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GIRIS

Glikoproteinler yapilarinda polipeptid zincirlerine kovalan baglarla
birlesmig oligosakkarid zincirlerini igerirler. Biolojik iglevleri bakimindan
biiyiik 6nem tagtyan glikoproteinler dogada yaygin olarak bulunurlar. Insan
organizmasinda da ¢ok farkli gérevleri olan glikoproteinler vardir. Albumin
disginda hemen hemen tiimii glikoprotein olan plazma proteinlerinin bir
kismimin kanda ¢oziinmeyen maddelerin taginmasinda, bir kisminin kanin
pthtilasmasinda, bir kismumn ise baggiklikta rolleri vardir. Mukoza
salgilarindaki glikoproteinlerin hem kayganlagtirici hem koruyucu etkileri
bulunur. Bir¢ok enzim, hormon, kan grubu maddeleri ile gesitli dokularin
yapisii  olugturan kollajen glikoprotein yapisindadir. Bundan bagka
glikoproteinler hiicre zarlarimin 6nemli bilesenleridir, burada hem tagtyicy,

hem reseptor olarak iglev goriirler.

Glikoprotein molekiilleri tiim bu 6nemli islevlerine kargilik ancak 1969
yiindan sonra aragtiricilarin yogun ilgi odag: haline gelmistir. Burger ile
Goldberg (1) ve Inbar ile Sachs (2) ik defa hiicre zarlarindaki
glikoproteinlerin  kanser hiicrelerinde tamamen degigiklige ugradigini
saptamuglardir. Ad1 gegen aragtiricilardan daha 6nce de, kanser hiicrelerinin
lektinler veya fitoaglutininler tarafindan aglutinasyonlarinda, normal

hiicrelere kiyasla, 6nemli farklilagmalar meydana geldigi gézlenmistir (3).

Glikoproteinlerin gerek yapilani gerek iglevleri gesitli galigmalar
sonucunda biiylik olclide aydinlatidmugtir.  Glikoproteinlerin  protein
konformasyonlarinin ~ olugmasinda, = monosakkarid-monosakkarid ~ ve

monosakkarid-protein etkilegmelerinin diger bir deyigle hidrojen baglan



ve/veya hidrofobik baglarin rol oynadig, bu maddelerin proteinleri
proteolitik enzimlerin etkilerine karst koruduklan, hiicre zarlarinin
gecirgenliginin glikoproteinler tarafindan kontrol edildigi,
glikoproteinlerdeki polisakkarid zincirlerinin molekiiliin  kimyasal olarak
taninarak hiicre digina taginmasinda rolii oldugu, hiicre zarlarinda yer alan
glikoproteinlerin hiicrelerin iglev bakimindan farkhlagmasinda gorev aldiklar

ve enzimler, hormonlar, viriisler igin reseptor olugturduklar sapranmugtir (4-

19).

Glikoproteinlerdeki oligosakkarid ve polipeptid zincirleri arasindaki
kovalan baglar, bazi amino asidlerin fonksiyonel gruplar: ile monosakkaridin
1 numarali karbon atomunun katilmas: sonucunda olugan N-glikozid veya
O-glikozid baglanidir. N-asetil glukozaminin 1 numarali karbon atomundaki
hidroksil grubu ile polipeptid zincirindeki asparaginin amid grubu arasinda
bulunan N-glikozid bag: saptanan ilk glikopeptid bagidir (20,21). Tavuk
ovalbuminindeki glikoproteinde varli1 saptanan bu bagin (22,23), sigir
ribonukleazinda (24), o - asid glikoproteinde (25,26), kornea keratan stilfat
glikoproteininde (27,28) ve dana ile insan tiroglobulininde (29) de
bulundugu saptanmigtur.

O-glikozid baglarina ise polipeptid zincirindeki serin, treonin veya
hidroksilizin istirak eder. Serin ve treoninin yer aldig1 baglar ilk kez mukoza
salgilarindaki glikoproteinlerde belirlenmigtir (30,31,32,33).

Hidroksilizinin katildig1 O-glikozid baglan ilk kez kobay derisi
tropokollajeninde (34) ve sigir bobrek glomerul hiicre zarlarinda (35)
saptanmugtir. Galaktozilhidroksilizin baglarina ise gerek omurgali gerek



omurgasizlardan elde edilen ¢ok sayidaki farkli kollajende rastlanmugtir

(36,39).

Bitki glikoproteinlerindeki O-glikozid baginin siklikla hidroksiprolin
ile arabinoz arasinda olugtugu goriilmiistiir (38). Aym amino asidin galaktoz
ile meydana getirdigi bagin vesil alglerde bulundugu saptanmugtir (39). Serin
veya treonin ile mannoz arasindaki O-glikozid bagimin varhigt maya ve

mantarlarda gosterilmigtir (40).

