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Laktoperoksidaz Sistemine Kars1 Sesamoliin Inhibisyon Kinetigi

Inhibition Kinetics of Sesamol Against Lactoperoxidase System

Ramazan KALIN?!

(074

Antioksidan sistemleri gibi biyoaktif bilesenlerce
zengin olan siit, saglikli bir beslenmenin vazgecilmez
driinlerinden bir tanesidir. Siit, zararli mikro-
organizmalara karsi dogal bir savunma sistemine
sahiptir. Bu sistem, 06zellikle bebeklerin biiylime ve
gelisme donemleri igin ¢ok 6nemlidir. Oksidorediiktaz
enzim smifinda olan laktoperoksidaz (LPO; EC
1.11.1.7), dogada yaygin olarak insanlarda ve
hayvanlarda bulunan peroksidaz ailesinin bir iiyesidir.
Susam tohumlarindan elde edilen bir bilesik olan
sesamol, ¢esitli hastalik ve bozukluklarin tedavisi igin
bilim camiast tarafindan genis c¢apta calisilmig bir
molekiildiir. Bu c¢alismada, sigir laktoperoksidaz
sistemi iizerine sesamoliin in vitro inhibisyon
parametreleri belirlenmistir. LPO enzimi, ligant olarak
stlfanilamitin kullanildig1 bir afinite kromatografisi
teknigi ile tek kademede %75,99 verim ile 467,51 kat
saflagtirildi. Sesamol LPO enzimini nM’lar seviyede
giiclii bir sekilde inhibe ettigi belirlendi. Sesamol i¢in
I1Cso ve K| degerleri sirasiyla 138,629 ve 80,599+3,669
olarak hesaplandi. Ayn1 zamanda sesamol LPO iizerine
yarigmali bir inhibisyon etkisi gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Afinite Kromatografisi, /» vitro,
Laktoperoksidaz, Sesamol.

ABSTRACT

Rich in bioactive components such as antioxidant
systems, milk is one of the indispensable products of a
healthy diet. It has a natural defense system against
harmful micro-organisms. This system is especially
important for the growth and development periods of
babies. Lactoperoxidase (LPO; EC 1.11.1.7), which is
in the oxidoreductase enzyme class, is a member of the
peroxidase family commonly found in humans and
animals. Sesamol, a compound derived from sesame
seeds, is a molecule widely studied by the scientists for
the treatment of various diseases and disorders. In this
study, in vitro inhibition parameters of sesamol on
bovine lactoperoxidase system were determined. The
LPO enzyme was purified 467.51 fold with a yield of
75.99% in one step with an affinity chromatography
technique using sulfanilamide as ligand. It was
determined that sesamol inhibits LPO enzyme strongly
at nM level. ICs and K; values for Sesamol were
calculated as 138.629 and 80.599+3.669, respectively.
Also, sesamol showed a competitive inhibition effect
on LPO.

Keywords: Affinity Chromatography, In vitro,
Lactoperoxidase, Sesamol.
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Saglikli bir yasamda beslenme ¢ok 6nemli
bir yer tutmaktadir. Yasam boyunca saglikli
bir diyetle beslenilmesi biliylime ve gelisme
icin gerekli olan metabolik iiriinlerin
saglanmasi acisindan hayati gorev
iistlenmektedir.!  Aym zamanda saglikli
beslenmenin bulasict1 olmayan hastaliklar
riskini azaltmada ve sagligin gelistirilmesinde
giderek daha fazla anahtar rol oynadigi kabul
edilmektedir. Gegmis 5000 yila bakildig:
zaman, bir¢ok insan popiilasyonu diyetlerinde
gevis getiren hayvanlarin (inek, ke¢i, koyun
ve manda) siitiinii saglikli beslenmenin bir
parcast  olarak  kullanmislardir.? Bu
hayvanlardan elde edilen siitiin (6zellikle ¢ig
siit) saglikli beslenmede bu kadar ¢ok tercih
edilmesi, kendine 6zgii endojen mikrobiyal
topluluga  sahip  oldugu  bilgisinden
gelmektedir. Ozellikle yeni dogan bebeklerde
anne slitii, bebegin saghkli bir yasam
stirdlirmesi adina yararli olan birgok biyoaktif
molekiiller sagladigindan, dogumdan sonraki
ilk donemlerinde biiylime ve gelisme icin
ideal beslenme seklidir.?

