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Lipoksigenaz Enziminin Sigir Karacigerinden Kismi Saflastirilmasi, Karakterizasyonu, Salisilik
Asitin ve Bazi Flavonlarin Enzim Uzerine Etkileri

Arzu OZTURK KESEBIR?, Deryanur KILIC!, Omer irfan KUFREVIOGLU*

OZET: Lipoksigenaz (EC 1.13.11.34.; LOX ) enzimleri; iki ya da daha fazla doymamis bag
bulunduran yag asitlerine oksijen katarak oksitleyen, yapisinda hem grubu olmayan demir tasiyict
dioksigenazlardir. Gelismis bitkilerde, memelilerde, 6koryatik alglerde, fungilerde, baz1 bakterilerde
de tamimlanmistir. Hayvan dokularinda, LOX 5, LOX 8, LOX 12 ve LOX 15 izoenzimlerinin
bulundugu dogrulanmistir. Bu c¢alismada, sigir karacigerinden LOX enzimi % 30-50 doygunluk
araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle kismi saflastirildi. Karakterizasyon g¢alismalar1 yapilarak,
optimum iyonik siddet degeri 0.5 mM, optimum pH degeri 4.0 ve optimum sicaklik degeri 30 °C
olarak belirlendi. LOX enzimi aktivitesi iizerinde salisilik asit, eupatorin, eupatilin ve gardenin A
maddelerinin inhibisyon etkisini arastirmak tizere 5 farkli inhibitor konsantrasyonunda aktivite 6l¢iimii
yapilarak % Aktivite —[I] grafikleri ¢izildi, IC50 degerleri bulundu. Salisilik asit i¢in 1.43 uM,
eupatorin i¢in 0.46 uM, eupatilin igin 0.15 pM ve gardenin A igin 5.31 uM olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Lipoksigenaz, kismi saflagtirma, karakterizasyon, inhibisyon.

Partial Purification and Characterization of Lipoxygenase Enzyme From Bovine Liver, Effects
of Salicylic Acid and Some Flavons on the Enzyme

ABSTRACT: Lipoxygenase (EC 1.13.11.34; LOX) is a non-hem iron-bearing dioxygenase which
converts oxygen into fatty acids containing two or more unsaturated bonds and converts them into
fatty acid hydroperoxides. Lipoxygenase activity is described in developed plants, in mammals, in
echolalia, in fungi, in bacteria. LOX 5, LOX 8, LOX 12 and LOX 15, the four-headed isoenzymes of
LOX enzymes are commonly found in animal tissues. In this study, LOX enzyme from bovine liver
was partially purified by precipitation of ammonium sulphate at 30-50% saturation. Characterization
studies were carried out and the optimum ionic strength value was determined as 0.5 mM, optimum pH
value was pH 4.0 and optimum temperature value was 30 °C. The inhibitory effect of salicylic acid,
eupatorin, eupatilin and gardenin A on LOX enzyme was investigated. Inhibitory effect of salicylic
acid, eupatorin, eupatilin and gardenin A on LOX enzyme was investigated. 1Cso values were
calculated as 1.43 uM for salicylic acid, 0.46 uM for eupatorin, 0.15 uM for eupatilin and 5.31 uM for
gardenin A.

Key words: Lipoxygenase, partial purification, characterization, inhibition.
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GIRIS

Lipoksigenaz enzimleri ( LOX; EC
1.13.11.34 ) biinyelerinde siilfiir ve hem grubu
icermeyen fakat demir igeren dioksigenaz
enzimleridir. (Brash, 1999) Yag asitlerinin
bilinyesindeki doymamis baglara oksijen katarak
hidroperoksit yapisi olustururlar. (Sari, 2006)
Bitkilerde, hayvanlarda ve  fungilerde
bulunurlar. (Sacan ve Turhan, 2014).