Glikoproteinlerin  gerek  yapisal gerek iglevsel  &zelliklerinin
incelenmesinde eksoglikozidazlar ve endoglikozidazlar olarak siniflandirilan
bazi glikozidazlardan yararlaniir. Eksoglikozidazlar oligosakkarid zincirinin
ucunda yer alan monosakkaridin katildign glikozid bagini spesifik olarak
hidroliz ederek serbest kalan monosakkaridin taninmasina olanak saglar.
Endoglikozidazlar ise oligosakkarid zincirlerini polipeptid iskeletine yakin
kisimlarinda  bulunan N-asetilglukozaminin veya N-asetilgalaktozaminin
katildigr glikozid baglarii  pargalayarak daha sonra yapisal analiz
uygulanabilecek uzunluktaki oligosakkarid zincirlerinin polipeptid kismindan
ayriimasinda rol oynar.

Glikozidazlar ¢ok sayida bitki ve mikroorganizmadan elde edilmig ve
ozellikleri incelenmigtir, bunlardan B-asetilglukozaminidaz (41,42), B-
galaktozidaz (43,44), o-galaktozidaz (45), a-mannozidaz (46) pratikte
kullanilan eksoglikozidazlardir. Yumusacaklarin glikozidazlar ile ilgili baz
aragirmalar  yapilmig, deniz yumusacaklarindan istiridyede o- ve fB-
galaktozidazlar ve a- ve B- mannozidazlardan bagka a-ve B-glukozidazlarin

da varliklan saptanmig ve adi gegen enzimlerin cesitli karbohidratlarin



yapilarinin aydinlatiimasinda kullanilabilecekleri belirtilmistir (47). Mytilus
galloprovincialis midye tiirliniin tiim doku ekstresinden ii¢ B-galaktozidaz
izoenzimi izole edilmis ve kinetik &zellikleri incelenmigtir (48). Ayni midye
tiiriiniin manto dokusunda da B-galakozidaz aktivitesi saptanmuig, enzimin

ayn1 zamanda galaktozil transferaz aktivitesi de gosterdigi belirlenmigtir (49).

Sistematik adi B-D-glukozid glukohidrolaz olan B-glukozidaz (EC
3.2.1.21) (52) glikozil bilegiklerine etki eden hidrolazlar alt simifinda ver alir.
Dogal substratlar1 sellobioz, sellotrioz vb. olan bu enzim B-glukozid bagim

hidroliz ederek, molekiilden D-glukozun ayrilmastni saglar.

Hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan
glukozidazlar ¢ok sayida arastirmaya konu olmakla beraber (41,42,50,51),
midye glukozidazlar ile ilgili ¢aliymalarin sayis1 oldukga azdir. Mytilus edulis
midye tiiriiniin tiim doku ekstresinde B-glukozidaz aktivitesi gosteren en az
iki izoenziminin bulunabilecegi ileri stiriilmiiy (53), aym midye tiiriiniin
hepatopankreasinin o-D-galaktozidaz, B-D-galaktozidaz, a-D-mannozidaz,
B-D-glukozidaz, a-L-fukozidaz ve N- asetil -B-D- glukozaminidaz gibi ¢ok
sayida glikozidazin igerdigi saptanmigtir (54). Mytilus edulis manto
dokusundan yiiksek aktivite gosteren iki a-glukozidaz izoenzimi izole
edilmigtir (55).

Tiirkiye kiyillarinda bulunan ve Akdenize &zgii midye tiirii olan
Mytilus galloprovincialis glukozidazlarmna iligkin aragtirmalarin sayis1 oldukga
azdir. Ad1 gegen tiiriin tiim doku ekstresi ve manto dokusu o-glukozidazlar
(56,57) ile hepatopankreas B-glukozidazlar: (58) incelenmistir.



Midye manto dokusu B-glukozidazina iliskin bir bilginin literatiirde
yer almamasi goz Oniinde bulundurularak, bu ¢alimada Mytilus
galloprovincialis manto dokusu B-glukozidazinin elde edilmesi ve bazi

kinetik 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmugtir.



GEREC VE YONTEM

Mytilus galloprovincialis L. midye tiiriiniin manto dokusu -
glukozidazinin elde edilmesi ve bazi Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla
gergeklegtirilen bu galiymada doku homojenati, ham ekstre ve amonyum
siilfat kesitinin elde edilmesinde Bosch homojenizator, Kermanlar manyetik
kanigtiricy, Heraeus-Cryofuge 20-3 sogutuculu santrifiij, [-glukozidaz
aktivitesi goOsteren fraksivonun ayrilmasinda yararlanilan hidroksilapatit
kromatografisinde LKB-8300 UVICORD II. ultraviyole absorbsiyometre,
LKB 6520 kaydedici ve LKB -2112 REDIRAC fraksiyon toplayici
kullanild.

