.5. Sefotaksim Sodyum’un Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin

INCRIENMEST. . ..o e e e e, 25

BOLUM 3.
3.1. Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullanilan Standart

Grafik. ..o 26

3.2. Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini Igin Kullanilan Standart

GrafiK. ..., 27
3.2.1. Amonyum Siilfatla Coktiirme Sonuglart .........cccooevviiiiiiinniennne 27

3.2.2. Laktoperoksidaz Enziminin CM-Sephadex C-50 H* iyon Degisim 27
Kromatografisi ile Saflagtirma Sonuglart ...,
3.2.3. Laktoperoksidaz Enziminin  Sephadex- G 100 Jel Filtrasyon 28
Kromatografisi ile Saflagtirma Sonuglart .............ccocoomiiiiiiiiiiiiniee
3.2.4. LPO Enziminin Saflastirma Basamaklar1 Sonuglart ....................... 29
3.2.5. SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuglari .........cccccccvviineennnn. 30
3.3. ABTS Substrat1 Icin Ky ve Vmax Degerlerinin Bulunmasima Yonelik
calisma SONUGIAIT ... ..o e 31

3.4. LPO Enzimi Uzerine Sefotaksim Sodyum’un Inhibisyon Kinetiginin

INCEIBNMEST ....ove e, 32
3.5. Kegi Siitii LPO’su Ile ABTS Substrat1 I¢in Sefotaksim Sodyum Inhibisyon
kinetiginin Incelenmesi(%100 AKtIVIte).............cccoeiviiiiiiiiieieiee, 34



BOLUM 4.

SONUCLAR VE ONERILER .....c.uiniiniii e

KAYNAKLAR . ..o,
OZGECMIS . .o e,



SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

ABTS : 2,2’-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-sulfonik asit)
CFU :Koloni forming unit

CM - : Karboksi metil-

POD : Peroksidaz

E : Enzim

E.C. : Enzim kod numarasi

E.U. : Enzim {nitesi

El : Enzim inhibitér kompleksi

ESI :Enzim inhibit6r substrat kompleksi
HCL : Hidroklorik asit

LPS :LPO-tiyosiyanat —hidrojen peroksit
I : Inhibitor

LPO : Laktoperoksidaz enzimi

PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi
RNA : Riboniikleikasit

S : Substrat

SDS : Sodyum dodesilstilfat

TCA : Triklor asedik asit

uv : Ultraviyole

Vi



SEKILLER LISTESI

Sekil 3.1.
Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Lowry yontemiyle protein tayininde kullanilan standart garfik ...........
Kegi siiti LPO enziminin CM-Sephadex C-50" iyon degisim
kromatografisiyle saflastirilmasi sirasinda eliiatlarda 280 ve 412 nm’
de elde edilen absorbans degerlerini gosteren grafik ........................
Keg¢i siti  LPO enziminin  Sephadex-G100 jel filtrasyon
kromatografisiyle saflastirilmasi sirasinda eliiatlarda 280 ve 412 nm’de
elde edilen absorbans degerlerini gosteren grafik ...........................
Kegi siitii LPO enzimi i¢in ABTS subsratiyla elde edilen Lineweaver-
Burk grafigi ......oooooiiii
LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla ila¢ (Sefotak-1g sefotaksim
Sodyum) inhibitorii esliginde elde edilen Lineweaver- Burk
grafikIeri. .. ..o,
Kegi siitli LPO enzimi i¢cin ABTS substratiyla ve sefotaksim sodyum

ile elde edilen % aktivite- konsantrasyon grafigi ...........ccccecereeinuenenn.

vii

26

28

29

31

34

35



TABLOLAR LIiSTESI

Tablo 3.1.
Tablo 3.2.

Tablo 3.3.

Tablo 3.4.

Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Kegi siitii LPO enziminin saflastirilma basamaklari sonuglart ...............
Kegi siitiinden elde edilen LPO’nun ABTS substrati ile yapilan Kinetik
caligmalarinin toplu sonuglart ...,
LPO enzimi igin ABTS substratiyla inhibitor kullaniimadan elde edilen
deney prosediirii ve 1/V, 1/[S] degerleri ..........ooevviiiiiiiiiiiinninn...
LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla ilag (sefotak-1g Sefotaksim
sodyum) inhibitorii esliginde elde edilen 1/V, 1/[S] degerleri ve deney
O] =Te L1 4
Kegi siitiinden elde edilen LPO {iizerine sefotaksim sodyumun inhibisyon
etkisini bulmak i¢cin ABTS substratiyla yapilan deney prosediirii ve
SONUGIATIL. ...t
Kegi siiti LPO’sunun ii¢ farkli ilag konsantrasyonuna karsi gizilen
Lineweaver- Burk grafiklerinden elde edilen K; Ky ve Vma

(0[S0 4 17 s D PP

viii

30

31

32

33

36



OZET

Anahtar Kelimeler: Laktoperoksidaz, Kinetik, inhibisyon, Sefotaksim Sodyum.

Bu calismada laktoperoksidaz enzimi (LPO) (E.C.1.11.1.7) kegi siitlinden biyokimyasal
ve kromatografik yontemler kullanilarak saflastirilmis ve bazi kinetik ozellikleri
aragtirllmistir. Laktoperoksidaz enziminin keci siitiinden saflastirilmasi i¢in, Amberlite
CG-50 H” recinesiyle kismi saflastirma yapilarak, % 90 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve
diyaliz, CM-Sephadex C-50 iyon degisim kromatografisi, % 90 II. amonyum siilfat
¢oktiirmesi ve diyaliz, Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi, % 90 Ill. amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz, sirasiyla calisildi. Enzim safligit SDS-PAGE (Sodyum
dodesilsiilfat) elektroforezi ile belirlendi. Bir litre kegi siitiinden spesifik aktivitesi 7.21
EU/mg protein belirlendi. ABTS substrati i¢in Ky Ve Vmax degerleri ile optimum pH,
optimum sicaklik belirlendi.

Laktoperoksidaz enzimi saflastirma islemleri sonucunda 1 litre yagi alinmis taze siitten
13.35 kat saflastirildi ve 1.9 mg (Rz=0.7) LPO elde edildi. Enzim saflagtirilmasi sirasinda
aktivite tayinleri i¢in 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) subsrati
(<<»:412nm=32400M'1 Cm'l) kullanildi. Sefotaksim Sodyum’un enzim iizerindeki inhibisyon
etkisi incelendi. ABTS ve H,0, (Hidrojen peroksit) substratlar1 kullanilarak yapilan
calismada kullanilan ilacin enzimi inhibe ettigi ve inhibisyon tipinin antibiyotik i¢in
yarigmali inhibisyon oldugu bulundu.

ix



PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
LACTOPEROXIDASE FROM GOAT MILK, INVESTIGATION OF
INHIBITiON EFFECTS OF SOME DRUGS

ABSTRACT

Keywords: Lactoperoxidase, Kinetics, Inhibition, Cefotaxime Sodium.

Lactoperoxidase was purified from healthy goat milk by using biochemical and
chromatographic techniques and some Kkinetics properties (inhibition, antibacterial,
antifungal) have been investigated. For the purification of LPO milk was first treated
partial purification with Amberlite CG-50 H* resins and later l.ammonium sulphate
precipitation by using 0-90% saturated ammonium sulfate and dialyze. CM-Sephadex C-
50 ion- exchange chromatography, 0-90% saturated Il.ammonium sulfate and dialyze.
Sephadex G-100 gel filtration chromatography and 0-90% saturated Ill.ammonium
sulfate and dialyze were employed, respectively. Enzyme purity determined by SDS-
PAGE electrophoresis. LPO from goat milk (specific activity 7.21 EU/mg protein), per
liter were determined. For the ABTS substrate determined enzyms optimum pH and
temperature with K, and Vinax values were determined.

Lactoperoxidase enzyme was purified 13.35 times from 1 liter defatted milk and 1.9 mg
of enzyme was obtained. 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)
substrate (€4120m=32400M™ cm™) was used for the enzyme activity assays during enzyme
purification processes. In this study. Inhibition were measured in the presence of ABTS
and H,0O, as substrates. Some antibiotics has been investigated to effect of inhibition on
LPO. For antibiotic inhibition type was found to be competitive.



BOLUM 1. GIRIS

Enzimler canli organizmalardaki reaksiyonlar1 hi¢ bir yan iirlin olusturmadan % 100’ liik
bir iirlin verimi saglayarak katalizleyen, katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik bir grubu
hari¢ olmak iizere protein yapisindaki biyolojik katalizérlerdir. Enzimlerin en 6nemli
ozellikleri katalizleme gii¢leri ve spesifik olmalaridir (Lehninger, 1982; Keha ve
Kiifrevioglu 2000).

Baz1 enzimler katalizleme fonksiyonlarini yalniz protein yapilariyla yerine getirebilirken,
bazilar1 da protein yapisinda olmayan “kofaktor” adi verilen gruplara ihtiya¢ duyarlar.
Kofaktor bir metal iyonu olabildigi gibi “koenzim” denilen kompleks bir bilesik de
olabilir. Bazen aktivite i¢in ikisi de gerekebilir (Bingdl 1983; Lehninger 1982; Keha ve
Kiifrevioglu 2000).

Enzimlerin katalitik etkilerini {izerinde gosterdikleri maddelere “substrat” denir. Onceden
enzimler, substrat isimlerinin sonuna ‘az’ eki getirilerek (lireaz, proteinaz, fosfataz gibi)
veya enzimi ilk defa kesfeden nasil bildirmisse (tripsin, pepsin gibi) adlandirilirken,
giinlimiizde daha c¢ok Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan yapilan sistematik
siiflandirma kullanilmakta ve bu siniflandirmada her enzimin 4 rakamli kod numarasi
(E.C) bulunmaktadir. Sistematik siiflandirma sonucu enzimler 6 ana grupta toplanmis
olup, bunlar sirasiyla: “Oksidorediiktazlar, Transferazlar, Hidrolazlar, Liyazlar,

Izomerazlar ve Ligazlar” dir (Lehninger 1982; Bingdl 1983; Keha ve Kiifrevioglu 1997).

Enzimlerin en onemli Ozelliklerinden birisi de, katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve
irline dontistiirdiikleri substratlara kars1 son derecede spesifik olmalaridir. Bdylece
enzimler, hiicre i¢cinde meydana gelen reaksiyonlarin hatasiz ve hicbir yan {iriin
olusmadan yiiriitilmesine imkan verirken, ayni zamanda istiin katalizleme giicii
sayesinde laboratuvar sartlarinda gerceklestirilmesi ¢cok zaman alan ve ¢ok sayida

basamaga ihtiya¢ duyulan bazen de yiiksek sicaklik, yiiksek basing, asir1 bazik ve asidik



ortam gerektiren reaksiyonlarin hiicre i¢i sartlarda saliselerle dlciilebilecek kisa zaman
araliklarinda meydana gelmesini saglarlar (Keha ve Kiifrevioglu, 2000; Lehninger 1982;
Bingol 1983).

