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OZET

a-GALAKTOZ IDAZ ENZIMININ UCLU FAZ SISTEMI iLE
SAFLASTIRILMASI

BAYRAKTAR, Hasan

Yuksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Secil ONAL
Haziran 2011, 75 sayfa

o-D-Galaktozidazlar d(-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22)
dogada oldukga yaygin olarak bulunan hidrolaz sinreimlerdir. Bitkisel,
hayvansal ve mikrobiyal kaynaklardan coksite teknikler ile izole edilerek
saflatirilan bu enzimler galaktooligosakkaritler ve gakkaritlerde bulunax-
1,6-galaktoz birimlerini hidrolizlerler. Ozelliklgeker endistrisinde onemli bir
potansiyele sahip olam-galaktozidazlar, kompleks karbohidratlarin biydoj
fonksiyonlarinin belirlenmesinde, organik sentedder yapi analizlerinde ve
medikal alanda oldukga 6nemli uygulama alanlam @azimlerdir.

Bu calgmada karpuzdan Citrullus vulgarig izole edilen a-D-
galaktozidaz enzimi Ugli faz ayirma (Three Phastit®aing; TPP) sistemi
kullanilarak saflgtirildi. TPP sisteminde organik ¢ézgen olarak tabot ve tuz
olarak amonyum sulfat kullanildi. TPP sisteminiiojize etmek ve enzimi iyi bir
verimle saflatirabilmek icin sistemi etkileyen temel parametref@monyum
sulfat doygunlgu, enzim/t-bitanol orani ve pH) incelendi. Sstilalan a-
galaktozidaz enzimi karakterize edildi. Bu amacknzim aktivitesine ve
kararliligina sicaklik ve pH'in etkisi incelenerek kinetikbgker (Ky ve Vinay
belirlendi. Enzimin saffiini belirlemek ve molekil kutlesini tayin etmekngi
sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektrofar¢SDS-PAGE) yapildi.

Optimize edilen kgullarda (%50 (w/v) amonyum suilfat doygupiy
1:1ham ekstrakt/t-bitanol orani (v/v) ve pH 5,5yiHanan TPP sistemi ile-
galaktozidaz enzimi %76.7 aktivite verimi ile 2.6dat saflatirildi. TPP
sisteminden elde edilen enzimin molekil kitlesi SBEGE analizi ile 45 kDa
olarak belirlendi. Enzimin optimum sicaklik ve aptim pH ‘si sirasiyla 60°C ve
pH 6 olarak belirlendi. Safiarilan enzimin, 4-50°C ve pH 4.0-6.5 apahda



oldukca kararli oldgu belirlendi. K, ve Vnax degerleri Lineweaver-Burk
diyagramindan sirasiyla 0.22 M ve 0.14 U olarak apesdi. TPP,a-
galaktozidazlarin saffairiimasinda kullanilabilecek basit, hizli, ekon&mie
oldukca ilgi ¢ekici bir prosestir.

Anahtar Kelimeler: Uclu-faz sistemi, TPP,Citrullus vulgaris, a-

galaktozidaz, karpuz, protein izolasyon ve saiftemasi.
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ABSTRACT

PURIFICATION OF a-GALACTOSIDASE BY THREE-PHASE
PARTITIONING

BAYRAKTAR, Hasan
Msc. in Biochemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Secil ONAL

June 2011, 75 pages

a-Galactosidaseso{D-galactoside galactohydrolase, EC 3.2.1.22) are a
common class of hydrolases which are widely digted in nature. They have
been isolated and purified with different technigjfl®m various sources, such as
plants, animals and microorganisms. These enzyatayyses the hydrolysis af
1,6-galactose bonds which found in galactooligosagdes and polysaccharides.
They are very useful enzymes, especially for ehitoieh of the biological
functions of complex carbohydrates, for organictisgais, for structural analysis,

for medical purpose and in sugar industry.

In this study, a-D-galactosidase isolated from watermeld@itrullus
vulgaris) was purified by three-phase partitioning (TPM).this TPP system, t-
butanol was used as organic solvent and ammonitfateswas as a salt. Various
parameters (ammonium sulfate saturation, enzyme#rol ratio and pH)
required for the efficient purification of the emag were optimized to get highest
yield. The purified enzyme was also characteriZext.this aim, the effect of pH
and temperature on the activity and stability @& 8mzyme and determination of
kinetic parameters (Kand Vnhay Were also investigated. Sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) asialywas performed to

determine the purity and moleculer weight of theyeme.

Under optimised conditions (50% (w/v) ammoniumfatel saturation, 1:1

crude extract to t-butanol ratio (v/v) and pH 5¢5)alactosidase was purified to



vii

2.6-fold with 76.68% activity recovery. The enzymwistained from TPP showed
considerable purification on SDS-PAGE with a molecuveight of 45 kDa. The
optimum temperature and pH were determined as @ORCpH 6, respectively.
The purified enzyme was also very stable at a teatpee range of 4-50°C and a
pH range of 4-6.5. The Kand \ihax values were calculatedfrom Lineweaver-Burk
plot as 0.22 M and 0.14 U, respectively. TPP, snaple, quick, economical and

very attractive process for purification @fgalactosidases.

Key words: Three-phase partitioning, TP@itrullus vulgaris,a-galactosidase,

watermelon, isolation and purification of protin
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TESEKKUR

Yuksek lisans c¢ajmamin yurutilmesinde, laboratuar salalarindan
yazim gamasinin tamamlanmasina kadar teorik ve pratiknadda her turla
yardimi benden esirgemeyen, kendgyo islerinin arasinda bana zaman ayirip
ihtiyac duydgum her turld bilgiyi bana sunan glrli dangman hocam Sayin
Dog. Dr. Secil ONAL 'a ¢ok teekkiir ederim. Ayrica laboratuar gahalarim
sirasinda bana her turli konuda yardimci olan Sagylan KARKA S 'a ve
Evran BICAK CELEM ’e, SDS-PAGE analizlerinde bana yardimci olansAra
Gor. Ali ZEYTUNLUO GLU ’na, her tiirlii dest# ile tezim boyunca yanimda
olan arkadglarim Mecit SHAKIROV ’a, NemetSAKIROV ’'a, Eray Metin
GULER e, Tygba DEMR e, Esin CALCI 'ya velsmail BAYSAL ’a, yiiksek
lisans gitimim boyunca bana en iyi biyokimyagié&mini verdigine inandgim
degerli bolum hocalarima ve her an degste hissettgim saygidger aileme
tesekkird bir borg bilirim.

Bu calsma Ege Universitesi Bilimsel Asarma Fonu tarafinda 2010 FEN
006 nolu proje ile desteklensgtir.
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1. GIRIS

a-D-Galaktozidazlar -D-galaktozil galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22), basit
ve kompleks oligo- ya da polisakkaritlerin hidratizkatalizleyen hidrolaz sinifi
glikozidazlardir. Metanol, fenol ve 4-nitrofenolilgizidlerinden, disakkaritler ve
disakkarit turevlerinden (6rgen; melibioz, melibionik asit), trisakkaritlerden
(6rnegin; rafinoz), oligosakkaritlerden (6rpm; stakiytz) ve galaktolipidlerden
terminal a-galaktozil artiklarini hidrolizlerler. Dgada oldukga yaygin olarak
bulunan a-D-galaktozidazlar, ¢ok e#li biyokimyasal teknikler kullanilarak
bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynaklardan eedilerek saflgiriimislardir.

Kompleks karbohidratlarin biyolojik fonksiyonlarmibelirlenmesinde,
organik sentezlerde, yapi analizlerinde, medikahda ve endustriyel proseslerde
pek cok kullanim alani bulunam-D-galaktozidazlar, ¢6zellikleseker endistrisi
icin oldukga O©nemli enzimlerdir. Rafinoz, sukrozufristalizasyonunu
engelleyerek kristalizeseker verimini dgiren bir trisakkarit olup, ¢éli
kaynaklardan c¢ikilarak  hazirlanana-D-galaktozidaz  preparatlari  ile
hidrolizlenerek 6nemli oranda ekonomi gkamaktadir. Bu nedenlea-D-
galaktozidazin ¢gtli kaynaklardan en ekonomik ve verimgkekilde izolasyonu ve
saflgtirimasi oldukga 6nemlidir.

1.1 Galaktozidazlar

Galaktozidazlar, glikozidazlarin bir alt sinifi oldidrolitik enzimlerdir.
Glikozidazlar da glikozil bilgikleri Gzerinde etkili olan olduk¢a genve 6nemli
bir enzim grubudur. Basit glikozidler ile komplekfigo- ve polisakkaritlerdeki
glikozidik baglarin hidrolizini katalizlerler. Glikopiranozil gplari ile glikozidik
baglarin anomerik konfigurasyonlarina kaoldukca spesifik olan glikozidazlar,
hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda &lghu yaygin olarak
bulunurlar. Yaklak olarak 150 yildan bu yana atamacilar glikozidazlarla ilgili
farkli calsmalar yapmaktadirlar. Uzun zamandan beri Biyokimya'en ilging
argtirma konularindan birisi olmasina graen glikozidazlarin molekuiler
Ozellikleri ve etki mekanizmalari hakkinda c¢ok algibedinilebilmis ve sadece
birkac! kristalize edilebilngtir. Amilaz ve lizozim kristal formda elde edilen
glikozidaz sinifi enzimlerdir.



Glikozidazlarin  bir  kismi  glikozil artiklarini  olagakkaritlere,
polisakkaritlere ve gier alkolik reseptorlere transfer ettikleri haldedrblazlar
sinifina dahil edilirler. Glikozidazlar, O-glikozil N-glikozil ve S-glikozil
bilesiklerini hidrolizleyen enzimler (EC 3.2.1, 3.2.2,23) olarak ¢ gruba
ayrilirlar ve cok csitli glikozidik baglar tzerinde etkilidirler. Orngn; a-amilaz
(EC 3.2.1.1),B-amilaz (EC 3.2.1.2), ekzo-1@+D-glukozidaz (EC 3.2.1.3),
sikloheptaglukanaz (EC 3.2.1.12) ve siklohegzagiaka(EC 3.2.1.13p-1,4-
glukoz balarini, amilopektin-1,6-glukozidaz (EC 3.2.1.9)ligo-1,6-glukozidaz
(EC 3.2.1.10) ve dekstranaz (EC 3.2.1.41),6-glukoz bglarini, a-galaktozidaz
ise a-1,6-galaktoz bgni hidrolizler. Temel olarak yUkli grup icermeyen
substratlarla ilgilidirler. Tam belirleyici gruplaya hidroksil gruplar ya da
hidrojen atomlaridir. Bu nedenle de spesifikliklbit model ile belirlenmelidir.
Genel olarak belirli bir monosakkarit halkasinassfitirler, fakat b&l aglikon
grubu yuksek ya da diik bir etkiye sahiptir ve bazen de enzim aglikopassik
olabilir. Glikozidazlar 6zellikleseker halkasinin konfigirasyonuna spesifiktirler.
Ornesin; a-galaktozidazlar monosakkarit, oligosakkarit, gbleptid ve fenolen-
bagli terminal galaktoz artiklarin-galaktozidazlar is@-1,6-,3-1,4- veyap-1,3-
bagli terminal galaktoz artiklarini hidrolizleyebikt.

Glikozidazlar, genel olarak endo- ve ekzo- glik@zlar olarak iki gruba
ayrilirlar. Glikoproteinler uzerinde etkili olan @oglikozidazlar; end@-
galaktozidaz (EC 3.2.1.103), endoglikozidaz D (E€.1396), endoglikozidaz F
(EC 3.2.1.96), endoglikozidaz H (EC 3.2.1.96) vikapeptidaz F (EC 3.2.1.18)
dir. Polisakkaritler Gizerinde etkili olan endogl#dazlar;a-amilaz (EC 3.2.1.1),
selilaz (EC 3.2.1.4), hyalurinidaz (EC 3.2.1.45%02zim (EC 3.2.1.17) ve
pullulanaz (EC 3.2.1.41) dir. Ekzoglikozidazlar isadece terminal artiklar
tzerinde etkilidirler. Bunlar;3-N-Asetil-D-glukozaminidaz (EC 3.2.1.30(3-
amilaz (EC 3.2.1.2), amiloglukozidaz (EC 3.2.13¥ruktozidaz (EC 3.2.1.26),
o-L-fukozidaz (EC 3.2.1.51)x-galaktozidaz (EC 3.2.1.22B-galaktozidaz (EC
3.2.1.23), a-glukozidaz (EC 3.2.1.20),B-glukozidaz (EC 3.2.1.21),B-
glukuronidaz (EC 3.2.1.31) ve noraminidaz (EC 31B) dir (Onal, 1994;
Agrawell and Bahl, 1968).

Glikozidazlar yapisal karakterizasyonlarda da kulen énemli bir enzim
grubudur. Nukleer manyetik rezonans (NMR), hizlionat bombardmant,
elektrospray-kiutle spektrometrisi gibi analitik mefarin gel§mesiyle beraber
yap! tayinlerinde enzimlerin kullanimi biyik oladd azalacaktir. Fakat bu
tekniklerin elde edilemegi durumlarda enzimler hala olduk¢a gugli ve ethifi



ara¢c olmaya devam edecektir. Oligosakkaritleriniigamin aydinlatiimasinda
kullanilan bazi ekzoglikozidazlar Cizelge 1.1 idilmistir (Onal, 2000).

Cizelge 1.10ligosakkarit yapilarinin aydinlatiimasinda kullanibazi ekzoglikozidazlar.

Enzim Kaynak Hidrolizlenen Bag

o-Mannozidaz- | A. saitoi Maa 1-2 Man

Hegsozaminidaz Baklagil tohumu GalNAc/GIcNAt-2,3,4,6

B-Galaktozidaz Baklagil tohumu Gil-3,4,6

a-Fukozidaz C. lampas Fua1l-2GalGaBl-3(Fucl-4)
GIcNAc

o-Galaktozidaz Kahve tohumu @dl-3,4,6

a-Norominidaz A. ureafaciens NeuAc/NeuGa2-3/6Gal

a-Glukozidaz- | Domuz karageri  Glool-2Glc

a-Glukozidaz- Il Domuz karageri  Gloo1-3Glc ve Glal-3Man

Galaktozidazlar, ekzoglikozidazlarin en iyi bilinensinifidirlar.
Ekzoglikozidazlar, glikoprotein ve glikolipidlerdekarbohidrat yapisini modifiye
ederler. Bu enzimler O-glikozil big&lerini hidrolizleyen enzimler olupi- ve 3-
galaktozidazlar olarak iki gruptan glular. a-Galaktozidazlar -D-galaktozid
galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22) (melibiaz); galaktozligosakkaritleri,
galaktolipidleri icerena-D-galaktozidlerdeki terminal, indirgen olmayanD-
galaktoz artiklarini ver-D-fukozidleri de hidrolizlerlerp-Galaktozidazlar [{-D-
galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.23) (laktgi)D-galaktozidlerdeki terminal
indirgen olmayarg-D-galaktoz artiklarini hidrolizlerler. Bu gruptag&nzimlerden



bazisia-L-arabinozitleri de hidrolizlemektedir (Bergmey&873; Gaudreault and
Webb, 1983; Harpaz et al., 1987).

1.1.1 a-Galaktozidazlar ve a-galaktozidazlarin biyokimyasi

o-Galaktozidazlar d-D-galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22)gdda
oldukca yaygin olarak bulunan hidrolaz sinifi erendir. Cok sayidao-D-
galaktopiranozidik bgan hidrolizini katalizlerler (Harpaz et al., 198Guiseppin
et al., 1993):

- Metanol, fenol ve 4-nitrofenollerin glikozidleri,

- Disakkaritler ve disakkarit tirevleri; melibiogpimelibioz, melibiyonik
asit,

- Trisakkaritler; rafinoz,
- Oligosakkaritler; stakiy©z.

Sekil 1’de enzimin genel hidroliz reaksiyonu veriktiri.

CH,0H CH,0H
o op —e: 3 + ROH
ROH =——= .
OH - T OH 0-R
OH OH

Sekil 1.1 Genel reaksiyon mekanizmasi.

Yapilan caljmalarda Phaseolus vulgarisa-galaktozidazinin insan ve
tawan eritrosit membranindaki-1,3-galaktozil artiklarina ker aktif oldugu
(Dhar et al., 1994)igna radiataa-galaktozidazinin yine taan eritrositlerindeki
o-galaktozidik bglar hidrolizledgi (Dey, 1984), kahve tohumua-
galaktozidazinin kirmizi hicrelerdeki gliko-konjtigadan terminala-galaktoz
artiklarini (Zhu and Goldstein, 1994) @olocasia esculenta-galaktozidazinin
ise galaktoz iceren konjugatlardal,4- vea-1,6- b&larini (Chien and Lin-Chu,
1991) hidrolizledgi belirtilmistir.



o-Galaktozidazlar ¢ok géli kaynaklardan; mikroorganizmalar (Nadkarni
et al., 1992; Wong et al., 1986; Talbot and Sygud®&90; Lopez-Gallego et al.,
2004; Galili et al., 1985; Zeilinger et al., 1998jtsutomi and Ohtakara, 1985;
Ohtakara and Mitsutomi, 1987; Telefoncu et al.,8)9%ayvansal dokular (Dhar
et al.,1993; Dean and Sweely, 1979a; 1979b; Alcetsal., 2005; Bishop and
Desnick, 1981) ve bitkilerden (Dey, 1984; Zhu andldStein, 1994; Chien and
Lin-Chu, 1991; Haibach et al., 1991; Itoh et a@8@; Kusiak et al., 1978; Burns,
1990; Shivanna, 1990; Balasubramaniam and Mathé&6;1 Cuourtois and
Petek, 1988; Dey et al., 1983; Zhu et al., 1995jkNet al, 1985; Onal and
Telefoncu, 1998) farkli biyokimyasal teknikler Ialilarak izole edilip
saflgtinimistir. Bu saflatirma calsmalarinin yaninda-galaktozidazlarla yapilan
immobilizasyon cabmalari ise olduk¢a az sayidadir. Mikrobiyal kaymad}
galaktozidazlarla yapilan immobilizasyon e¢alalari (Mitsutomi and Ohtakara,
1985; Ohtakara and Mitsutomi, 1987) ise daha cakiistmiyel olarak kullanim
alani bulmgtur (Mitsutomi and Ohtakara, 1985; Ohtakara andsiMami, 1987,
Mansour and Khalil, 1998).

o-Galaktozidazlar ¢ok gepiuygulama alani olan enzimlerdir. Enzim
saflgtinimasinda kullanilan metodlarda dikkate gele Olgiide bir gejme
olmasina rgmen kontamine glikozidazlarin ortamdan uzsgkidmasi hala
oldukgca gic¢ bir slemdir. Eger hazirlanana-galaktozidaz preparati ghr
glikozidazlar tarafindan kontamine edilmiyor ve gehir aglikon spesifikigine
sahipse, yapisal analizlerde ve kompleks Kkarbotiira biyolojik
fonksiyonlarinin belirlenmesinde (Naik et al, 19&%&dley et al., 1992; Neustroev
et al., 1993; Ibatullin et al., 1993; Takayanagakt 1992), enzimatik sentezlerde
(Galili et al., 1985; Hashimoto et al.,, 1993; Cantzene and Attal, 1991),
transglikolizasyon reaksiyonlarinda (Hashimoto et d993; Golubev and
Neustroev, 1993; Mitsutomi and Ohtakara, 1988jiticgolimerlerin sentezinde
(Bulpin et al., 1990) ve hayvanlar ile insanlardaede gaz olgumuna neden
olan rafinoz oligosakkaritlerin (rafinoz, stakiydze verbaskoz) hidrolizinde
(Gaudreault and Webb, 1983; Mansour and Khalil,819hanankul et al., 1976;
Porter et al., 1990; Shivanna et al., 1989; Ohtletral., 1984; Somiari and
Balogh, 1993) kullanabilecek uygun bir preparattir.