Enzim aktivitesi Slgiilmesi ve protein miktar tayininde THERMOMIX
Bu su banyosu ve SHIMADZU UV-1208 spektrofotometreden yararlanilds.

Hidroksilapatit hazirlanmasinda Na, HPO,. 12 H,O (Merck 6573),
CaCl,. 2H,0 (Merck 2380) ve NaOH (Ferak 21148), enzim aktivitesi
Olglilmesinde  substrat olarak 4-Nitrofenil-B-D-glukopiranozid  (Fluka
73626), standart olarak 4-Nitrofenol (Fluka 73560) ve reaksiyonu
durdurmak igin susuz Na,CO; (Merck 6398) kullamildi. Protein miktar
tayininde ise CuSO, 5H,O (Riedel 12849), standart olarak sifir serum
albumini (Serva 11920) kullanild.



Deneyler sirasinda kullanilan

Potasyum fosfat tamponu KH,PO, (Merck 4871)
K,HPO, (Merck 5100)
Mc Ilvaine sitrat-fosfat tamponu C.H;0-.H,0O (Merck 242)
Na-HPO.12H,O  (Merck 6573)
Sorensen glisin tamponu glisin (Merck 500190)
NaCl (Merck 6400)
ve HCI (Merck 317)
Sorensen fosfat tamponu ise Na,HPO,.2H,0O (Merck 6576)
ve KH,PO, (Merck 4871)

ile hazirland.

MIDYE MANTO DOKUSU B-GLUKOZIDAZININ ELDE
EDILMESI

Midye manto dokusu B-glukozidazi, midyenin manto dokusundan
hazirlanan homojenattan, B-glukozidaz aktivitesi gosteren fraksiyonun en
uygun amonyum siilfat konsantrasyonunda ¢oktiiriilerek, distile suya kars1
dializ edilmesi ve hidroksilapatit kolonuna uygulanmasi suretiyle elde edildi.

Midye manto dokusu ham ekstresinden P-glukozidazi ¢oktiiren

uygun amonyum siilfat konsantrasyonunun belirlenmesi

Deneyin yapilacag: giin toplanan midyeler kabuklarindan ayrilds,
manto kisimlari makasla dikkatle kesilerek alindi ve distile su ile iyice
yikandiktan sonra, 67 g kadari, 300 ml % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ve 2 ml toluen
iceren, buz igine yerlestirilmig olan, 500 ml'lik balona aktarildi, dakikada

10.000 devir yapan homojenizat6r yardimiyla homojenize edildi. Bu suretle



elde edilen homojenat 1000 m!’lik bir behere aktarilds, {izerine 300 ml % 0.9
NaCl ¢6zeltisi katildi, manyetik karigtirict ile 30 dakika karigtirildiktan sonra
bir gece buz dolabinda bekletildi. Ertesi giin, 20.000 devir/dakikada 30
dakika siireyle sogutuculu santrifijde santrifijje edildi, iistteki berrak kisim,

stizgeg kagidindan siiziilerek alindi ve bu gekilde ham ekstre elde edildi.

Ham ekstreye, konsantrasyonu % 20 oluncaya kadar, havanda
doviilerek toz haline getirilmig amonyum siilfat kiiclik porsiyonlar halinde
katildi. Karigim manyetik karigtina ile 30 dakika kangtirildiktan ve bir gece
buz dolabinda bekletildikten sonra 20.000 devir/dakikada sogukta 30 dakika
santrifiije edildi. Ustteki sivida ve ¢okeltide B-glukozidaz aktivitesi tayini ve
protein miktar tayini yapildi. Bu iglemlere, amonyum siilfatin sivi kisimdakai
konsantrasyonu, kademeli olarak her defasinda % 5 arttirlmak suretiyle, %
45°¢ kadar gikardarak devam edildi. % 40 amonyum siilfat iceren ham
ekstrenin santriftijii ile elde edilen ¢oOkeltide B-glukozidaz aktivitesi
bulunmamasi, aktivitenin % 45 amonyum siilfat iceren ham ekstrenin
santrifiijii ile elde edilen ¢okeltide ilk kez ortaya ¢tkmasi % 40°lik amonyum
siilfat konsantrasyonu taban olarak kabul edilmesine neden oldu. Karigimin
amonyum siilfat konsantrasyonunun yine her seferinde % 5 arttirilmasi ve
yukarida sozii edilen iglemlerin aynen tekrarlanmasi suretiyle gergeklestirilen
deneylerde % 60 amonyum siilfat ieren ham ekstrenin santrifiijii ile elde
edilen ¢okeltide aktivite goriildii ancak sivi kisimda aktivite saptanmadi. Bu
suretle Mytilus galloprovincialis midye mantosu ham ekstresinden B-
glukozidazi ¢oktiiren uygun amonyum siilfat kesitinin % 40- % 60
konsantrasyonlar1 oldugu belirlendi.