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

kullanilan temel bir ifadedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2000).

V=V [SI/K+[S]

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

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

Denklemde Kp; 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. Bir ¢ok enzim igin bu deger 107 ile 10° M
arasindadir. K, degeri enzimin konsantrasyonuna bagli olmayip, substratin yapisina,
pH’ya, sicakliga ve iyonik siddete baglidir. Birden fazla substrata sahip enzimlerde her
bir substrat icin ayr1 bir Ky, degeri vardir.

Bir enzimin kinetik Ozellikleri hakkinda en faydali bilgiler Michaelis-Menten
denkleminde yer alan enzimin substrata ilgisini ifade eden K, sabiti ve enzimin katalitik
aktivitesini gosteren Vmax degerlerinden elde edilir. Bu iki deger degisik substrat
konsantrasyonlarinda hizlar bulunarak V-[S] grafigi (Michaelis-Menten grafigi) veya
1/V-1/[S] grafigi (Lineweaver-Burk grafigi) bulunur (Keha ve Kiifrevioglu, 2000).

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 igin Ky, degeri, optimum pH’s1, enzimin kararli ve aktivitesinin yiiksek

oldugu sicaklik araligi, substratin kaybolus ve iirlin olusum hizlarinin tespit edildigi basit



bir analitik metod bilgileri gereklidir. Enzimler i¢in genel iinite tanmm “25 °C’de ve
optimal sartlarda 1pmol substrati bir dakikada iirline doniistiiren enzim miktar1” olarak
tanimlanmistir, buna bir enzim fnitesi denir (Lehinger, 1982; Bingol, 1983; Keha ve
Kiifrevioglu, 2000).

Enzim aktivitesi {izerinde etkili olan faktorler; substrat konsantrasyonu, enzim
konsantrasyonu, pH, iyonik siddet, inhibitér ve aktivatorlerin konsantrasyonlaridir.
Enzimler, optimum pH ve doygunlugun iizerindeki substrat konsantrasyonlarinda
calisirlar. Boylece sifirinct dereceden bir reaksiyon olusur. Enzim kofaktor iceriyorsa,
koenzim veya metal iyonlar1 konsantrasyonlart doygunlugun ¢ok {iizerinde alinir. Bu
durumda sistemde hiz1 sinirlayan tek faktdr enzim konsantrasyonudur. Yani bu durumda
hiz, enzim miktariyla dogru orantilidir. Bu yiizden diisiik substrat konsantrasyonlarinda

elde edilen degerler daha az sagliklidir (Lehinger, 1982) .

Enzimlerin katalizleme giicleri “furnover sayisi” denilen ve "birim zamanda bir mol
enzimin {iriine dondistiirdiigli 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 baghi basina bir kontrol
mekanizmas1 olusturur. Bircok ilaclar ve zehirli bilesikler fonksiyonlarini bu yolla
gerceklestirirler. Inhibisyon olayindan aymi zamanda enzim etki mekanizmalarmin

incelenmesinde de faydalanilir.

Enzimatik inhibisyon baglica doniisiimlii ve doniislimsiiz olarak ikiye ayrilir.
Dontisiimsiiz inhibisyon‘da inhibitér enzime ya kovalent olarak baglanir yada kolay
ayrilamayan bir kompleks olusturur. Sinir uyarilarinin uyarilmasinda 6nemli bir rol
oynayan asetil kolin esteraz enziminin sinir gazi zehirleri tarafindan inhibisyonu buna bir

ornektir.

Doniistimsiiz inhibisyonda Vpa (enzimatik reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz)
azalir, Ky, ise (enzimin substrata ilgisini gdsteren sabit) degismeden kalir. Reaksiyon

semas1 asagida gosterildigi gibidir (Keha ve Kiifrevioglu, 2000).



k1 k3

E+58 * ES * E+P

+ k2

EI

Déniistimsiiz inhibisyonun aksine doniistimlii inhibisyonda, enzimle inhibitor etkilesmesi
bir denge reaksiyonu seklindedir. Doniisiimlii inhibisyonun en basit tipi yarigmali
(kompetitif) inhibisyon’dur. Yarigmali inhibitér yap1 itibartyla substrata benzer ve
enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece substratin enzime baglanmasi 6nlenmis olur.
Fakat substrat konsantrasyonu artirilarak inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani
enzimin Vpmax degeri degismezken, Ky, degeri artar. Yarigmali inhibitor varhigindaki

reaksiyonun semasi agagida gosterildigi gibidir.

k1 k3
E+ S —» ES5 —»E+P
.‘—
+ k2
I
s
EI

Yine doniisiimlii bir inhibisyon tipi olan yarigsmasiz (nonkompetitif) inhibisyon’da
inhibitor ve substrat enzime ayni anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin ayni
bolgesine olmadigini gosterir. Yarigmasiz bir inhibitdr etkisini bir enzimin turnover
sayisini, yani katalitik aktivitesini diisiirerek goOsterir. Burada inhibitdr ve substrat

arasinda yarigma sz konusu degildir. Substrat konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon



ortadan kaldirilamaz. Enzimin V.« degeri azalirken Ky, degeri sabit kalir. Inhibitoér ve
substrat farkli bolgelere baglandigindan enzimin iki ¢esit inaktif kompleksi meydana

gelir; EI ve ESI. Reaksiyonun semas1 asagida gosterildigi gibidir.

k1 ka
E+S ———* ES — ——* E+P
+ k2 +
I I

EI+ S s ESI

Bir baska donilistimlii bir inhibisyon tipi olan yar1 yarismali (nonkompetitif)
inhibisyon’dur. Bu inhibisyon ¢esidinde inhibitdr serbest enzime baglanamaz. Sadece ES
kompleksine baglanir. Bunun i¢in tek substrathi sistemlerde yar1 yarismali inhibisyona
seyrek rastlanir. Daha ¢ok birden fazla substratli enzimler i¢in gegerlidir. Reaksiyon

semas1 asagida gosterildigi gibidir.

k1 k3

ESI kompleksi ortamda siirekli var olacagindan yar1 yarigmali inhibitor varliginda Vmax

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.

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 ti¢ farkli sabit
inhibitér konsantrasyonunda ¢izilir. Grafikteki kesim noktalar1 degerlendirilerek,

inhibisyon ¢esidi ve K; degerleri tesbit edilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2000).

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

bulmustur (Lehninger, 1982).

Peroksidazlar (POD) (H,O,-oksidoreduktaz E.C, 1.11.1.7); Peroksidazlar, biyolojik
sistemlerde antioksidatif etkiye sahip olan enzimlerin en onemlileri arasinda sayilabilir
(Hussain et al.1995). H,O, (hidrojen peroksit)’i 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,
guaiacol, pirogallol, homovonillinik asit, hidrokinon, 1,2 ve 1,4-fenilendiamin,
lokomalasit yesili, 2,6-diklorofenolindifenol, 4,4’-diaminodifenilamin, propiyonil
promozin, benzidin, o-tolidin, di-0-anisidin ve bazi azo boya tiirevleri sayilabilir (Piitter
and Becker, 1987; VanHuystee, 1987).

Peroksidazlar ; hayvanlarda, at turpu, ananas, incir, baklagiller, misir, 1spanak ve tiitiin
gibi yiiksek bitkilerde, mayalarda, mantarlarda bakterilerde mevcuttur. Memelilerdeki
peroksidaz enzimleri; siitte, l0kositlerde, trombositlerde, karacigerde, dalak, uterus,
tikiirik bezleri ve akciger duvarlarinda, sitoplazma, mitokondriler, mikrozomlar ile

lizozomlarda lokalize olmustur (Piitter and Becker, 1987).

Biyolojik materyallerde guaiacol'iin 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 Ozellikle bitki fizyolojisinde artan fizyolojik

fonksiyonlarin sayisinin bircogu peroksidazlarla bagdastirilmaktadir (VanHuystee, 1987).

Peroksidazlarin prostetik gruplar1 protohem'dir. 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 bir ¢ok maddenin zararina olacak
sekilde indirgenir (Doumonted and Rousset, 1983). Peroksidazlar tarafindan kataliz
edilen reaksiyon komplekstir ve asagida genel formiilii verilen reaksiyonlar1 katalizlerler

(VanHuystee, 1987).

HO, + AH, Fooksde o6 L 4

Antioksidan enzimlerin ayni zamanda serbest oksijen radikallerini gidererek biyolojik
oksidatif hasarlar1 engelledigi bildirilmektedir (Harris, 1992). Peroksidazlar c¢esitli
aromatik komponentleri substrat olarak kullanarak, metabolizma esnasinda ortaya c¢ikan
H,0,’yi etkisiz hale getirmektedir (Robert et al.., 1993). Ornek olarak, katekolun

oksidasyonunu verelim:

OH o
OH

+ H,0, Peroksidaz _ + 2H,0

POD; spesifik aktivite, substrat ilgisi, kofaktorler, inhibitorlere hassasiyet ve optimum pH

gibi biyokimyasal 6zellikleri farkli olan ¢ok sayida izoenzimden olusmustur (Fric, 1976).

[k sentezlenen peroksidazin protein kismu fonksiyonel degildir. Holoenzim, hem grubu
ile apoproteinin birlestirilmesi ile fonksiyonellik kazanir (Fric, 1976; VanHuystee, 1987).

Peptid zinciri iizerindeki ikinci prostetik grup glikozid yan zincirleridir. Cogu peroksidaz



izoenzimleri molekiiler agirliklarmin % 15-17’si kadar karbohidrat igerirler (VanHuystee,
1987). Hem grubu ve glikozidik gruplara ilaveten kalsiyum (Ca*?) iyonu da peroksidaz
salinimi ve yapisal devamliligi i¢in gereklidir (Fric, 1976; VanHuystee, 1987). Degisik
arastirmacilar tarafindan at turpu (horse radish) peroksidazin 31-33,8 kdal molekiil
agirlikta oldugu ve hem grubuna ilaveten bir glikozid yan zincir icerdigi kaydedilmistir
(VanHuystee, 1987). Izoenzimlerin sayis1 ¢esitli inhibitér ve aktivatdrlerin

mevcudiyetinde degisebilmektedir (Fric, 1976).

Peroksidazlarin bir¢ok fizyolojik olayda rol aldigi ve bir ¢ok metabolik reaksiyonun
gerceklesmesine yardimci oldugu bilinir. Her gecen gilin yeni yapilan kapsamli
aragtirmalarla c¢ok sayida fonksiyona sahip olduklar1 anlasilmistir. Bundan sonra
yapilacak calismalarla daha bircok fonksiyon ve Ozelliklerinin ortaya c¢ikacagi

inancindayiz.