Seker endustrisinde-galaktozidazlar, melastaki rafinozu hidrolizleyere
kristalize seker verimini artirmak amaciyla biyoteknolojik pesterde
kullanilmaktadir (Iltoh et al., 1986; Slominski, #99 Biyoteknolojik uygulama



alanlan nedeniylea-galaktozidazlar oldukca ©nemli ve gdli bir enzim
grubudur.

Medikal alanda ise-galaktozidazlar ile 3-@D-galaktopiranozid iceren
tip-B eritrositleri O-tip eritrositlere dontiirebilmektedir (Wong et al., 1986;
Maly et al., 1985; Ito et al., 1993nsanlarda goriilen Fabry hasgaliermolabil
lizozomal a-galaktozidaz-A enzimi eksildinden kaynaklanan bir hastaliktir
(Balasubramaniam and Mathew, 1986; Coppola e1894; Ishii et al., 1993)-
Galaktozidazlarin  bdyle medikal amaclar igin  enzinterapisinde
kullanilabilecekleri de bilinmektedir (Wong et al986; Balasubramaniam and
Mathew, 1986).

Farkhh kaynaklardan safjarilan a-galaktozidazlarin bir kisminin
glikoprotein karakterinde oldw tesbit edilmgtir. Cephalosporium/Acremonium
(Zaprometova and Ulezlo, 1988), hindistan ceviBalésubramaniam and
Mathew, 1986), karpuzQjtrullus battich) (Itoh et al., 1986), mercimek_éns
culinaris) (Dey et al., 1983) ve fasulye (Dey, 19&#)galaktozidazlarinin birer
glikoprotein olduklari ve genellikle bitkisel kayklarin, 6zellikle de tahillarin,
glikoprotein karakteri gostergii belirtilmistir.

Cyamopsis tetragonolobusi-galaktozidazinin anyonik karakterla-
galaktozidaz-A ve katyonik karaktedigalaktozidaz-g formlarinin glikoprotein
yapida oldgu ve her iki formun karbohidrat i¢cgmin sirasiyla % 32 ve % 28
oldugu belirlenmitir. Gaz-sivi kromatografisi analizine gére Onerolianda
ramnoz, fukoz ve arabinoz icerdiklerig-galaktozidaz-@nin karbohidrat
kisminin galaktoz, ksiloz ve glukozdan ibaret @lddakata-galaktozidaz-A'nin
eser miktarda galaktoz igerirken hi¢ glukoz ve da&iicermedii belirlenmitir
(Shivanna et al., 1990Vicia fabaa-galaktozidazi da ksiloz, mannoz, glukoz ve
glukozaminden olgmus bir glikoproteindir. Glikoprotein yapisindaki enzi
dinlenme halindeki tohumlarda aktif formda buluniabiTohumun ¢imlenmesi
sirasinda aga c¢ikansekerler konjugatl agregagtarmaz ve enzim tekrar aktive
edilir (Dey et al., 1983)Thermus thermophilu$iB8 a-galaktozidazi iki alt
birimden olymus bir protein olup, d§iilk molekul katleli (74.1 Da) alt birimin bir
glikoprotein oldgu Schiff-periyodat boyamasi ile belirlergtii (Telefoncu et al.,
1998).

o-Galaktozidazlarin yapisi ve molekiler etki mekaraiarn tzerine gok
az sayida asarma mevcuttur (Dey and Pridham, 1972; Mathew and



Balasubramaniam, 1987). Bu amacla yapilarsigeiardan birisind@richoderma
reeseia-galaktozidazinin xsinlari difraksiyonu gercgekérilebilmistir (Golubev
and Neustroev, 1993).

o-Galaktozidazlarla yapilan klonlama gatialari da oldukca buyuk bir
onem ve hiz kazangtir. Saflgtirlan enzimin olduk¢ca buyik miktarda
uretilebilmesi ve enzimatik Ozelliklerinin ggtiriimesi icin a-galaktozidazdan
cDNA klonunun izole edilerek dizisinin aydinlatiisiagerekmektedir. Bu amagla
yapilan caljmalardan birisinde kahve cekiggle a-galaktozidazini kodlayan
cDNA o6nce klonlanny ve ardindan dizisi aydinlatilgtir. cDNA klonu 378
aminoasitlik bir proteini kodlayan tek bir okumasteimi icermektedir. Zer
kaynaklardan elde edilen cDNA klonlarl ile % 52-&rasinda bir dizi
homologl@gu gostermektedira-Galaktozidaz cDNA'sI ¢ok géli kaynaklardan;
insan,Aspergillus niger Escherichia coli Saccharomyces cerevisjg@yamopsis
tetragonolobusve bitki tohumlarindan klonlangtir. Bu kaynaklardan izole
edilen enzim, kahve cekirde a-galaktozidazi ile kiyaslanginda, fizyolojik
kosullar altinda B-grubu antijenlerinden terminal date artiklarinin
uzaklatiriimasinda kahver-galaktozidazinin daha etkin olglu tespit edilmjtir
(Zhu and Goldstein, 1994; Bergkamp et al., 1992tkika et al., 1962).

Primer yapilarindaki benzerlik ve hidrofobik grumadizlerine dayali
olarak a-galaktozidazlar tg¢ glikozil hidrolaz sinifi altmdoplanirlar. Sinif 4,
prokaryota-galaktozidazlarini, sinif 27, 6karyatgalaktozidazlarini, sinif 36 ise
her iki orijinli a-galaktozidazlari icermektediPenicillium simplicissimuno-
galaktozidazlarindaa-galaktozidaz I'i kodlayan gen Uretilerek, safialmis ve
karakterize edilngtir. Klonlanan bu gen, agll, sinyal dizisini de kkagyan 435
aminoasidi kodlamaktadir (Lounteri et al., 1998).

1.1.2 a-Galaktozidazlarin etki mekanizmasi

Spesifik biyokatalizorler olan enzimler aktivasyemerjisini digtrerek
geck haline varmayi kolaykturirlar ve geg halinin kararlilgini arttirarak
reaksiyonu hizlandirirlar. Enzimler bunu substraagldma merkezlerinin
spesifikligi ve katalitik gruplarin optimal dizenlani sayesinde barirlar.
Enzimatik kataliz igin asit-baz katalizi, kovalekataliz, metal iyonu katalizi,
¢bzgen katalizi gibi ggtli mekanizma tipleri 6nerilmektedir (Uslan, 199Qaozu
kaynaktan elde edilern-galaktozidazlarin kimyasi ve kingti hakkindaki



bilgilerin yetersizlginden dolayia-galaktozidaz etki mekanizmasina ait ¢ok az
gercek bilinmektedir.

o-Galaktozidazlarla ilgili hemen hicbir pa kopmasi caymasi
oksijen balari buyik olasilikla kopmaktadir. Nikleer manyatizonans (NMR)
ve polarimetri cakimalar serbest galaktozil artiklarinin substratiyel anomerik
konfiglrasyona sahip olduklarini gostegtimi (Dey and Pridham, 1972; Mathew
and Balasubramaniam, 1987)gef G, karbon atomunda iki ardk inversiyon
varsa ya da sadece bir yandaki nukleofil ilglaaabilen bir karbonyum iyonu
varsa konfigiirasyon korunur. Konfigurasyonun korasnmda ¢ok adimli bir dizi
reaksiyondan ibarettir (Mathew and Balasubramanied87).

Asit-baz katalizi fumaraz, maltaz, maya inverta@+galaktozidaz gibi
enzim sistemlerinde etkilidir. Aritv-galaktozidleri ile tath badema-D-
galaktozidazinda yapilan spesifiklik gahalari, aglikonun elektronik yapisinin
enzimatik hidroliz hizinda dikkate ger bir etkiye sahip oldiunu gosternstir.
log Vmax aromatik halka tzerindeki substituentleri Hammsagitlerine ¢) kari
grafige gegcirildginde iki diz ¢izgi (p= -0.054 ve -1.5) elde editmi Bunlar
fenil-a-galaktozide ¢ = 0) kagl gelen noktada kesilir. Bu arilglukozidazlarinin
alkali ve asit hidrolizine benzer ve bu yuzden fakierkezdeki bazik ve asidik
gruplarin varlg: olarak yorumlanabilir. Yapilan kinetik ¢cginalarda bu gruplarin
sirasiyla karboksil ve imidazol olgu belirlenmgtir. Metilen mavisi varlgindaki
fotooksidasyon ve Agiyonlari ile inhibisyon da bu yorumlari desteklstini
Buna benzer bir durur¥icia fabaa-galaktozidazinda gorulngtiir. Tath badem
o-galaktozidazi ile yapilan camalarda p-nitrofenibi-D-galaktozidin aktif
merkeze bglanmasinin asidik bdlgedeki grubun pK’'sini sdidigt, pH
optimumunun alkali bdlgesinde grup ayriimageerini arttirdgr goralmistir.
Enzim molekuliindeki substrat ile yapikndesisikliklerin enzimin pH arakini
genglettigi gorulmustur (Dey and Pridham, 1972).

Bu sonugclara dayanarak tath badergalaktozidazinin etki mekanizmasi
ile ilgili olarak iki adimh bir mekanizma o6nerilgtir. Burada aglikon, karboksil
ve imidazol gruplarinin andenali etkisiyle ayrilir. Sonra su ya da alifatik allk
olabilen bir akseptdr molekilin (RH) reaksiyonu ile devam eder ve transfer ya
da hidroliz Grtnleri olsumu ile son bulur. Buytk olasilikla imidazol gruloum
elektrofilik bir ataz1 glikozil-oksijen b&ini parcalamak igin yeterli olur. Galaktoz
kisminin G-karbonunda bir karbonyum iyonu elu. Tim iki adimh



mekanizmada buyik olasilikla iki Walden inversiyomlusur, son driinde
anomerik konfiglrasyonun korunmasi ile sonuglakarbonyum iyonu olgumu

ister istemez rasemizasyona gerek duymaz. Konfgyora bir ara molekdlin
enzime spesifik olarak gnmasi ile stabilize edilebilirSékil 1.2) (Dey and
Pridham, 1972).

Sekil 1.21ki adimh mekanizma.

Ayrica bir alternatif olarak tek adimli bir etki kanizmasi 6nerilngtir.
Bu model, enzim, substrat ve akseptoriin karbolsiimidazol gruplari ile tgla
bir kompleks olgumunu kapsamaktadir. Galaktoz kisminin karbon aolaki
bir 6n-ylz atg ile konfigtirasyonu korunngubir Grtin olgur (Sekil 1.3) (Dey and
Pridham, 1972).

Sekil 1.3 Tek adimli mekanizma.

Fenil-a-galaktozidlerin molekiler modelleri inceleggide, bu bilgigin
Cl ve 1C sandalye konformasyonlarinin oOn-yuzgiat izin vermedii
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gorulmistir. Bu sterik engel B2 ve 3B bot konformasyonldaryoktur. Teorik
olarak 3B konformasyonu tercih edilir. Bu yuzderk tadimh mekanizmada
galaktoz kisminin konformasyonu enzim-substrat Kekgd olisumu sirasinda
Cl'den 3B konformasyonuna d&mlilmektedir (Dey and Pridham, 1972).

Enzimlerin reaksiyon mekanizmalarinin aydinlatilimda en énemli adim
enzim aktif merkezinde yer alan aminoasit yan ziadhin ve bunlarin
konumlarinin belirlenmesidir. Bu aminoasitler glzmma merkezi ve katalitik
merkezde aktif olarak gorev alirlar. gilokez x-ginlari yontemi uygundur. Fakat
en cok kullanilan yontem secimli olarak reaksiyosren reaktiflerle yapilan
modifikasyon ¢akmalaridir (Uslan, 1997).

Hindistan cevizinden safjirilan o-galaktozidaz igin Onerilen etki
mekanizmasinda, 3,8 pkdeserine sahip olan grup karboksil grubudur ve iyonize
formda bulunur. Bu karboksilat anyonu sadece karbonaraci iyonunu stabilize
etmekle kalmaz, ayni zamanda nukleofilikgathir taraftan karbonyum iyonuna
yoneltir. Bu ytzden 0Orin substrat ile ayni konfagionu korur. Galaktoz
molekuli karbonyum iyonu oftugunda yarim sandalye konformasyonuna sahip
olabilir. pKa 6,5 dgerine sahip olan grup ise ya protonlagfiormda bulunan bir
imidazol grubudur ya da lizozimde olglu gibi bir karboksil grubudur. Bu grup,
etrafindaki triptofan ve tirozin artiklarinin vaglile olusan hidrofobik ¢cevreden
dolayr korunmstur ve katalizde H verici olarak gorev yapar.a-
Galaktozidazlarin etki mekanizmasi ile ilgili yamltum calmalar sonucunda,
triptofan, tirozin ve karboksil gruplarinin genklé aktif merkezde ya da aktif
merkezin yakininda bulun@u sonucuna varimgur (Mathew and
Balasubramaniam, 1987).

Trichoderma reesekaynakli a-galaktozidazlarla yapilan bir cginada,
enzimin aktif merkezinde prostetik bir —SH grubunomund@gu belirtilmistir.
Hidrojen peroksit, prostetik —SH grubunu aktif mezleki mikrogevre ile
stabilize edilen S-OH grubuna ytkseltgeyebilir W&ire bir sekilde glikozid
hidrolizini de katalizler (Kauchurin et al., 1993)Vigna radiata a-
galaktozidazinin aktif merkezinde ise buyik ol&kalbir enzim molekuli bana
12 adet karboksil grubu ile 9 adet histidin imidagoubu bulundgu ve bu
gruplarin enzimin etki mekanizmasinda 6nemli biropnadg! tesbit edilmgtir
(Dey, 1984). Kahve cekirge a-galaktozidazinin iki tirozin agindan (105. ve
108. pozisyonda), 108 pozisyonundakiohgalaktozidazin katalitik aktivitesi igin
onemli old@gu belirlenmgtir. Ayrica kahve a-galaktozidazinin katalitik
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mekanizmasinda gorev alargeli 6nemli artiklarin belirlenebilmesi icin dahariile
dizeyde cajmalar da yapiimaktadirThermus thermophilu$iB8 ile yapilan
kimyasal modifikasyon c¢aimalari sonundap-galaktozidazin aktif merkezde
veya aktif merkez yakininda serbest karboksil gruple triptofan artiklari
icerdigi belirlenmitir. Ayrica yine aktif merkezde veya yakininda yalan
histidin ve sistein artiklarinin da enzimatik akevacgisindan gerekli olabilegie
tesbit edilmgtir.

1.1.3a-Galaktozidazlarin izolasyonu ve saflgtiriimasi

Protein olarak enzimler ¢ok g#i biyokimyasal teknikler kullanilarak
izole edilip saflatirilabilirler. Saflgtirmanin amaci daha sonraki gaialarda
kullanilabilecek uygun bir protein preparatinin in@nmasidir. Bunun igin
oncelikle gereksinim duyulan protein miktari, nezeide bir saflik istendi, ne
dizeyde bir aktivite kaybinin tolere edilebilggene kadar zaman ve para
harcanabilecg belirlenmelidir. Saflatirilacak olan enzim secilen kaynakta hem
kararli olmali, hem de bol miktarda bulunmalidigrisa kolay sglanabilir, bol
ve ucuz kaynaklar daima tercih edilirler. Enzimteriizolasyon ve
saflsstirilmasinda her zaman en etkili, en hizh ve eroneknik prosesler
belirlenmeye cafilir. Izolasyon adiminda genellikle homojenizasyon ve
homojenatin separasyonu gercghidir. Saflastirmanin ilk adimlarinda ise daha
¢cok dergtirme yontemleri, daha sonra ise kromotografik tklen kullanilir
(Telefoncu, 1996).

o-Galaktozidaz kayma olarak mikrobiyal, bitkisel ve hayvansal
kaynaklar secilerek, bilinen ekstraksiyon yontemlge enzim izole edilip,
saflgtinimis ve saflgtinlan bu enzim karakterize edilerek sife uygulama
alanlarina sunulmygur. a-Galaktozidazlar genellikle hiicre igerisinde vediiger
glikozidazlarla birarada bulunurlar. O nedenle ktiviteleri cogu kez birbirinden
ayirmak oldukga zor olmaktadiizolasyon ve safkiirmada kullanilan teknikler;
amonyumsdulfat ve organik c¢ozgen ile fraksiyonlamel muamelesi,
asidifikasyon, iyon d&sim, jel kromatografisi ve izoelektrik fokuslama &
siralanabilir. Olduk¢a ylUksek saflikta ve hemen &@emhomojen bira-
galaktozidaz preparatinin hazirlanal@idiok az cagma mevcuttur. Enzimin ilk
kristal formu, bir fungus olanMortierella vinaceadan izole edilen a-
galaktozidazdir (Thanankul et al., 1976).
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Literatirde  verilen a-galaktozidaz izolasyon, saftama ve
karakterizasyon caimalarinda bitkisel kaynak olarak portakal (Burn890Q),
domates (Onal and Telefoncu, 1998; Pressey, 188#jistan cevizi (Lounteri et
al., 1998), soya fasulyesi (Porter, 1992), karpltah( 1986), kahve tohumu
(Weiser, 1992), mercimek (Dey et al., 1983), alaedl fasulyesi Rhaseolus
vulgaris) (Dhar et al.,, 1994), myafasilyesi Yigna radiatg (Dey, 1984) ve
legumli bitki [69], hayvansal kaynak olarak insdasgntasi (Kusiak et al., 1978)
ve insan karageri (Dean and Sweely, 1979a; 1979b; Alonso et 2005),
mikrobiyal kaynak olarakCandida guilliermondiiH404 (Hashimoto et al., 1993),
Pycnoporus cinnabarinu@©htakara, 1984)Bacillus stearothermophilu@ albot
and Sygusch, 1990Aspergillus niger(Somiari and Balogh, 1993Renicillium
simplicissimum(Lounteri et al., 1998)Mortierella vinacea(Thanankul et al.,
1976), Escherichia coli(Nagao et al., 1988)Trichoderma reeseRUT C-30
(Zeilinger et al., 1993; Kristufek et al., 199@andida javanicgCavazzoni et al.,
1987) ve Monascus pilosus(Wong, 1986), Thermus thermophilusHB8
(Telefoncu et al., 1998) velumicola sp (Kotwal et al., 1999) enzim kayga
olarak kullaniimgtir.