Oksidorediiktaz enzim sinifinin bir {iyesi
olan ve giliniimiizde bir¢cok alanda kullanim
potansiyeline sahip enzimler arasinda yer alan
peroksidazlar (POD:E.C.1.11.1.7);
prokaryotik, Okaryotik ve fotosentetik
hiicrelerde ¢ok yaygin olarak bulunan
enzimlerden bir tanesidir.* Bu enzimler;
bakteri, maya, Ozellikle turp tiirleri gibi
yiiksek bitkiler, mantar ve siitii de kapsayan
bircok kaynakta bulunur. Peroksidazlar,
substrat afinitesi, inhibitorlere duyarlilik
spesifik aktivite ve optimum pH gibi farklh
biyokimyasal Ozelliklere sahip  birgok
izoenzime sahiptirler.® Biyolojik sistemlerde
metabolizma sirasinda olusan ve oksitleyici
ozellige sahip H2O2'nin zaman kaybetmeden
ortamdan uzaklastirilmasi1 gerekmektedir. Bu
onemli  gorev, hiicrelerde antioksidan
enzimler olan katalaz ve substrat olarak ¢esitli
aromatik bilesikleri kullanan peroksidaz
enzimleri tarafindan gerceklestirilir.®

Memeli POD enzimleri; siitte, gozyasi
damlasinda ve tiikiiriikte laktoperoksidaz

GIRIS

enzimi, lokositler, trombositler, karaciger ve
dalakta glutatyon peroksidaz enzimi, uterus,
akciger duvarlari, sitoplazma ve
mitokondrilerde ise miyeloperoksidaz enzimi
olarak lokalize durumdadirlar.’

Laktoperoksidaz enzimi (LPO: H20,-
Oksidorediiktaz E.C. 1.11.1.7) memelilerin
siit, gbzyasi, tiikiirik ve hava yolu ylizey
sivisinda bulunur. Enzim, 78 kDa molekiil
kiitlesine sahip heme grubu igeren bir
glikoproteindir.® Laktoperoksidaz proteinle
birlikte 9%0.07 Fe*? icermesi nedeniyle,
metaloprotein grubuna dahil edilir. Enzim
yapisinda bulunan bu demir atomu, enzimin
katalitik merkezinde heme grubunun bir
pargasini olusturur.’® LPO'daki heme grubu,
enzime disiilfid kopriileriyle sikica baglanan
protoporfirin IX'dan olugur. Siit igerisine
dogal olarak salgilanan LPO, yeni dogan
bebeklerin sindirim sistemindeki savunma
mekanizmas1 ile iligkili olarak patojenik
mikroorganizmalara karst O6nemli bir rol
oynayan enzimdir.©

Protein ve yag icerigi cok yiliksek olan

susam  (Sesamum indicum L.), yag
endiistrisinde kullanilan en Onemli
tohumlardan biridir.t? Calismamizda

kullanilan susam yagmin bir bileseni olan
sesamol (3,4-metilendioksifenol) dogal bir
organik bilesiktir. Sesamol, fenol tiirevi beyaz
kristalli bir katidir.? Suda az ¢oziiniir, ancak
cogu vyag 1ile karigabilir. Bu bilesik
heliotrope’nden organik sentez ile iiretilebilir.
Sesamol, yaglarin bozulmasini 6nleyebilecek
bir antioksidan ve antifungal olarak
bulunmustur. ™

Sunulan bu c¢alismada, susam yaginin bir
bileseni olan sesamol molekiiliiniin in vitro
kosullarda laktoperoksidaz sistemi iizerine
inhibisyon etkileri arastirilmistir. Bu amag
dogrultusunda oncelikle LPO enzimi sigir
sitiinden afinite kromatografisi teknigi
kullanilarak saflastirilmistir. Daha sonra
yapilan inhibisyon calismalari ile sesamol i¢in
ICs0 ve K degeri ile birlikte inhibisyon tipi
belirlenmistir.