Midye manto dokusu B-glukozidazinin ekstraksiyonu ve % 40-

%60 amonyum siilfat kesitinin elde edilmesi

Mytilus galloprovincialis L. mantosu B-glukozidazini ¢oktlirmek igin
uygun amonyum siilfat konsantrasyonunun % 40-% 60 oldugu saptandiktan

sonra sirastyla agagidaki iglemler uygulandu:

Kabuklarindan ayrilip, makasla dikkatle kesilerek alinan ve distile su ile
yikanmig 105 g civarinda manto dokusu 300 ml % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ve 2 ml
toluen igeren, buz igine yerlestirilmis olan 500 mPlik balonda dakikada
10.000 devir yapan homojenizatdr kullanilarak homojenize edildi, 1000
ml’lik bir behere aktarild1 ve {izerine 300 ml soguk % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ilave
edildi. Karigim 30 dakika manyetik kangtiricr ile karigtirildiktan sonra bir
gece bekletildi. Ertesi giin, 20.000 devir/dakikada sogutuculu santrifiijde
santrifiije edildi, iistteki berrak kisim alindi ve bu sekilde ham ekstre elde
edildi.

Ham ekstreye ortamdaki konsantrasyonu % 40 olacak sekilde havanda
toz haline getirilmiy amonyum siilfat yavag yavag ilave edildi. Karigim
manyetik karigtiric: ile 30 dakika karigtirildiktan sonra bir gece buzdolabinda
bekletildi, ertesi giin 20.000 devir/dakikada 30 dakika siireyle sogukta
santrifijje edildi. Santrifiijle ayrilan siv1 kisma, ortamdaki konsantrasyonu %
60 olacak sekilde kat1 amonyum siilfat katildi. Karnigim 30 dakika siireyle
manyetik kargtiricida karigtirldt ve ertesi giin ayni kosullarda santrifiije
edildi. Cokelti, goziinebilecegi en az miktardaki distile suda ¢oziildii. % 40-
%60 amonyum stilfat kesiti olarak adlandinlan bu ¢ozeltiye, bir giin siireyle

distile suya karsi dializ edildikten ve B-glukozidaz aktivitesi ile protein
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miktar1 tayin edildikten sonra hidroksilapatit kolon kromatografisi

uygulandh.
Hidroksilapatit kolon kromatografisi

Hidroksilapatit kolon kromatografisinde, kolon dolgu maddesi olarak
kullanilan hidroksilapatit Tiselius, Hjerten ve Levin’in (59) degistirilmig

yontemine gore hazirlandi (60).

Hidroksilapatit, alt ucu kiigiik bir par¢a cam pamugu ile kapatilmug, i¢
¢apt 1.8 cm olan cam kolona 15 cm yiikseklikte olacak sekilde dolduruldu.
Kolon, hacminin ii¢ kat1 kadar pH’s1t 6,8 olan 5 mM fosfat tamponu
gecirilmesiyle dengelendi. Daha sonra, midye manto dokusu B-glukozidazin
iceren % 40 - % 60 amonyum siilfat kesitinden 7 ml kolona uygulandi.
Kolondan sirasiyla 50 mM, 100 mM, 200 mM, 1 M pH’s1 6.8 olan
potasyum fosfat tampon ¢ozeltileri gegirilerek 36 ml/saat akig hizi ile eliisyon
gergeklestirildi ve fraksiyonlar fraksiyon toplayici cihazdaki deney tiiplerinde
3er mPlik hacimler halinde toplandi. Her tiipte B-glukozidaz aktivitesi
aragtirildi. Enzimatik aktivite gosteren tiiplerin igerikleri biraraya getirildi ve
enzimin kinetik 6zelliklerini incelemek igin yapilacak deneylerde kullaniimak
lizere + 4°C’de sakland.

B-GLUKOZIDAZ AKTIVITESININ OLCULMESI

Enzim aktivitesi 37°C’de, dakikada agia ¢ikan pmol 4-nitrofenol
(umol 4-nitrofenol/dakika) olarak, spesifik aktivite ise 37°C’de, dakikada 1
mg enzim proteininin agiga ¢ikardigt pmol 4-nitrofenol (umol 4-

nitrofenol/dak./mg protein) olarak belirtildi.
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Aktivite  Olglimlerinde,  substrat  olarak  4-nitrofenil-B-D-
glukopiranozidin 1/50 M ¢ozeltisi ve tampon olarak pH’s1 5.8 olan Mc

Ilvaine sitrat-fosfat tamponu kullanildi.