Bu kaynaklardan izole edilem-galaktozidazlar, genellikle tuz ¢oktirmesi
(Dhar et al., 1994; Lounteri, 1998), anyon ya d&/da desisim kromatografisi
(Itoh et al., 1986), affinite kromatografisi (Sumalam and Yarmush, 1993),
hidrofobik etkilesim kromatografisi (Talbot and Sygusch, 1990; Lount&998)
ve jel filtrasyon teknikleri (Itoh et al., 1986; @kara et al., 1984) kullanilarak
saflgtinimislardir. Saflatinlan a-galaktozidazlar bga biyoteknolojik prosesler
olmak Uzere birgok alanda uygulama imkani bulemdir (Balasubramaniam and
Mathew, 1986; Thanankul et al., 1976).

1.1.4 a-Galaktozidazlarin fiziksel 6zellikleri

1.1.4.1a-Galaktozidazlarin multimolekiiler formlari ve molekl
kutleleri

Genel olarak proteinlerin safinin kontroll, saf proteinin alt birim
yapilarinin incelenmesi ve molekil kitlesi tayingini poliakrilamid jel
elektroforez (PAGE) yodntemlerinden yararlaniimaktadPoliakrilamid jel
elektroforezinin en yaygin kullanilani Laemmli tanglan gelgtirilen Sodyum
Dodesil Slfat PoliAkrilamid Jel ElektroforezidiSDS-PAGE) (Laemmli, 1970).
SDS-PAGE ile proteinler biyolojik ve biyokimyasattevitelerini yitirdikleri igin
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bu durumda dgal kosullar altinda elektroforez (PAGE) tercih edilmekted
Proteinlerin molekuler kutlelerinin belirlenmesindeaillanilan SDS-PAGE’ne
alternatif bir metod da molekiler boyuta gore awriyapan jel filtrasyon
kromatografisidir (Zihniglu, 1996).

o-Galaktozidazlarin molekiler kutleleri ve yapileaynaktan kayng ve
kullanilan tayin yontemine Ikga olarak farklilik gostermektedir. Orpim;
Phaseolus vulgarisi-galaktozidazinin SDS-PAGE ile 38,3 ve 39,6 kDa'lkk
izoenzime sahip oldiu bulunmytur (Dhar et al., 1994)Candida guilliermondii
H-404 a-galaktozidazinimu-galaktozidaz-l ven-galaktozidaz-1l olarak iki formu
bulundgu ve bu iki enzimin de ayni molekiler kitleye sahgbdusu
belirlenmitir. Enzimin molekuler kitlesi SDS-PAGE ile 64 kDal filtrasyonu
ile 270 kDa olarak hesaplangnir (Hashimoto et al., 1993)Pycnoporus
cinnabarinus a-galaktozidazinin molekdl kutlesi SDS-PAGE ile 5P&k jel
filtrasyonu ile 210 kDa olarak bulunmuwe enzimin dért identik alt birime sahip
oldugu belirtilmistir (Ohtakara et al., 1984)Cyamopsis tetragonolobusa-
galaktozidazinin a-galaktozidaz-A, a-galaktozidaz-¢ ve a-galaktozidaz-@
olmak Uzere ¢ formu vardiikinci formun 97 kDa molekil kiitlesine sahip
anyonik form oldgu ve 42 kDa'luk iki identik alt birime sahip oldu
bulunmytur (Shivanna et al., 1990)Corynebacterium murisepticudan
saflgtinlan o-galaktozidazin ise homotetramerik bir protein olaer bir alt
birimin 83 kDa oldgu SDS-PAGE ile belirlenirken, jel filtrasyonu il€@ kDa
molekudl kitlesine sahip olgu belirlenmgtir (Nadkarni et al., 1992Penicillium
simplicissimum a-galaktozidazinin G¢ formu a¢galaktozidaz 1, 1l ve |lI)
saflagtirilarak molekul kitlelerinin sirasiyla 61, 84 && kDa oldgu bulunmutur
(Lounteri et al., 1998). Cizelge 1.2’ de stk kaynaklardan izole edilerek
saflastirlan a-galaktozidazlarin molekil kitleleri verilgtir (Onal, 2000).
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Cizelge 1.2 Bazia-galaktozidazlarin molekil katleleri.

a-Galaktozidaz Kaynagi  a-Galaktozidaz Molekdl kutlesi(kDa) Yontem

Vicia faba a-Galaktozidaz-I 209 Jel Filtrasyonu
o-Galaktozidaz-Il 38

Vicia sativa a-Galaktozidaz-I 166 Jel Filtrasyonu
o-Galaktozidaz-ll 77

Lens culinaris a-Galaktozidaz-I 160 SDS-PAGE
a-Galaktozidaz-Il 40

Portakal a-Galaktozidaz-I 36,3 SDS-PAGE
o-Galaktozidaz-Il 39,8

Domates a-Galaktozidaz-I 44 Jel Filtrasyonu
o-Galaktozidaz-Il 19

Insan karageri a-Galaktozidaz B 90 SDS-PAGE

Insan plasenta dokusu o-Galaktozidaz A 103 SDS-PAGE
a-Galaktozidaz B 117 Jel Filtrasyonu

1.1.5 a-Galaktozidazlarin kinetik 6zellikleri

1.1.5.1 a-Galaktozidazlarin aktivitesine substrat
konsantrasyonunun etkisi ve substrat spesifiklikler

a-Galaktozidazlarin enzimatik aktivitelerinin taymoie yapay veya dal
substratlar  kullanilmaktadir.  Yapay substratlar ssilee  fenila-D-
galaktozidlerdir ve en c¢ok kullanilan aktivite ohgl substratlaridirlar.a-
Galaktozidazlarla etkiken bu substratlarin reaksiyonu sonucu galaktoz ve p
nitrofenol artiklari olgur. Melibioz, rafinoz ve stakiyéa-galaktozidaz aktivitesi
tayininde kullanilan dgal substratlardira-Galaktozidaz, melibiozu galaktoz ve
glukoza, rafinozu galaktoz ve sukroza, stakiyoaigalaktoz, sukroz ve rafinoza
hidrolizler. Genellikle fenile-D-galaktozidlerin yiksek konsantrasyonlari enzimi
inhibe ederken melibioz, rafinoz ve stakiyoz giblaktoz i¢ceren oligosakkaritler
bdyle bir inhibisyon gostermemektedir.
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Genellikle glikozid substratlarin tek bir karbororiundaki hidrojen ve
hidroksil gruplarinin konfigirasyonlarindaki glgme, ilgili hidrolazin hidrolitik
karakterini ya tamamen inhibe eder, ya da hizigidii. a-Galaktozidazlarda
substratin hidroliz hizina etki eden iki faktor diar Bunlardan birincisi, halka
yapisi piranoid yapida olmall, ikincisi ise 1, 2y 4 nolu C atomlarindaki H ve
OH gruplarinin konfigirasyonw-D-galaktoza benzerlik gostermelidir. ger
glikozidazlarda,-galaktozidaz,3-glukozidaz vea-mannozidaz gibi, substratin
glikozil yapisinin C-6 karbonundaki gigiklikler genellikle a-galaktozidazlarca
tolere edilir. Bu nedenleB-L-arabinozidler de bazia-galaktozidazlarca
hidrolizlenebilmektedir. Ayrica D-galaktoz konfigisyonuna sahip bir biik
olan p-nitrofenile-D-fukozit de a-galaktozidazlarla hidrolizlenebilmektedir. D-
glisero-D-galakto-heptozidlerin  dea-galaktozidazlar icin substrat olarak
kullanilabilecei literaturde belirtilmgtir (Yoshida et al., 1987).

Enzimlerin substrata olan afinitesi (34K blylk o6lgide glikon
yapisindaki yapisal @esikliklere bagimlidir ve yapiya gorgu sira izlenir:a-D-
galaktozid,a-D-fruktozid vea-D-arabinozid. Bu da, substratin enzimglbadg|
spesifik noktalardan birisi galaktozun primer algalbundan dolayidir.

Bir substratin aglikon grubu glikozidazlarla hidedle belirli bir etkiye
sahip olabilir ya da olmayabilir. Normal olarak grup, hidrolizi tamamen inhibe
etmez. Dgal olarak olgan sentetik a-D-galaktozidlerin cgtli a-
galaktozidazlarla hidrolizlenebilgii bilinmektedir. Galaktozidler: metil-, etil-, n-
propil-, fenil-, o-nitrofenil-, m-nitrofenil-, p-nirofenil-, o-kresil-, m-kresil-, m-
klorofenil-, 1-naftil-, 2-naftil- ve 6-bromo-2-nalfta-D-galaktozidler, galaktinol,
digalaktozilgliserol ve a-D-galaktozilfloriir.  Oligosakkaritler:  melibioz,
epimelibioz, melibitiol, melibiyonik asit, rafinoz,umbelliferoz, planteoz,
manninotrioz, stakiy6z ve verbaskoz. Bu polisakl@riD-galaktozil artiklarinin
a-1,6-balari ile balandgl B-1,4-bali D-mannozil artiklarindan olmuslardir.
Bitkisel kayn&a gore de galaktoz icgridegismektedir.

Genel olarak ariti-D-galaktozidleri alkil ttrevlerinden ve disakkéeitden
daha iyi substratlardir. )kve Vinax degerleri arasindaki igki aglikonlarin dgisimi
ile oldukca duzensizdir ve enzimin substrata oléksgk ilgisinin yiuksek Wax
degerleri ile paralel olmasi gerekmeltgiye etki eden faktorler blyuk olasilikla
oldukca komplekstir ve aromatik substituentin pgarsunu, blyiklguna,
elektronik etkisini ve hidratasyon derecesini dpda.
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Galaktoz iceren oligosakkaritlere (melibioz, mamtifoz gibi) bal
olarak, terminal indirgen ucun indirgenmesi enzikdtidroliz hizini dgurdr.
Indirgen grubun oksidasyonu, melibiozun melibiyordlside dongiiminde,
hidroliz hizini etkilemedii tesbit edilmjtir. a-Galaktozidlerin homolog
serilerinde hidroliz hizi, zincir uzuntu arttirilarak dgdralebilir (Dey and
Pridham, 1972). Cizelge 1.3'de sg& kaynaklardan saflgirilan a-
galaktozidazlarin substrat spesifiklikleri ile liggonuclar verilmgtir (Onal, 2000).

Cizelge 1.30-Galaktozidazlarin substrat spesifiklikleri.

a-Galaktozidaz a-Galaktozidaz Substrat Km
Kaynagi (mM)

Coffea canephora a-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D-galakto 0,26
piranozid

Cucurbito pepo  a-Galaktozidaz  p-nitrofenil-a-D-galaktozid 1,4
o-nitrofenil-a-D-galaktozid 1,0
m-nitrofenil-a-D-galaktozid 2,0

Rafinoz 36,4
Stakiy6z 4.5
Colocasia a-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D- 0,28
esculenta galaktopironozid
Portakal o-Galaktozidaz |  p-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,47

a-Galaktozidaz Il p-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,23

Ananas a-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D- 0,22
galaktopironozid

Candida javanica a-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D- 11
galaktopironozid

Monascus pilosus a-Galaktozidaz  p-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,8

Pycnoporus a-Galaktozidaz p-nitrofenil-a-D- 0,31
cinnabarinus galaktopironozid
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Candida oa-Galaktozidaz |  p-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,6

guilliermondii o-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,73

H404 Melibioz 3,6
Rafinoz 17
Stakiy6z 11

a-Galaktozidaz Il o-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,61
p-nitrofenil-a-D-galaktozid 0,65

1.1.5.2a-Galaktozidaz aktivitesi ve kararlligina sicaklgin etkisi

Tum kimyasal reaksiyonlar gibi, enzim katalizli ksgyonlar da sicakia
bagimlidir ve reaksiyonun hizi sicaklikla artyosterir. Fakat bu astistrekli
degildir. Ozellikle 40°C’ nin lzerinde inkiibasyon siresineglmali olarak 6nce
bir duraklama, daha sonra da gerileme gdsterir. yagas! protein olan enzimler
sicaklikla denaturasyonanarlar. Belirli calsma kagullarinda farkl sicakliklarda
enzimin maksimum aktivite gostegdi sicaklga optimum sicaklik denir.
Optimum sicaklik inkibasyon suresinegtmali bir parametredir (Telefoncu,
1986).

o-Galaktozidazlar da kaynaklarinaghaolarak ¢aitli kararlilik dereceleri
gosterirler. Genelliklea-galaktozidazlarin ggunun optimum sicaklik gerleri
37-40C arasinda dgsmektedir. Fakat mikrobiyal kaynakl termostalat
galaktozidazlar igin bu ger 40C’nin ¢ok Ustiine de cikabilmektedir.

Ornesin; Pycnoporus cinnabarinugOhtakara et al., 1984)Bacillus
thermophilus (Talbot and Sygusch, 1990)richoderma reeseiRUT C-30
(Zeilinger et al., 1993),Monascus pilosus(Wong et al., 1986),Thermus
thermophilus HB8 (Telefoncu et al., 1998) icin optimum sicakidegerleri
sirasilyla 75, 60, 60, 55 ve ®D olarak belirlenmgtir. Cladosporium
cladosporides a-galaktozidazinin 40-6C aralginda, Aspergillus niger ve
Aspergillus oryzaen-galaktozidazlarinin 40-8C aralginda 30 dakika sureyle
inkiibe edildginde oldukca termostabil olduklari gozlentii Daha yuksek
sicakliklara ¢ikildiinda enzim aktivitesinde bir azalma olurkénhcladosporides



18

icin 70°C’de, A. niger ve A. oryzaeicin 65°C’de tamamen bir aktivasyon
gerceklgmektedir (Mansour and Khalil, 1998).

Candida guilliermondiiH404 a-galaktozidazlarindaa-galaktozidaz | ve
II'icin optimum sicaklik 75C olarak belirlenmtir. Bu enzimlerin sirasiyla 7C
ve 45C’nin altindaki sicakliklarda kararl olduklari bé#nmistir (Hashimoto et
al., 1993) Pycnoporus cinnabarinus-galaktozidazi i¢in optimum sicaklik gei
75°C olup enzim pH 5,0'de kararlidir. pH 3,5 ya d&€®@0de enzim tamamen
aktivitesini kaybetmektedir. P&’ nin altindaki sicakliklarda aktivitede pek kayda
deger bir kayip olmazken, 8C ve Uzerindeki sicakliklarda enzim inaktive
olmaktadir (Ohtakara et al., 1984F¥andida javanica a-galaktozidazi, p-
nitrofenil-a-D-galaktopiranozid (PNPG) ve melibioz i¢cin maksimuaktiviteyi
70°C’ de gostermektedir. Sicagin enzim kararligina etkisi incelenginde, 15
dakikada 30C’ de inkibasyon sonucu enzim slangic aktivitesini % 100
korurken, 60C’ de % 80’ini, 80C’ de ise % 60’ in1 koruyabilmektedir (Cruz et
al., 1981).Penicillium simplicissimunu-galaktozidazlarindaa-galaktozidaz Il,
pH 5,0 ve 60C’ de ve ayni zamanda pH 8,0 ve°60 de 24 saat boyunca
baslangi¢ aktivitesinin % 80’ini korurken (Lounteri etl., 1998), 50C’ nin
tzerinde 60 dakika inkiibasyona maruz kalsichoderma reeseRUT C-30a-
galaktozidazi da Bkangi¢ aktivitesinin % 80’ ini koruyabilrgiir (Zeilinger et al.,
1993). Thermus thermophilubiB-8 a-galaktozidazinin optimum sicakhk ghi
80°C olarak belirlenmi ve bu dgerin rapor edilmi a-galaktozidazlar arasinda en
yuksek sicaklik dgeri oldusu belirtilmistir. Ayrica, enzimin 100C’ de bile
aktivitesini % 85 korudgu tespit edilmgtir. Yuksek sicaklik optimumuna sahip
olmasi ve termostabil olmasi nedeniyllethermophilusHB8 a-galaktozidazinin
yuksek sicakliklarda sieyen proseslerde uygun olabilgcedne surdimgtar
(Telefoncu et al., 1998)So0ya fasulyeso-galaktozidazinin 7@’ de dahi I1siya
dayanikli bir enzim oldgu ve de oligosakkarit hidroliz prosesleri icin ddresi
sartini (50C) saladigl igin kullaniminin uygun oldgu bildirilmistir (Porter et al.,
1992). Aspergillus niger, Saccharomyces olivaceus, Pruamggdalus, Candida
ensiformis ve sgir karacgeri a-galaktozidazlar dfiik sicakliklarda
saklanabilirkenVicia fabaenzimi sifirin altindaki sicakliklarda tamamenkiinze
olmaktadir (Dey and Pridham, 1972). Cizelge 1.4¢egtli a-galaktozidazlarin
termal kararliliklari ile ilgili bazi sonuclar vémiistir (Onal, 2000).
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Cizelge 1.4a-Galaktozidazlarin termal kararliliklari.

a-Galaktozidaz Kaynagl  Sicaklik (°C) Zaman Aktivite kaybi
(%)
Vicia faba 60 30 dk 42
Sigir karacgeri 55 5 dk 20
Bacillus thermophilus 65 24 sn 30
Candida javanica 60 15 dk 20
60 15 dk 40
Penicillium 50 24 sn 20
simplicissimum
Trichoderma reesdRUT C- 50 60 dk 20
30