Laktoperoksidaz enzimi (LPO) ( Hidrojen peroksit Oksidorediiktaz E.C. 1.11.1.7);
Memelilerin siitiinde, gdzyasinda, tiikriigiinde ve hava yollar1 yiizey sivisinda (Prince,
2000; Conner et al, 2002) bulunan prostetik grup olarak hem grubu igeren bir
glikoproteindir (Kumar and Bhatla, 1995; Boats and Floris, 2006; Amornkul, 2007).
1940’11 yillarda sigir siitiinde bulundugu rapor edilmistir. Bu enzim siit i¢indeki 6nemli
enzimlerden biridir. Ayrica LPO patojen mikroorganizmalara karsit ve yeni dogan
bebeklerin sindirim sisteminden salgilanan, savunmada Onemli bir rol oynayan, siit
igersine salgilanan bir oksidorediiktazdir. (Naidu, 2000; Toruch et al., 2004). Kegi
stitiinde 0.1- 0.7 mg/ml konsantrasyonda bulunur. (Naidu, 2000; Fonteh Et al., 2002).
LPO enzimi memelilerin non-immun biyolojik savunma sisteminin dogal bir bileseni
olarak islev gorerek, asagidaki reaksiyonda goriildiigli gibi tiyosiyanat iyonunun siitte
dogal olarak bulunan (Wolfson, 1993) antibakteriyal hipotiyosiyanata peroksidasyonunu
katalizler (Reiter, 1984; Kumar and Bhatla, 1995; Hamon, CB; Shin Et al, 2001) .Cig
siitte tiyosiyanat ve H,O; diisiik konsantrasyonda olmasina ragmen, laktoperoksidaz fazla

miktarda bulunur (KussenDrager and Van Hooijdonk, 2000).

LPO

SCN- + H202 ——* OS8CN- + H20



LPO sistem ortamda H,O, (hidrojen peroksit) ve Tiyosiyanat iyonu bulundugu zaman
stitte dogal bir inhibitor olarak etki gosterir (Reiter, 1984). Hastalik yapici bakteriye ait
metabolik enzimlerin fonksiyonlarini bozar (Hoogendorn and H.Piessens, 1977; Pruitt,
1982). Yani patojenlerin yasami i¢in onemli olan c¢esitli proteinlerin tiol gruplariyla
reaksiyona girer, Oyle de dnemli enzim ve protein sistemlerini inaktive eder (Sermon et

al, 2005).

Laktoperoksidaz enzimi ayni zamanda iyodiiriin hidrojen peroksitle oksidasyonunu da
katalizler (Bayse et al, 1972). Bu peroksidazlar memeli sisteminde yaygin olarak
bulunurlar (Sing, 2009).

LPO

2I-+ H:0; +2HT ——* I + 2H:0

Tiyosiyanat iyonu mide ve bobreklerde, tiroid bezinde tiikiiriikte ve hayvan dokularinda
yaygin bir sekilde dagilmistir (Food Standarts, 2002) ve hayvan tiirlerine gore degisiklik
gosterir (Wit, 1996) ayn1 zamanda hayvan cins ve laktasyon donemlerine gore, (Zapico,
1991) yil mevsimlerine (Dabur, 96) ve beslenmeye gore de farklilik gdsterir (Thomas,
1981). Iyodin metabolizmas1 ve bunun sonucu olarak troid fonksiyonlarmin araya
girmesiyle tiyosiyanat iyonunun asir1 aliminin yiiksek diizeyde toksik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Vilkki, 1962).

Laktoperoksidaz enzimi, %8-10 karbohidrat igeren ve molekiil agirligi yaklasik 80-85
kdal (Thomas EL, 1991) olan tek bir polipeptid zincirinden olusur (Elegamy, Ruppanner,
Ismail, Champagne, Sisecioglu, 2010). Degisik arastirmacilar tarafindan LPO enziminin
612 amino asit zincirinden ibaret tek bir polipeptid zinciri ihtiva ettigi (Paul et al, 1985).
antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu (Haddain et al, 1996) Laktoperoksidazin her molii
basina bir demir molekiili ve yaklasik %10 karbonhidrat ihtiva ettigi, ve proteinin 3
boyutlu yapis1 gii¢lii bir sekilde ¢elatlanmis bir kalsiyum iyonuyla stabilize oldugu ifade

edilmistir (Bjorck L., 1979 ). LPO Sistemin gorevi ¢esitli karsinojenlerin pargalanmasi
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yaninda peroksidatif etkiye kars1 hayvan hiicrelerini korudugu rapor edilmistir (Tenovuo,

J.0.,1985).

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 katalizlerler
(Doumonted and Rousset, 1983; Kumar and Bhatla, 1995). En yaygin substratlari
arasinda ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit), guaiacol ve katekol
gibi basit fenoller sayilabilir (Shindler and Bardsley, 1975; Metodiewa et al, 1989; Daniel
et al, 1997). Ayrica hidrazinler tarafindan da inhibe edildigi bilinmektedir (Kumar and
Bhatla, 1995). Baz1 tiyokarbamid bilesiklerinin sigir LPO enzimini inhibe ettikleri
belirlenmistir (Doerge, 1986).

LPO enzimi i¢in optimum sartlar rapor edilmesine ragmen inhibitdrleri tam olarak
bilinmemektedir. Fakat cevresel kirleticiler, agir metaller arasinda bir grup elementlerin
enzimin katalitik aktivitesi iizerine etkileri bilinmektedir (M.B Hinojosa, 2001 ).
Laktoperoksidaz (LPO) H,0, mevcudiyetinde yapilan ¢alismada guaiacol oksidasyonun
mekanizmasi aydinlatilmis ve guaiacol’iin 3,3’-dimetoksi-4,4-bifenokinone’a okside

oldugu bulunmustur (Daniel et al. 1997).

OH

O,
CHg .
Qerok5|da;
H,0O,
. icol
Guaicol Gua co
/CH3 HSC‘
@) (@)
H
o o
R H

CH HaC, CHa HsC.
o_ ° *o o o

3,3'-dimethoxy-4,4'-biphenoginone 3,3'-dimethoxy-4,4'-dihydroxybiphenyl
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LPO enzimi; insan, sigir, buffalo, ke¢i, koyun gibi bazi memeli siitlerinden (Doumonted
and Rousset, 1983; Kumar and Bhatla, 1995; Jacob et al, 1998) ve ayni zamanda
memelilerin tiikkriik (Monson et al, 1988). ve gboz yasindan da saflastirilarak bazi

ozellikleri ve katalizledigi reaksiyonlar aragtirilmistir.

Bu baglamda sigir siitii laktoperoksidazin prostetik hem grubu yapisal karakteristikleri
(Rae et al, 1998) sigir LPO aktivitesinin stabilizasyonu tizerine surfaktanlarin etkileri
(Marcozzi et al, 1998), ke¢i siitiinde laktoperoksidaz sistem komponentleri tizerine
laktasyon giinlerinin etkileri (Zapico et al, 1991), LPO vasitasiyla norepinefrin
peroksidatif oksidasyonu (Metodiwa et al, 1989), LPO tarafindan tirozinin iyodasyonu
mekanizmasi tizerine ¢alismalar (Huber et al, 1989), tropik sicakliklarda ham siitiin
muhafazasi icin laktoperoksidaz sisteminin potansiyalizasyonu (Paricio et al, 1986), siitte
lipoliz ve lipoprotein lipaz aktiviteleri lizerine LPO’nun etkisi (Ahrne et al, 1985),
sitkular dikroizm ve farkli absorbsiyon spektroskopisi yontemlerini kullanarak siit
laktoperoksidazinin yapisinin arastirilmast (Sievers, 1980) ve indol-3 asetik asitin
perokside katalize singlet oksijen {iretimi (Kanofsky, 1988) anti tiimor aktivitesi (Stanis
Lawski, 1989), immun sistem diizenleyici etkisi (Lefkowitz, 1990 ) vb. konular
calisilmigtir. Ayn1 zamanda insan kolestrumunda LPO enzimi immun afinite kolon
kromatografisi kullanilarak calisilmig, molekiil agirligr sigir LPO enzimi ile aym

bulunmustur (Langbakk et al, 1989).

LPO’ya H,0,, Tiyosiyanat ve halojenlerin varliginda siitte antimikrobiyal 6zelliginden
dolay1 bir¢ok yazar tarafindan dikkat cekilmistir (Ravanis and Lewis, 1995).Cesitli
hayvan kaynaklarindan elde edilen LPO enzimi, bakterilerin biiyiimesinin
baskilanmasinda ve bakteri inhibisyonunun desteklenmesinde 6nemli bir 6zellige sahiptir
(Jacob et al., 1998). Sigir LPO’sunun bakteriyal biiyiimeyi 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. Siitteki anti bakteriyal etki inaktif protein
pro kiirsorlerinden yapilan peptitler ve dogal olarak ortaya ¢ikan protein ve peptitlerin
sinerjistik aktivitesine bagli olabilir (Gobbetti et al, 2004 ). Siit proteinlerinin

antimikrobiyal peptit n maddeleri olarak davrandig ispatlandi (Pellegrini, 2003).
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Deve siitiinden saflastirilan LPO enzimi {izerine yapilan antibakteriyal ¢aligmalarda LPO-
tiyosiyanat ve peroksit sisteminin patojenik bakterilerde dnemli derecede inhibisyona
sebep oldugu tespit edilmistir. Laktoperoksidazin bir ¢ok uygulama alani vardir. Siite 1s1
uygulamasindan sonra bu sistem aktive olabilir bu durumda pastorize siitiin raf dmriinii

arttirmaya katkida bulunabilir (Barrett et al, 1999).

LPO enzimi Ozellikle siit isleme tesislerinde nakil ve depolama esnasinda siitiin
muhafazas1 amaciyla siit endiistrisinde (Barrett et al., 1999), kozmotiklerde, dis ve
oftalmik soliisyonlarda, antitimoér ve antiviral ajan olarak (Bjorck, 1979) ayrica
ciceklerin, meyvelerin gelisiminin korunmasinda kullanilmaktadir ( Touch et al, 2004 ;

Le Niguyen et al, 2005).

Kegi, koyun veya Buffalo siitii igeren giinliik iiriinler gelisen pazarlarin bu alana ilgisini
arttirabilir (Renkin et al, 2010). Koyun ve keg¢i siitii ¢iftgiligi birgok iilkelerde 6zellikle
Akdeniz ve Ortadogu boélgelerinde ulusal ekonominin hayati bir pargasidir (FAO, 2003).
Ozellikle de Fransa, Italya, Ispanya ve Yunanistanda iyi organizedir (Park and Haenlein,
2006). LPO sistemin non-immun biyolojik savunma sisteminden sorumlu olmasi, bazi
bakteriyal hastaliklarda antibiyotiklerin siklikla kullanilmasi, literatiir ¢caligmalarinda da
antibakteriyal, antifungal, antiviral etkilerinin gdzlenmesi nedeniyle antibiyotikle
inhibisyon calismas1 yapildi ayrica caligmasi yapilan LPO enziminin keg¢i siitlinden
saflagtirilmas, literatiirlerde fazla yer almamaktadir. LPO enzim aktivitesi farkli cinslerde

degisiklik gostermesi nedeniyle keci siitii iizerinde bu ¢alisma yapildi.