Biitin LOX enzimlerinin katalizledigi
ortak reaksiyon cis, cis—1,4 pentadien yapisinin
oksitlenmesidir. Olusan {iriin cis ve trans ¢ift
bagi igerir ve bu ¢ift bag 234 nm dalga boyunda
absorbsiyon vermektedir. Aktivite dl¢limiinde bu
ozellik Yapilan  bazi
calismalarda oksijen elektrodu kullanmildigi da
goriilmektedir. (Sar1, 2006)

Memelilerde  bulunan  LOX  enzimi
substrat1 genellikle aragidonik asit, bitkiler igin

kullanilmaktadir.

linoleik asittir (Aparoy ve ark., 2008).
Arasidonik asit metabolizma yolu
prostaglandinler, tromboksanlar, l6kotrienler,

lipoksinler gibi giiclii biyolojik diizenleyicilerin
tiretildigi yoldur. (Parker, 1987; Samuelsson ve
ark., 1987; Funk, 1996) Bu metabolik yol,
memelilerde bulunan LOX enzimleri tarafindan
katalizlenir. Arasidonik asit metabolizmasinin
LOX ile gergeklestirilen yolunda reaktif oksijen
tiirleri (ROS) denilen maddeler olusmaktadir. Bu
sekilde olusan diger arasidonik asit metabolitleri
ve ROS maddeleri, tiimdr olusumuna ya da
iltihaplanmaya sebep olabilmektedir. (Juntachote
ve Berghofer, 2005)

LOX enzimleri iltihaba sebep olan

hastaliklar, kardiyovaskiiler, metabolik
rahatsizliklar ve Alzheimer gibi sinir hasarlarina
bagh hastaliklarla alakal1 oldugu

diistintilmektedir. (lversen ve Kragbella, 2000;
Khanna ve ark., 2003; Dobrian ve ark., 2006;
Moreno, 2009; Dobrian ve ark., 2011) Ayrica
insan akciger, meme, prostat ve kolon kanseri ile
de iligkilerinin oldugu disiiniilmektedir. (
Samuelsson ve ark., 1987) Insan saghig: ile bu

kadar iliskili olan LOX enzimlerinin inhibitorleri
ve bu inhibitorlerin kesfi oldukg¢a Onemlidir
(Kelavkar, 2014).

Birgok LOX enzimi inhibitorii mevcuttur
ve ticari olarak hazirlanip  eczanelerde
satilmaktadir. (Misra ve ark., 2013) Fakat yan
etkileri sebebiyle bu inhibitorlerin kullanimi ya
yasaklanmis ya da sinirlandirilmistir (Charlier ve
Michaux, 2003).

LOX enzimi birgok bitki ve gida yapisinda
da bulunmaktadir. Bitkide aroma verici olarak
aldehit yapida ucucu bilesiklerin bulunmasi;
LOX enzimi aktivitesi sonucu yag asidi, vitamin
ve minerallerin pargalanmasina, tat ve koku
bozukluguna olabilmektedir.  Gida
sanayinde bu durum irliniin raf omrini de
kisaltmaktadir. ( Min ve ark., 2003) Bu nedenle
LOX enzimi aktivitesinin ortadan kaldirilmasi
oldukca onemlidir. Domates suyu ile yapilan bir
calismada LOX enziminin 40 °C’ye kadar olan
sicakliklarda  aktivite kaybetmedigi; 50°C
civarinda yaklagik 10 dakika 1sitma ile enzimin
aktivite kaybetmeye bagladigi ve 60°C’nin
lizerinde ise aktivitenin geri doniisiimsiiz yok
oldugu goriilmiistiir. (Rodrigo ve ark., 2007) Bu
da LOX enziminin saglik sektoriinde oldugu gibi
gida sektoriinde de oldukca 6nemli bir enzim

neden

oldugunu ve karakterizasyonu ile
inhibisyonunun arastirilmasi gerektigini
gostermektedir.