1.1.5.3 a-Galaktozidaz aktivitesi ve kararliligina pH’in etkisi

Enzimlerin aktivitesini etkileyen faktérlerden emeéinlisi pH etkisidir.
Inktibasyon ortaminin pH’si, protein molekilinin temman yik ve dissosiasyon
durumu yaninda aktif merkezi de etkilemektedir. gtKisi 6zelliklesu sonuclara
neden olmaktadir: enzim proteinin tersinir olmaynaturasyonu ve optimum
pH bolgesi dainda koenzim veya prostetik gruplarin aktif merlezdyrilmasi.
Enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri pH, optim pHdir. H iyonu
konsantrasyonundaki gigme 0Ozellikle aktif merkezinde asidik veya bazik
gruplar tgiyan anzimler, hidrolazlar igin ¢ok etkindir ve @nm aktivite
gosterdgi pH skalasi da oldukga dardir (Telefoncu, 1986).

a-Galaktozidazlarin optimum pH gerleri kullanilan enzim kayrgana,
substrata, inklibasyon zamani ve sigakore oldukca genbir aralikta farkhlik
gostermektedir. Bazen-galaktozidazlar iki optimum pik verirken, go tek
optimum piki verir. a-Galaktozidazlarin ggu geng bir asidik pH arafiinda
kararhdir.
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Bakteriyel a-galaktozidazlar pH 6,0-7,5; fungal ve maya-
galaktozidazlar pH 3,5-5,0; hayvansalgalaktozidazlar pH 3,5-5,5; bitkisel
galaktozidazlar ise pH 3,5-6,5 arasinda pH optimwenirler. Asagida ¢aitli a-
galaktozidazlarla yapilan cginalar sonucu elde edilen optimum pH ve pH
kararlihk verileri sunulmgtur. a-Galaktozidaz aktivitesine pH’ nin etkisinin
anlgilmasi, bu pH etkisinin enzim kay@ia ve substrata gore ggiminin
incelenmesi agisindan oldukga énemlidir (Onal, 3000

Cladosporium cladosporioidesi-galaktozidazinin optimum pH’si p-
nitrofenil-a-D-galaktopiranozid (PNPG) icin pH 7,0; melibiozafinoz ve
stakiy6z icin pH 5,0 olarak bulunmgtur. pH 6,3’ de tim substratlar igin b
aktivite % 90 olup, bu pH'da enzim olduk¢ca kararigCruz et al., 1981).
Trichoderma reeseRUT C-30 a-galaktozidazi, PNPG ile pH 4,0'de optimum
gosterirken pH 4,0-8,0 gibi oldukga yaygin bir dda kararhidir. Yalniz enzimin
distik pH’ larda yuksek pH’lardan daha kararli gidubelirtilmistir (Zeilinger et
al., 1993) Penicillium simplicissimum-galaktozidazlarindao-galaktozidaz | ve
Il pH 3,0-4,5 araliinda, a-galaktozidaz Il ise pH 4,0-5,0 arainda genj bir
optimuma sahiptir (Lounteri et al., 1998Citrullus battich (karpuz) a-
galaktozidazina pH’ nin etkisi yapay substratlaroligosakkaritler kullanilarak
incelenmgtir. Yapay substratlardan p-nitrofermiltgalaktozid ve 4-MUa-
galaktozid kullanildiinda enzimin optimum pH’si sirasiyla pH 5,8 ve 6l&rak
bulunmuytur. Oligosakkaritlerden melibioz, rafinoz ve stgki ise pH 3,5-5,5
aralginda oldukca gegibir pH optimum arafii gostermektedir. Sonucta karpuz
o-galaktozidazinin dgal substratlari hidrolizledi ve optimum pH’'sinin yapay
substratlarinkinden daha dik olduzu belirtilmistir (Itoh et al., 1986). G&li a-
galaktozidazlarin optimum pH gerleri Cizelge 1.5’ de verilngiir (Onal, 2000).

Cizelge 1.50-Galaktozidazlarin optimum pH gerleri.

a-Galaktozidaz a-Galaktozidaz Substrat Optimum
Kaynagi pH
Domates a-galaktozidaz | PNP-a-galaktozid 5,7
a-galaktozidaz Il
Ananas a-galaktozidaz PNPG 5,5
Portakal a-galaktozidaz | PNPa-galaktozid 5,0

a-galaktozidaz 11 4,5
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Phaseolus vulgaris

Lens culinaris

Vigna radiata

Citrullus battich

Kahve tohumu

Colocasia esculenta

Candida guilliermondii
H404

Bacillus
stearothermophilus

Aspergillus oryzae

Aspergillus niger

Mortierella vinacea

Trichoderma reesei
RUT C-30

insan plasentasi

Domuz karagieri
Fare beyni

Fare karageri

a-galaktozidaz

a-galaktozidaz
a-galaktozidaz

a-galaktozidaz

a-galaktozidaz

a-galaktozidaz

a-galaktozidaz

a-galaktozidaz |
a-galaktozidaz 11

a-galaktozidaz

a-galaktozidaz

a-galaktozidaz

a-galaktozidaz

a-galaktozidaz

a-galaktozidaz A

a-galaktozidaz B

a-galaktozidaz
a-galaktozidaz

a-galaktozidaz

PNPG

PNPG
PNPG

PNPG
PNPG
4 MU-a-galaktozid
Rafinoz
Melibioz
Stakiy6:
PNP-a-galaktozid

PNPG

PNPa-galaktozid

PNPG

PNPG

PNPG

Melibioz

PNPG

4MU-a-D-galakto-

piranozid

Fenil-a-D-galaktozid
PNP-a-D-galaktozid

2-naftil-a-D-galaktozid

6,4

6,1
4,7

5,5-6,0

5,8

6,0

3,5-55

6,0

6,0

4,5

7,0-7,5

4,5

5,0

4,0-6,0

4,0

4,4

52

4,9

4,0-45
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1.1.6a-Galaktozidazlarin fizyolojik 6nemi ve uygulama alanlar

o-Galaktozidazlar, dgada oldukca yaygin olarak bulunan glikozidaz sinifi
enzimler olup galaktooligosakkaritler ve polisakitarde bulunana-1,6-bali
galaktoz birimlerini hidrolizler. Bu enzimin ana zyolojik fonksiyonu,
galaktooligosakkaritleri hidrolizlemesi ve gan serbesgekerlerin de hazir enerji
kayna olarak kullanilabilmesidir (Shivanna et al., 19@htakara et al., 1984).
Tohumlardaki a-galaktozidazlar, polisakkaritlerin  kullanimindan ncé,
cimlenmenin bglangic adiminda D-galaktoz iceren oligosakkaritlerobilize
ederler. Sonugta D-galaktoz ¢lu ve bu da glikolitik yola gonderilerek burada
tuketilir. Boylece fide olgumu igin gerekli olan bgangi¢ enerjisi de bgekilde
sazlanmg olur (Dey et al., 1983). Ayrican-galaktozidazlarin bazi besin
maddelerinin (hurma, hindistan cevizi gibi) hucrevarlarinin gelimesinde ve
¢cimlenme gamasinda onemli bgenler olduklari belirlenngtir
(Balasubramaniam and Mathew, 1986; DeMason €1 292).

a-Galaktozidazlarin pek ¢ok kullanim alani mevcutiiger glikozidaz
aktivitelerinden yoksun galaktozidaz preparatlde yapilan karbohidrat yapi
calismalari ve membran modifikasyon gatialar oldukga 6nemlidir (Dhar et al.,
1994).

Glikozidazlar, hem hidrolitik aktiviteleri nedeng/l glikozidik ba&larin
hidrolizinde kullanilabilirler, hem de transglikeéisyon aktiviteleri nedeniyle
karbohidrat yapilarini géli bilesiklerin hidroksil gruplarina transfer edebilirler.
Glikozidazlarin bu transglikozilasyon aktivitesi st oligosakkaritlerin
enzimatik sentezinde kullanilabilir (Yanahira et, 41998).a-Bagl galaktozidik
baglarin hidrolizi kadara-bagli galaktooligosakkaritlerin transgalaktozilasyon
veya tersinir reaksiyonlarla sentezi dea-galaktozidazlarin 6nemli bir
uygulamasidir. Transgalaktozilasyon reaksiyonw#galaktozidazin olgturdusu
a-bagl galaktooligosakkaritler, cok az ¢gha sonucunda elde edilebiltii. a-
Bagh galaktooligosakkaritler ayni zamanda tersinir akgyon ile de
olusturulabilmektedir. Genellikle bu reaksiyonlar ilelugurulan a-bagh
galaktooligosakkaritler birbirinden ayrilmasi gi@ro pozisyonel izomerlerin bir
karsimidir. Fakat bu oligosakkaritlen-galaktozidazlarin transgalaktozilasyonu
icin donor substratlar olarak uygundur (Hashimotoaé, 1995). Bgangig
materyali olarak ucuz ve kolay elde edilebilmesiewyle, tersinir reaksiyonlar
kullanilarak yapilan oligosakkarit sentezlerindgktbz hidrolizatlari (galaktoz ve
glukoz kargimi) kullanilabilir. Yalniz bu durumda 6nemli olameaksiyonda
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kullanilan enzim preparatinda-galaktozidazdan Bka glikozidazlarin §-
galaktozidaz,a-glukozidaz ve-glukozidaz gibi) bulunmamasi gerekmektedir
(Hashimoto et al., 1993)C. guilliermondii H404 enzimi oldukg¢a kuvvetli bir
transgalaktozilasyon aktivitesine ve olduk¢a gebir akseptdr spesifikiine
sahiptir. Enzimin tersinir reaksiyonu ile laktoaltolizatlarindan sentezlenen
bagli  galaktooligosakkaritler, transgalaktozilasyon ini¢ uygun  donér
substratlaridir ve cok e#i yeni a-bali galaktooligosakkaritler bu yolla
uretilebilmektedir (Hashimoto et al., 1995). Bu amgma, intrasellller olarad-
galaktozidazin yanisira ¢ok az da olBegalaktozidaz,a-glukozidaz ve -
glukozidaz gibi dier glikozidazlar da tretmektedir. Bu glikozidaztda laktoz
hidrolizatini kullanana-galaktozidazlarin tersinir reaksiyonlarina etkieder.
Saglam hucrelerdeki glikozidazlag-galaktozidaza herhangi bir zarar vermeden
Isisal glemle inaktive edilebilir. Boylece isisajlem gormig hicreler, laktoz
hidrolizatlarindan tersinir reaksiyon ilea-bagh galaktooligosakkaritleri
sentezleyecek olan a-galaktozidaz preparati olarak kullanilabilir.C.
guilliermondii H404 a-galaktozidazi, temel olarak-(1,6)-b&li galaktozidazlari,
az da olsa bununla berabef(1,1)-, a-(1,2)- vea-(1,3)- bah galaktozidazlari,
eser miktarda daa-(1,4)-galaktozidazlari sentezlemektedir. Faka&t(1,5)-
galaktobiozlar sentezleyememektedir. Tersinir sgadlar sonucu olan Urin
bilesimi buyulk 6lcide enzimin substrat spesifiklile yakindan ilgilidir. Mayao--
galaktozidazinin tersinir reaksiyonu ile galaktazaagalaktobioz, Mortierella
vinaceave Pycnoporus cinnabarinusgalaktozidazlarinin tersinir reaksiyonu ile
galaktoz ve sukrozdam-galaktozil-sukroz sentezlengtir (Hashimoto et al.,
1995). Termostabil bir enzim olaandida guilliermondiia-galaktozidazi uygun
bir akseptor yoksa tek bir transfer trlini senteendr substrat olarak melibioz
kullanildiginda ise ana drin @-D-galaktozil-(1,6)-Oe-D-galaktozil (1,6)-D-
glukoz'dur. Enzim oldukca genbir akseptor spesifiktine sahiptir.D-Glukoz, D-
galaktoz, maltoz, maltitol ve 1,4-butandiol bu eniri Kkatalizledgi
transgalaktozilasyon reaksiyonlarinda en etkin piksterdir.

Enzim ayni zamanda-galaktozil artiklarini pentozlara (L-arabinoz, D-
ksiloz ve D-riboz) ve metil pentozlara (D-fukoz {eramnoz) transfer edebilir.
Akseptor laktoz, maltoz, sukroz iken ana transfeiinii sirasiyla Qx-D-
galaktozil-(1,6)-OB-D-galaktozil-(1,4)-D-glukoz, Qx-D-galaktozil-(1,6)-Oe-D-
galaktozil-(1,4)-D-glukoz ve @-D-galaktozil-(1,6)-Oe-D-galaktozil-(1,2)B-D-
fruktozid (rafinoz) dir (Hashimoto et al., 1995)eellikle a-galaktozidazlarin
galaktozil artiklarini aksept@ekerin primer alkol grubuna tercihen transfergetti
bilinmektedir. Aksept6ér olarak rafinoz kullanifginda transfer Grind olarak
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stakiydz olgmaktadir. Pycnoporus cinnabarinusx-galaktozidazi rafinoz tip
oligosakkaritlerin ~ yanisira o-(1,3)-b&li  galaktozidik  bglar iceren
oligosakkaritleri de sentezler, fakat miktar oladgha azdir. Enzim, rafinoz sinifi
oligosakkaritlerin terminal galaktoz artiklarini G& C6 hidroksil gruplarina,
sukrozun glukoz amgini C3 hidroksil grubuna transferini katalizler [4Kahve
cekirdesi a-galaktozidazi kullanilarak p-nitrofeni-D-galaktopiranozidden 1-
deoksinojirimisine bir transgalaktozilasyon reaksiy yapilmgtir. Ana Urln
olarak 6-Oe-D-galaktopiranozil-1-deoksinojirimisin - odmustur. Bunun da
fizyolojik 6Gnemi kan-glukoz dizeyinin regulasyonanetkin bir bilgik olmasidir.
Ayrica yine ayni enzim ile transgalaktozillegmi 1-deoksinojirimisin
sentezlenebilmektedir. Bu da antihiperglisemik wu&riik salgisi ajani olarak
onemli bir bilgiktir (Paek et al., 1998Ymmobilize edilm§ Bacillus circulansp3-
galaktozidazinin transglikozilasyon reaksiyonuakdik karakterlip-(1,3) balh
disakkaritler sentezlengtir. Galaktozil dondru olarak laktoz, akseptor akaiN-
asetilnéraminik asit ve glukuronik asit kullaniktar (Naundorf et al., 1998).
Monascus pilosusi-galaktozidazi ile yapilan ¢amalarda, enzimin melibioz,
rafinoz ve stakiy6zi kendi temel hignlerine hidrolizledii ve yeni bir
oligosakkarit olgmadgl tesbit edilmgtir. Bu nedenle enzimin transferaz
aktivitesine sahip olmaghna ya da c¢ok cok duk oldusuna karar verilmstir
(Wong et al., 1986).

Fabry hastagy, insanlarda gortlen ve termolabil lizozonagalaktozidaz
A eksikliginden kaynaklanan bir hastaliktiinsan orijinli lizozomal a-
galaktozidazlar Fabry hastaliile ilgili olduklari igin ilging molekullerdir.
Normal insan dokularinda enzimingalaktozidaz A ven-galaktozidaz B olmak
Uzere iki formu bulunur. Fabry hasfaha yakalanan kide a-galaktozidaz A
aktivitesi eksikken, B aktivitesi ya normal ya dakgek bir dgerdedir (Wong et
al., 1986; Dean and Sweely, 1979). Lizozomal bipa#@ma hastah olarak
siniflandirilan bu hastalikta bir asit-galaktozidazi olan seramidtriheksozidaz
enzimi eksik olup, buda enzimin gal substrati olan seramidtrineksozid
kullanilarak  belirlenir.  Enzim eksikdi belirli  bir dizeye kadar,
seramidtrineksozidin ve gier glikolipidlerin bazi dokulardaki lizozomlar igeki
birikimine dek arty gosterir. O nedenle lizozomal bir depolama rabbgsdir.
Metabolizmanin dgustan gelen bu grup bozukluklarn 6zellikle 6nemlidir.
Endositoz ile yonetilen enzim, hiicrenin enzim ekgiloldugu lizozomal sisteme
ulasabilir. Bu kaybolmy enzim aktivitesi toropatik derde olabilir. Fabry
hastalgi da Ozellikle bu tip terapide uygundur. Depolapinmateryalin ana
lokalizasyonu merkezi sinir sistemisdthdadir ve hastalik yayabir iyilesme
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gosterir. Fabry hastg@inda terapi amaci ile enzimin kullaniimasi immuii&lo
komplikasyonlara da neden olabilir (Rietra et 4B74; Desnick et al., 1979;
Veale et al., 1992).

o-Galaktozidazlar ggtli prokaryot ve Okaryotlardan saffariimislardir.
Terminal a-D-galaktozid artiklari hem glikoprotein hem de kglipidlerde
bulunur. Cg@u Okaryotik a-galaktozidaz, benzer ik molekil kutleli
kromojenik substrat spesifigine sahiptir, fakat yuksek molekul kutleli
oligosakkaritler ve glikokonjugatlara kar aktivitesi deiskendir. Bazi a-
galaktozidazlar hicre membrani glikokonjugatlarierirmeki a-D-galaktozil
artiklarina kag1 aktivite gosterirler. Bu Ozellikteki galaktozidaz 6zellikle
karbohidrat yap! calmalari ve biyoteknolojik uygulamalar igin kullghdirlar.
Diger glikozidaz aktivitesinden Bamsiza-galaktozidazlar ise 6zellikle membran
modifikasyon c¢almalarinda onemlidirler. Glikoprotein ve glikolip&tideki
kompleksseker zincirleri, 6karyotlarin bilyime ve gefiesinde, immun sistemde
kendini tanimada dnemli rol oynarlar.

BazI a-galaktozidazlar belirli karbohidrat membran yapra modifiye
edebildikleri icin immin cevabli modile ederler. &%in, B-kan grubu yapisi
terminal bir a-D-galaktozil artg icerir ve bu grubun uzaldariimasi bu
determinantin antijenik aktivitesini de yok eder.