~390 ~



GUSBD 2020; 9(4): 389 - 395
GUJHS 2020; 9(4): 389 - 395

Giimiighane Universitesi Saghk Bilimleri Dergisi
Giimiishane University Journal of Health Sciences

Arastirma Makalesi
Original Article

MATERYAL VE METOT

Kimyasallar

Sigir  siiti Erzurum  ilindeki  yerel
mandiralardan satin alinarak LPO enzimi bu
siitten  saflastirildi. Afinite kolonu ve
saflagtirma  i¢in  kullanilan  kimyasallar,
Amberlit CG-50-NH4" reginesi, ABTS (2,2-
Azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik
asit)), L-tirozin, CNBr-aktiflestirilmis sefaroz
4B, siilfanilamit, sigir serum albiimin (BSA),
hidrojen peroksit, sesamol ve elektroforez igin
kullanilan kimyasallarin tamami Almanya
devletine kayithi Sigma-Aldrich sirketinden
ticari olarak satin alind.

LPO Aktivitesinin Ol¢iimii

LPO aktivitesi, Shindler ve Bardsley'in
uygulamig  oldugu deneysel prosediirii
lizerinde yapilan kiiclik  degisikliklerle
Olciilmiistiir. Bu deney prosediirii kromojenik
bir substrat olan ABTS molekiiliiniin
yiikseltgenmesi sonucu olusan yesil renkli
bilesigin 412 nm’de absorbansta yapmis
oldugu  artisin  belirlenmesi  esasina
dayanmaktadir.'*

Protein Tayini

Protein miktarlari, negatif bir yiike sahip
olan Coomassie Brillant Blue G-250
bilesiginin pozitif yiiklii protein ile kompleks
yapmas1 sonucu olusan renkli bilesigin 595
nm’de absorbansinin Ol¢ililmesi esasina
dayanan Bradford yontemine gore belirlendi.
Sigir serum alblimini standart bir protein
olarak  kullanarak  protein  miktarlarini
belirlemek igin standart bir grafik ¢izildi.*

LPO’nun Saflastirilmasi

LPO, Sepharose 4B-L-tirozin-siilfanilamit
afinite  kolonu kullanilarak  saflastirildi.
Hazirlanan afinite kolonu fosfat tamponu (10
mM, pH 6,8) ile dengelendikten sonra
hazirlanan homojenat kolona yiiklendi. Daha
sonra afinite jeli fosfat tamponu (400 mL, 25
mM, pH 6,8) ile iyice yikandi. Son olarak
kolona tutunmus olan LPO enzimi
NaCl/Na2HPO4 ¢ozeltisi (1 M/0,25 M, pH:6,8)
ile eliie edildi.!®

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil
Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Siilfat-

Saflagtirilan LPO enziminin safligini
kontrol etmek i¢in, Laemmli metoduna gore
SDS-PAGE yapild1.!’

In Vitro inhibisyon Calismalar:

Sesamoliin inhibisyon etkisi (ICso) LPO
enzimi lzerine en az bes farkli inhibitor
konsantrasyonunda caligilarak cizilen
grafikten belirlendi. ICso degeri belirlendikten
sonra Ui¢ farkli sesamol ve bes farkli substrat
konsantrasyonlarinda yapilan aktivite
Olctimleri sonucunda elde edilen degerlerden
Lineweaver ve Burk egrisi c¢izildi. Bu
grafikten de sesamolin K degeri ve
inhibisyon  tipi  belirlendi.  inhibisyon
calismalar1 en az ii¢ tekrarli olacak sekilde
gerceklestirildi.

Arastirmanin Etik Yonii

Sunulan bu c¢alismanin biitiin deneyleri,
Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya
Boliimii, Biyokimya Arastirma
Laboratuvarinda Kimya Bolim
Bagkanligi’nin 55885869-900-E.2000330244
say1lt izni ile 01/07/2020 tarihinde baslanarak
tamamlanmustir.

