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D-Penisilamin, D-Penisilamin disiilfit ve N-Asetil-D-penisilamin’in Laktoperoksidaz Enzim
Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Etkileri

Is1l Nihan OZYUREKY, Ramazan KALIN ?*, Hasan OZDEMIR*

OZET: Meme, tiikiiriik ve diger mukoza bezlerinden salgilanan laktoperoksidaz (LPO, E.C.1.11.1.7);
antibakteriyel 6zellige sahip bir peroksidaz enzimidir. D-Penisilamin; Wilson hastaligi gibi bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilan tiyol yan zincirine sahip bir amino asittir. Bu ¢alismanin amaci, sigir
laktoperoksidaz enzimine kars1 D-Penisilamin, D-Penisilamin disiilfit ve N-Asetil-D-penisilamin‘in in
vitro inhibisyon profillerini belirlemektir. LPO enzimi, % 62,25 verimle 357,92 kat afinite
kromatografisi (Sepharose 4B-L-tirozin-siilfanamid) kullanilarak sigir siitiinden saflastirildi. LPO; D-
Penisilamin, D-Penisilamin disiilfit ve N-Asetil-D-penisilamin tarafindan etkili bir sekilde inhibe edildi.
Bu molekiillerin ICso degerleri sirastyla 0,584, 0,207 ve 0,552 uM olarak bulundu. D-Penisilamin ve D-
Penisilamin disiilfit i¢in yarigmali inhibisyon gosterirken, N-Asetil-D-penisilamin igin yarismasiz
inhibisyon gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Laktoperoksidaz, penisilamin, saflagtirma, inhibisyon

The Inhibition Effects of D-Penicillamine, D-Penicillamine disulfide and N-Acetyl-D-
Penicillamine on Lactoperoxidase Enzyme Activity

ABSTRACT: The lactoperoxidase (LPO, E.C.1.11.1.7) secreted from the breast, saliva and other
mucous glands is a peroxidase enzyme with antibacterial properties. D-penicillamine is an amino acid
with a thiol side chain, used in the treatment of many diseases such as Wilson disease. The aim of this
study was to determine in vitro inhibition profiles of D-Penicillamine, D-Penicillamine disulfide and N-
Acetyl-D-penicillamine against bovine lactoperoxidase enzyme. LPO enzyme was isolated from bovine
milk using affinity chromatography (Sepharose 4B-L-tyrosine-sulphanamide) 357.92 fold with a yield
of 62.25%. LPO was effectively inhibited by D-Penicillamine, N-Acetyl-D-penicillamine and D-
Penicillamine disiilfit. ICso values of these molecules were found as 0.584, 0.207 and 0.552 uM,
respectively. D-Penicillamine, and D-Penicillamine disiilfit exhibited competitive inhibition, and N-
Acetyl-D-penicillamine showed noncompetitive inhibition.
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GIRIS

Siit ve siit tiriinleri insan beslenmesinde ¢ok dnemli bir yere sahiptir. Bilesenleri nedeniyle siit,
insanlarin sagligina biiyiikk katkilar saglamaktadir (Seifu ve ark., 2005). Siit kendi igerigini zararh
mikroorganizmalardan koruyan ¢esitli bilesenleri igerir. Bu bilesenlerden bir tanesi de laktoperoksidaz
(LPO) sistemidir (Koksal ve ark., 2017a).

Laktoperoksidaz (LPO; EC 1.11.1.7), dogada yaygin olarak insanlarda, bitkilerde ve hayvanlarda
bulunan peroksidaz ailesinin bir tiyesidir (Kussendrager ve Van Hooijdonk, 2000). LPO; memelilerin
meme, tiikiiriik ve gbzyasi bezlerinin salgilarinda, yani siit, tiikiiriik ve gdzyaslarinda bulunur (Wolfson
ve Sumner, 1993). Siit igerisinde bol miktarda bulunan LPO, emzirme déneminde yeni dogan bebeklerin
bagirsak yollarinin patojenik mikroorganizmalara karsi korunmasinda dénemli bir rol oynar. Ozetle
istilact mikroorganizmalara karsi laktoperoksidaz sistemi dogal bir savunma sistemi olarak gorev
yapmaktadir (Reiter, 1978). LPO sistemi ti¢ bilesenden olusmaktir. Bunlar; LPO, tiyosiyanat ve hidrojen
peroksit (H202)’dir. Sadece bu ii¢ bilesenin varliginda LPO sistemi aktivitesini gosterir. LPO enzimi
H20; varliginda tiyosiyanatin (SCN) hipotiyosiyanite (OSCN™) oksidasyonu gergeklestirir. Olusan bu
yeni iyon; gram negatif ve gram pozitif bakteri, mantar ve viriislere kars1 gii¢lii bir antimikrobiyal etki
spektrumuna sahiptir (Seifu ve ark., 2005; Koksal ve ark., 2017a).