Phaseolus vulgaris a-galaktozidazinin insan ve t@an eritrosit
membranindakia-(1,3)-galaktozil artiklarina kar aktif oldusu belirlenmitir.
Membran glikokonjugatlarina kar gosterdgi enzimatik aktiviteden dolayr bu
enzim, dgal eritrositlerdeki membran yapilarinin  modifikasyada
kullanilabilecektir. Membrandan terminal-D-galaktozid ar@ini hidrolizledgi
icin enzim tip-B eritrositlerinin tip-O eritrositigie dongimuinde uygun olacaktir
(Dhar et al., 1994; Liljestrom and Liljestréom, 198%ine bodyle bir uygulama
domates (Pressey, 1984), karpuz (ltoh et al., 1986p (Chien and Lin-Chu,
1991) ve Coffea canephoraHaibach et al., 1991q-galaktozidazlari ile de
yapiimstir. A ve B eritrositlerin O-tip eritrositlere dogiimu ile ilgili olarak
Goldstein ve arkadgtari da 20 yildan beri ¢cgmalar yapmaktadirlar (Lenny et al.,
1991; Goldstein, 1989; Lenny et al., 1994).

o-Bagli galaktooligosakkaritler ve rafinoz, stakiy6z igib-galaktozidik
baglar iceren oligosakkaritler bitkilerde ve Ozellikide soya fasulyesiseker
kams! ve baklagillerin depo organlarinda (tohum, kdkymyu gibi) bolca ve
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yaygin olarak bulunurlar. Bu oligosakkaritler kutivéollyime faktoérleridir ve
bazi besinlerde bulunurlara-galaktozidazlar da genellikle bu bilklerin
metabolik olarak kullaniimasinda gérev yapan hitdkol ajanlardir.
o-Galaktozidaz insanlarda salgilanmayan bir enzinilirnedenle soya fasulyesi
gibi bazi baklagiller mideye indikten sonra kaliagisasa gegerler. Burada-
galaktozidaz ureten bakteriler tarafindan anaerolakak fermente edilir ve gaz
olusur. Bu da uzun zamandir bilinen ciddi bir problem#ialin ba&irsak sonunda
bulunan gazin basincinda meydana gelen big, d&agrisi, bg donmesi, goz
kararmasi, mental karklik ve konsantrasyon bozulgu gibi sikayetlere yol acar.

o-Galaktozidazlarin en 6nemli uygulama alanlarindansi de seker
endustrisinde rafinozun hidrolizinde kullaniimasidi Rafinoz, sukrozun
kristalizasyonunu engelleyerek kristaligeker verimini dguren bir trisakkarittir.
Cssitli  kaynaklardan hazirlanana-galaktozidaz preparatlan ile rafinoz
hidrolizlenerek verim arttirilabilmekte ve ayni zamda da oldukgca 6nemli bir
oranda ekonomi gamaktadir (Mitsutomi and Ohtakara, 1984).

1.2 Uclii Faz Ayirma (Three Phase Partitioning, TTPSistemleri

Ozellikle ¢cok sayida bikenden olsan ham preparatlarda proteinlerin
ayirma ve izolasyonu hala olukga zordur ve bu niedgiinimiizde bu amaglar
icin yeni biyoayirma yontemleri gstiriimektedir. Mevcut kullanilan geleneksel
yontemlerin ¢gu hem oldukga pahali, hem de zaman alicidir. Aygaga kez On
islemlere gereksinim duyulmaktadir. Son elli yildargtirmacilar protein geri
kazanimi ve saflturilmasi igin sivi-sivi  ekstraksiyon sistemleringgi
duymaktadirlarlikili ve tgli faz ayirma sistemleri proteinlerin etkbir sekilde
yuksek verimle saftdgirlabilmesine olanak gtayan ve ¢ok gegikullanim alani
olan yeni sivi-sivi biyoayirma teknikleridir.

Uclu faz ayirma (TPP) tekgii 6zellikle enzim ve proteinlerin ayriminda
son yillarda oldukga karili bir sekilde kullanilabilen basit ve ga kez tek adimli
bir prosedurdur. Teknik kromatografik yontemleriahmetli ve zaman alici
prosedurlerine ihtiyac duymaz. TPP 'de sulu ¢olestlen protein ve enzimleri
ayirmak icin bir tuz ve organik ¢ézgen kullantlir.

TPP, iki ya da daha fazla bgigin ya da grubun, tek basamakli ekstraksiyon
ile ayrimini gercekkgirir. Uc sivi fazin farkli fizikokimyasal ozellirinden
dolayi, bu sistemler tek bir ekstraksiyonla ikida daha fazla bigggin ayriminin
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yeni olasiliklarini sunmaktadirlar. Konveksiyonelr Wicimde "salting out",
proteinleri izoiyonik ¢okturme, yardimci ¢Ozgenléktirme ve osmolitik ve
kosmotropik ¢oktirme gibi pek ¢ok tegniceren prensipleri ortakfa calgtiran
bir biyoayirma tekrgidir.

Sivi-sivi Uglu faz sistemleri, proteinlerin suluzetiisine, tuz (genellikle
amonyum silfat) ve bir organik ¢ozgen (genellikigamol) eklenmesiyle our.
Ham ekstrakta 6nce tuz ve ardindan organik ¢cozgmdikten yaklak 1 saat
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Sekil 1.4 Genel TPP metodu (Dennison and Lovrien, 1997).

Degisen amonyum silfat doygurgiu, enzim/t-bltanol orani ve pH ile hedef
proteinin ara ylzey tabakasinda birikimi olduk¢acirsdi bir bicimde
gerceklatirilebilir. Bazen TPP iki kez argik olarak uygulanirilk TPP adimi,
kontaminant proteini/proteinleri uzaktair ve sulu faz istenen proteini igerir.
Ikinci TPP adimi, hedef proteinin etkin bakilde saflatiriimasi ile sonuglanir.

Uclu faz ayirma sistemleri oda sicakhda ve kolay gercekigrilebilen
ayirma sistemleridir. Teknik olduk¢ca ekonomik oluplgek bulylitmek
mudmkundur. Teknikte kismi saf protein preparatlarigani sira ham protein
ekstraktlari da kullanilabilmektedir. Elde edilemflastirma kati ve verim
genellikle yuksektir.

Proteinler butanol-su karminda biyolojik aktivitelerini kaybetmedikleri
icin proteinlerin konsantre edilmesinde ve izolasyada kullanilan TPP
sistemleri ayni zamanda, proteinlerin inaktif koekd kargimlarindan
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renaturasyonunda, metal ve organik giKkeri iceren kompleks sistemlerin analizi
ve ayriminda, farmasotik endustrisinde ve atik sutinnda, bitkisel

materyallerden y&a ekstraksiyonunda, enzimatik reaksiyonlarin hinlar

hesaplanmasinda oldukg¢a kulkdnbir yontemdir.

Batin proteinlerin fazlar arasindaki tabakada topialari beklenmez. Bu
dagilma ve ayirmasiemini etkileyen ve farklandiran parametreler hfdbosite,
proteinin molekuler @rhg ve fiziksel kagullar (sicaklik, pH gibi) olarak
sayllabilir. Amonyum sulfat konsantrasyonu, ekdtralbitanol fazina orani, pH
ve sicaklik gibi faktorlerin désik kombinasyonlari denenerek selektifsktiar
elde edilebilir.

Fizikokimya esasli TPP tekiinin kompleks bir yapida oldu, iyonik
kuvvet, kosmotropi, ara yuzey gerilimi, osmotikestive ygilma etkilgimleri gibi
cesitli faktorlerden etkilendii diUstnulmektedir. Proteinlerin  TPP  prosesi
icerisinde farkli davrasglari oldusu gorisi de mevcuttur. Proteinlerin ara ylzeye
absorblanmasi, kamaz fazlar arasindaki gerilimin ghaesinden kaynaklanir. Bu
sekilde bir korelasyon gozlenir. Bu iki faz arasindlasan ara yiz tabakasinda
proteinin elde edilmesi bir ¢coktirmgaminden ¢ok, bir bolimlendirme prosesidir
(Dennison and Lovrien, 1997).

TPP tekngi birgok enzimin ve proteinin géli kaynaklardan ayirimi ve
saflatirlmasinda bgariyla kullanilmstir; Escherichia coli‘den ysil floresan
proteini (Jain et al., 2004)yagi ‘den proteaz inhibitori (Saxena et al., 2007),
soyadan tripsin inhibitéri (Roy and Gupta, 2002xpergillus oryzae‘den
invertaz (Dhananjay and Mulimani, 2008) weyalaktozidaz (Calci et al., 2009),
domatesten pektinaz (Sharma and Gupta, 200k&)s carotadan fosfolipaz D
(Sharma and Gupta, 2001&spergillus nigerden ksilonaz (Roy et al., 2004),
domates (Ozer et al., 2010) ve ekmek mayasindadei&ket al., 2010) invertaz,
papaya ve Calotropis procera lateksinden proteaz (Chaiwut et al., 2010;
Rawdkuen et al., 2010;anoderma sp. WR-Hen lakkaz (Rajeeva and Lele,
2011) vesalgamdan peroksidaz (Singh and Singh, 2003).
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2. MATERYAL ve METOD

2.1 Materyal

Bu calsmada kullanilan cihazlar ve yontemlere ait bilgildgili
boélumlerde ayrintili olarak verilrgtir.

Kullanilan  kimyasal maddeler; p-NitrofeniHD-galakto-piranozid
(PNPG) ve Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid J&K&oforezi (SDS-PAGE)
Molekiler Kitle Standartlann (MW SDS-70L Kit, MW;4R00-66000 Dalton)
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Sigma Chem.Co (St.Louis,USA)den, Sitrik asit, Borasit, p-Nitrofenol,
Amonyum silfat, Na/K Tartarat, NaOH, HCI E. MerdRafmstad-FRG) ‘den,
Sigir Serum Albumini (Albdmin Fraksiyon V), Sodyum Dexil Silfat (SDS),
Akrilamid, N,N’-Metilenbisakrilamid, N,N,N’,N’-Tetametiletilendiamin
(TEMED), Amonyum persulfat, Bromfenol mavisi, 2-rkaptoetanol, glisin ve
Coomasie-Brilliant Blue Bio-Rad Laboratuvarlari Rmond CA) ve BDH Ltd.
(Poole, UK) ‘den temin edilrgiir. Bu calsmada kullanilana-galaktozidaz
enzimi karpuzdan Citrullus vulgarig izole edilmitir. Enzim kayn&l
olarak kullanilan karpuzlar lokal marketlerden salinmstir.

2.2 a-Galaktozidaz Aktivitesi Tayini

o-Galaktozidaz aktivitesi, sentetik bir substratarol p-nitrofenile-D-
galaktopiranozid (PNPG) kullanilarak tayin edgtim Aktivite yontemi, 6nceden
kullanilan bir yéntemin (Itoh et al., 1986) mod#iyedilmi halidir (Onal, 2000).
Prosediurde esas, Olcim kaninda agia cikan p-nitrofenolin alkali ortamda
tayinidir. Reaksiyon gagida verilmitir:

p-Nitrofenila-D-galaktozid + HO &D9akkozdez L g Nitrofenol + D-Galaktoz

o-Galaktozidazin aktivite dlgimunde reaksiyon &am; 0,5 ml sodyum
sitrat tamponu (50 mM; pH 5,0) ve 0,25 ml PNPG (R me pH 5,0 sitrat
tamponunda hazirlangtir) ve 0,25 ml uygun oranda seyreltiln@nzim ¢ozeltisi
icerir. Reaksiyon kagimi, 37C’'de 30 dakika boyunca lineer kgtrrmali su
banyosunda (SBS-35, Stuart Scientific, UK) calkatak inkibe edilir.
Inkiibasyondan sonra reaksiyon, 3,5 ml sodyum banaponu (200 mM, pH 9,8)
ilave edilerek durdurulur. Aga ¢ikan p-nitrofenol miktari, 400 nm’de absorbans
okunarak (Pharmacia LKB, Novospec II, UK) spekttofoetrik olarak belirlenir.
Enzim aktivite miktarlarinin hesaplanmasinda, M5 pmol p-nitrofenol
konsantrasyon argii ile hazirlanan standart grgifikullanilir.

Bir a-galaktozidaz aktivite birimi, yukarida belirtilekosullar altinda
dakikada lJumol p-nitrofenol agia ¢ikaran enzim miktaridir (Unit).

2.3 Protein Tayini

Protein miktarlarinin tayini Bradford (Bradford, 76 metodu ile
gerceklatirilmisti. Boya ba&lama temelli yontemlerin en yaygini, Bradford
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tarafindan gettirilen ve Coomassie Brillant Blue G—250 boyasikuilanildig
yontemdir. Yontem, organik boyalarin asidik gruplde proteinlerin bazik
gruplarinin (Lys, Arg) etkilgerek renk olgturmasini esas almaktadir.

Sigir serum albdmininin (BSA), distile suda hazirlagrhimg/ml’lik stok
standart ¢ozeltisinden 0,02-0,25 mg/ml konsantrasgealgl ile hazirlanan
standart grafii kullanilarak 6rnek protein konsantrasyonlari lptgamstir.

Bradford Reaktifi:40 mg Coomassie Brillant Blue G250 %95’lik 50 ml
etanolde c¢oziliur. Uzerine 55 ml %88(w/v)'lik fosforasit ilave edilerek son
hacim distile su ile 1 It'ye tamamlanir ve filtredir. 20°C’de 2 hafta
dayaniklidir.

Her bir orngin (standartlar ve bilinmeyen protein Ornekleri)otein
miktari gagidaki prosedure gore belirlengtir:

a) 0,1 ml standart protein, bilinmeyen protein @inee distile su (kor
icin) tplere pipetlenir.

b) 2 ml Bradford reaktifi eklenir ve vorteks ile kstrrilir.
c) Tum tupler oda sicaldinda 10 dakika bekletilir.
d) Her bir drngin 595 nm’de absorbansi okunur.

e) Protein konsantrasyonlari, hazirlanan stargfafigi (0,02-0,2 mg/ml
BSA standartlar) kullanilarak hesaplanir.

a-Galaktozidaz enziminin izolasyonu ve sulu uUgli faz sistemi ile
saflgtinimasi sirasinda gerekli protein tayinleri buntgime gore yapilngtir.

2.4 Karpuz a-Galaktozidazinin izolasyonu ve Kismi
Saflastiriimasi

a-Galaktozidaz (EC 3.2.1.2Fnzim kayngi olarak, Ulkemizde oldukga
bol bulunan, ekonomik ve yiiksek enzim aktiviteseregn karpuz Gitrullus
vulgaris) secilmitir. Bir ¢ok a-galaktozidaz ¢alismasinda enzim, bitkisel,
mikrobiyal ve hayvansal kaynaktan bilinen genellazgon ve saflgirma
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metodlar kullanilarak izole edilip, saftarilarak, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
belirlenmitir (Haibach et al., 1991; Itoh et al., 1986).

Karpuzun kabuklari ve ¢ekirdekleri uzaglaldiktan sonra tartilng1(2200
gram) ve ardindan kucuk parcgalar halindegrdamstir. Blender (Braun,
Almanya) ile homojenize edilerek filtre edilstir. Elde edilen filtrat (2000 ml),
karpuzun kendi yapisindan gelen lif ve artiklamkiatiriimasi amaci ile tilbent
bezi ile dikkatlice sUzulmgiir. Filtrat 10000 rpm 15 dakika, 4°C ’de
santrifijlenmgtir (Hettich 30RF, FRG). Santrifijatin aktivite yeotein tayinleri
yapiimstir (0,419 mg/ml, 0,162 U/ml, 0,39 U/mg). Santrétg %85 lik amonyum
sulfat ¢oktirmesi uygulanarak, 4°C 'de gece boykidigmistir. 10000 rpm 30
dakika 4°C ’de santrifijlenen amonyum silfathenzpdzeltisinden enzimatik
aktivite iceren ¢okelek ayrilgtir. Bu ¢okelek 50 mM pH 6,0 sitrat tamponunda
gozulerek gece boyunca tamponaskatiyalizlenmitir. Diyalizatta aktivite ve
protein tayinleri yapilmtir (1,34 mg/ml, 0,997 U/ml, 0.74 U/mg). Karpua-
galaktozidaz ekstraktt TPP ’'de kullanilmak Gzereirdedlondurucuda (Bur,
Nazilli) -20°C 'de saklanngtir.

2.5 Karpuz a-Galaktozidazinin Uglii Faz Ayirma Sistemi ile
Saflastiriimasi

Uclu faz ayirma sistemleri 15 ml 'lik tlUpler icerigle hazirlandi.
Coktirme sonrasi elde edilen karpugalaktozidaz ekstraktinin 2 ml 'sine (0,373
Unit ve 0,5 mg protein) igerisindeki konsantrasy®0 (w/v) olacaksekilde
amonyum sulfat eklendi ve vorteksle kanlarak ¢ozuldi. Sistemin pH ’si der.
HCl ile 6,0 ayarlandi. 1:1 (v/v) oraninda t-butaeélendi ve vorteksle 1 dakika
karstirllarak oda sicakiinda faz ayrimi igin 1 saat bekletildi. Fazlarikietbir
sekilde ayrimi icin sistem 4000 rpm 'de 10 dakikaacaklginda santrifijlendi.
Ust t-butanol fazi bir pasteur pipeti ile dikkalir sekilde ayrildi ve atildi. Alt
sulu faz orta fazdaki protein ¢okgleden ayrildi ve protein ¢okeiel ml sodyum
sitrat tamponunda (0.05 M, pH 6,0) ¢ozuldi. Herfikkda aktivite ve protein
tayini yapildi. TPP tekginde saflatirma kati ve verime etki eden bazi
parametreler incelendi. Bu amacla tuz (MS0O,, MgSQ,, N&SQO,, NaHPQO,,
KoHPQ,, NaCl) ve organik ¢dzgen (t-butanol, n-bitanofrapanol, dioksan ve
izo-propanol) tirt, amonyum stlfat doyguglu(%20, 30, 40, 50 ve 60, w/v),
ham ekstrakt/t-butanol orani (1:0.5, 1:1, 1:1.2, ¥/v) pH "In (2,6; 3,0; 3,5; 4,0;
4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9¢Byalaktozidazin ayrimina etkisi
incelendi. Sisteme eklenen hamygalaktozidaz ekstraktinin aktivitesi (0,373 U)
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%2100 olarak alindi. Her bir TPP sistemi i¢in uygaranlarda amonyum sulfat, t-
bitanol ve su iceren bir kor hazirlandi. Tum TResnleri cift calgildi.

Optimize edilen kgullarda saflatirilan a-galaktozidaz enzimi
karakterizasyon c¢almalarinda kullanildi ve enzimin kimyasal Ozellikler
belirlendi.