Bu calismada sigir karacigerinden kismi
saflagtirma yolu ile elde edilen LOX enziminin
karakterizasyonu ve bazi maddelerin enzim

aktivitesi  lizerindeki inhibe edici etkisi
arastirilmastir.
MATERYAL VE YONTEM
Sigir Karaciger Dokusu ve Kimyasallarin
Temini

Calismada  kullanilan  sigir  karaciger
dokusu  Erzurum’da  yerel  kasaplardan,
kimyasallar ~ ise ~ Merck,  Sigma-Aldrich

firmalarindan temin edilmistir.
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Homojenat Hazirlama

Sigir karaciger dokusu once ¢ok kiigiik
parcalar halinde kesildi, daha sonra siv1 azot ile
hiicre parcalamasi gerceklestirildi. Un haline
gelinceye kadar sivi azot ile muamele etmeye
devam edildi. Parcalanan dokular 50 mM Tris-
HCI (pH 7,5) tamponuna alindi, 30 dakika kadar
manyetik karigtiricidda 4°C’de  karistirildiktan
sonra 13 000 xg 4°C’de 60 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant alinarak kismi saflagtirma
islemine gecildi.

Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Calismada % 0-20, %?20-30, 9%30-40,
%40-50, %50-60 amonyum siilfat doygunluk
araliginda LOX enzimi arandi ve %30-50
araliginda ¢oktiigii tespit edildi (Jaenicke,1984).

LOX Enzimi Aktivite Ol¢iimii

Aktivite  Olglimiinde  substrat  olarak
kullanilan linoleik asidin pH 6.5 olan fosfat
tamponu i¢inde 234 nm dalga boyunda verdigi
asorbans degisimi kullanilmistir. Bu islem i¢in
once substrat ¢ozeltisi, 5 mL metil alkol i¢inde
0.04 mM linoleik asit ¢oziilerek hazirlandi. 3 mL
5 mM pH 6.5 fosfat tamponu, 90 pL substrat
¢Ozeltisine eklenerek 20°C sicaklikta 5 dakika
inkiibe edildi. Bu ¢ozelti icerisine 30 pL. enzim
eklenerek 3 dakika boyunca absorbans degisimi
gozlendi (Sari, 2006) Enzim {initesi, optimal
sartlarda 1 dakikada 1 pmol substrati iiriine
doniistiiren enzim miktar1 olarak tanimlandi.

Optimum Iyonik Siddet

Sigir  karaciger  dokusundan  kismi
saflagtirrlan LOX enziminin optimum iyonik
siddet degerini bulmak amaciyla 0.25 mM ile 25
mM araliginda pH 6.5 olan fosfat tamponu ile
aktivite Ol¢imii gergeklestirildi ve optimum
iyonik siddet degeri 0.5 mM olarak tespit edildi.
Optimum pH

Optimum pH c¢alismasi i¢in 0.5 mM pH’s1
4.0-5.0 araliginda asetat, 5.0-8.0 araliginda K-

fosfat, ve 8.0-9.0 arasinda Tris-HCI tamponlari
kullanilarak aktivite dl¢iimii gerceklestirildi ve
optimum pH degeri 4.0 olarak tespit edildi.

Optimum sicakhk

Optimum sicaklik caligmasi i¢in 0.5 mM
pH 4.0 asetat tamponu kullanilarak 0°C ile 40°C
araliginda olgtimler gergeklestirildi ve optimum
sicaklik degeri 30°C olarak tespit edildi.

Inhibisyon Cahsmalar

Sigir  karacigerinden kismi saflagtirma
yontemi ile elde etti§imiz LOX enziminin
aktivitesi iizerine bazi maddelerin inhibisyon
etkisini arastirildi. Bu amagla salisilik asit,
eupatilin, eupatorin ve gardenin A bilesiklerinin
farkli konsantrasyondaki c¢ozeltileri hazirlanip
kiivet ortamina cklendi ve aktivite oOl¢limleri
degerlendirildi ve % Aktivite-[Bilesik] grafikleri
cizildi. Bu grafikler Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7 ve
Sekil 8’de gosterilmistir. Inhibisyon etkisi
gosteren maddeler igin grafiklerden 1Cso
degerleri hesaplanda.