Spesifik aktivitenin hesaplanmasinda gerekli olan protein miktarlari,
standart olarak sigir serum albumini kullanilarak hazirlanan regresyon

denkleminden bulundu.
Aktivite deneyinin yapilig1

B-glukozidazin hidrolitik aktivitesinin dl¢iilmesinde asagidaki yontem
uygulandu.

Bir deney tiibiinde Mc Ilvaine sitrat-fosfat tamponu (pH 5.8) ve
substrat ¢ozeltisinden 100 er pl karigtirildi ve tiip 37°C’lik su banyosunda 5
dakika bekletildi. Daha sonra, 100 pl enzim ¢ozeltisi ilave edildi ve karigim
30 dakika siireyle 37°C’lik su banyosunda birakildi. Bu siirenin sonunda tiibe
3 ml 0.2 M Na,CO; ilavesiyle enzim reaksiyonu durduruldu.

Diger taraftan enzim ve substrat kontrol deneyleri, enzim ve substrat
gozeltileri yerine aym miktarda distile su kullamlmasi  suretiyle

gerceklestirildi.

B-glukozidazin substrat iizerine etkisiyle agiga ¢ikan 4-nitrofenole ait
sar1 rengin absorbansi ile enzim ve substrat kontrol deneylerinin
absorbanslari spcktrofotomctrcde, ayr1 ayri, 0.2 M Na,COgy’a karg, 420 nm
dalga boyunda olgiildii. Elde edilen degerin, 4-nitrofenoliin regresyon
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denklemine uygulanmasiyla enzim tarafindan 1 dakikada agiga ¢ikartilan 4-

nitrofenol miktar1 pmol olarak belirlendi.
4-nitrofenol standart egri denkleminin elde edilmesi

4-nitrofenol standart egri denklemin elde edilmesi i¢in Once 4-
nitrofenoliin sudaki 2000 umol/mPlik ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltinin
distile su ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlart 1750 umol/ml, 1500
umol/ml, 1250 pmol/ml ve 1000 pmol/ml olan ¢ozeltiler elde edildi ve
absorbanslar distile suya kargi 420 nm’de 6l¢iildii. Deney 5 kez tekrarlandi
ve bulunan degerlerden, en kiigiik kareler yonteminin uygulanmasiyla, 4-

nitrofenoliin regresyon denklemi elde edildi.
PROTEIN MIKTAR TAYINI

Ham ckstre, % 40-60 amonyum siilfat kesiti ve 50 mM tampon
cluatinda protein miktar tayini agagida belirtilen mikrobiiire yontemine gore
yapildi (61).

Belirtegler

Mavi belirteg: 40 ml % 1lik CuSO, ¢Ozeltisinin siirekli olarak
NeOR
karigtrmak  suretiyle, 150 ml % 40hk ¢ozeltisine

katilmasiyla hazirlands

Beyaz belirteg: 150 ml % 40’k NaOH ¢ozeltisine 40 ml distile su

katilmasi suretiyle hazirlandi.
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Deneyin yapiligt

Iki deney tiibiine 1’er ml &rnek alind ve her birine ’er ml distile su
ilave edildi. Bunlardan birine 1 ml mavi belirteg, digerine 1 ml beyaz belirteg
cklendi ve 20 dakika siireyle oda temperatiiriinde bekletildikten sonra, 6rnek
yerine distile su ile hazirlanan kontrollerine karsi, 310 ve 390 nm’lerde
absorbanslar1 o6l¢iildii. Mavi belirteg ile hazirlanan 6rnegin 310 nm’deki
absorbans1 390 nm’de Olgiilen absorbansindan gikarildt ve A; degeri elde
edildi. Beyaz belirteg ile hazirlanan 6rnege de ayni islemin uygulanmasiyla A,
degeri elde edildi. Aj;-A; degerinin sigir serum albumini regresyon

denklemine uygulanmasiyla pg/ml cinsinden protein miktar: belirlendi.
Sigir serum albumini standart egri denkleminin elde edilmesi

Sigir serum albumininin distile sudaki 1000pg/mPlik ¢o6zeltisi
hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozeltinin distile su ile seyreltilmesiyle
konsantrasyonlar1 200 pug/ml; 400 pg/ml; 600 pug/ml ve 800 ug/ml olan
cozeltiler elde edildi. Cozeltilere, ayr1 ayri, Zamenhofun mikrobiiire yontemi
(61) uygulandi ve adi gecen yonteme gore Olgiilen A;-A, absorbans
degerlerine en kiigiik kareler yonteminin uygulanmastyla sigir serum

albumini regresyon denklemi elde edildi.