2.6 Karpuz a-Galaktozidazinin Karakterizasyonu

2.6.1 Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektoforezi
(SDS-PAGE) ve molekuler kitle tayini

SDS-PAGE, poliakrilamid jel elektroforezinin en yay olarak kullanilani
olup, protein kagimlarinin dzelliklerini analizlemek agisindan onetnl Protein
saflik kontroliiniin bir élgisudir ve proteinin makkoyutuna gore bir ayrim
yapmasi nedeniyle Bd molekul kitlesi tayininde de kullanilir. O neden
karpuzdan izole edilen ve TPP teknie saflatirilan a-galaktozidaz preparatinin
safligini kontrol etmek ve molekul kitlesini belirlemetin Biorad Mini Protean
Il elektroforez tnitesinde SDS-PAGE analizi yapildi

Poliakrilamid jel elektroforezi %0,1 SDS vainda plaka jel cihazinda
Laemmli (Laemmli, 1970) tarafindan ggiiilen metoda gore gerceklailmi stir.
Yontem heterojen tampon sistemi temeline dayarynma kapasitesi oldukga iyi
olan bu yontemde, callan proteinler yiratiicu jele girmeden dnce diizgnle
jelde, elektroforez tamponu ve jel arasindaki pH iyenik siddet vasitasiyla
dengelenerek konsantre edilirler.

Tayin icin gerekli olan ¢ozeltiler:

Akrilamid/bis(A/B): 29,2 g Akrilamid ve 0.8 g bis-
N, N-Metilenbis-akrilamid
¢coziulerek 100 ml 'ye
tamamlanir, filtre edilir ve
kahverengiisede 4C’'de
saklanir.
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Alt Tris (LT): 18,2 g Tris hidroksi
aminometan, 2 ml %20 SDS
distile suda ¢ozulur, pH ’si
derisik HCl ile 8,8 'e ayarlanir
ve distile su ile 100 ml'ye
tamamlanarak € 'de saklanir.

Ust Tris (UT) : 6,06 g Tris, 2 ml %20'lik SDS
distile suda ¢ozulur, pH ’si
derisik HCl ile 6,8 'e ayarlanir
ve distile su ile 100 ml'ye
tamamlanarak € 'de saklanir.

Amonyum persulfat(AP) : 100 mg/ml’lik sulu ¢ozeltisi,
taze hazirlanir.

Rezervuar tamponu: 15 g Tris, 72 g glisinve 5 g

SDS 5 litre distile suda
¢cozulerek hazirlanir.

2.6.1.1 Polimerizasyon protokoli

Poliakrilamid jeller akrilamid monomerlerinin biapraz bglayici ajan ile
kopolimerizasyonu sonucu glur. Poliakrilamid jeller icin en ¢ok kullanilan
capraz bglayici ajan da N,Nmetilenbisakrilamid (Bis) dir. Akrilamid
polimerizasyonu serbest radikal katalize bir oritekReaksiyon, amonyum
persulfat ve N,N,NN'-tetrametiletiiendiamin (TEMED) ile B&tilir. TEMED,
persulfat iyonunun dekompozisyonunu katalizleyergkrbest bir radikal
olusumunu sglar. Aktif monomer, aktiflenmemimonomer ile reaksiyon verir ve
polimer zincirin uzamasi Rkr. Uzayan polimer zincir ¢apraz gia metilen
bisakrilamid ile birlikte yapilanir. Oksijen, sedteradikalleri uzaklgtirdigindan
ve polimerizasyonu engelleginden tim jel cozeltileri kullanilmadan 6nce
vakumla oksijen uzaksariimalidir.

Kaliteli bir SDS-PAGE icinsu faktorlere dikkat etmek gerekir: Oldukga
yuksek safliktaki reaktifler, dou balangi¢ konsantrasyonlari (yurtttcu jel igin
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%0,04 ve dizenleyici jel icin %0,1), sicaklik (poérizasyon icin genellikle
23C), cozeltilerin gazsiziiriimasi (oksijen polimerizasyonun inhibitoriidiug
jel olusturma tamponlarinin pH’si.

Karpuz a-galaktozidazinin SDS-PAGE i¢in % 12’lik akrilamidonomeri
kullaniimistir. Polimerizasyon protokolu (iki jel icinkagida verilmitir:

Cizelge 2.1Polimerizasyon protokoliiKi jel icin).

Reaktif Ydarutucua Jel Duzenleyici Jel
(%12) (% 4)

Distile su (ml) 3,4 6,1

AB (ml) 4,0 1,3

LT (ml) 2,5 2,5

AP (ul) 50 50

TEMED (ul) 5 10

Cozelti 1, 2 ve 3 kaguirilarak oda sicak@ina getirilir. 5 dakikalk
gazsizlatirma gleminin ardindan ¢ozelti 4 ve 5 sirasiyla eklenerghvaca
karstirilir. YUraticu jel dokilerek 1-1,5 saat bekietil

2.6.1.2 Orneklerin hazirlanmasi ve elektroforeze uyulanmasi

SDS-PAGE’de ayrilacak tim orneklergio protein yiklemesi yapabilmek
icin 6nce 0,1 M Tris/HCI (pH 6,8) ile seyreltilirSeyreltimg Ornekler 2:1
oraninda 6nslem tamponu ile kagtirihr. Bu tampon; 200ul Tris/Bromfenol
mavisi, 200pl %60’k sukroz, 40Qul %20’lik SDS ve 20Qul 2-merkaptoetanol
icerir. Merkaptoetanol proteinin tersiyer yapisomarada tutan disulfit g@arin
indirger. SDS proteini denature ederek kuvvetligeSDS molekulli her bir iki
aminoasit arfiina ba&lanarak yik maskelenir. Bromfenol mavisi, iyonizalalen
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bir boyadir ve elektroforezin kolay izlenebilmegini ortama ilave edilir. Stikroz
ise Ornek cozeltiye bir ymnluk kazandirir ve orrgn elektroforez tamponunda
kolayca ¢okmesini $gar.

50 pl 6rnek, 100ul 6rnek tamponu ile kagtiriip 100°C ’lik su banyosunda
10 dakika kaynatilir. Genel olarak yuriticu jelier haralgina 20 pl 6rnek
uygulanir. B araliklar ise, elektroforez sirasinda proteinledagiimasini
onlemek i¢in 2Qul 0,1 M Tris/HCI (pH 6,8) ve 6rsiem tamponu ile doldurulur.

Anod ve katod reservuarlarindaki Tris/glisin/SD#ponu ile elektroforez
yaratalur. Proteinlerin elektroforezinde duzenleyede 25 mA/jel ve yuritici
jelde 35 mA/jel akim uygulanir. Bromfenol mavisiniusturdurd@u bant jele
ulasmadan 0,5 cm 6nce elektroforglemine son verilir.

2.6.1.3 Protein bantlarinin boyanmasi

Jellerin boyanmasinda Coomasie-Brilliant Blue mat&dllaniimstir. Bu
boyama metodunda esas, boyanin asidik pH'da piteteim&lanmasidir. Jeller,
Coomasie Blue (%45 metanol/ %9 asetik asitte rammk %25 ’lik ¢ozeltisi)
¢Ozeltisi ile 1 saat boyunca yaga calkalanir. Jelde alan mavi zemin, jelin
%10 metanol ve %14 asetik asitten saln sulu c¢ozeltisi ile gece boyunca
yikanarak boyadan temizlenir.

2.6.2a-Galaktozidazin aktivitesine sicaklgin etkisi

Karpuz a-galaktozidazinin aktivitesine sicgkh etkisinin belirlenmesi
icin 4-95°C sicaklik arafinda (4, 20, 30, 37, 40, 50, 60, 65, 70, 80°C90
caligildi. Saflgtirlan enzim bu sicakliklarda inkiibe edilerek sham aktivite
Olcim kaullarinda geri kalan aktivitesi tayin edildi ve @nm optimum sicak
belirlendi. Her bir deney seti ¢ift cailidi.

2.6.3a-Galaktozidazin aktivitesine pH 'in etkisi

Karpuz a-galaktozidazinin aktivitesine pH’in etkisinin bénhmesi igin
standart aktivite tayininde enzim pH’si 2,6-7,0lanadaki Sitrat/Fosfat tamponu
(50 mM), pH ’sI 7,0-8,0 aratindaki Fosfat tamponu (50 mM) ve pH ’'si 8,0-9,0
aralgindaki Tris/HCI tamponunda (50 mM) %7 'de 30 dakika inkuibe edildi ve
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geriye kalan aktivitesi tayin edildi. pH-aktivitergdili olusturularak enzimin
optimum pH’sI belirlendi. Her bir pH @eri icin iki deney seti hazirlandi.

2.6.4a-Galaktozidazin kinetik sabitlerinin tayini

Substrat doygunluk konsantrasyonu ilg e Vmaxdegerlerini belirlemek
icin diizenlenen deney setinde, 50 mM sitrat tampdathazirlanan stok PNPG
(5 ve 10 mM) cozeltisi kullanilarak farklh PNPG lgamtrasyonlari ile (0.05-2.5
mM) enzim aktivitesi standart kollarda tayin edildi. Substrat konsantrasyonu ile
aktivite arasinda cizilen grafikten substrat doylglirkonsantrasyonu belirlendi.
1/[S] ile 1/V arasinda cizilen Lineweaver-Burk diyamindan kinetik sabitler
(Km ve Vmay hesaplandi. Her bir PNPG konsantrasyonu icind&ney seti
hazirlandi

2.6.5 Kararhlk testleri

Enzim preparatlarinin karagl belirli calisma kaullarinda enzim
aktivitesinin zamana gamh olarak korunmasidir. Enzimlerin karaghlidenilince
genellikle proteinin konformasyonel karagiindan s6z edilir. Enzimin termal, pH
ve depo Kkararliliklar blyik o6lcide konformasyoRararliligi ile belirlenir ve
denaturasyon sonucu da inaktivasyon gergeklBir enzimin kararhlgi; sicaklik,
pH, iyon siddeti, tampon turd, substratin varll ve yoklgu, enzim
konsantrasyonu, inkiibasyon zamani, aktivatér yandéitorlerin varlgl veya
yokluguna b&l olarak deisim gosteren dnemli bir parametredir. Clinki enzimler
oldukca karmgik yapili proteinlerdir. Enzimin ¢ boyutlu yapiaietki edecek bir
faktdr, enzimin aktivitesini de etkiler (Telefoncl997).

2.6.5.1 Termal kararllik

Enzimler protein yapida olduklari ve isiya «akararli olmadiklarindan,
sicaklik yukseldikge inkibasyon suresingibdl olarak aktivite kaybi hizlanir.
Sicaklik sabit tutulsa bile yalniz inkiibasyon siiv@suzamasi bile denattirasyon
sonucu aktivite kaybina neden olur (Onal, 2000).

Termal kararhlik tayininde, enzimin 30 dakika baga farkl
sicakliklarda (4, 20, 30, 37, 40, 50, 60, 65, 70RKlbe edilmesinden sonra
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standart aktivite 6lcim kallarinda aktivite tayinleri yapildi. Her bir siddkicin
ornekler cift cakildi.

2.6.5.2 pH kararliligi

Ortam pH ’sinin enzim aktivite ve karargina etkisini incelemek amaci
ile dizenlenen deney setinde enzim, 50 mM sitadfat, sitrat/fosfat, tris/HCI
tamponlarinda farkli pH ‘larda (sitrat/fosfat: 2%0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0;
6,5; 7,0; fosfat: 7,0; 7,5; 8,0; tris/HCI: 8,0; 88,0) 3 saat boyunca 4°C ’'de
bekletildi ve ardindan ortamin pH ’'si 6,0 'ya apadrak standart kollarda
aktiviteleri tayin edildi. Her bir deneme c¢ift caldi.

3. SONUCLAR VE TARTI SMA

3.1 a-Galaktozidaz Enziminin Karpuzdan (Citrullus vulgaris)
izolasyonu ve Kismi Saflgtiriimasi

a-Galaktozidazlard-D-Galaktozid galaktohidrolaz, EC 3.2.1.22) bast v
kompleks oligo- ve polisakkaritlerin hidrolizini tedizleyen enzimlerdir. Cok
¢esiti uygulama alanlarina sahip olan bu enzimleriarkfi kaynaklardan
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izolasyonu, saflgiriimasi, karakterizasyonu ve immobilizasyonu sgharda
oldukca ©Onem kazangtir. Enzim, analitk amacgh olarak kompleks
karbohidratlarin biyolojik fonksiyonlarinin belinenesinde, organik sentezlerde,
yap! analizlerinde, medikal alanda enzimoterapield&an grubu dondimlerinde,
gida sanayinde Ozelliklgeker endustrisinde énemli uygulama alanlari bgiomu
(Filho et al., 2008; Anisha et al., 2008; Blochakt 2008; Anisha and Prema,
2007; Simerska et al., 2003; Eto et al., 2005; Gwetdal., 2005)x-Galaktozidaz
enziminin ¢ok c¢gtli uygulama alanlarindan dolayl, bu enzimin farkl
kaynaklardan izolasyonu ve satiailmasi son yillarda oldukga 6nem kazagtm,
Enzim, bitkisel (Chien and Lin-chu,1991; Dey, 198#ibach et al., 1991, Itoh et
al., 1986; Kusiak et al., 1978; Shivanna et al.9Q9Balasubramaniam and
Mathew, 1986; Courtois and Petek, 1988; Dey etZdy et al., 1995; Zhu and
Goldstein, 1994; Naik et al., 1985; Pressey, 19@unteri, 1998; Weiser et al.,
1992; Dhar et al., 1994; Onal and Telefoncu, 199ukuttan and Barsu, 1987;
Yoon and Hwang, 2008), mikrobiyal (Nadkarni et 4092; Wong et al., 1986;
Talbot and Syrusch, 1990; Herder et al., 1992;IGatlial., 1985; Zeilinger et al.,
1993; Mitsutomi et al., 1985; Ohtakara and Mitsutof®87;Hashimoto et al.,
1993; Ohtakara et al., 1984; Somiari and Balogl9319.ounteri et al., 1998;
Thanankul et al., 1976; Nagao et al., 1988; Kretudt al., 1994; Cavazzoni et al.,
1987; Kotwal et al., 1999; Sinitsyna et al., 2008)hayvansal (Dhar et al., 1993;
Dean and Sweeley, 1979a; 1979b; 1979c; Kusiak et@I8; Yasuda et al., 2004)
kaynaklardan bilinen genel izolasyon ve sgftana teknikleri kullanilarak izole
edilip saflatinimis ve karakterizasyonu yapilarak uygulamaya sungionuHer
ne kadar oldukga yuksek saflikta ve hemen hemerartean homojen bin-
galaktozidaz preparatinin hazirlanaliiidiok az sayida ¢agima mevcut ise de,
onemli olan daha sonraki ¢ahalarda kullanilabilecek amaca uygun bir protein
preparatinin hazirlanmasidua-Galaktozidazlar genellikle hiicre igerisinde ve de
diger csaitli glikozidazlarla bir arada bulunurlar. Bu nedencgzu kez bu
aktiviteleri birbirinden ayirmak zor olmaktadirg& hazirlanan enzim preparati
diger glikozidazlarca kontamine edilmiyor ve gerbir aglikon spesifikigine
sahip ise bahsedilen bir¢ok kullanim alani icinwyglacaktir.

Bu calgmada, enzim kayga olarak karpuz Citrullus vulgari9
secilmgtir. Karpuz, Ulkemizde 06zellikle yaz aylarinda diga kolay temin
edilebilen, ucuz ve bol bulunan bir kaynak olmasgalaktozidaz aktivitesinin bu
kaynakta yiksek oranda bulunmasi ve guratinda yeten karpuzdaki
enzimlerin termal kararlg yiksek oldgundan tercih edilngtir. Karpuz, protein
acisindan deerlendirildiginde ¢ok zengin bir kaynak olmamakla beraber oldukg



40

yuksek orandaa-galaktozidaz aktivitesi icermektedir. Daha ©nceziemn
karpuzdan saflgiriimasi ile ilgili yapilan cafmalar sonucunda (Onal, 1994; Itoh,
1986), tamamen saf preparatinin hazirlanmasi Hdukga zahmetli yéntemlere
gerek duyulmasi hem de sonucta elde edilen enziktarmin ¢ok az olmasi
nedeniyle, bu ¢almada enzimin karpuzdan izole edilerek Ugli fazragusistemi
(Three-phase partitioning; TPP) ile saflalmasi amaclanmitir.

o-Galaktozidaz enzimi bolum 2.4 ’de agciklafidigibi geleneksel
yontemler ile karpuzdan izole edildi ve %85 ’lik anyum silfat ¢oktirmesi
yapilarak degtirildi. Uglu faz ayirma sistemlerinde kullaniimdizere hazirlanan
o-galaktozidaz preparatinin aktivite, protein vessie aktivite deserleri sirasiyla
1,34 mg/ml, 0,997 U/ml, 0,74 U/mg olarak belirlendarpuzdan hazirlanan bu
ham protein preparati kullanilarak tcli faz ayismstemlerinden-galaktozidaz
enziminin d&limi incelendi ve enzim safjarilmaya calgildi.

3.2 Uclu Faz Ayirma (TPP) Sistemi ile Karpuz (Citrullus
vulgaris) a-Galaktozidazinin Saflgtiriimasi

a-Galaktozidazlar endustriyel agidan 0Ozellikle gidanayinde o6nemli
uygulama alani bulan enzimlerdir. Bu nedenlsitebitkisel, hayvansal ve
mikrobiyal kaynaklardan tuz c¢oktirmesi, membranrdgyonu, iyon d&sim,
afinite, hidrofobik etkilgim kromatografisi ve jel filtrasyonu gibi gelenekse
ayirma ve saflgirma yontemleri kullanilarak saffariimislardir. S6z konusu
protokollerin bir ¢cgu ¢ok sayida adim igeren, zaman alici, 6lgek bigiimzor
oldugu ve pahali sistemlerdir. Ayrica bu gatalarda argtiricilar a-galaktozidaz
enzimini primer bir saflgirma prosesi ile oldukca yiksek saflikta elde gime
amagclamglardir (Sinitsyna et al.,, 2008; Guimaraes et @012 Yasuda et al.,
2004; Cao et al., 2010; Shen et al., 2008; Rez8zapo et al., 2007; Kang and
Lee, 2001; Gao and Schaffer, 1999; Appukutan anduB4987).