Oksidorediiktaz enzim smifinda olan LPO; 612 amino asit kalintis1 igceren tek bir polipeptit
zincirinden olugmaktadir. Molekiiler agirligi yaklasik 78 kDa olan bir glikoproteindir. LPO aktif
merkezinde bir heme grubu (protoheme 9) ve yaklasik % 10 oraninda karbohidrat igerir. LPO
molekiiliiniin katalitik merkezindeki heme grubu, bir ester bagiyla polipeptit zincirine kovalent olarak
baglanmis bir protoporfirin IX'dan olusmaktadir (Bjorck ve Claesson 1980; Colas ve ark., 2002).

Penisilamin yapisal olarak, bir tiyol yan zincirine sahip bir amino asittir. Penisilinin hidrolitik
bozulmasi ile veya kimyasal bir proses ile sentezlenerek hazirlanabilmektedir. Sisteinin ikinci karbon
atomuna bagli iki hidrojen atomunun yerine iki metil grubuna sahip penisilamin, sisteinin yapisal bir
analogu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. a-Karbon atomuna bir amino, bir karboksil, bir siilfidril ve iki
metil grubunun baglanmasiyla olusan penisilamin, {i¢ fonksiyonlu bir amino asittir. Bu {i¢ fonksiyonel
grup sayesinde karakteristik kimyasal reaksiyonlar geceklestirmektedir (Munro ve Capell, 1997;
Bhushan ve Kumar, 2009).

Asetillenmis bir D-penisilamin analogu olan N-Asetil-D-penisilamin, klinik olarak metal
toksisitesine karsi bir panzehir olarak kullanilan selatlama ajanlarindan biridir. Agir metallerin ¢evrede
her yerde bulunmasindan dolay1 Alzheimer ve Parkinson hastalig1 gibi norolojik hastaliklari igeren ciddi
saglik etkileriyle iliskilendirilmektedir. Selatlama tedavisi, bu toksik etkileri azaltmak i¢in klinik olarak
kullanilan yontemlerden biridir. Ozellikle civa zehirlenmelerinin tedavisinde N-Asetil-D-penisilamin
kullanildig1 bilinmektedir (Kark ve ark., 1971; Budimir, 2011; Chipiso ve ark., 2019).

Sunulan bu c¢alismada, aminoasit tiirevi olan D-Penisilamin, N-Asetil-D-Penisilamin ve D-
Penisilamin distlfit (Sekil 1) bilesiklerinin in vitro sartlar altinda LPO enzimi iizerine inhibisyon
etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle LPO enzimi sigir siitiinden
saflagtirillmistir. Daha sonra in vitro sartlarda yapilan inhibisyon ¢aligmalart ile her bir molekiil i¢in ICsg
ve Kj degerleri ile inhibisyon tipleri belirlenmistir.
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Sekil 1. Molekiillerin kimyasal yapilar
MATERYAL VE YONTEM

Kimyasallar

Sigir siitii Erzurum ilindeki yerel mandiralardan satin alinarak LPO enzimi bu siitten saflagtirildi.
Afinite kolonu ve saflastirma i¢in kullanilan kimyasallar, Amberlit CG-50-NHa" reginesi, 2,2"-Azino-
bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) (ABTS), L-tirozin, CNBr-aktiflestirilmis sefaroz 4B,
stilfanilamid, bovin serum albiimin (BSA), hidrojen peroksit, D-Penisilamin, D-Penisilamin disiilfit, N-
Asetil-D-penisilamin ve elektroforez igin kullanilan kimyasallarin tamami Almanya devletine kayitl
Sigma-Aldrich sirketinden ticari olarak satin alindi.