BULGULAR VE TARTISMA

Siit ve siit tirtinlerinin beslenmedeki 6nemi
ve insan saghigina katkilar1 ¢aglardan
gilinlimiize kadar bilinmektedir. Siit, iki biiytik

protein ailesine sahip bir protein sisteminden
olusur. Bunlar; c¢oziinmeyen kazein ve
¢Oziinlir peynir alt1 suyu proteinleridir. Kazein
tim siitiin %80'ini olusturur ve izoelektrik
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cokeltme yoOntemiyle yagsiz siitten kolayca
ayrilabilir. Peynir alti suyu proteinleri,
bilesimlerinde asidik veya bazik ve hidrofobik
veya hidrofilik amino asitler igeren alfa-

sarmal motiflere sahip karmasik
molekiillerdir. Peynir altt suyu proteinleri;
b-laktoglobulin, immiinoglobulinler,

a-laktalbumin, s1g1r laktoferrin ve
laktoperoksidaz, sigir serum albiimin ve
kiiciik bilesimleri icerir.'8

Biyoaktif bilesenlere sahip siit, makro ve
mikro besin maddelerinin yani sira hastalik
risklerini azaltan antioksidan bilesenler de
igerir. Siit ayrica, yeni doganin hayatta
kalmasimm1 saglayacak temel besinleri ve
yapisinda dogal bir antioksidan etkiler
gosteren bilesenler icerir. Laktoperoksidaz,
lizozim ve laktoferrin gibi bir¢ok siit proteini
hem yeni doganlarda hem de yetiskinlerde
sagligin korunmasi igin 6nemlidir.*°

Stitteki laktoperoksidaz sisteminin
antibakteriyel etkisi, SCN" iyonlarmin H20>
varliginda katalizlenen reaksiyonu sonucu
olusan iiriinlere dayanir.?® Tiyosiyanatin
oksidasyonu sirasinda olusan aktif ara {iriiniin
hipotiyosiyanat ~ oldugu  kabul edilir.
Laktoperoksidaz sisteminin (OSCN, SCN™?)
ara aktif oksidasyon iiriinlerinin; dis zar, hiicre
duvari, sitoplazmik zar, tasima sistemleri,
glikolitik enzimler ve bazi bakteriler gibi
hiicre sistemleri {izerinde etkisi oldugu
bilinmektedir.?

Sesamol ile farmakolojik agidan hem in
vivo hem de in vitro olarak bir¢ok ¢alisma
yapilmustir.  Antioksidan aktivitesi, lipid
peroksidasyonuna etkisi, kardiyo koruyucu
etkisi, merkezi sinir sistemi iizerine etkisi,
antikanser aktivitesi, metabolik organlar

Tablo 2. LPO Enziminin Saflastirma Sonuclari

tizerine etkisi, antienflamatuvar potansiyelin
belirlenmesi ve enzim inhibisyon c¢aligmalari
bunlardan bazilaridir.??

Giliniimiizde enzimler; tip, gida ve cevre
endiistrilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Inhibitérlerin  metabolik
mekanizmalariin aciklanmasi
biyokimyacilar i¢in Onemli bir c¢alisma
alanidir.?® Sesamoliin kan-beyin bariyerini
kolaylikla gegebildigi yapilan caligmalarda
actk  bir sekilde gosterilmektedir. Bu
caligmalar g6z Oniine alindiginda; karaciger
basta olmak tizere, bobrekler, meme bezleri ve
beyin gibi bircok doku ve hiicreler sesamol
tarafindan etkilenebilmektedir.?* % Sesamol
izerine yapilan ¢aligmalar incelendigi zaman
enzimler {iizerine inhibisyon etkilerinin
belirlenmesine yonelik ¢ok fazla ¢alismanin
bulunmadigin1 gorebilmekteyiz. Bu detaydan
yola c¢ikilarak sesamol molekiiliinlin sigir
stitiinden saflagtirilan LPO iizerine inhibisyon
parametreleri  yapilan  ¢aligmalar  ile
belirlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Sesamoliin LPO Uzerine Toplu inhibisyon
Sonuclari