MIDYE MANTO DOKUSU B-GLUKOZIDAZININ KINETIK
OZELLIKLERININ INCELENMESI

Midye manto dokusu B-glukozidazinin optimum pH ve optimum

temperatiiriinii belirlemek ve 4-nitrofenil-B-D-glukopiranozide karst Km
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degerini saptamak i¢in yapilan deneylerde, hidroksilapatit kolonundan 50

mM fosfat tamponu ile eliie edilen fraksiyon kullanildi.
Enzim aktivitesi iizerine pH’nin etkisinin incelenmesi

B-glukozidazin optimum pH’sim saptamak {izere 1.2-9 arasinda
gosterdigi aktivite, pH 1.2-3.6 aras1 Sorensen glisin tamponu (62,63), pH
2.2-7.2 arast Mc Ilvaine sitrat-fosfat tamponu (64), pH 7.0-9.2 aras: ise

Sorensen fosfat tamponu (63,65) kullanilan ortamlarda 6lgiildii.

Degisik pH degerlerinde elde edilen enzim aktiviteleri ordinatta,

pHlar absiste gosterilerek B-glukozidaza ait optimum pH egrisi ¢izildi.
Enzim aktivitesi iizerine temperatiiriin etkisinin incelenmesi

B-glukozidazin optimum temperatiiriinii belirlemek amaciyla enzim
aktivitesi, 5°-65°C’ler arasinda degisen temperatiirlerde, her defasinda 5°Cer,
optimum temperatiir dolaylarinda ise 1’er santigrat derece arttrmak
suretiyle, “enzim aktivitesi Olgiilmesi® baghg altinda belirtildigi gekilde
gergeklestirildi. Enzim aktivitesi ordinatta, temperatiir ise absiste gosterilmek

suretiyle ad1 gegen enzime ait optimum temperatiir egrisi ¢izildi.

Enzim aktivitesi fizerine substrat konsantrasyonunun etkisinin

incelenmesi

Substrat konsantrasyonun degistirilmesiyle p-glukozidazin reaksiyon
hizinda meydana gelecek degismeleri saptamak {izere, 4-nitrofenil-B-D-
glukopiranozid’in sudaki 0.02M, 0.01 M, 0.05 M, 0.0025 M, 0.00125 M’lik
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¢ozeltileri kullanild1. Enzimin farkli substrat konsantrasyonlarindaki aktivitesi
“enzim aktivitesinin Olgiilmesi” kisminda belirtildigi sekilde tayin edildi.
Farkli her substrat konsantrasyonu igin ayni kogullarda 5’er deney yapilarak
ve en kiiglik kareler yontemi uygulanarak enzime ait Lineweaver-Burk

dogrusu ¢izilip (66), dogrunun denklemi bulundu.
y = 0.0999 x + 9.55

Adi gegen denklemden yararlanilarak enzime ait Km ve Vmax degerleri

hesaplandt.
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BULGULAR

Midye manto homojenatt ham ekstresinden % 40-%60 amonyum
siilfat konsantrasyonunda ¢oktiirmek suretiyle elde edilen ve B-glukozidaz
aktivitesi gosteren 118.95 mg protein iceren 7 ml hacimdeki fraksiyonun
hidroksilapatit kromatografi siitununa uygulanmasi ve artan molaritedeki
fosfat tamponlariyla eliie edilmesi sonucunda elde edilen fraksiyonlarda
enzimatik aktivite Olgiildii ve 50 mM tampon ¢Ozeltisiyle eliie olan
fraksiyonda B-glukozidaz aktivitesi bulundu (Sekil 1).

Midye manto B-glukozidazinin elde edilme siirecindeki iglem

basamaklari Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1- Midye mantosu B-glukozidazinin elde edilme agamalan

Fraksiyon | Hacim (ml) | Protein (mg) | Total * Spesifik
aktivite (U) aktivite**

(U/mg)
Ham cekstre 720 2057 2786.5 1.35
% 40-%60 7 118.95 378.9 3.18

(NH,),80,
kesiti
50 mM 45 10.5 186.72 17.78
tampon eluati

*- umol 4- nitrofenol/dak.
**- nmol 4- nitrofenol/dak./mg protein
Regresyon denklemleri,
4- nitrofenol i¢in (umol):
y= 0,0003721 x + 0.0096814 (1)




Aktivite 94 mol/dak )
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Sekil 1. Midye mantosu ham ekstresi % 40-%60 amonyum siilfat

kesitinin hidroksilapatit kolonundaki eliisyon grafig;i.