LPO Aktivitesinin Ol¢iimii

LPO aktivitesi, Shindler ve Bardsley'in uygulamis oldugu deneysel prosediirii iizerinde yapilan
kiigiik degisikliklerle dl¢tilmiistiir. Bu deney prosediirii kromojenik bir substrat olan ABTS molekiiliiniin
yiikseltgenmesi sonucu olusan yesil renkli bilesigin 412 nm’de absorbansta yapmis oldugu artigin
belirlenmesi esasma dayanmaktadir (Shindler ve Bardsley 1975). Bir enzim iinitesi (E.U.); 298 K°’da 1
umol ABTS’nin 1 dakikada oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir
(€:32.600 Mt cm™).

Protein Tayini

Protein miktarlari, Onceki caligmalarimizda detayli bir sekilde aciklanmis olan Bradford
yontemine gore belirlendi. Sigir serum albiimini standart bir protein olarak kullanarak protein
miktarlarini belirlemek i¢in standart bir grafik ¢izildi (Bradford, 1976; Kalin ve ark., 2014).

LPO’nun Saflastirilmasi

LPO, Sepharose 4B-L-tirozin-siilfanamid 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/NaxHPO04 ¢6zeltisi (1 M/0,25 M, pH:6.8) ile eliie edildi.

Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
Saflagtirilan LPO enziminin safligin1 kontrol etmek igin, onceki c¢alismalarda detayli olarak
anlatilmis olan Laemmli yontemine gére SDS-PAGE yapildi (Laemmli, 1970).

In Vitro inhibisyon Calismalar1

Penisilamin ve tiirevlerinin inhibisyon etkileri (ICso) LPO enzimi iizerine en az bes farkli inhibitor
konsantrasyonunda calisilarak cizilen grafiklerden belirlendi. Cizilen grafiklerden ICso degerleri
belirlendikten sonra {i¢ farkli inhibitér ve bes farkli substrat konsantrasyonlarinda yapilan aktivite
Olctimleri sonucunda elde edilen degerlerden Lineweaver ve Burk egrileri ¢izildi. Bu grafiklerden de her
bir inhibitoriin Kj degeri ve inhibisyon tipi ayr1 ayr1 belirlendi.
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BULGULAR VE TARTISMA

Siit, tim memeli tlirlerinin meme bezlerinden salgilanan hayati bir sividir. Hayati 6neme sahip
olan bu sivi, memeli yavrularin beslenme, bagisiklik ve koruyucu ihtiyaglarin1 desteklemek i¢in ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir. Siit ve iirtinleri 6zellikle insan yasamindaki beslenmede 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bu yiizden de insanlar i¢in tam olarak fayda saglayan bir besin kaynagidir (Ozdemir ve
Uguz, 2005). Siit; proteinler, enzimler, yaglar, mineraller ve vitaminler gibi bir¢ok farkli madde
bakimindan oldukg¢a zengindir. Laktoferrin, lizozim, glikomakropeptit ve LPO gibi bilesenleri i¢erisinde
bulunduran insan siitii enzim igerigi agisindan ¢ok énemlidir (Ozdemir ve ark., 2001). Insan siitii inek
stitiine kiyasla diisiik bir LPO aktivitesine sahiptir. Ancak her iki LPO ¢esidi de ayni 6zelliklere ve
molekiil agirligina sahiptir. Cig siitte dogal olarak bulunan LPO; tiyosiyanat ve peroksit ile birlikte LPO
sistemini meydana getirir. Bu sistem ¢ig siit i¢erisindeki en 6nemli mikrobiyal inhibitordiir (Sarikaya ve
ark. 2015).

D-Penisilamin: farmakolojik olarak oldukca aktif bir bilesiktir. Farmakolojik olarak D-
Penisilamin; Wilson hastaligi (Walshe, 1956), sistiniiri (Stephens, 1989) ve agir metal zehirlenmelerinin
(Gooneratne ve Christensen, 1997) tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak 6zellikle romatoid
artrite (Jaffe, 1983) ve skleroderma (LeRoy ve ark., 1991) hastaliklarinin tedavisinde etkili oldugu
bilinmektedir. Romatoid artrit hastaliginin yani sira hepatit tedavisinde ve bebeklerin retina hastaliginin
onlenmesinde kullanilmistir (Phelps ve ark., 2001).