BULGULAR VE TARTISMA

Sigir karaciger dokusundan amonyum
stilfat ¢oktlirmesi yolu ile kismi saflastirilmasi
gerceklestirilen LOX enziminin karakterizasyon
caligmalarinda; optimum iyonik siddet, optimum
pH ve optimum sicaklik degerleri aragtirilmistir.

Sigir karacigeri sivi azotla homojenize
edildikten sonra amonyum siilfatla ¢oktiirme
islemi yapilmis, elde edilen sonug ile ilgili grafik
Sekil 1°de verilmistir. Buna goére enzimin
bulundugu amonyum siilfat araligi  %30-50
olarak bulunmustur. Kuo ve arkadaslarinin muz
yapragi ile yaptiklart ¢alismada, LOX enzimi
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemi ile
saflasgtirilmis ve %25-50 araliginda ¢oktiigii
tespit edilmistir.(Kuo ve ark., 2006) Yaptigimiz
caligma  ile  paralel bulduklar1
gorilmektedir.

sonug
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Sekil 1. Lipoksigenaz enziminin amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu

Enzimi optimum iyonik siddet degerini

0.5 mM olarak tespit edildi (Sekil 2). Buna gore

bulmak amaciyla 0.25 mM ile 25 mM araliginda LOX enzimi 0.5 mM gibi disik
pH 6.5 olan fosfat tamponu ile aktivite dl¢limii konsantrasyonlarda cok daha etkili
gerceklestirildi ve optimum iyonik siddet degeri caligmaktadir.
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Sekil 2. Sigir karaciger dokusundan saflastirilan LOX enzimi i¢in optimum iyonik siddet grafigi

Enzimin optimum pH degeri ol¢limii ile
ilgili sonuglar Sekil 3’te verilmis, bu deger pH
4.0 olarak belirlenmistir. Kuo ve arkadaslar
optimum pH degerini 6.2 ; Perez ve arkadaslari

¢ol trif mantar1 ile yaptiklar1 saflastirma

ve ark., 2006; Lu ve ark., 2013 ) Bu sonuglar
sigir karaciger dokusundan elde edilen LOX
enziminin optimum pH degerinin muz yapragi,
trif mantar1 ve rekombinant Uretim ile elde
edilen LOX enzimlerinde oldugu gibi bazik

calismasinda pH 7 ve Lu ve arkadaslarinin degil, asidik ortamda daha 1y1 calistigim
calismasinda pH 7.5 olarak Dbelirlendigi gostermektedir.
gorilmistiir ( Pérez-Gilabert ve ark., 2005; Kuo
0,4 -
£03 -
z
=02 -
s
201 -
<
O T T T T
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pH

Sekil 3. Sigir karaciger dokusundan saflastirilan LOX enzimi i¢in optimum pH grafigi
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Enzimin optimum sicaklik degeri dl¢timii
ile ilgili sonuglar Sekil 4’te verilmistir. optimum
sicaklik degeri ise 30 °C olarak tespit edilmistir.
Kuo ve arkadaglarinin c¢alismalarinda optimum
sicaklik degeri 40 °C, Lu ve arkadaglarinin elde
ettikleri rekombinant LOX enzimi ile yaptiklar
caligmalarinda ise optimum sicaklik degeri 25°C

olarak belirlenmistir. (Kuo ve ark., 2006; Lu ve
ark., 2013 ) Bu da rekombinant iiretimde
optimum sicaklik degerinde degisiklige sebep
olabilecegini, 6te yandan Kuo ve arkadaslarinin
yaptig1t calisma ile paralel bir sonug¢ elde
ettigimizi gostermektedir.