BOLUM 2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamilan Numune ve Kimyasal Maddeler

Calismalarimizda kullanilan, CM-Sephadex C50, Amberlite CG 50 NH;" , Sephadex G-
100, 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS), standart serum albumin,
amonyum siilfat, sodyum asetat, sodyum fosfat, sodyum tartarat, sodyum hidroksit,
CuS04.5H,0, diyaliz torbasi, Fluka’dan; Folin reaktifi, triklor asetik asit (TCA), sodyum
karbonat, hidrojen peroksit, sodyum kloriir, hidroklorik asit, akrilamid, N,N'-metilen
bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250, coomassie brillant blue R-250, sodyum
dodesilstilfat (SDS), merkaptoetanol, metanol, kegi siitii Bingdl yoresinden taze olarak

temin edilmistir.

2.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Masa santrifujii : IEC Clinical Centrifuge USA

Sogutmali santrifiij : Heraeus Sepatech Suprafuge-22

Spektrofotometre : Pharmacia LKB-Biochrom, ULTROSPEC-III

pH metre : Perkin-Elmer , Coleman 28 C Metrion IV pH meter
Elektroforez tanki1  : OWL-Cole Parmer

Peristaltik pompa : Henry Hight Speed Casette Pomp

Hassas Terazi : Mettler Ha 51 Ga
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Otomatik pipetler  : Fischer (50-200ul1, 1000ul, 10ul)
Kromatografi kolonu : Sigma
Su Banyosu : Grant LTD6G, Schmidt, (-20 ile 100°C arasinda ¢alisabilen)

Kolon kromatografisi : Silikajel 60X70-200 mesh ASTM (Merck)

2.1.3.Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Biyokimyasal ¢aligmalarda kullanilan ¢dzeltilerin hangi amacla kullanildig1 ve hazirlanig

sekilleri agagidaki gibidir:

1.) 5 mM NaCHsCOO pH=6,8 (Amberlite CG 50 H" recinesinin sisirilmesinde kullanilan
dengeleme tamponu): 0,68 g (5.10° mol) NaCHsCOO0.3H,0, 950 ml distile suda ¢oziildii.
IN HCI ile pH=6,8"e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim distile suyla 1 litreye

tamamlanda.

2.) 20 mM NaCH3;COO pH=6,8 (Siit regine karisiminin yikanmasinda kullanilan
tampon): 2,72 g (2.10% mol) ) NaCH3CO0.3H,0, 950 ml distile suda ¢oziildii. 1N HCl ile

pH=6,8"¢ kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim distile suyla 1 litreye tamamlanda.

3.) 500 mM NaCH3;COO pH=6,8 (Siit ve re¢ine karisiminda bulunan ham enzim
ekstraktinin eliisyonu i¢in kullanilan tampon): 68 g ( 0,5mol) NaCH3COO.3.H,0, 950 ml
distile suda ¢oziildi. 1N HCI ile pH=6,8"¢ kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim
distile suyla 1 litreye tamamlandi.

4.) 5 mM Na;HPO, pH=6,8 (Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen ¢okelegin
almmasi ve diyaliz edildigi tampon): 1,34 g (5.10™ mol) Na,HPO,4.7H,0, 950 ml distile
suda ¢oziildi. 1N HCI ile pH=6,8"¢ kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim distile

suyla 1 litreye tamamlandi.

5) 10 mM NaHPO, pH=6,8 ( CM-Sephadex C50 iyon degisim reginesinin
dengelenmesinde kullanilan tampon): 2,68 g (1.10°° mol) ) Na;HPO,.7H.0, 950 ml distile
suda ¢oziildi. 1N HCI ile pH=6,8"¢ kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim distile

suyla 1 litreye tamamlandi.
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6.) 100 mM NaCl igeren 10 mM Na,HPO, pH=6,8 ( CM-Sephadex C50 iyon degisim
recinesinin yikanmasinda ve gradientli eliisyonunda kullanilan tampon): 5,85 g (0,1 mol)
NaCl ve 2,68 g (0,01lmol) Na,HPO,.7H,0, 950 ml distile suda ¢oziildi. IN HCI ile

pH=6,8"¢ kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim distile suyla 1 litreye tamamlanda.

7.) 200 mM NaCl igeren 10 mM Na,HPO, pH=6,8 ( CM-Sephadex C50 iyon degisim
reginesinin gradientli eliisyonda kullanilan tampon): 11,7 g (0,2 mol) NaCl ve 2,68 ¢
(0,01mol) Na;HPO,4.7H,0, 950 ml distile suda ¢oziildii. 1N HCI ile pH=6,8’¢ kadar titre

edildi. Daha sonra toplam hacim distile suyla 1 litreye tamamlandi.

8.) 100 mM Na,HPO, pH=6,8 (Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisinde
kullanilan dengeleme ve eliisyon tamponu): 26,8 g (0,1 mol) Na,HPO,4.7H,0, 950 ml
distile suda ¢oziildii. 1IN HCI ile pH=6,8’¢e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim

distile suyla 1 litreye tamamlandi.

9.) 0,1 M Na;HPO, pH=6,0 (ABTS hazirlanmasinda ve enzim aktivitesinin dl¢iilmesinde
kullanilan tampon): 35,8 g (0,1 mol) Na,HPO,4.12H,0, 950 ml distile suda ¢oziildii. 1N
HCI ile pH=6,0’e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim distile suyla 1 litreye

tamamlanda.

10.) 0,5 M Na,HPO, pH=6,0 (IIl. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra enzimin
diyalizinde kullanilan tampon) : 134,25 g (0,5 mol) Na,HPO,.7H,0, 950 ml distile suda
coziildii. IN HCI ile pH=6,0’¢e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim distile suyla 1

litreye tamamlanda.

11.) 1 mM ABTS ¢ozeltisi (ABTS substratina bagli olarak yapilan ¢alismalarda, LPO
aktivitesinin 6l¢giimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi) : 0,055 g ( 1.10* mol) ABTS 100
ml 0,1 M Na,HPO, pH=6,0 i¢inde ¢6ziildii.

12.) 3,2 mM H;0; ¢ozeltisi (ABTS substratina bagli olarak yapilan ¢alismalarda, LPO
aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan ¢6zelti): %30'luk yogunlugu 1,11 g/ml olan H,O,’den 32

puL almarak distile suyla 100 ml 'ye tamamlandi.
13.) Lowry yontemiyle protein tayini igin kullanilan ¢ozeltiler:

1) 0,8 N NaOH ¢ozeltisi : 32 g (0,8 mol) NaOH alinarak bir litre distile suda

¢oOzildii.



16

Lowry reaktifi A : 0,2 g sodyum tartarat ve 10 g sodyum karbonat 55 ml 1 N
NaOH i¢inde ¢oziilerek toplam hacim distile suyla 100 ml'ye tamamlandi.

Lowry reaktifi B : 2 g sodyum tartarat ve 1 g CuSO,4.5H,0, 100 ml 0,1 N NaOH
icinde ¢Ozildii.

Lowry reaktifi C : Ticari folin reaktifinin destile suyla 1/2 (V/V) oraninda

katilmastyla taze olarak hazirlandi.

14.) SDS-PAGE Elektroforezi i¢in kullanilan ¢ozeltiler:

i)

i)

i)

Vi)

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

1 M Tris-HCI tamponu pH=6,8: 12,114 g (0,1 mol) Tris, 80 ml saf suda ¢6ziildii.
1 N HCl ile pH=6,8’¢ ayarlandi, toplam hacim 100 ml'ye tamamlandx.

Numune tamponu: 0,65 ml 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 3 ml %10'luk SDS ve 1 ml %
100’lik gliserin, 1 ml 0,1°lik brom timol mavisi karistirilarak, son hacim saf su ile
10 mI’ye tamamlanmastyla hazirlandi. Bu tampona kullanmadan hemen 6nce 950
ul numune tamponunda 50 pul olacak sekilde B-merkapto etanol ilave edildi.
Yiiriitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin, 50 ml saf suda ¢oziildii. Daha sonra
bunun iizerine 5 ml % 10’lik SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 500
ml’ye tamamlandi.

Renklendirme ¢ozeltisi: 0,66 g coomassie brillant blue R-250’nin 120 ml
metanolde ¢oziinmesi ve bunun iizerine 24 ml saf asetik asit ile 120 ml distile
suyun ilavesiyle hazirlandi.

Renksizlestirme c¢ozeltisi : %7,5 asetik asit % 5 metanol ve % 87,5 distile suyun

karistirilmasiyla hazirlandi.

15.) Inhibitdr ¢alismasinda kullanilan antibiyotik madde kosantrasyonu:

Sefotaksim Sodyum : 0,524 M
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2.2. Yontem

2.2.1. Protein Tayini

2.2.1.1. Kalitatif Protein Tayini

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

nm’ deki UV 1ginlarin1 absorblamalari esasina dayanmaktadir.

Kromatografi sonucunda eliiatlar kuvartz kiivetlere konularak spektrofotometrede

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

2.2.1.2. Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Ekstraksiyon ve saflagtirma basamaklarinda elde edilen g¢ozeltilerdeki protein miktar
tayinleri bu yontemle belirlendi. Bu yontem Folin reaktifinin aromatik amino asitlerle
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemin hassasiyeti 1-200 pg’dir (Lehninger

1982).

Protein tayini islemlerinde su yol izlendi: 6nce standart bir egri hazirlandi. Bu amagla 8
ayr tiipe standart serum albumin ¢ozeltisinden (0,5 mg/ml); 0, 20, 50, 100, 200, 300, 400
ve 500 pul otomatik pipetlerle konuldu ve daha sonra toplam hacimler distile suyla 600 pl
'yve tamamlandi. Her bir tlipe %24’lilk TCA’dan 200 pl ilave edilerek karistirildi ve 5
dakika kadar 1500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijlemeden sonra proteinler tiip tabanina
coktiiglinden, tstteki sivi dokiilerek, tiipler bas asagi ¢evrilerek 1-2 dakika kadar siizgec
kagidi tizerinde tutuldu. Her tiipe 450 pl "reaktif karisimi" eklenerek karistirildi ve daha
sonra 2x300 pl Lowry reaktifi C, iki kisim halinde 1-2 dakika zaman araligiyla ilave

edilerek iyice karigtirildi.
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30 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildikten sonra, 750 nm’de 1. tiip sifir
absorbansa ayarlanarak biitiin tiipler sirasiyla okundu. Absorbans degerleri, proteine
karsilik grafige gecirilerek standart grafik elde edildi. Bu islemlere paralel olarak, uygun
miktarlarda numune 2 ayri tiipe alinarak ayni sekilde c¢alisildi ve sonuglar standart

grafikten degerlendirildi.