Kolon boyutlari: 15 x 1.8 ecm, émek hacmi: 7 ml (118.95 mg
protein), akig hizi: 36 ml/saat, tamponlar: 50 mM, 100 mM, 200 mM, 1 M

pH’s1 6.8 olan potasyum fosfat tamponlan Protein (——) enzim aktivitesi( +++%),
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Sigir serum albumini i¢in (ug/ml):
y= 0.0005665 x + 0.0169 (2)
bulundu.

Enzim aktivitesi 6l¢limleri sirasinda agiga ¢ikan 4-nitrofenole ait optik
dansiteler 1 numarali denkleme vyerlestirilerek enzim aktiviteleri saptandu.
Protein miktarlari, mikrobiiire reaksiyonu ile saptanan optik dansitelerin 2

numarali denkleme yerlestirilmesiyle bulundu.
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. . . . .o . G.—. (R .
B-glukozidaz aktivitesi gosteren fraksiyonun  0-70°C  arasindaki

temperatiirlerde aktivitesinin “incelenmesinde, cnzimin 49°de en  viiksek

aktiviteyi gosterdigi saptand (Sekil 2).
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Sckil 2. B-glukozidaz aktivitesine temperatiiriin ctkisi
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B-glukozidaz aktivitesi gosteren fraksiyonun degisik pH’larda
akrivitesinin incelenmesinde, pH 4.8-5.0 arasinda en yliksek akriviteyi

gosterdigi, aktivitenin pH 6.6 dan sonra azaldigy goriildii (Sekil 3).

cé6r
™ 05
]
A=)
.
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£ 04}
2
Q
g
> 03F
par
4
L=
0.2}
o1r
0.0 T T T T T T T T =
1 2 3 4 5 € 7 8 9 10
pH

Sekil 3. B-glukozidaz aktivitesine pH’un etkisi
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Substrat konsantrasyonunun B-glukozidaz akrivitesi iizerine etkisinin
incelenmesi sonucunda, enzimin 4lnitrc'nfcnil-B-D- glukopiranozide karsi Km
degerinin 1.046 x 10°M, V . degerinin ise 3.49 mM oldugu saptand:
(Sekil 4). Regresyon denklemi: y = 0.0999 x 9.55

'V 100 -

30 -
20 -

10 =

I r 1 T 1 T T 1 T T 1 T T T 1
<600 -500 400 -300 -200 -100 O 100 200 300 400 S00 600 <700 800 500
us

Sekil 4. 4-niwofenil- B-D- glukopiranozid konsantrasyonunun -
glukozidaz akivitesi iizerine etkisi (- K—l- - 95)
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TARTISMA

Bugiine kadar sl sayida aragtirmanin  konusu olan midye
glikozidazlarinin, midyenin sindirim sisteminde besinlerle organizmaya giren
karbohidratlarin hidrolizindeki goérevleri yanisira; diger bazi dokularda da
onemli iglevleri oldugu bilinmektedir. Mytilus edulis manto dokusunda
glukoz molekiillerinin glikojenden ayrilmasini saglayan yiiksek aktiviteli iki o-
glukozidaz izoenzimi bulunmus (55), Mytilus galloprovincialis’e ait ayni
dokuda da ad1 gegen enzim gene iki izoenzimi halinde izole edilmigtir (57).
Bir bagka aragtirmada Mytilus galloprovincialis manto dokusunda -
galaktozid bagi iceren bilegiklerin hidrolizi yaminda, adi gegen baglarin
meydana gelmesini de saglayan bir B-galaktozidazin varlig1 saptanmigtir (49).

Midye manto dokusu B-glukozidazinin kismen saflagtirilmas: ve bazi
ozelliklerinin incelenmesi amaciyla yapilan bu galiymada, midye manto
dokusu ham ekstresinden sirayla amonyum siilfatla ¢oktiirme ve
hidroksilapatit kromatografisi uygulanmasi sonucu ad1 gegen dokuda bir tek
B-glukozidaz aktivitesi bulundugu belirlenmis ve B-glukozidaz 13 kez
saflagtirilarak elde edilmigtir. Midyenin sindirim sisteminde B-galaktozidaz ve
B-glukozidaz aktiviteleri gosteren enzimlerin birden fazla izoenzimleri
halinde bulunmalarina karsin (67,58), manto dokusunda bu aragtirmada
goriildiigii gibi B-glukozidaz, diger bir ¢aliymada ise B-galaktozidaz (49)

aktiviteleri gosteren enzimlerin izoenzimleri saptanmamugtur.

Bu caliymada izole edilen B-glukozidazinin optimum temperatiirii
49°C olarak belirlenmigtir. Diger bir aragtirmada aym midye tiiriiniin manto
dokusundan elde edilen B-galaktozidazin da en yiiksek aktiviteyi 49°C’de
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gosterdigi saptanmugtir (49). Her iki glikozidazin, farkh substratlar {izerine
etki gostermelerine kargin, ayni optimum temperatiire sahip olmalan ilging

bir bulgu olarak degerlendirilebilir.