0,08

0,02

Aktivite (EU/mL)

o

0,06 !w\
0,04 -

20 30 40
Sicaklik (°C)

Sekil 4. Sigir karaciger dokusundan saflastirilan LOX enzimi i¢in optimum sicaklik grafigi

LOX enzimi inhibisyon caligmalar1 icin
salisilik asit, eupatorin, eupatilin, gardenin A
maddeleri kullanilmigtir. LOX enzimi ile ilgili
yapilan ¢aligmalar kontrol edildigi zaman
genellikle dogal idrilinlerin  inhibisyonunun
incelendigi goriilmektedir. Kanser ile ilgisini
acikladigimiz  LOX  enziminin  aktivitesini
azaltici ya da durdurucu gidalar
aragtirilmaktadir. Ornegin Khan ve arkadaslar
Polygonatum verticillatum (Miihriisiilleyman)
bitki oOziiti ile yaptigi c¢alismada sulu
fraksiyonlar ile hazirladigi 6ziit i¢in ICsp
degerini 109 ug.mL™; etil asetat ile hazirladig
oziit igin ICso degeri 97 ug.mL? olarak
bulmustur. (Khan ve ark., 2015) Yashanswinj ve
arkadaslar1 1se susam tiirevlerinin LOX
enziminin inhibisyonunda etkili  oldugunu
diisiinmiis ve sesamol i¢in ICso degerini 51.84

uM olarak bulmustur. (Yashaswini ve ark.,
2017)

Bu calismada dogal maddeler olan kedi
biy1g1 otu, java cayr ve hint bobrek cayinda
bulunan eupatorin, pelin yapraginda bulunan
eupatilin ve gardenin A maddelerini ve salisilik
asidi se¢ildi. Cizilen % Aktivite- [I] grafikleri
Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7 ve Sekil 8’de
gosterilmistir.  Inhibisyon  etkisi  gdsteren
maddeler i¢in ICsp degerleri hesaplanmistir. Bu
deger enzim aktivitesini yartya indiren inhibitor
miktarmmi gosterir. Elde edilen degerler kontrol
edildigi zaman ICso degeri en diisiik olan
eupatilin - maddesidir, bu sonug¢ inhibisyon
etkisinin kullandigimiz diger maddelere kiyasla
daha vyiiksek oldugunu gosterir. Yine ICso
degerleri kontrol edildiginde en diisiik inhibe
edici etkiyi gosteren maddenin gardenin A
oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5. LOX enziminin salisilik asit i¢cin %Aktivite- [1] grafigi
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Sekil 6. LOX enziminin eupatorin igin %Aktivite- [I] grafigi
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Sekil 7. LOX Enzimi’nin eupatilin i¢in %Aktivite- [I] grafigi
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Sekil 8. LOX enziminin gardenin A i¢in %Aktivite- [I] grafigi
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SONUC

Yapilan ¢alismalarin toplu sonuglari Cizelge 1°de gosterilmistir.

Cizelge 1. LOX enzimi karakterizasyon ve inhibisyon ¢alisma sonuglari

CALISMA TiPI/INHIBITORLER SONUC
Optimum iyonik siddet 0.50 mM
Optimum pH 4.0 (asetat)

Optimum sicaklik
Salisilik asit
Eupatorin
Eupatilin

Gardenin A

30°C

1Cs50=1.43 mM
1C50=0.46 MM
1C50=0.145 mM

1C50=5.31mM

LOX enzimi hayvan/insan sagligi ve gida
sanayisi i¢in olduk¢a Onemli bir enzimdir. Bu
nedenle gosterdigi karakteristik Ozelliklerin ve
inhibe edici maddelerin bilinmesi hem saglk
alaninda hem de sanayi alaninda biiyiime ve
karliliga neden olacaktir.

TESEKKUR

Bu calismaya Atatiirk  Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
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Projesi kapsaminda verdikleri desteklerden
dolay1 tesekkiir ederiz.
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