Deneyde kullanilan reaktif karisimi igin: 25 kisim 0,8 N NaOH, 18 kisitm Lowry reaktifi
A, 2 kisism Lowry reaktifi B ihtiya¢ duyuldugu kadar karistirildi, bu islem deneyden

hemen donce yapildi.

2.2.2. 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 substratin yiikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin meydana getirdigi

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

LPO
HO0, + ABTS ——— » 2H,0 + ABTS

(Indirgenmis form) (Yiikseltgenmis 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 ¢dzeltisi ilave edilerek
hemen kronometre c¢alistirildi. Alt iist edildikten sonra spektrofotometreye yerlestirilerek
kore kars1 412 nm’de absorbans artisi, 3 dakika siireyle her 15 saniyede bir olmak iizere

kaydedildi. Her aktivite dl¢limii 3 kez tekrar edilerek, kor olarak enzim ¢ozeltisi yerine
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0,1 M pH= 6 fosfat tamponu konularak diger ¢ozeltiler ayn1 oranda kullanildi. Aktivite

tayininde asagidaki formiil kullanildi.

A =¢gb.c c=Aleb V =c¢.Ds
A = Absorbans (1 dakika sonunda okunan absorbans)
b = Isigin gectigi mesafe (1 cm)

¢ = Konsantrasyon (umol/ml)

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

Dt = Seyreltme katsayis1

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

Enzim saflastirilmasi islemlerinde substrat olarak ABTS kullanildigindan, saflagtirma
basamaklarinin enzim aktivite 6l¢iimii sonuglari icin; 1 enzim iinitesi "20°C'de 1 dakikada

Iumol ABTS'nin oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1” olarak tanimlanir.

2.2.3. Kegi Siitiinden Laktoperoksidaz Enziminin Saflastirilmasi1 Calismalari

2.2.3.1. Amberlite CG 50 H" Recinesi Kullamlarak Enzimin Kismi Saflastiriimasi

Bir litre taze kegi siitii dnce 2700 rpm’de + 4°C ve 15 dakika 3 kez santrifiij edilerek
yagl tamamen uzaklastirildi (Kumar and Bhatla 1995). Yagi tamamen alindiktan sonra
geri kalan siipernatantlar birlestirilerek bir behere aktarildi. Zayif asidik katyon degistirici
Amberlite CG 50 H" recinesinin 22 grami, 5 mM 200 ml NaCH;COO pH= 6,8
tamponunda sisirilerek yagi alinmis siite katildi. (Dumonte and Rousset 1983, Kumar and
Bhatla 1995). Regine-siit karisimi magnetik karistirict vasitasiyla + 4°C’de 1 saat
karistirildi. Reginenin tamamen ¢okmesi i¢in, 1/2 saat siireyle dinlenmeye birakilarak,
Ustte kalan siipernatant dekante edildi. Cokelek dnce 500 ml destile suyla ve daha sonra

300 ml 20 mM pH= 6,8 NaCH3;COO ¢ozeltisiyle 280 nm’de absorbans vermeyinceye
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kadar yikanma islemi yapildi. Regineye baglanmis olan protein ¢okelegi Buchner
hunisine aktarilarak, 200 ml 500mM pH= 6,8 NaCH3COO ¢ozeltisiyle eliisyon yapildi.
Elde edilen ham ekstraktta protein tayini ve aktivite olgiimii yapilarak, + 4°C’ de
buzdolabinda saklandi.

2.2.3.2. 1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

Proteinler ¢ok degerlikli elektrolitlerdir, bu ylizden iyonlara benzer sekilde hareket
ederler. Yeteri kadar yiliksek tuz konsantrasyonunda, bir protein bir ¢ozeltiden kantitatif
olarak cokeltilebilir. Bu olaym esasi, yiiksek tuz konsantrasyonunda, protein
molekiillerini ¢evreleyen ve ¢Oziinlir halde tutan su molekiillerinin tuzdaki iyonlar
tarafindan ¢ekilmesi ve proteinlerin ¢okmesini saglamasidir. Proteinlerin ¢okmesinde
molekiil agirligr ve iyonik siddet etkilidir. Dolayisiyla degisik tuz konsantrasyonlarinda,
degisik proteinler ¢oker (Keha ve Kiifrevioglu 2000, Lehninger 1993). Deneyde

proteinlerin bu 6zelliklerinden faydalanildi.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in uygun doygunluk noktasi 6nceden tespit edildigi i¢in
%90 araliginda ¢oktiirme yapildi. Coktiirme islemleri sirasinda kullanilan kati amonyum

stilfat miktar1 su formiille tespit edildi.

1,77. V (S,- Sy)

g (NH;),S0, =
354 -S,

V = Siipernatantin hacmi
S;= I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

So= 17in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in, eliisyondan sonra elde edilen ham ekstrakta kati
(NH4),SO4 yavas yavas porsiyonlar halinde katildi (0°C de). Her porsiyon ilavesi
sirasinda daha Once katilan (NH4),SOg4’lerin  ¢oziinmiis olmasina dikkat edildi.

Coktiirmeden sonra elde edilen ¢ozelti 12.000 rpm de 5°C’de 1 saat siireyle sogutmali



21

santrifiijle santrifiij edilerek olusan c¢okelek 25 ml SmM pH= 6,8 fosfat tamponunun
¢oziinebildigi en az miktarinda ¢6ziildii. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen
enzim c¢ozeltisi diyaliz torbasina yerlestirildikten sonra, enzimin i¢inde bulundugu
tampona (5 mM pH= 6,8 fosfat tamponu ) kars1 1-2 defa degistirilmek suretiyle 24 saat
stireyle diyalize birakildi. Diyaliz islemi magnetik karistirict iizerinde buzdolabi iginde (

4°C°de ) gergeklestirildi.

2.2.3.3. CM-Sephadex C-50 Iyon Degisim Kromatografisi

Bu calismada kullanilan katyon degistirici CM-Sephadex C-50 iyon degisim reginesinin
once sisirilmesi gerekmektedir (Ozdemir, Aygiil ve Kiifrevioglu 2001). Bu amagla 45-50
ml yatak hacmi elde etmek i¢in 3 g jel, 100ml destile suya konularak 80-90 °C’de 5 saat
stireyle bekletilerek sisirilmeye birakildi. Sisirilmis jel 0,5 N 100 ml NaOH ig¢inde 1 saat
bekletildikten sonra 100 ml 0,5 N HCI ile nétralize edildi. Jel materyali havasi
uzaklastirilip 3 cm’x30 cm ebadindaki kolona doldurulduktan sonra 10 mM pH= 6,8
NapHPO, tamponuyla dengelendi. Kolonun akis hiz1 peristaltik pompa yardimiyla 20-30
ml/saat’e ayarlanarak, jel {iizerindeki tampon seviyesi jel diizeyine indirilerek I.
diyalizden elde edilen ham ekstrakt pipet vasitasiyla dikkatli bir sekilde kolona tatbik
edildi. Daha sonra 100 mM NacCl igeren 10 mM 100 ml pH= 6,8 Na,HPO, tamponu ile
yikama iglemi yapildi. Yikama islemine, iisten ilave edilen yikama tamponunun pH ve
280 nm'deki absorbans degerlerinin kolonun altindan alinan eliiatlarin pH ve 280 nm’deki
absorbans degerleri esit oluncaya kadar devam edildi. Yikama tamamlandiktan sonra
eliisyon icin gradient mixerin kolona bagli olan ve bir mekanik karistirici ile karistirilan
haznesine 250 ml (100 mM NaCl igeren 10 mM pH= 6,8 Na,HPO,) tamponu, bu hazneye
agilan diger hazneye ise 250 ml (200 mM NaCl i¢eren 10mM pH= 6,8 Na,HPO, )
tamponu doldurularak, artan iyonik siddetli lineer gradient eliisyonu uygulandi.

Eltatlar kolon akis hiz1 50 ml/saat'e ayarlanarak fraksiyon kollektor yardimi ile 10 ml
halinde tiiplere alindi. Her bir eliiatin 280 nm ve 412 nm’de absorbans degerleri kore

kars1 olgiilerek R, degeri ( R,;=A412/A280) 0,75 den biiyiik olan tiipler birlestirildi.
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Birlestirilen eliiat ¢ozeltileri ve kolona tatbik edilen numune i¢in Lowry metoduyla
kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler hesaplandi ve

saflastirma oranlar1 belirlendi.

2.2.3.4. 11. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

Iyon degisim kolonundan elde edilen birlestirilmis eliiatlar, Boliim 2.2.3.2° de anlatildig
gibi, uygun amonyum siilfat doygunlugunda ¢oktiiriildii. Olusan ¢okelek 5 mM pH= 6,8
fosfat tamponunun ¢o6ziinebildigi en az miktarinda ¢ozildii ve sonra diyaliz islemi

yapild.

2.2.3.5. Sephadex G-100 Jel Filtrasyon Kromatografisi

100ml’lik yatak hacmi elde etmek i¢in 5 g Sephadex G-100, 100 ml saf su i¢ine alindu.
90°C’de su banyosunda 5 saat bekletilerek polimer materyal (Sephadex G-100) sisirildi.
Sisirilmis materyalin icindeki hava, su trompu kullanilarak vakumla uzaklastirildi.
Sisirilmis ve havasi uzaklagtirllmig polimer materyal, pH’s1 6,8 olan 0,1 M fosfat
tamponuyla dolu kolona icinde hava kabarcigi olmayacak sekilde aktarilarak, ayni
tamponla dengeleme islemi yapildi (Kumar and Bhatla 1995). Kolonun dengelendigini
tespit icin, Ustten ilave edilen tamponla altindan alinan tamponun pH ve 280 nm de
absorbans degerleri belirli zaman araliklarinda olgiilerek, bu deger ayni oluncaya kadar
dengeleme islemine devam edildi.

Dengelenen kolonda jel iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine indirilerek, II.
diyalizden sonra elde edilen enzim ¢ozeltisinin 5 ml' si kolona tatbik edildi. Tatbik edilen

cozelti jele emdirilerek, ayn1 tamponla eliisyon yapildi.

Eltatlar kolon akis hiz1 50 ml/saat ayarlanarak 10 ml halinde tiiplere alindi. Her bir
eliatin 280 nm ve 412 nm de absorbans degerleri kore karsi oOlgiilerek R, degeri

(Rz=A412/A280) 0,75 den biiyiik olan tiipler birlestirildi.