Enzimler, biyolojik sistemlerde kimyasal reaksiyonlari hizlandirarak katalize eden biyolojik
makromolekiillerdir. Diisiik konsantrasyonlarda, bazi kimyasallar veya ilaglar spesifik enzim
inhibisyonlarina sebep olarak enzim aktivitelerinde degismelere neden olmaktadir (Koksal ve ark.
2017a). Birgok hastaligin tedavisinde kullanilan D-Penisilamin bilesiginin hastalar1 iyilestirme
ozelligine sahip olmasina ragmen toksisitesinin de oldugu yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir. D-
Penisilamin ile ilgili yapilan ¢alismalar incelendigi zaman enzimler iizerine inhibisyon parametrelerinin
belirlenmesine yonelik ¢ok fazla calismanin olmadigini gorebilmekteyiz. Buradan yola cikarak D-
Penisilamin ile bunun tiirevleri olan N-Asetil-D-penisilamin ve D-Penisilamin disiilfit molekllerinin
sigir siitinden saflagtirilan LPO tizerine inhibisyon parametreleri belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Molekiillerin LPO {izerine inhibisyon sonuglari

Molekiil 1Cs0 (uM) Ki (uM) inhibisyon Tipi
D-Penisilamin 0,584 1,422+0,288 Yarigmali
N-Asetil-D-penisilamin 0,552 1,061+0,462 Yarismasiz
D-Penisilamin Distilfit 0,207 0,136+0,069 Yarigmali

D-Penisilamin ve tiirevlerinin in vitro sartlarda inhibisyon etkilerini belirlemek i¢in 6ncelikle sigir
stitinden LPO enzimi ligant olarak siilfanilamitin kullanildig: bir afinite kromatografisi teknigi ile tek
kademede % 62,25 verim ile 357,92 kat saflastirildi (Cizelge 2). Saflastirilan LPO enziminin safligi
yapilan SDS-PAGE ile kontrol edildi ve molekiil kiitlesi yaklasik 78 kDa oldugu belirlendi (Sekil 2).

Cizelge 2. Sigir siitli LPO enziminin siilfanilamit afinite kolonu ile saflagtirma sonuglari

Toplam o . Toplam  Toplam  Spesifik  Yiizde
Is;:s]:i:;rl?:n Hacim ('::‘IS 'r\:]llt_ ?) (rF;er:r?lq) Protein Aktiyite A[gtivite Verim S?{gf:;lrl:a
(ml) : ¢ (mg)  (ED) (EU.mg!) (%) Y
Homojenat 50,0 1,12 10,3 51,.0 56,0 0,1087 100 1
Afinite Kromatografisi 7,0 4,98 0,128 0,896 34,86 38,906 62,25 357,92
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Sekil 2. LPO igin SDS-PAGE fotografi. a kolonlar1 saf LPO bantlarini gosterirken b kolonu ise standartlar1 gdstermektedir

D-Penisilamin, N-Asetil-D-penisilamin ve D-Penisilamin disiilfit molekiillerinin 5 farkli
konsantrasyonunda yapilan aktivite 6l¢limleri sonucunda ¢izilen grafiklerden ICso degerleri belirlendi
(Sekil 3). Bu degerler D-Penisilamin, N-Asetil-D-penisilamin ve D-Penisilamin disiilfit molekiilleri i¢in
strastyla 0,584, 0,552 ve 0,207 uM olarak hesaplandi.

100 100 100
/ y=100e 1187 y=100e3%=

y=100e15%
RP— 09254 R2=0.9946 R2=0,9095
80 ; 80 80
L[]
& \ ] \
;E' 60 (] % 60 E 60
= . - ] [
: : \
$40 ) g 40 !
2 X \. <
.\.
20 20 20 L
0 . : : . , 0 : T T T : 0 : T . T )
0 022 044 0.66 088 L1 0 02 0.4 0.6 0.8 1 0,00 0,08 017 025 034 042

\ [N-Asetil D-Penisilamin] uM [D-Penisilamin] M [D-Penisilamin Disiilfit] uM /

Sekil 3. Sig1r siitii LPO enzimi i¢in ABTS substratina bagl olarak molekiiller ile elde edilen Aktivite(%)-[Inhibitér] grafikleri