Midye manto dokusu B-glukozidazi, pH 4.8-5.0 arasinda en yiiksek
aktiviteyi gostermekte; pH 6.6 ya kadar ise aktivitesinde 6nemli bir azalma
goriilmemektedir. Bu degerler Phaseolus vulgaris tohumlarindan izole edilen
B-glukozidazin 4.8-5.0 olan optimum pH’s1 ve aktivitesinde pH 6.8’ kadar
azalma olmamasi bulgulan1 (42) ile benzerlik gostermektedir. Mytilus edulis
midye tiiriinden elde edilen B-glukozidazin en yiiksek aktiviteyi pH 4.2°de,
Mytilus  galloprovinciali’in ~ hepatopankreasindan  izole  edilen
izoenzimlerinden daha aktif olanin ise pH 4.3’de gosterdigi bildirilmigtir
(53, 58). Bu galigmada elde edilen B-glukozidazin 4.8-5.0 olarak belirlenen
optimum pH’lant yukarida belirlenen B-glukozidazlara ait optimum pH
degerleriyle de uygunluk gostermektedir.

Manto dokusu B-glukozidazinin, 4-nitrofenil-B-D-glukopiranozide
karg1 gosterdigi en yiiksek reaksiyon hizi ve Km degeri sirasiyla 3.49 mM ve
1.046 x 10”M olarak bulunmugtur. Ayni midye tiiriiniin manto dokusu B-
galaktozidazin Km degeri 1.53 x 10°M, o-glukozidaz izoenzimlerin Km
degerleri ise 6.25 x 10° ve 1.87 x 10 M olarak saptanmustir (49, 57). Bu
bulgulardan; bu galiymada incelenen B-glukozidazin, aym1 dokuda olan diger
glikozidazlardan daha yiiksek Km degerine sahip oldugu anlagiimaktadir.
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OZET

Bu calismada Tiirkive sahillerinde bulunan midye tiir(i olan Mytilus
galloprovincialis’in manto dokusu B-glukozidaz elde edildi ve bazi kinetik

ozellikleri incelendi.

Rumelikavagi deniz kiyisindan  toplanan midyelerin  kabuklari
cikartildiktan sonra manto kisimlart ayrilarak homojenize edildi. -
glukozidaz aktivitesi gosteren fraksiyon, midye manto homojenizatinin
santrifiije edilmesiyle elde edilen ham ekstreden % 40 - 60 amonyum siilfat
konsantrasyonunda ¢oktiiriilmesi suretiyle ayrildi, dializ edildi ve
hidroksilapatit kolona uyguland1. Ad1 gegen fraksiyonun pH’s1 6.8 olan artan
molaritede fosfat tamponu ile yapilan kolon kromatografisi sonucunda
enzimin 50 mM fosfat tamponu ile eliie edilebilecegi saptandi. Bu suretle

midye manto dokusu B-glukozidazi 13 kez saflagtirilarak elde edildi.

B-glukozidazin en yiiksek aktivitesini pH 4.8-5.0 degerleri arasinda
gosterdigi, optimum temperatiiriiniin ise 49°C oldugu belirlendi. Midye
manto B-glukozidazinin 4-nitrofenil- B-D-glukopiranozide karsi gosterdigi
en yiiksek reaksiyon hizinin ve Km degerinin sirastyla 3.49 mM ve 1.046 x
10°M oldugu bulundu.
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SUMMARY

In the present study B-glucosidase was isolated from the mantle tissue
of Myrilus galloprovincialis, a mollusc species existing in the coasts of

Turkey, and some of its kinetic properties were examined.

After removing the shells of the mollusc collected from Rumeli Kavag:
seabord, the mantle tissue was separated and homojenized. The crude extract
of the mantle tissue was obtained by centrifugation and B-glucosidase active
fraction was precipitated from the crude extract at 40 % - 60 % ammonium
sulphate concentration. This fraction was diadsed and applied to
hydroxylapatite column. During the elution, molarity gradient was
performed with phosphate buffers of pH 6.8 and it was observed that the
enzyme existed in 50 mM eluate. Thereupon, mollusc mantle tissue B-

glucosidase was purified 13 fold.

It was determined that optimum pH of the mantle tissue B-
glucosidase of the mollusc existed between pH 4.8-5.0 and optimum
temperature at 49°C. Vmax and Km of B-glucosidase was found 3.49 mM
and 1.046 x 10”M for 4-nitrophenyl- B-D-glucopiranoside.
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