Birlestirilen eliiat ¢ozeltileri ve II. diyalizden sonra kolona tatbik edilen enzim numunesi
icin Lowry metoduyla kantitatif protein tayini ve 412 nm de aktivite tayinleri yapilarak,

spesifik aktiviteler hesapland1 ve saflagtirma oranlar1 belirlendi.
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2.2.3.6. I1l. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

Jel filtrasyon kolonundan elde edilen birlestirilmis eliiatlar, Boliim 2.2.3.2.” de anlatildig:
gibi, kati amonyum siilfatla uygun doygunlukta coktiiriildii. Olusan ¢dkelek 5 mM
pH=6,8 fosfat tamponunun ¢oziinebildigi en az miktarinda ¢oziilerek, enzim ¢ozeltisi
diyaliz torbasina yerlestirildi. Enzim ¢6zeltisi 0,5 M pH= 6,8 fosfat tamponuna kars1 1-2
defa degistirilmek suretiyle 24 saat siireyle diyaliz edildi. Elde edilen enzim ¢dzeltisinde
Lowry yontemiyle protein tayini ve 412 nm’ de aktivite tayini yapilarak, spesifik aktivite

ve saflagtirma oranlar1 hesaplanildi.

2.2.3.7. SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safliinin Belirlenmesi

LPO enzimi saflagtirildiktan sonra %3-10 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli tarafindan anlatildigi gibi yapilarak saflastirilan
enzimlerin saflik derecesi kontrol edildi. Standart olarak molekiil agirlig1 belli olan saf
karbonik anhidraz ve saf glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimleri kullanildi (Laemmli
1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalari once su, sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalar
birlestiren mikalara vazelin ince tabaka halinde siiriildii. iki cam plaka birbiri iistiine
konuldu ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina yerlestirildi. Cam plakalarin
alti, kaynama sicaklifma getirtilerek ¢oziinmiis daha sonra 40-50°C’ye getirilmis agar
dokiilerek kapatildi. Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektor yardimiyla ilave
edildi. Hava olmamasina dikkat edildi. Katilasincaya kadar yaklasik yarim saat bekletildi.
Katilagtiktan sonra iisteki SDS dokiildii. Daha sonra yigma jeli yiizeye kadar ilave edildi.
Uzerine tarak dikkatlice yerlestirildi. Taragin {istiine nemli siizge¢ kagidi konularak bir
gece bekletildi. Ertesi giin tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar elektroforez tankina
yerlestirildi. Olusan bosluklar isaretlenerek, jelin {istli 6nce saf su, sonra da yliriitme

tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve ist kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Numuneler her birinde 20 mg olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 ml olacak
sekilde 1/1 oraninda numune tamponu konuldu. 3 dakika kaynar su banyosunda inkiibe
edildi. Numuneler sogutularak, jeldeki yerine ince bir enjektorle tatbik edildi. Tank

kapag1 kapatilarak alt taraftan ‘‘anot’” kablo iistten ‘katot>> kablo yerlestirildi. Once 80
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voltta yarim saat bekletildi. Daha sonra 150 volta ayarlanarak 4-5 saat oda sicakliginda
tatbik edildi. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Yiriitme
tamponu tekrar kullanilmak tizere 6zel kabina alindi. Jel 6zel kabina konularak,
renklendirme ¢ozeltisi ile dolduruldu ve 1-1,5 saat calkalandi. Daha sonra renklendirme
cozeltisinden ¢ikarilarak, renksizlestirme ¢ozeltisine alindi. Belirli zaman periyotlarinda
degistirilmek suretiyle jelin zemin rengi agilip, protein bantlar1 belirginlesinceye kadar 1-
2 giin bu ¢ozelti i¢inde calkalandi. Mavi renge boyanan renksizlestirme c¢ozeltisi, aktif
karbon {izerinden gegirilerek tekrar tekrar kullanildi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden

cikarildiktan sonra fotograf ¢ekildi.

Ayirma jeli $6yle hazirlandi: 15 ml 1 M Tris-HCI (pH= 8,8), 13,2 ml % 30’ luk akrilamid
- %0,8 lik bisakrilamid, 0,61 ml %10’ luk SDS, 0,4 ml %5’ lik TEMED (N,N,N'.N'-
tetrametil etilendiamin) ve 9,4 ml destile su karigtirildi. Bu karigimin iizerine en son
olarak 0,8 ml %1,5’ lik amonyum persiilfat (NH,4),S,0g (PER) ilave edildi. Burada
kullanilan PER kullanilmadan hemen 6nce taze olarak hazirlandi.

Y1gma jeli soyle hazirlandi: 1 M'lik Tris-HCI (pH=6,8)’ den 1,24 ml, %30’ luk akrilamid-
%0,8’ lik bisakrilamid’ den 1 ml, %10’ lik SDS’ den 0,1 ml, %5’ lik TEMED’ den 0,1 ml
ve sudan 7,36 ml alinarak karistirildi. Son olarak yine giinliik hazirlanmis %1,5° lik PER’
den 0,20 ml ilave edildi.

2.2.4. Keci Laktoperoksidaz Enzimi Uzerine Kinetik Cahsmalar

Kegi siitiinden saflastirilan laktoperoksidaz enziminin kinetik 6zelliklerini arastirmak
iizere ABTS i¢in Ky Ve Vinax degerleri tayin edildi. Optimum pH ve optimum sicaklik

degerleri ayrica ¢alisildi.

2.2.4.1. Kegci Siitii LPO Enzimleri ig:in K Ve Vinax Degerlerinin Bulunmasi

Kmn Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla; ABTS kullanilarak optimum pH
degerinde ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat konsantrasyonunda aktivite degerleri
Olciildii. Bu amagla substratin stok ¢ozeltilerinden sirasiyla 0,1 ml, 0,5 ml, 0,8 ml, 1,1 ml
ve 1,5 ml alindi. Substrat konsantrasyonunun uygulandigi deney i¢in, enzim aktivitesinin

ol¢iildiigli tampon ¢ozeltisiyle toplam hacim 2,8 ml'ye tamamlandi.
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Daha sonra her bir tiipe 0,1 ml enzim ¢6zeltisi ve son olarak 0,1 ml H,O, katilarak,
spektorofometrede 412 nm'de absorbans degerleri Olgiildii. Her oOl¢im 2 defa
tekrarlanildi.  1/V-1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi.
Grafiklerin ¢izimlerinde en kiigiik kareler regrasyon dogru denklemi kullanildi. Ky, ve
Vmax degerleri grafik ve dogru denklemleri yardimiyla hesaplanarak grafik ve tabloda

gosterildi.
2.2.5. Sefotaksim Sodyum’un Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Giliniimiizde kullanilan suda ¢6ziinebilen ilaglar temin edilerek, saf haldeki LPO enzimi
tizerindeki inhibisyon etkisi arastirildi. Kullanilan ilacin ABTS substratina bagli olarak,
Isp degerinin tespit edilmesi amaciyla; oda sicakliginda ve optimum pH’da, doygun
olmayan ABTS (26.67x10°mM) ve doygun H,0, (10,67x107) konsantrasyonunda,
ortama farkli hacimlerde ilag ilave edildi. Ilag ilave edilmedigi enzim aktivitesi 100 kabul

edilerek, % Aktivite- Konsantrasyon grafikleri ¢izildi.

Bu amagla, sabit substrat konsantrasyonunda (ABTS) 6 farkli hacimde ilag ilave edilerek,
aktivite degerleri hesaplanarak % Aktivite hesaplandi ve buradan % 50 inhibisyona sebep
olan inhibitor konsantrasyonu degerleri (Isp) her bir ¢alisilacak ilag i¢in tespit edildi. Daha
sonra 5 farkli sabit ABTS substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit ilag
konsantrasyonlarinda aktivite degerleri hesaplandi. Elde edilen bu aktivite degerleriyle

Lineweaver —Burk grafikleri ¢izilerek inhibisyon tipleri ve K; degerleri tespit edildi.



BOLUM 3. BULGULAR

3.1. Lowry Yontemi ile Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullanilan Standart Grafik

Kantitatif protein tayininde lowry yontemi kullanild1 (Lehninger 1982). Standart grafik,
bolim 2.2.1.2." de anlatildig1 gibi hazirlandi. ekstraksiyon sonrasi elde edilen enzim
cozeltisi ve saflagtirma basamaklar1 sonundaki enzim ¢ozeltilerinin protein miktarlar: bu
standart grafige gore belirlendi. Standart ¢ozeltilerin mikrogram proteine karsilik gelen

absorbans degerleri sekil 3.1 de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Lowry Yo6ntemiyle Protein Tayininde Kullanilan Standart Grafik
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3.2. Kegi Siitiinden Laktoperoksidaz Enziminin Saflastirma Calismasi Sonuclari

3.2.1. Amonyum Siilfatla Coktiirme Sonuclari

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde uygun doygunluk noktast LPO enzimi i¢in dnceden
tespit edildiginden; ke¢i siitiinden elde edilen ham LPO c¢ozeltisine %90 araliginda
coktiirme yapildi. Her ¢oktiirme kademesi i¢in gerekli olan katt amonyum siilfat miktar1
boliim 2.2.3.2.” de anlatildig1 gibi tespit edildi ve her ¢oktiirme kademesindeki ¢cokelekler
¢ozlinebildigi en az miktardaki 5 mm fosfat tamponunda (pH= 6,8) c¢oziildi. Her
basamaktaki siipernatant ve ¢okelek icin LPO enzim aktiviteleri, 1 mM ABTS
substratiyla bolim 2.2.2.” de agiklandig1 sekilde belirlendi.