Inhibi
Molekiil ICso(nM)  Ki(nM)  oisyon

Tipi
Sesamol 138,629 80,599+3,669  Yarismali

Sesamoliin in vitro kosullarda inhibisyon
parametrelerini belirlemek i¢in 6ncelikle sigir
siitinden LPO enzimi saflastirildi. Afinite
tekniginin  (ligant olarak siilfanilamit)
kullanildig1 saflagtirma isleminde %75,99
verim ve 467,51°1lik bir saflagtirma katsayisi
ile LPO enzimi elde edildi (Tablo 2).

Toplam

Toplam Toplam  Spesifik  Yiizde

Saflagtirma . Aktivite  Protein . L - .~ Saflagtirma
Hacim . 4y Protein Aktivite Aktivite Verim
Basamaklari (ml) (EU.mlY) (mg.ml™) (mg) (E0) (EU.mgl) (%) katsayisi
Homojenat 50,0 0,973 9,3 465 48,65 0,1046 100 1
Afinite 70 5,282 0108 0,756 36,97 48902 7599 46751

Kromatografisi
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Saflagtirilan LPO enziminin saflig1 yapilan
SDS-PAGE ile kontrol edildi ve molekiil
kiitlesi yaklagik 78 kDa olarak belirlendi
(Sekil 1).

.
1
2
B .
D . )
e S
e
R are——
8
e e O
a b

Sekil 1. SDS-PAGE Fotografi.

*(A kolonu: saf LPO; B kolonu: 1: 250 kDa, 2: 130 kDa, 3: 95 kDa,
4: 72 kDa, 5: 55 kDa, 6: 36 kDa, 7: 28 kDa, 8: 17 kDa, 9: 10 kDa
(Thermo Scientific: Cat. No. 26619)

Sesamol molekiiliiniin 5 farkli
konsantrasyonunda yapilan aktivite 6lgtimleri
neticesinde ¢izilen % aktiviteye karst sesamol
konsantrasyonu grafiginden ICsp degeri
belirlendi (Sekil 2). Enzimin aktivitesini
yartya diigiiren inhibitdr konsantrasyonunu
ifade eden bu deger sesamol i¢in 138,629 nM
olarak hesaplandi.

/

P10 y = 100e 0065 |
! R?=0,9249 I
i 80 i
! . . |
| 8 ‘
e |
I 2 0= -OH \\ i
1< 40 [ . i
[~ "o \\{;J TT— i
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Sekil 2. Sigir Siiti LPO Enzimi I¢in ABTS
Substratina Bagh Olarak Sesamol ile Elde Edilen
Aktivite(%)-[Sesamol] Grafigi

Sesamoliin Kj degeri ve inhibisyon tipi; 5
farkli ABTS konsantrasyonuna kars1 3 farkli
sesamol konsantrasyonunda yapilan aktivite

Ol¢timleri neticesinde ¢izilen Linewear-Burk
grafiginden tespit edildi (Sekil 3). Enzim ile
inhibitér arasindaki kompleksin ayrigsma
sabitini gosteren Kj degeri 80,599+3,669 nM
olarak hesaplanirken inhibisyon tipi ise
yarigsmali inhibisyon olarak belirlendi. Tespit
edilen inhibisyon tipine bakildiginda molekiil
inhibisyon etkisini LPO enziminin aktif
merkezine baglanarak gostermektedir.

1/[ABTS] (mM)?

Sekil 3. Sigir Siiti LPO Enzimi icin ABTS
Substratina Bagh Olarak Sesamolden Elde Edilen
1/V ve 1/[ABTS] Grafigi

Yapilan ¢alismanin sonuglarina gore
sesamol molekiilii LPO enzimini nM
seviyelerde giiglii bir sekilde inhibe etmistir.
LPO i¢in potansiyel inhibitor 6zelligi gosteren
sesamoliin diisiik konsantrasyonlarda enzim
aktivitesini azalttigi elde edilen sonuglar ile
belirlenmistir.