Uclu faz ayirma sistemleri bircok enzimin saflalmasinda etkin bir
sekilde kullaniimgtir. Ornesin; Aspergillus oryzaéden invertaz (Dhananjay and
Mulimani, 2008) vea-galaktozidaz (Calci et al., 2009), domatesten ipakt
(Sharma and Gupta, 20018acus carotadan fosfolipaz D (Sharma and Gupta,
2001a),Aspergillus nigerden ksilanaz (Roy et al., 2004), domates (Ozeal gt
2010) ve ekmek mayasindan (Akdere et al., 201®rtag, papaya v€alotropis
procera lateksinden proteaz (Chaiwut et al.,, 2010; Rawdkeéral., 2010),
Ganoderma sp. WR-#én lakkaz (Rajeeva and Lele, 2011) gibi.
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Uclu faz sistemleri enzimlerin yanisirasiti proteinlerin de etkin bir
sekilde ayirimi ve saflurilmasinda kullanilmgtir: Eleusine coracana'dan
amilaz/proteaz inhibitorleri (Saxena et al., 20G0ya tripsin inhibitdri (Roy and
Gupta, 2002), legimli tohumlardan tripsin inhikit@wvati et al., 2009), lday
tohumundan amilaz/proteaz inhibitori (Sharma angt&Ww001) ve rekombinant
yesil floresan proteini (Jain et al., 2004) gibi.

TPP teknginde sulu ¢ozeltilerden protein enzimlerin ayirigin uygun
bir tuz ve organik ¢ézgen kullanilir. Ham protekseaktina énce tuz ve ardindan
organik ¢ozgen eklendikten yakik 1 saat sonra (¢ faz glur. Ust faz organik
¢cbzgence zengin fazdir ve pigmentler, lipidler vged hidrofobik maddeler gibi
polar olmayan bilgkler bu fazda toplanir. Alt faz ise tuzca zengae folup
proteinler, sakkaritler ve hiicre debrisi gibi polalesikleri icerir. Orta faz ise
organik ¢Ozgen ve sulu ¢oOzelti ara yuzeyindesaru proteince zengin fazdir
(Dennison and Lovrien, 1997; Roy and Gupta, 200@arianjay and Mulimani,
2008). Uclu faz ayirma sistemlerinde molekilleriazlér arasindaki gaim
davranglari hidrofilik ve hidrofobik etkilgimler, yuk, sterik etkiler,
biyomolekillerin 6zellikleri fiziksel keullar gibi c¢saitli faktdrlerden dolayi
olduk¢a kompleks bir olaydir. Kosmotropi, saltingtoko-solvent ¢oktirmesi,
izoiyonik ¢oktirme, ozmolitik c¢oktirme ve proteinidrasyonu orta fazda
proteinlerin ¢okturdlmesine yardimci olur. Protemlbu kagullar altinda
kaynaklarina, molekul kutlelerine, izoelektrik nakdrina ve pH ’ya bamli
olarak farkh d@lim davranglari sergilerler (Pike and Dennison, 1989). TPP
sistemlerinde molekullerin fazlar arasindaki gdian davranglari pek c¢ok
faktérden dolay! olduk¢ca kompleks bir olaydir. Ugpgsistemlerin dizaynina ve
secimine yol gosterecek kapsamli ve mekanistiktédari mevcut dgildir. Bu
nedenle tekr@in uygulamalarinda biyomolekullerin optimumgdamini sa&layan
en uygun sistemin hazirlanabilmesi icin deneysdimipasyon calmalarina
gereksinim duyulur. Bu nedenle, proteinlerin konkgl&arsimin ortamindan TPP
teknigi ile etkin bir sekilde ayrimina ¢gtli proses parametrelerinin (tuz tiri ve
konsantrasyonu, organik ¢dzgen ve tird, enzim mikia organik ¢ézgene orani
ve pH) etkilerinin incelenmesi gerekir (Dennisonddovrien, 1997; Pike and
Dennison, 1989; Roy and Gupta, 2002J5alaktozidaz enziminin TPP sistemi ile
saflagtirilmasinda s6zkonusu bu parametrelerin enziminlida davrangina etkisi
incelendi. En iyi saflgtirma kati ve verim sdganan TPP sistemi belirlenerek
optimize edilen sistemden elde edilen enzimin ksddasyonu gercekdérilerek
fizikokimyasal Ozellikleri belirlendi.
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TPP sistemlerinde faz afwran tuz ve organik ¢ézgen secimi oldukca
onemli bir adimdir. Faz ofturucu tuz olarak farkli tdr tuzlar
kullanilabilmektedir; fakat geneliklle etkin bir kmotropik ajan olan amonyum
sulfat tercih edilmektedir. Faz aghurucu organik ¢ézgen olarak dasite C4
alkolleri kullanilabilmektedir. Bu alkollerden t-tanoliin oda sicaltinda
kozmotropik ve kiimelenme ajani olarak oldukga etkingdzgen oldgu rapor
edilmistir (Pike and Dennison, 1989; Dhananjay and Mulima2008). a-
Galaktozidaz enziminin TPP sistemi ile sgflalmasinda en uygun faz glurucu
tuz ve organik ¢ozgen turinun belirlenmesi amacggatli tuzlar ve organik
cobzgenler kullanilarak Ucli faz sistemleri hazidanKaotropik tuz olarak
magnezyum siulfat, kozmotropik tuz olarak sodyumfasiilsodyum fosfat,
potasyum fosfat, amonyum silfat ve nétral tuz dada sodyum klortr (%50,
w/v) kullanilarak t-butanol (1:1, v/v) vaghinda ucli faz sistemleri hazirlandi ve
a-galaktozidazin dalimina tuz turanin etkisi incelendBékil 3.1). Sekilden
goruldigu gibi kozmotropik tuzlardan amonyum stilfat ileietkir dazilma (2.67
kat ve %76.7 aktivite verimi) gwndi. Dger tuzlarin enzimin daliminda
amonyum sulfat kadar etkili olmagibelirlendi. Literatirde TPP sistemlerinde
amonyum sulfat haricinde birgok tuzun test edildfakat ¢c@gu kez amonyum
sulfatin en etkin ayirmay! gkyan tuz oldgu belirtiimistir (Dennison and
Lovrien, 1997; Szamos and Kiss, 1995; DhananjayMuniimani, 2008).
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Sekil 3.1 a-Galaktozidazin TPP ile saflariimasinda farkli tuzlarin etkisi (Ham
enzim ekstraktina (2 ml, 0,373 U) 6nce %50 (w/vyglmlukta tuz ve ardindan 1:1
(v/v) oraninda t-bitanol eklendi. Faz ayrimi getegkildikten sonra orta ve alt

fazlarda aktivite ve protein tayinleri yapildi).
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TPP sistemlerinde proteinlerin ara yuzeyde ¢oktieginde etkili olan bir
diger faktor kullanilan organik ¢ézgenin turtdur. Badenlea-galaktozidazin
TPP sistemi ile saffiriimasinda uygun organik ¢dzgeni belirleyebilmigin
amonyum sulfat (%50, w/v) ve farkh organik ¢ozgen(t-butanol, n-butanol,
dioksan, n-propanol ve izo-propanol)(1:1, v/v) Rkalllarak Gcli faz sistemleri
hazirlandi ver-galaktozidazin dalimina organik ¢ézgen turiinin etkisi belirlendi
(Sekil 3.2). Sekil 3.2 'den goruldgu gibi kullanilan organik ¢6zgenlerden t-
bltanoliin 2.67 kat saffarma faktori ve %76.7 aktivite verimi ilex-
galaktozidazin dalimi icin en uygun organik ¢ozgen olglubelirlendi. t-btanol,
kozmotropik ve kiimeleyici bir ajan olarakgalaktozidazin daha gan olan sulu
tuz tabakasinin Ulzerinde toplanmasina imkan wrmiAyrica t-butanolin
icerisine nufuz edemedli ve bu yuzden de protein denatlrasyonuna neden
olmadg bilinmektedir (Dennison et al., 2000; Dhananjag &ulimani, 2008).
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Sekil 3.2 a-Galaktozidazin TPP ile safariimasinda farkl organik ¢dzgenlerin
etkisi (Ham enzim ekstraktina (2 ml, 0.373 U) 6r¥é¢&0 (w/v) doygunlukta
amonyum stlfat ve ardindan 1:1 (v/v) oraninda digedzgen eklendi. Faz ayrimi

gerceklatirildikten sonra orta ve alt fazlarda aktivite peotein tayinleri yapildi).

a-Galaktozidazin TPP ile saflriimasinda faz okiurucu tuz olarak
amonyum silfat ve organik c¢tzgen olarak t-bUtanokitkin bir ayirma
sagladiginin - belirlenmesinin  ardindan sistemde ayirmayi ileten dger
parametrelerin (amonyum sulfat doyguiuy ham ekstraktin t-bitanole orani ve
pH) etkisi incelendi. Bu amagla farkli amonyum atiloygunlgu (%20, 30, 40,
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50 ve 60, w/v), ham enzim ekstrakti:t-bUtanol ofdn@.5, 1:1, 1:1.5, 1:2, v/v) ve
pH (3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 ve 7,0) 'dakePP sistemleri hazirlanarak
enzimin d&limi incelendi.

TPP sistemlerinde proteinleri ara yuzeyde etkmsékilde toplayabilmek
icin amonyum sulfat ve t-bitanol arasindaki skedi ili skiden yararlanihr
(Dennison and Lovrien, 1997; Pike and Dennison9)9Broteinlerin salting-out
etkinligi silfat konsantrasyonu ve proteinlerin net yukagimhdir. Bu nedenle
amonyum sulfat doygunfiu 6nemli bir parametre olup optimize edilmelidir.
Farkli amonyum sulfat ve enzim:t-bitanol oranlaarzirlanan TPP sistemleri
ile ilgili sonuglar sirasiylaSekil 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7 'de veriktr.
Sekillerden goruld@i gibi a-galaktozidazin TPP sistemlerinde ayirimi amonyum
silfat doygunlgu ve t-bitanol miktari ile yakindan gkilidir. Eger t-bitanol
miktar1 diik ise, t- butanol amonyum silfat ile yeterinceegime olamamakta,
yuksek ise genellikle protein denaturasyonuna gabdmektedir (Dennison and
Lovrien, 1997; Sharma and Gupta, 2001). TPP, komésyonel sikilgmay ve
protein hidrasyonundaki @simleri de iceren c¢oklu etkinin bir arada offlu
kosullarda gerceklgen bir sistemdir. Sicaklik bu gigimlere etki eden énemli bir
parametre oldgu icin TPP sistemleri genellikle oda sicgkhda (25C)
gerceklgtiriimektedir (Dhananjay and Mulimani, 2008; Sharnaad Gupta,
2001a; 2001b; 2001c; @an and Tari, 2008; Jain et al., 2004; Sharma et al.
2001).

1 4
0.8 | *
= 3
=)
= . .
2 0.6 [
1] * 2 =
g =
g 04 | g
£ =
k4 41
b 0.2 | ’—‘
v
(1] [s]
1;0,5 1;:1 1;1,5 12
O Saflastirma Katsayisi 0.27 0.21 0.84 0.33
*\Verim (%) 2.1 2.6 2.7 3.2
Enzim : t-Biitanol (v/v)

Sekil 3.3 Amonyum silfat doyguniu ve enzim:t-bitanol oraninim-galaktozidaz
enziminin saflatirnimasinda safigirma kati ve aktivite verimine etkisi [Enzim ekatti (2
ml, 0,373 U) %20 (w/v) amonyum silfat doyguglma getirildi ve farkli miktarlarda
bitanol (1:0.5, 1:1, 1:1.5, 1:2, v/v) eklenerek ateakliginda faz ayirimi gercelgdarildi.
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Faz ayrimi gerceki@irildikten sonra orta ve alt fazlarda aktivite y®otein tayinleri
yapildi].
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Sekil 3.4 Amonyum sulfat doygungu ve enzim: t-bltanol oraninin-galaktozidaz
enziminin saflatirilmasinda saflgirma kati ve aktivite verimine etkisi [Enzim ekt (2
ml, 0,373 U) %30 (w/v) amonyum sulfat doyguglma getirildi ve farkli miktarlarda
bdtanol (1:0.5,1:1, 1:1.5,1:2, v/v) eklenerek odzakliginda faz ayirimi gercelgerildi.
Faz ayrimi gercekigirildikten sonra orta ve alt fazlarda aktivite yotein tayinleri
yapildi].
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Sekil 3.5 Amonyum sulfat doygunigu ve enzim: t-bitanol oraninia-galaktozidaz
enziminin saflatiriimasinda safkdirma kati ve aktivite verimine etkifEnzim ekstrakti
(2 ml, 0,373 U) % 40 (w/v) amonyum silfat doyguiuna getirildi ve farkli miktarlarda
batanol (1:0.5, 1:1, 1:1.5, 1:2, v/v) eklenerek odecaklginda faz ayirimi
gerceklatirildi. Faz ayrimi gercekkgirildikten sonra orta ve alt fazlarda aktivite ve

protein tayinleri yapildi].

o-Galaktozidaz icin hazirlanan TPP sistemlerinde myum sulfat
doygunligu %20 (w/v) iken enzim baskin biekilde alt sulu fazda kalmay tercih
etmistir. Boyle sonugclar elde edilginde genellikle ilk TPP sistemindeki alt faz
kullanilarak ikinci bir yeni TPP adimi uygulaniri{Bnanjay and Mulimani, 2008;
Sharma and Gupta, 2001). Fakat bu genellikle malyéirmakta, glem siresini
uzatmakta ve daha ¢ok anakiemlerine gerek duyulmaktadir. Bu nedenle, ikinci
TPP adimindan kurtulmak i¢in sistemde amonyum siléygunigu %20 'den
(wWh) %60 'a  (w/v) dek arttirildi. %20 (w/v) doyglugun uzerindeki
doygunluklarda hazirlanan TPP sistemlerinde enZinfaadan Ust faza gou
hareket etmektedir. Ozellikle %50 (w/v) amonyum fatil doygunlgu ile
hazirlanan sistemde enzim baskin @kilde orta fazda kalarak %76,7 aktivite
verimi ile 2.67 kat saftagiriimistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Amonyum sulfat doygunigu ve enzim: t-bitanol oraninia-galaktozidaz
enziminin saflatinimasinda safigirma kati ve aktivite verimine etkisi [Enzim ekt
(2 ml, 0.373 U) % 50 (w/v) amonyum stilfat doyguilna getirildi ve farkli miktarlarda
biatanol (1:0.5, 1:1, 1:1.5, 1:2, v/v) eklenerek odscaklginda faz ayirmi
gerceklatirildi. Faz ayrimi gercekkgirildikten sonra orta ve alt fazlarda aktivite ve

protein tayinleri yapildi].
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Sekil 3.7 Amonyum sulfat doygunigu ve enzim: t-bitanol oraninagalaktozidaz enziminin
saflgtinimasinda saflgirma kati ve aktivite verimine etkiEnzim ekstrakti (2 ml, 0.373 U)
% 60 (w/v) amonyum sulfat doygurguna getirildi ve farkli miktarlarda bitanol (1:0.5.1,
1:1.5, 1:2, viv) eklenerek oda sicgkhda faz ayirimi gercelddrildi. Faz ayrimi

gerceklatirildikten sonra orta ve alt fazlarda aktivite peotein tayinleri yapildi].
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Bir TPP sistemi gercekdgrilirken énemli bir dger parametre de sistemin
pH ’'si ve hedef proteinin izoelektrik noktasidir.rt@nin pH ’'si sistemde
kullanilacak olan biyolojik preparat icerisindekiybmolekullerin d&ilimini
onemli ve etkin bigekilde deistirmektedir. Bu nedenle sistem pH’sinin optimize
edilmesi gerekir. Protein ayirimlarindgee hedef proteinin izoelektrik noktasi
biliniyorsa 0Oncelikle proteinin izoelektrik noktaegerinden 2-4 pH birimi
asagisindaki pH’larda sistem kurulur. Birbirinden farktoelektrik noktaya sahip
proteinleri iceren bir ekstrakt durumundaggokez dort ya da RepH deserinde
(genellikle pH 3-7 arasinda) TPP sistemi hazirlaktadar (Dennison and
Lovrien, 1997; Pike and Dennison, 198R)elektrik noktasinin altindaki pH ‘da
protein pozitif yuklidir ve TPP ile c¢oktirulir. Fakizoelektrik noktasinin
Uzerindeki pH ‘larda protein negatif yukludir vekgiez. O nedenle TPP
sistemlerinin davrag ¢ogu kez proteinlerin izoelektrik noktasi civarindaski
bir degisim g0Osterir. Bunun sebebi, sulfat anyonunun katyoproteinlere
baglandginda reaksiyondaki elektrostatik komponentlerinlgsdir (Pike and
Dennison, 1989).

Karpuz a-galaktozidazinin Ugli faz sistemleri ile ayirimandgistem
pH’sinin aktivite verimi ve safl@irma katina etkisi incelengive sonuclasSekil
3.8 'de verilmitir.
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Sekil 3.8 a-Galaktozidazin Uc¢li faz ayirma sisteminde ayrimsigtem pH ’'sinin etkisi
[Enzim ekstrakti (2 ml, 0.373 U) %50 (w/v) amonyuwsiilfat doygunlguna getirildi ve
sistemin pH’si 3, 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 ve Eealerine ayarlanarak enzim:t-bitanol orani
1:1(v/iv) olacak sekilde butanol eklendi ve faz ayrimi gercegkilddi. Faz ayrimi

gerceklatirildikten sonra orta ve alt fazlarda aktivite peotein tayinleri yapildi].
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pH 'In TPP sistemine etkisini belirlemek i¢in her bistemde %50 (w/v)
amonyum silfat ile doyurulmuenzim ekstraktina 1:1 (v/v) oraninda butanol
eklenmi ve sistemin pH ’'si 3-7 arasindaki pH gdderine ayarlanarak oda
sicaklginda faz ayirimi gercgeldgriimistir. Sekil 3.8 ’de goruldigu gibi a-
galaktozidaz enzimi yukarida belirtilen sistengldtari altinda pH 5,5 'de %76,7
verimle 2,67 kat safkuriimistir. Sistem pH 'sinin 5,5 ’in altinda ve Uzerinde
oldugu kosullarda enzim aktivite verimi (%) gerlerinde daha diiktar.

a-Galaktozidaz enziminin karpuzdan optimize edilesularda hazirlanan
ucli faz ayirma sistemi ile sajtailmasi sonuclan Cizelge 3.1 ’de
verilmektetedir. %50 (w/v) amonyum silfat doyguilu 1:1 (v/v) enzim :t-
bldtanol orani ve pH 5.5 'de enzim %76.7 ’lik birtigke verimi ile TPP
sisteminin orta fazindan sagtaildi ve karakterizasyon ¢aimalarinda kullanildi.