3.2.2. Laktoperoksidaz Enziminin CM-Sephadex C-50 H® 1Iyon Degisim

Kromatografisi ile Saflastirma Sonuclar

Bolim 2.2.3.3.°de anlatildig1 sekilde hazirlanan kolona, amonyum siilfat c¢oktlirmesi
yapild1 ve diyalizlenmis enzim ¢dzeltileri, pipet vasitasiyla tatbik edildi. Yikama iglemi
tamamlandiktan sonra eliisyon i¢in gradient mixerin kolona bagli olan ve bir mekanik
karigtiric1 ile karistirtlan haznesine 250 ml 100 mM NaCl iceren 10 mM pH=6,8
Na;HPO,4 tamponu, bu hazineye agilan diger hazneye ise 250 ml 200 mM NaCl igeren 10
mM pH=6,8 Na,HPO, tamponu dolduruldu ve lineer gradiyent eliisyona baslandi.
Eltatlar kolon akis hizi 50 ml/saat'e ayarlanarak fraksiyon toplayic1 yardimi ile 10 ml
halinde tiiplere alindi. Her bir eliiatin 280 nm ve 412 nm’ deki absorbans degerleri
olglilerek Rz degeri (R;=A412/A2g0) 0,75 den biiyiik olan tiipler birlestirildi. 280 ve 412

nm de 6lgiilen absorbans degerlerinin tiip sayisina kargi grafikleri Sekil 3.2° de verildi.
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Sekil 3.2. Kegi siitii LPO enziminin CM-Sephadex C-50 H" iyon degisim kromatografisiyle saflagtiriimasi
sirasinda elilatlarda 280 ve 412 nm de elde edilen absorbans degerlerini gosteren grafik

3.2.3. Laktoperoksidaz Enziminin Sephadex-G 100 Jel Filtrasyon Kromatografisi

ile Saflastirma Sonuclar:

Iyon degisim kromatografisinden elde edilen ve enzim ihtiva eden eliiatlar % 90
amonyum siilfat doygunluguna getirilip 5 mM pH= 6,8 fosfat tamponununda ¢6ziildii. bir
gece diyaliz edildikten sonra 5 ml’ lik porsiyonlar halinde alinarak, bolim 2.2.3.5.” de
anlatildig1 sekilde hazirlanan kolona tatbik edildi. Kolon akis hizi 50 ml/saat'e
ayarlanarak eliiatlar 10 ml halinde tiiplere alind1. Her bir eliiatin 280 nm ve 412 nm’deki
absorbans degerleri Olgiilerek Rz degeri (R,=A412/A280) 0,75’ den biiyiikk olan tiipler
birlestirildi. 280 ve 412 nm de 6lgiilen absorbans degerlerinin tiip sayisina karsi grafikleri
Sekil 3.3¢ de verildi.
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Sekil 3.3. Kegi siiti LPO enziminin Sephadex—G100 Jel filtrasyon kromatografisiyle saflastirilmasi
sirasinda eliiatlarda 280 ve 412 nm de elde edilen absorbans degerlerini gosteren grafik

3.2.4. LPO Enziminin Saflastirma Basamaklar1 Sonuclar:

Keci siitlinden laktoperoksidaz enziminin saflastirilma kademelerinde Shindler ve
Bardsley yontemiyle (Shindler and Bardsley 1975) 412 nm de aktivite tayini ve Lowry
yontemiyle kantitatif protein tayini yapildi. Sonuglar tablo 3.1° de gosterildi. Aktivite
tayininde 1 enzim iinitesi "20°C'de 1 dakikada 1 pmol ABTS'nin oksidasyonunu

katalizleyen enzim miktar1” olarak tanimlandi.
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Tablo 3. 1. Kegi siitii LPO enziminin saflastirma basamaklari sonuglar

Saflagtirma Aktivite | Toplam |Protein | Toplam |Toplam |Spesifik |Yiizde |Saflastirma

Basamaklari (EU/ml) | hacim (mg) Protein | Aktivite | Aktivite |Verim |Katsayisi
(ml) (mg) (EU/ml) | (EU/mg)

Ham Ekstrakt | 0,76 120 | 140 | 168 91,2 054 | 100 1,00

I.(NH,;SO,

(Oktiirmesi 3,81 20 158 | 286 | 762 | 266 | 835 4,92

Iyon Degisim

Kromatografi |, 240 | 005 | 132 60,0 454 | 658 8,40

I1.(NH,,S0,

COkttrmesi 1,98 20 035 | 70 396 | 565 | 434 10,46

Jel Filtrasyon

Kromatografi | 5 0 | 004 | 36 225 | 625 | 246 11,57

I11.(NH,),SO,

Coktirmesive | 0,98 14 0,14 1,9 13,7 721 | 150 13,35

Diyaliz

3.2.5. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonug¢lari

Kromatografik islemler sonucu keci siitiinden saflastirilan laktoperoksidaz enziminin
safligin1 kontrol etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Bunun igin
bolim 2.2.3.7.°de anlatildigi gibi hazirlanan kesikli SDS-PAGE elektroforezine
saflastirilan LPO’ lar yerlestirildi. Keg¢i siitii i¢cin standart olarak molekiil agirligi belli

olan enzim markirlart kullanilarak enzim saflig: belirlendi.
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3.3. ABTS Substrati ig:in Kn ve Vimax Degerlerinin Bulunmasina Yonelik Calisma

Sonuclan

Optimum pH ve 20°C sicaklikta en az 5 ayr1 substrat konsantrasyonunda enzim aktivite
degerleri belirlendi. Elde edilen 1/V-1/[S] degerleri yardimiyla Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden K, ve Vnax degerleri hesaplandi. Cizilen grafikler Sekil
3.4.” de gosterildi.
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Sekil 3.4. Kegi siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Tablo 3. 2. Kegi siitiinden elde edilen LPO’nun ABTS substrati ile yapilan kinetik ¢alismalarinin toplu
sonuglari

LPO elde Optimum Optimum Sicaklik Km V max
edildigi (°C)
kaynak pH (mM) (EU/mI)
Keci
6,0 50 0,6 5,89
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Tablo 3. 3. LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla inhibit6r kullanilmadan elde edilen deney prosediirii ve
1/V,1/[S] degerleri

Kor Tiipi Numune Tiipii
~ ~ <
e — [5+]
S S ©
S |z |8 |- |E|e |8 |- |E £
5 £ |E |E |5 |= |E |E |5 |8 |E |2
2 [E £ ¢ 2|8 |§ |gl2]0 |5 &
< m 2 2 = m 2| S L,
= < |[£ T |5 |< e | |E |5 |5 =
02 | 2.7 0.1 - 0.2 26 | 01| - 01 | 169 | 15
03 | 26 0.1 - 0.3 25 | 01 01 | 1,20 | 10
[No 05 | 24 0.1 - 0.5 23 | 01| - 0.1 | 0,78 6
08 | 21 0.1 - 0.8 20 | 01 | - 01 | 0,55 | 3.75
1.1 1.8 0.1 - 1.1 1.7 | 01 | - 01 | 047 | 2.73
1.5 1.4 0.1 - 1.5 13 | 01| - 0.1 | 0,37 2

3.4. LPO Enzimi Uzerine Sefotaksim Sodyumun Inhibisyon Kinetiginin incelenmesi

Bu tez kapsaminda Sefotak (l1g sefotaksim Sodyum), temin edilip keci siitinden
saflagtirilan LPO enzimi iizerindeki inhibisyon etkisi test edildi. Ilacin LPO enzimi
iizerinde inhibisyon etkisi oldugu gozlendi. ilacin inhibisyon tipi, Ky Ve Vvax degerleri
ile K;ve Isodegerleri tespit edildi. Inhibisyon tipinin belirlenmesi ve K; degerlerinin tespit
edilmesi amaciyla; oda sicakligi ve optimum pH’da 6 farkli ABTS substrat
konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit ila¢ konsantrasyonunda aktivite dl¢timleri yapildi.
Oda sicakliginda dakikada Ipumol substrati katalizleyen enzim miktar1 bulundu. Elde
edilen bu aktivite degerleriyle Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek inhibisyon degerleri
ve K; degerleri bulundu. 1/V ve 1/[S] degerleri Tablo 3.4’ de gosterildi. Inhibitdrlii
caligmalarin aktivite Olgiim degerleri ve deney prosedirleri ise Tablo 3.4-3.7°de

gosterildi.



33

Aktivite degerleri 6nceden anlatildig1 sekilde belirlendi. (Shindler and Bardsley, 1975)

Bu grafik Sekil 3.5°de gosterildi. Elde edilen K; degerleri ise tartigma kisminda anlatildi.

Tablo 3.4. LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla ilag (Sefotak-1g sefotaksim Sodyum) inhibit6rii esliginde
elde edilen 1/V,1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipu Numune Tiipti

. = = 1'%

Inhib € = S

itor | = : = = z — g s_EI -

No | € § £ | & E 5 E |3 R >
0 |z |s |2 2z o |2 > |32 c
2 & |T |E < |8 | |E I =
0.2 2.6 0.1 0.1 0.2 2.5 0.1 0.1 0.1 2,9 15
0.3 2.5 0.1 0.1 0.3 2.4 0.1 0.1 0.1 1,95 10

[1l. | 05 2.3 0.1 0.1 0.5 2.2 0.1 0.1 0.1 1,34 6
0.8 2.0 0.1 0.1 0.8 1.9 0.1 0.1 0.1 0,9 3.75
11 1.7 0.1 0.1 11 1.6 0.1 0.1 0.1 0,61 2.73
15 1.3 0.1 0.1 15 1.2 0.1 0.1 0.1 0,55 2
0.2 2.5 0.1 0.2 0.2 2.4 0.1 0.2 0.1 4,6 15
0.3 2.4 0.1 0.2 0.3 2.3 0.1 0.2 0.1 3,1 10

[, | 05 2.2 0.1 0.2 0.5 2.1 0.1 0.2 0.1 2,02 6
0.8 1.9 0.1 0.2 0.8 1.8 0.1 0.2 0.1 1,32 3.75
11 1.6 0.1 0.2 11 15 0.1 0.2 0.1 0,96 2.73
15 1.2 0.1 0.2 15 1.1 0.1 0.2 0.1 0,9 2
0.2 24 0.1 0.3 0.2 2.3 0.1 0.3 0.1 6,4 15
0.3 2.3 0.1 0.3 0.3 2.2 0.1 0.3 0.1 4,48 10

[11s | 05 2.1 0.1 0.3 0.5 2.0 0.1 0.3 0.1 2,87 6
0.8 1.8 0.1 0.3 0.8 1.7 0.1 0.3 0.1 1,75 3.75
11 15 0.1 0.3 1.1 1.4 0.1 0.3 0.1 1,4 2.73
15 11 0.1 0.3 15 1.0 0.1 0.3 0.1 1,2 2
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Sekil 3. 5. LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla ilag (Sefotak-1g sefotaksim Sodyum) inhibitorii esliginde
elde edilen Lineweaver-Burk grafikleri ([1:]= 0,017 M, [I,]= 0,034 M, [Is]= 0,051 M, [l,]= kontrol

3.5. Keci Siitii LPO’su ile ABTS Substrat1 icin Sefotaksim Sodyum inhibisyon

Kinetiginin Incelenmesi (% Aktivite)

Bu ¢alisma i¢in suda ¢oziinebilen antibiyotik temin edilerek kegi siitlinden saflastirilan
LPO enzimi {lizerine etkisi incelendi. ABTS substrati i¢in Sefotak (1g sefotaksim
Sodyum), ile yapilan kinetik ¢alismada elde edilen 1/V-1/[S] degerleri ve K; degerleri

bulundu.

Bu amagcla, sabit substrat konsantrasyonunda ABTS (26.67><10'2 mM) ve H,0,
(10.67x10 mM) farkls konsantrasyonlarda 1g sefotaksim Sodyum, ilave edilerek aktivite
degerleri hesaplandi. Bunun i¢in H;O, konsantrasyonu doygunlugun {izerinde alinirken
ABTS substrat konsantrasyonu doygunlugun altinda alindi. Bdylece reaksiyon hizi

ABTS’ye bagli olarak bulundu.

