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o-Amilaz Molekiilindeki Bazi
Gruplarm Enzim Alktivitesi Haklanda

About the Enzyme Activity of Some Groups in #-Amylase Molecule
. Mevzat OMNER ve Nur ULGUR -ALCITEPE *

Enzim aktivitesinin molekiildeki hangi gruplardan ileri geldigi
uzun zamandan beri aragtirma konusu olmug ve bu alanda bircok ¢a-
hgmalar yapimistrr, Bilindigi gibi, enzimler protein yapisinda ve cok
dayaniksiz maddelerdir. Baz enzimlerde protein kismmdan bagka ko-
enzim veya prostetik grup adi verilen ve protein yapismda olmayan
etkili bir kigim vardir. Diger bazi enzimlerde ise katalitik etki gdste-
ren kigim, enzim proteininin polipeptid zineirindeki amino asidlerin
belirli baz1 gruplaridir. Birgok araghiricilar enzimdeki bu gibi etkili
gruplar: tegpit etmek maksadiyle kompetitif olmayan inhibitorler kul-
lanmuglardir. Etkili olduklari ileri striilen gruplarin kompetitif ol-
mayan hir inhibittrle pirlegtirilmesi suretiyle enzimin katalitik etki-
sinin yok oldugu gosterilmistir, -

Basillus subtilis (B.s.) a-amilazinm hidroksifenil gruplan lize-
rinde caligmig olan Yamamoto (1) enzimin bu gruplarmni elementel
iyod, fluorodinitrobenzen ve Folin'in fenol realktifi ile tloke ettikten
sonra aktivitenin yari ysriya azaldifim gdrmig ve buna dayanarak
a-amilaz aktivitesinin enzimdeki tirozil bakiyelerinin hidroksifenil
gruplarmmdan ileri geldigini one giirmiistiir. Conellan ve Shaw (2) yi-
ne B.s. a-amilazinin hidroksifenil gruplan lizerinde caligmglar ve bu
gruplarn N-asetil imidazol, maleil anhidrid ve tetranitrometan araci-
g1 ile bloke ederek Yamamotonun bulgularim teyid etmiglerdir. B.s.
w-amilazmin aktif gruplar iizerinde aragtirmalar yapmig olan i
Carlo (3) enzimi para,klorome_rkiirihenzoik asid, elementel iyod ve
Ag+ iyonlar ile muamele ederck —SH gruplarmi maskelemig, enzim
alctivitesinin kigmen kayboldugunu gormilg ve kKismen inaktive edil-
mig enzime HCN, ILS ve sistein ilivesiyle aktivitesinin % 100e ¢ik-
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tigmi tespit etmistir. Aragtirier bu deneylere dayanarak enzimin HCN
ile reaktivasyonu dolaysiyle aktiviteden —SH gruplarmm mes'ul ol-
dugunu, tirozil gruplarmn mes'ul tutulamayacagim ortaya koymug-
tur,

Diger baz aragtinecilar ise (4-6) yaptiklar caligmalarla B.s.
a-amilazimn hic —SH grubu ihtiva etmedigini ileri siirmiiglerdir. Ono
ve arkadaglar: (7) aym enzimde aktif grubun pH 5.6-9.4 diginda iyo-
nize oldugunu tespit etmigler, fakat enzimin hi¢ —8H grubu ihtiva
etmedigini ileri siiren aragtirieilarn bulgularms dayanarak, —SH
gruplarin yok farzetmigler ve esas roliin aym pH alanmi disinda iyonize
olan tirozil gruplarma ait oldugunu iddia etmiglerdir, Buna kargihik
Toda ve Narita (8) aym enzimde —SH grubunup mevcut oldugunu,
fakat kalsiyum ile maskelenmis bir halde bulundugu igin ancak kalsi-
yum iyonlari bertaraf edildikten sonra renk reaksiyonu verdigini gos-
termigler ve yine deneylere dayanarak —3SH grubunun aktivitede
dnemli rolil oldugunu belirtmiglerdir,

Yukarida adi gecen ¢aligmalardan anlagilacagi gibi B.s. g-amila-
zinin enzim aktivitesinin &zellikle sisteinin —SH ve tirozinin —OH
gruplarmndan ileri geldigi éne siiriilmektedir.

Basillus subtilis q-amilazi ile maltoz arasmdaki karattikh etki (9)
gozoniinde bulundurularak, bu galigmada, aym enzimin -hidroksifenil
gruplarn ile reaksiyon ortamma ilive edilen glukoz arasmnda kargihk-
Iy bir etkinin bulunup bulunmadigy, tirozil bakiyelerinin enzim aktivi-
tesinde rolii olup olmadig1 aragtirildi ve enzime sistein ildvesiyle hu-
sule gelen aktivite degigikligi incelendi.

MATERYEL ve METOD

Deneylerimizde liyofilize Basillus subtilis a-amilaz (170 U/mg
H. Merck AG. Darmstadt), nigasta (amylum soluble . Merck AG.
Darmstadt), D (+)-glukoz ve 1.( 4 )-sistein hidrokloriir (. Merck
AG. Darmstadt) kulianildi.