Cizelge 3.1Karpuz a-galaktozidazinin G¢li faz ayirma sistemi ile sgftana sonuclari

(% 50 (w/v) amonyum siilfat, 1:1 enzim:t-bitanolrorgpH 5.5) (% 85 ’lik amonyum sulfat

sonrasil).

ADIM Aktivite Protein Spesifik Saflastirma Aktivite

(Unit) (mg) Aktivite Kati Verimi
(U/mg) (fold) (%)

Ham Enzim 0,37: 0,50( 0,7t 1,0C 100,0(

Ekstrakt

TPP-Orta Faz 0,287 0,143 2,00 2,67 76,7

TPP-Alt Faz 0,012 0,084 0,14 0,19 3.2

TPP sistemleri kullanilarak gidi enzimler farkl saflatirma kati ve verim
degerleri ile saflatirilmistir (Dhananjay and Mulimani, 2008; Sharma and Gupta
2001; Calci et al., 2009; Sharma and Gupta, 20Bbg;et al., 2004; Ozer et al.,
2010; Akdere et al., 2010; Chaiwut et al., 2010wBleuen et al., 2010; Rajeeva et
al., 2011).a-Galaktozidaz enzimAspergillus oryza€den iki adimh bir TPP
prosesi ile %50 aktivite verimi ile 15 kat satialmistir. Calci ve arkadgdarinin
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bir calsmasinda isea-galaktozidaz enzimi tek adimh bir TPP prosesi ile
domatesten %81 aktivite verimiile 4,3 kat sstilalmistir.

TPP temelli ayirma metodunu geleneksel kullanik@ftegirma teknikleri
ile kiyasladgimizda o©nemli avantajlara sahip ofdu gorulmektedir. TPP
proseslerinde hedeflenen enzim ya da protein segQlariak bir fazda toplanirken
diger kontaminant proteinler ve molekullegdr fazda toplanmaktadir. Boylelikle
TPP sistemleri sadece proteini sgiilanakla kalmaz ayni zamanda fazlardan
birisinde dentiriimesine de imkan verir. TPP 'de tek bir adinalgrilan protein
genellikle geleneksel yontemle ayrilana kiyasla adakonsantredir. TPP
ekstraksiyonu kromatografik metodlara kiyasla dabeuz bir prosestir.
Kromatografik protokollerdeki adim sayisi bu tekeilazalmgtir. Ayrica, organik
¢bzgen olarak t-batanol kullanilan TPP sistemleng]likle oda sicakiinda
gerceklatirilir ve sistemden elde edilen t-bUtanol icererst Ufaz tekrar
kullanilabilir. Kromatografik glemlerin gereksinim duydiu donanimlara TPP
sistemlerinde ihtiya¢c duyulmaz. Bu avantajlariniany sira, protein geri
kazaniminda hem alt akim hem de Ust akiemilerinde kullargli olmasi, basit,
hizli, ucuz, Olgcek blylutmenin mumkin olmasi TPPtesderini enzim ve
proteinlerin biyoayirirminda Bkngic adimi olark dikkat cekici kilmaktadir
(Dhananjay and Mulimani, 2008; Singh and Singh, 208ain et al., 2004;
Sharma and Gupta, 2001; gm and Tari, 2008; Sharma et al.,, 2000; Ozer. et al
2010; Calci et al., 2009; Akdere et al., 2010).

3.3 Karpuz a-Galaktozidazinin Karakterizasyonu
3.3.1 SDS-PAGE analizi

Karpuzdan izole edilerek TPP sistemi (%50 amonyiitfasdoygunligu,
1:1 enzim/t-butanol orani ve pH 5,5) ile safilalan enzimin saffiini kontrol
etmek ve molekul kitlesini belirlemek, satiailan enzimi ham enzim ekstrakti ile
kiyaslamak icin SDS-PAGE analizi yapildi Sekil 3.9). Sekildeki
elektroforegramdan gorulgu gibi karpuzdan TPP ile hazirlanargalaktozidaz
preparati ham ekstrakta kiyasla olduk¢ca homojerbdid vermektedir. Enzimin
molekil kdtlesi Vilber Lournat Capt software Ver2.8 programi ile 45 kDa
olarak hesaplandi. Ayni kollarda hazirlanan bir ger jelde glikoprotein
boyamasi (periyodat Schiff boyasi) yapildi ve 45Kk protein bandi pembe
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renge boyandi. Karpuz-galaktozidazlari glikoprotein yapidaki proteinlgrfitoh
et al., 1986).

a-Galaktozidazlarin molekil kitleleri ve yapilarillamilan tayin metodu
ve enzim kayngna gore farkliliklar géstermektedir. Ogiie; Phaseolus vulgaris
a-galaktozidazinin SDS-PAGE ile 38,3 ile 36,9 kDak’liki izoenzimi oldgu
(Dhar et al., 1994),Pycnoporus cinnabarinusa-galaktozidazin molekul
kitlesinin SDS-PAGE ile 52 kDa, jel filtrasyonu 0 kDa olarak belirlengh
ve enzimin doért identik alt birime sahip ofglu (Ohtakara et al., 1984) ve
Penicilium simplicissimuno-galaktozidazinin ¢ izoenziminin bulurigu ve
sirastyla 61, 84 ve 61 kDa molekul kitlesine safgiklar! (Lounteri et al., 1998)
belirlenmitir. Bitkisel kaynakh a-galaktozidazlarin molekul katleleri genellikle
30-100 kDa arasinda giemektedir. Karpuz enziminin molekil kutlesi bitkisel
kaynakli dper a-galaktozidazlarla ilgili literattr verileri ile wmludur (Onal,
2000; Calci et al., 2010).
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Sekil 3.9 Karpuz a-galaktozidazinin SDS-PAGE analizi [A; Molekiler tlel
standartlari (14-66 kDa), B; TPP ile saflalan a-galaktozidaz (orta faz), C;

Ham enzim ekstrakti (%85 ‘lik amonyum siilfat fraksiu)].
3.3.2 a-Galaktozidazin optimum sicaklginin belirlenmesi

Sicaklgin a-galaktozidaz aktivitesine etkisi “Materyal ve Meéto
boliminde acgiklangh gibi enzimin aktivitesinin farkh sicakliklardatasdart
aktivite Olcim kagullarinda 6l¢ctlmesiyle belirlendi ve aktivite-si¢k ili skisi
Sekil 3.10 'da verildi.Sekilden goruldgu gibi a-galaktozidazin optimum sicaklik
deseri 60°C olarak belirlendi. Karpun-galaktozidazi oldukca genbir sicaklik
aralginda (40-658C) aktif olup, 65C’de hala bglangi¢ aktivitesinin %71 ’ini
korumaktadir. Enzimler protein yapidaki biylk vedudca komplike
molekullerdir. Aktivitesinin korunmsi igin G¢ boyutyapinin korunmasi gerekir.
Aktiviteye etki eden 6nemli parametrelerden biri sleakliktir. Reaksiyon hizi
sicaklik arttikga artar. Fakat belirli sicakliktasonra enzim proteininin
denaturasyonundan dolayi aktivitedesm@ olur. Enzimin maksimum aktivite
gosterdgi sicaklik (optimum sicaklik) 6zellikle operasyorimt parametre olmasi
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acisindan o6nemlidir. Genellikle bitkisel kaynakitgalaktozidazlarin optimum
sicakliklarl enzimin kayrana ve inkiibasyon siiresine ghaolarak 37-46C
arasinda dgésmektedir (Onal, 2000; Calci et al., 2010; Bakun@taal., 2006).
Biyoteknolojik proseslerin  bir gunun yiksek sicakliklarda gercegtigi
distinulirse, karpua-galaktozidazinin yiksek bir optimum sicaklikgdene
sahip olmasi 6nemli bir avantajgt@maktadir. Karpuzun sicak iklimlerde ygitsi
ve gunduzleri tarlada gigealtinda karpuzun sicakinin 70°C ’lere cikgl
distinulirse meyve enzimlerinin optimum sicakliklarigitksek olmasi beklenen
bir durumdur (Onal, 2000; Itoh et al., 1986).
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Sekil 3.10Karpuza-galaktozidazinin optimum sicaklik grgifi
3.3.3 a-Galaktozidazin optimum pH ’inin belirlenmesi

Enzim aktivitesini etkileyen onemli parametrelerdein digeri pH 'dir.
Enzimlerin pH optimumu reaksiyon suresi, sicaklskibstrat konsantrasyonu,
kullanilan tampon tirl ve konsantrasyonu ve iyiddeti gibi bir seri parametreye
bagli olarak deisir. Biyokimyasal reaksiyonlain vivo kosullarda sulu ortamda
gerceklgtiginden pH enzim yuk durumunu dolayisiyla aktivitesgok etkiler.
Karpuz a-galaktozidazinin aktivitesinin pH 'ya $anli degisimi Sekil 3.11 'de
verilmistir. Enzimin optimum pH ’si 6,0 olarak belirlendtnzim geng bir pH
aralginda (pH 2-7,5) oldukca aktiftim-Galaktozidazlar igin enzim kaypgma
bagli olarak dgisen farkli pH-aktivite profilleri mevcuttur. Genddle bitkisel
kaynakl enzimler icin optimum pH derleri pH 3,5-6,5 arasinda glemektedir
(Onal, 2000; Calci et al., 2010). TPP ile gahken temel parametre pH ’dir. TPP
sistemin davragi, katyonik proteinlere anyonik silfat @andgl zaman
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reaksiyonun elektrostatik bieni nedeniyle genellikle proteinin izoiyonik noktas
cevresinde keskin @eimler seklindedir (Dennison and Lovrieth997).
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Sekil 3.11Karpuza-galaktozidazinin optimum pH grafi

3.3.4 oa-Galaktozidazin kinetik sabitleri

Substrat (PNPG) konsantrasyonunargalaktozidaz aktivitesine etkisi
Materyal ve Metod boliminde aciklagdi gibi 0.05-2.5 mM substrat
konsantrasyon arah kullanilarak belirlendi §ekil 3.12). Substrat doygunluk

grafiginden enzimin doygunluk substrat konsantrasyonu5 1r8M olarak
belirlendi.

Enzimin kinetik sabitlerini (kK ve Vma) belilemek icin cizilen
Lineweaver Burk diyagramindan e Vinax degerleri sirasiyla 0,22 mM ve 0,14
U olarak belirlendi $ekil 3.13). Elde edilen kinetik gerlera-galaktozidazlar ile
ilgili di ger calsmalar ile benzerlik gostermektedir (Onal, 2000;cCet al., 2010).
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Sekil 3.13Karpuza-galaktozidazinin Lineweaver-Burk diyagrami.

3.3.5 Kararlilik testleri

3.3.5.1a-Galaktozidazin termal kararlili gi

Enzimlerin kararhlgl, belirli ¢alsma kagullarinda enzim aktivitesinin
zamana bgl olarak korunmasidir. Enzim karar§ina etki eden en onemli
parametrelerden birisi de sicakliktir. Termal Kkbiar enzimlerin endustriyel
uygulamalar icin 6nemli bir kararlilik turadur (Qna2000). Sekil 3.14 ‘den
goruldigti gibi karpuz a-galaktozidazinin 4-6€ sicaklik arafiinda termal
kararhligi oldukca iyi olup, 66C 'de balangic aktivitesinin %57 ‘sini
korumaktadir. 68 ‘nin tizerindeki sicakliklarda Ba aktivite hizla dgmektedir.
Genellikle enzim kaynana, inkiibasyon zamanina, sicg&live ortama Lz
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olaraka-galaktozidazlar icin farkli sicaklik-aktivite vecaklik-kararlilik profilleri
elde edilmgtir (Anisha et al., 2008; Calci et al., 2009; Kasmgl Lee, 2001).
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Sekil 3.14Karpuza-galaktozidazinin termal kararfih

a-Galaktozidaz enziminin 1si kararfili yani inkiilbasyon zamanina gha
termal kararllg 37, 50 ve 60°C 'de belirlendi. Bunun i¢in enzémidbnce bu
sicakliklarda farkl sureler (5, 15, 30, 45, 60, 98 ve 120 dakika) inkiibe edilip
ardindan standart kollarda geriye kalan aktiviteleri belirlendi. Isatarhlig
sonugclari Sekil 3.15 'de verilmektedir. 37, 50 ve 60°C ’'de ide edilen
enzimlerin 120 dakika sonunda geri kalan aktiviiederasiyla %71,7, %57,6 ve
%21,7 olarak belirlenriir.
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Sekil 3.15Karpuza-galaktozidazinin 6n inkiibasyon siresingitvdi termal kararlilg

3.3.5.20-Galaktozidazin pH kararlili g1

Bir enzimin pH kararlilgl inkibasyon suresi, tampon turi ve
konsantrasyonu ve iyosiddeti gibi birgok faktor tarafindan etkilenebilrieHir.
Karpuz a-galaktozidazinin pH kararlgh ile ilgili sonuclar Sekil 3.16 ’da
verilmistir. Sekilden goruldgu gibi enzim pH 4,5-7,0 arasinda oldukga kararli
olup balangi¢c aktivitesinin % 80 ’inden fazlasini korumeaddr. Bu sonug
Ozellikle enzimin endustriyel uygulamalari icin ¢ékemlidir. a-Galaktozidazlar
oldukca geny bir pH aralginda kararl kalabilen enzimlerdir. Benzer pH-kah&r
ve pH-aktivite sonugclari gili a-galaktozidazlar icin rapor edilgtir (Onal, 2000;
Calci et al., 2010; Anisha et al., 2008; Guimareesal., 2001; Bakunina et al.,

2006).
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Sekil 3.16 Karpuza-galaktozidazinin pH kararlgr.

3.4 a-Galaktozidaz (EC 3.2.1.22) TPP Sisteminin Genel
Olarak Degerlendirilmesi

a-Galaktozidaz (EC 3.2.1.22) enzimi ile ilgili izelon, saflgtirma ve
karakterizasyon caimalar cok eski yillardan beri devam etmektedirzi&n
bitkisel (Chien and Lin-chu,1991; Dey, 1984; Zhu and Gelilst1994; Naik et
al., 1985; Pressey, 1994; Onal and Telefoncu, 198&in and Hwang, 2008),
mikrobiyal (Kotwal et al., 1999; Zeilinger et al., 1993; Mitomi et al., 1985;
Ohtakara and Mitsutomi, 1987; Ohtakara et al., 1983unteri et al., 1998;
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Sinitsyna et al., 2008) ueayvansalDhar et al., 1993; Dean and Sweeley, 19793a;
1979b; 1979c; Kusiak et al.,, 1978; Yasuda et @042 kaynaklardan bilinen
genel izolasyon ve saffmrma teknikleri kullanilarak izole edilip safkariimis ve
karakterizasyonu yapilarak uygulamaya sungtomu Bolim 1.1.6 ‘da ayrintili
olarak agikland@ gibi enzim birgok alanda uygulama olgnébulmutur. o-
Galaktozidaz medikal alanda (Wong et al., 1986y&ima et al., 1989; Dean and
Sweley, 1979; Veale et al., 1992, Lenny et al.,11990ldstein, 1989; Lenny et
al., 1994) seker endustrisinde (Itoh et al., 1986; Wong et#86; Somiari and
Balong, 1993; Mansour and Khalil, 1998; Slomindld94; Shivanna et al., 1989;
Mitsutomi and Ohtakara, 1984; Porter et al., 199M@tsutomi and Ohtakara,
1988), karbohidrat yapi camalari ile biyolojik fonksiyonlarin belirlenmesinde
(Gidley et al., 1992; Ibatullin et al., 1993), meaub modifikasyon ¢aymalarinda
(Dhar et al., 1994), enzimatik sentezlerde (Hashinei al., 1993; Galili et al.,
1985; Cantacuzene and Attal, 1991; Yanahira etl8B8), transgalaktozilasyon
reaksiyonlarinda (Hashimoto et al., 1993; Hashinaital., 1995a; Hashimoto et
al., 1995b; Naundorf et al., 1998; Wong et al.,8)9& caitli polimer sentezinde
(Bulpin and Gidley, 1990) 6nemli uygulamalara s&hip

Uclu-faz ayirma tekri protein geri kazaniminda hem alt akim hem de st
akim glemlerinde oldukca kullaghh olan ve hizla gefen yeni bir metoddur.
Basit, hizli ve ekonomik bir teknik olan TPP ‘de&k buyitmek de mumkundur.
TPP ekstraksiyonu geleneksel sgtilama teknikleri ile kiyaslanginda oldukga
ucuz bir tekniktir. Kromatografik ayirmalardaki cokdimli klemlere ve
donanimlara gereksinim duyulmaz. Ayrica ayirm odsicaklginda
gerceklatirilebilmekte ve ayirim sonrasi elde edilen orgafaz tekrar geri
donisturilerek kullanilabilmektedir.

Bu calgmada, karpuz Qitrullus vulgarig ’'dan izole edilen a-
galaktozidazin uglu-faz ayirma teknile saflatinimasi amaclanngtir. Karpuz,
gerek enzim kayria gerekse enzim miktari agisindesgalaktozidaz enzimi igin
oldukca ilging bir materyaldir. Enzim bu kaynakt&dukca yuksek aktiviteye
sahip ve kararl bir yapidadir. Her ne kadar oldukgksek saflikta ve hemen
hemen tamamen homojen hkigalaktozidaz preparatinin hazirlanalgidiok az
sayida cadma mevcut ise de Onemli olan daha sonraki sigelarda
kullanabilecgimiz uygun bir protein preparatinin hazirlanmasidu nedenle
enzim karpuzdan izole edilerek TPP gaalarinda kullanildi. TPP sisteminde
yapilan on taramaslemi sonrasinda organik ¢dzgen olarak t-bitanoléntuz
olarak da amonyum silfatin kullaniimasi uygun bdlurGerekli optimizasyonlar
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yapilarak karpuzQitrullus vulgarig’dan izole edilern-galaktozidaz enzimi TPP
sistemi ile %50 (w/v) amonyum sulfat doygugy 1:1 (v/v) enzim/t-bitanol
orani ve pH 5,5 'de %76,7 aktivite verimi ile 2,8&t saflgtirildi. Saflgtirilan
enzimin karakterizasyonu gercegtieldi. Elde edilen sonuglarp-galaktozidaz
enziminin biyoayiriminda TPP sistemininglzangic adimi olarak etkin bgekilde
kullanilabilecgini ve hazirlanan enzim preparatinin enzimin gidaagindeki
uygulama alanlari igin oldukca iyi 6zelliklere galalduzu belirlendi.
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