Biyolojik olarak oldukga aktif bir bilesik
olan sesamoliin endikasyon profili bir¢cok
calismada arastinllmis ve elde edilen
sonuglara gore bu molekiiliin aktif oldugu
kanitlanmistir.  Farmakokinetik — 6zellikleri
oral formiilasyon i¢in 1iyi bir aday
olabilecegini gdstermektedir.?? Tiim yapilan
bu calismalar sesamoliin farmakolojik a¢idan
olduk¢a faydali bir molekiil oldugunu
ispatlamistir. Ancak, bu caligmadan elde
ettigimiz sonuglar gdsteriyor ki sesamol, yeni
dogan bebeklerin bagirsak sistemlerini ve
laktasyon donemindeki annelerin  meme
bezlerini patojen mikroorganizmalara karsi
koruyan laktoperoksidaz sistemini nM gibi
cok diisiik konsantrasyonlarda inhibe ederek
dogal bir antimikrobiyal sisteme zarar
vermektedir.

~393 ~
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Asetilkolinesteraz (AChE) ve a-glikozidaz
enzimler iizerine Sesamoliin inhibisyon
etkilerini belirlemek {izere yapilan ¢alismada
molekiiliin her iki enzimi de giiclii bir sekilde
inhibe ettigi belirtilmistir. Bu c¢alismada,
AChE i¢in 86,63 nM ve a-glycosidase i¢in ise
99,00 nM’lik elde edilen ICsp degerleri
sesamoliin ne kadar giiclii bir inhibitor
oldugunu géstermektedir.?® Sunulmus olan bu
calismada elde ettigimiz nM seviyelerdeki
inhibisyon sonuglart bu ¢aligmalar1 destekler
niteliktedir.

LPO fizerine molekiillerin inhibisyon
kinetiklerini  belirlemeye yonelik birgok
calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda basta
fenolik ve dogal iirtinler olmak tizere, gesitli
silfanilamit tiirevleri, bazi vitaminler ve
hormonlar, avermektin tiirevleri, fenolik
asitler ve baz1 tiyofen bilesikleri gibi
molekiillerin inhibisyon parametreleri
calisilarak literatiire sunulmustur.?” Sunulan
bu caligsma ile de sesamoliin detayli inhibisyon
kinetigi literatiire kazandirilmigtir.

SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak, susam tohumlarindan elde
edilen bir bilesik olan sesamol, ¢esitli hastalik
ve bozukluklarin tedavisi i¢in bilim camiasi
tarafindan  genis c¢apta c¢alisilmis  bir
molekiildiir. Ancak bu ¢alismalarda, LPO

sistemi iizerine inhibisyon etkisi
arastirilmamistir. Bu yiizden, oncelikle LPO
enzimi  afinite  kromatografisi  teknigi

kullanilarak sigir siitiinden izole edildi. Daha
sonra ise in vitro kosullar altinda sesamoliin
inhibisyon parametreleri detayli bir sekilde
incelendi. Elde edilen sonuglara gore bu
molekiil LPO sistemini nM seviyelerde inhibe

ettigi belirlendi. Siit ve mukozal sivilarda
bulunan LPO’nun, bakterileri pargalayarak
uzaklastirmak i¢in dogustan gelen bagisiklik
sistemi i¢in ¢ok hayati Oneme sahip bir
aktivitesi vardir. Eger LPO sisteminde
aksakliklar ortaya c¢ikarsa, bu bagigiklik
sistemini ciddi anlamda etkileyebilmektedir.
Bu durum o6zellikle yeni dogan bebekler igin
pek de istenen bir durum degildir. Bu yiizden
laktasyon donemindeki annelerin, bebeklerin
bagisiklik sistemini direncli tutmak icin
inhibisyonlardan kaynakli sorunlara kars1 ¢ok
dikkatli olmalilar.
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