Molekiillerin Ki degerleri ve inhibisyon tipleri; 5 farkli substrat konsantrasyonuna kars1 3 farkl
inhibitdr konsantrasyonunda yapilan aktivite dl¢limleri sonucunda ¢izilen ayr1 ayri1 Linewear Burk
grafiklerinden belirlendi (Sekil 4). K; degerleri D-Penisilamin, N-Asetil-D-penisilamin ve D-
Penisilamin disiilfit molekiilleri i¢in sirasiyla 1,422+0,288, 1,061+0,462 ve 0,136+0,069 uM olarak
hesaplandi. inhibisyon tipleri ise D-Penisilamin ve D-Penisilamin disiilfit molekiilleri i¢in yarigsmali iken
N-Asetil-D-penisilamin i¢in yarigmasiz inhibisyon oldugu belirlendi.
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Sekil 4. Sigir siitii LPO enzimi igin ABTS substratina bagh olarak molekiiller ile elde edilen 1/V ve 1/[S] grafikleri (A: N-
Asetil-D-penisilamin; B: D-Penisilamin; C: D-Penisilamin disiilfit i¢in Linewear Burk grafikleri)

1/V (EU/mLdk)y
1V (EU/ml.dk)?
=
s
\

1/V (EU/mldk)!

Yapilan ¢aligma sonuglarindan da goriilecegi iizere biitin molekiiller LPO enzimini inhibe
etmistir. Sonuglar kendi igerisinde kiyaslandiginda bu bilesiklerden en gii¢lii inhibisyona D-Penisilamin
distilfit molekiiliiniin sahip oldugu bulunmustur. D-Penisilamin ve D-Penisilamin disiilfit molekiilleri
inhibisyon 6zelliklerini LPO enziminin aktif merkezine baglanarak gosterirken, N-Asetil-D-penisilamin
ise aktif merkezden farkl: bir noktaya baglanarak inhibisyona sebep olmustur.

Literatiirde farkli bilesiklerin LPO enzimi {lizerindeki inhibitor etkilerini belirlemek i¢in yapilmis
birgok galisma bulunmaktadir. Sisecioglu ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismalarda sigir siitiinden
saflastirilan LPO enzimi tizerine L-adrenalinin (Melda ve ark., 2012), melatonin ve seratoninin (Melda
ve ark., 2010a), baz1 vitaminlerin (Melda ve ark.,2009a), norepinefrinin (Melda ve ark., 2010b),
propofolun (Melda ve ark., 2009) ve bazi antibiyotiklerin (Melda ve ark., 2011) inhibisyon parametreleri
belirlenmistir. Ayn1 sekilde Koksal ve arkadaglar tarafindan LPO iizerine yapilmis ¢alismalarda bazi
avermektinlerin (Koksal ve ark., 2016a), bazi tiofen tiirevlerinin (Koksal, 2019), sekonder siilfanamit
tirevlerinin (Koksal ve ark., 2017a), bazi1 dogal molekiillerin (Koksal ve ark., 2017b) ve fenolik asitlerin
(Koksal ve ark., 2016b) inhibisyon parametreleri kapsaminda ICsg, Kj degerleri ve inhibisyon tipleri
belirlenerek literatiire kazandirilmistir.

SONUC

Sonug olarak LPO enzimi 6ncelikle sigir siitiinden saflastirildi. Daha sonra in vitro sartlarda D-
Penisilamin ve tiirevlerinin inhibisyon etkileri detayli bir sekilde arastirildi. Yapilan caligmalar
sonucunda biitiin molekiilerin LPO enzimini uM seviyede inhibe ettigi belirlendi. Bilindigi tizere LPO,
stit ve mukozal sekresyonlarda bulunan bakterileri uzaklastirdigi i¢in dogustan gelen bagisiklik sistemi
icin ¢ok hayati bir aktiviteye sahiptir. Eger enzim aktivitesi azalirsa, bu bagisiklik sisteminin zayifladigi
anlamina gelir. Ancak bu 6zellikle istenmeyen bir durumdur, ¢linkii bu bebeklerin bagisiklik sistemini
oldukga fazla etkiler. Bu yilizden her ne kadar bazi hastaliklarin tedavisinde D-Penisilamin kullanilsa da
penisilamin ve tlirevlerinin 6zellikle laktasyon doneminde kullanimina toksik etkisinden dolayr dikkat
edilmelidir.
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