Elde edilen bu degerler ve deney prosediirii tablo 3.5.’de gosterildi ve % aktivite-
konsantrasyon grafikleri ¢izilerek Isp degerleri bulundu. Bu grafik Sekil 3.6’de gosterildi.

Elde edilen Iso degerleri ise tartisma ve sonug kisminda belirtildi.
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Sekil 3. 6.  Kegi siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratiyla ve Sefotaksim Sodyum ile elde edilen
% aktivite-konsantrasyon grafigi



BOLUM 4. SONUCLAR VE ONERILER

LPO enziminin kromatografik islemler sonucu saflastirilmasinda, baslangigta yagi
tamamen alman siit icerisine, zayif asidik katyon degistirici olan Amberlit CG 50 H*
katilarak kismi bir saflastirma yapildi (Doumonted and Rousset 1983). LPO enzimi
recineye baglanarak siit igerisindeki diger bazi safsizliklar uzaklastirildi. Daha sonra
amonyum siilfat ¢oktlirmesi i¢in en uygun doygunluk noktast % 90 oldugundan bu

doygunlukta enzim ¢oktiiriildiikten sonra 5 mM fosfat tamponu (pH= 6,8) icine alinan

enzim ¢ozeltisi ayn1 tampona kars1 diyaliz edildi.

Tablo 4. 1. Kegi siitiinden elde edilen LPO iizerine Sefotaksim Sodyumun inhibisyon etkisini bulmak i¢in
ABTS substratiyla yapilan deney prosediirii ve sonuglari

Kor Tiipi Numune Tiipii
E E
inhibitsr | = § __|E = § ~ |E e
E |E T |5 E e E |5 B E
2B < | E % & ~ |5 = | Z s
SR Q | = H 7 o | = o |<
2 |8 | |Z 2 |8 |F |= 5 s | =
0.8 2.1 0.1 - 0.8 2.0 0.1 0.1 | 100 0
0.8 1.9 0.1 0.2 0.8 1.8 0.1 0.2 0.1 | 54,1 |0.93
0.8 1.8 0.1 0.3 0.8 1.7 0.1 0.3 0.1 | 29,6 1.74
Sefotak
0.8 1.6 0.1 0.5 0.8 1.5 0.1 0.5 01 | 184 |254
0.8 1.3 0.1 0.8 0.8 1.2 0.1 0.8 01 | 143 283
0.8 1.2 0.1 0.9 0.8 11 0.1 0.9 01 | 127 |2.96
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Daha sonra sirayla CM-Sephadex C-50 iyon degisim kromatografisi, % 0-90 doygunlukta
II. amonyum siilfat ¢oktiirmesi, Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi, % 0-90
doygunlukta III. amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz yapildi. Elde edilen sonuglar tablo
3.1’de gosterilmistir. Enzim safliginin kontroliinii yapmak i¢in SDS-PAGE elektroforezi
yapildi. Sonugta kegi siiti LPO enziminin molekiill agirligi 80-85 kdal oldugu

bulunmustur.

Kromatografik islemler sonucu eliiatlardan saf halde elde edilen LPO (Laktoperoksidaz)
280 nm ve 412 nm’ deki absorbans degerleri dlgiilerek R,=A412/Azg0 orani belirlendi. R,
degeri 0,75 den biiyiik olan eliatlar birlestirildi. 280 nm absorbans Ol¢limiinde esas;
proteinlerin yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip amino asitlerin (fenilalanin,
tirozin, triptofan) 280 nm dalga boyunda UV isinlarin1 absorblamasi esasina
dayanmaktadir. 412 nm’de ise LPO enziminin hem grubunun séz konusu dalga boyunda
UV isinlarii absorblamasi esasina dayanir. Bu prensip LPO enziminin saflastirilmasi
caligmalarinda siklikla aragtirmacilar tarafindan kullanilmistir (Shindler and Bardsley

1975, Doumonted and Rousset 1983, Jacob et al. 1998).

Kantitatif protein tayinleri, Lowry yontemiyle belirlendi. Bu yontem; Folin reaktifinin
aromatik amino asitlerle indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Baslangigta alkali ortamda
bir Cu-protein kompleksi olusur. Olusan bu kompleks fosfomolibdat ve fosfowolframat
(Folin reaktifi)'ni indirger ve koyu mavi renk meydana gelir. 578 nm, 660 nm veya 750
nm'de Olciim yapilabilir. Bu yontem kantitatif protein tayinlerinde birg¢ok aragtirmaci
tarafindan kullanilmistir ve bugiline kadar en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu yontemin
hassasiyeti 1-200pg arasindadir. Saflastirilan LPO enziminin kantitatif miktarini bulmak
amaciyla Lowry yontemiyle hazirlanan standart egri gosterilmektedir (Sekil 3.1). Bu egri
mikrogram proteine karsi absorbanslar Olciilerek hazirlandi. Her seferinde standard
caligmas1 gerektiren bir metod olmasi1 bakimindan, saflastirma basamaklarindaki enzim

numuneleri saklanarak hepsine birden bakildi.

Laktoperoksidaz enziminin aktivitesi, Shindler ve Bardsley yonteminin bazi
modifikasyonu sonucu belirlenen prosediire gore yapildi (Shindler and Bardsley 1975,
Doumonted and Rousset 1983, Kumar and Bhatla 1995). Bu yontem ABTS kromojenik

substratin H,O, tarafindan ylikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin meydana getirdigi
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absorbans artisinin 412 nm’de izlenmesi esasina dayanir. Saflagtirllan LPO enziminin
aktivitesinin belirlenmesinde bu yontemin tercih edilmesinin nedeni; Literatlirde enzimin
bilinen en iyi substrat1 olmasi ve molar ekstinksiyon katsayisinin verilmesidir (€412nm =
32400M™ cm™). Enzim aktivite 6l¢iim sonuclari 1 enzim iinitesi; “20°C’de 1 dakikada 1

pmol ABTS nin oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1” olarak tanimlandi.

Tablo 3.1 kegi siitii LPO enziminin saflastirma basamaklarin1 géstermektedir. Toplam 6
adet saflastirma basamagi uygulanmistir. Saflastirma islemlerinin sonunda spesifik
aktivite dlgiimii 0,54 EU/mg degerinden 7,21 EU/mg degerine yiikselmistir. Bu durumda
enzim 13,35 kat saflastirilmistir. Saflastirma basamaklar1 sonunda yiizde verim degeri ise
15 olarak bulunmustur. Ayn1 zamanda baslangigta 1litre siit kullanilmig ve saflagtirma
sonunda 1,9 mg LPO (Rz = 0,75) elde edilmistir. Literatiirde ise 1litre keci siitiinden 0,7
mg LPO elde edilmistir. Elde ettigimiz saf LPO miktar1 literatiire yakindir (Kumar and
Bhatla 1995).

Optimum pH ve 20 °C'da ABTS substrat1 i¢in Ky V& Viax degerlerini belirlemek {izere,
enzim i¢in en az bes farkli substrat konsantrasyonunda enzim aktivite degerleri belirlendi.
Elde edilen 1/V-1/[S] degerleri yardimiyla Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek (Sekil 3.4),
Km Ve Vmax degerleri bulundu. ABTS substrati i¢cin Ve degeri; 5,89 EU/ml, Ky, . 0,6
olarak tesbit edildi.

Kegi siitiinden elde edilen LPO enzimi i¢in yapilan kinetik ¢alismada 6 farkli ABTS
substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit ilag konsantrasyonunda spektrofotometrik
olarak aktivite 6lgtimii yapildi. Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek inhibisyon gesitleri
ve K; degerleri bulundu. Sefotak (1g Sefotaksim Sodyum), icin inhibisyon ¢esiti ve K;
degeri bulundu. Elde edilen 1/V ve 1/[S] degerleri yardimiyla Lineweaver-Burk grafikleri
cizilerek (Sekil 3.5) K ve Vmax degerleri bulundu. Sonuglar tablo 3.3-3.4°de verildi.

Bu degerlere gore Sefotak (1g Sefotaksim Sodyum), yarigsmali inhibisyon etkisi
gostermektedir. K;degeri ise 0,015 M’dur.
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ABTS substrat1 i¢in Sefotak (1g Sefotaksim Sodyum), Vmax degeri ; 5.89 EU/ml, Ky,
degeri ise yaklasik 2 bulunmustur. Kegi siitiinden saflagtirtlan LPO enzimi ig¢in

inhibitérden elde edilen Ky, ve Vmax degerleri asagida 6zetlenmistir.

Tablo 4. 2. Kegi siitii LPO’sunun ti¢ farkli ilag konsantrasyonuna karsi gizilen Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen K; Kp Ve V. degerleri

Ilag [Ha(;] M Ki degeri Ortalama K; Inhibisyon Km V max
(M) (M) Sekli

0,1 0,012 1,4 5,89

Sefotak 0,2 0,014 0,015 Yarigsmali 2,0 5,89

0,3 0.02 2,13 5,89

Keci siitiinden elde edilen LPO enzimiyle yapilan inhibisyon g¢aligmasi sonucunda,
Sefotak (1g sefotaksim sodyum), enzimi inhibe ettigi ve inhibisyon tipinin bu ila¢ i¢in

yarigmali oldugu tespit edildi.

ABTS substrat1 i¢in Sefotak (1g sefotaksim sodyum), ile yapilan kinetik ¢aligmada elde
edilen degerlerle % aktivite- konsantrasyon grafikleri ¢izilerek Iso degeri bulundu. Bu
grafik Sekil 3.6’da gosterildi. Bu sonuca gore Iso degeri sefotaksim sodyum i¢in 0,93 M
dir.

Calismasi yapilan LPO enziminin keg¢i siitlinden saflastirilmasi, literatiirlerde fazla yer
almamaktadir. LPO enzim aktivitesi farkli cinslerde degisiklik gdstermesi nedeniyle bu
calisma yapildi. Non-immun biyolojik savunma sisteminden sorumlu olmasi, bazi
bakteriyal hastaliklarda antibiyotiklerin siklikla kullanilmasi, literatiir ¢alismalarinda da
antibakteriyal, antifungal, antiviral etkilerinin gdzlenmesi nedeniyle antibiyotikle
inhibisyon calismasi yapildi. Ozellikle antibiyotikler yan etkileri fazla oldugundan siirekli
kullanilmamalidir. Kullanimi = smirlandirilmadigit  zaman immun sistemde dogal
bagisikligin zayiflamasina neden oldugu klinik arastirmalar neticesinde tespit edilmistir.
Calismamizda Sefotaksim sodyumun enzimimizi inhibe ettigi tespit edildiginden LPO ile

ilgili caligmalarin daha genis yelpazede arastirilmasi gerekmektedir.
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