Renk reaksiyonlar i¢in Folin-Ciocalteu (10), Diazo (11) reak-
tifleri ile caligildi ve renk giddetleri Beckman C tipi elektrokolorimet-
rede kiyaclandl. UV alamindaki spektrofotometrik &lgmeler DB tipi
Beckman spekirofotometre ile yapildi. Aktivite {ayinlerinde Wohl-
gemuth metodu (12) kullanild:, Enzim etkisinin 0.1 N HC! ile dur-
durulmas: ve iyod cézeltisinin hazmrlanmasmda Hopking’e gére (13)
caligildi. :
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A) Deneylerde kullanilan B.s. x-amilazi gozeliileri:

1) % 0.100 ve % 0.050 lik ¢bzeltiler,

2) 9% 0.001 lik ¢dzelti, % 0.100 veya % 0.50 lik ctzeltiden 0.5 M fos-
fat tamponu (pH 6.0) ile seyreltilerek hazirland1.

3) 3 M konsantrasyonda glukoz ihtiva eden % 0.100 ve % 0.050 lik
chzeltiler, o -amilazin gudaki ¢ozeltisine sulp glukoz ilavesiyle hazir-
land

4) 3 M konsantrasyonda glukoz ihtiva eden % 0.001 lik cozelti, 3 nu-
marall cozeltilerden 3 M giukoz ihtiva eden 0.5 M fosfat tamponu
(pH 8.0) ile seyreltilerek hazrlandi. :

5) 0.1 M konsantragyonda sistein hidrokloriir ihtiva eden % 0.001 lik
cdzelti, 1 numaral gozeltilerden, 0.5 M fosfat tamponunda ¢ozillmis
ve pH s1 N NaOH ile 6.0 ya getirilmig, 0.1 M sistein hidrokloriir ¢izel-
tisi ile seyreltilerek hazirlandi.

B) Basillus subtilis «-amilazi molekiiliindeki tirozil bakiyelerinin
tayini igin agagidaki Slgmeler yapildi:

1) Glukoz ihtiva eden ve etmeyen % 0.050 lik B.s.x-amilaz cozeltile-
rinin UV alanmmdaki abgorbansiari, 279 my, da, 1 cm tabaka kalmhigm-
da, biri 3 M glukoz ¢bzeltisine digeri ise suya karg Slguldil.

2) Diazo reaksiyonu igin, glukoz ihtiva eden ve etmeyen B.s. g-ami-
lazinin % 0.100 lik cozeltilerinden 2 ger ml almarak deney tiiplerine
kondu. Bunlara 3 er ml saf su ve 1.6 gar ml % 1.1 lik sodyum karbo-
nat cozeltisi ilave edilip buz iginde sogutuldu. Herbirine, belirli oran-
da karigtimlmig ve buz icinde sogutulmus, Diazo ¢Ozeltisinden 1.5 ml
ilave edildikten sonra 60 dakika deepfreeze’de, buz igcinde, birakilarak
reaksiyonun tamamlanmas: gagland:. Bu miiddetin sonunda deenfre-
eze’den cikarilan tiipler oda temperatiiriine getiridikten sonra renk
giddetleri Beckman C tipi elektrokolorimetrede, 524 my. da ve 1 cm ia-
baka kalinliginda (biri 3 M glukoz ¢bzeltisi, digeri ize gu ile hazirlan-
g korlere karg) 6leiildii.

3) Folin-fenol rcaksivonu igin, glukez ihtiva eden ve etmeyen
% 0.100 lik B.s. q-omilaz ¢ozeltilerinden (A.1 ve A.3 ¢ozeltileri) 2 ger
ml alinarak zimparalanmig cam kapakll meziirlere kondu. Bunlara
3 er ml % 20 lik sodyum karbonat ¢ozellisi, 4 er ml saf su ve 1 er ml
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1/3 oraninda seyreltilmig Folin-Ciocalteu reaktifi ilAve edildi. Karig-
tirildiktan sonra 30 dakika bekletilen cézeltilerin absorpsivon deger-
leri Beckman C tipi elektrokolorimetrede, 680 mp, da ve 1 em tabaka
kalinliginda (biri 3 M glukoz c¢tzeltisi digeri ise su ile hazirlanmg kdr-
lere kars1) okundu. '

C) Enzim aktivitesi tayini icin agagidaki dencyler yapilds:

Kolorimetrik tayinlerde kullanilan 9% 0.100 lik g-amilaz ¢izeltilerin-
den glukozsuz olam 0.5 M fosfat tamponu (pH 6.0), glukozlu olan ise
3 M glukoz ihtiva eden 0.5 M fosfat tamponu (pH 6.0) ile 100 defa
geyreltildikten sonra bunlara Wohlgemuth metodu tatbik edildi. En-
zim gOzeltisi 12 tiipte seyreltildi. Substrata (nigasta) etki ettirildik-
ten sonra enzim reaksiyvonunu durdurmak maksadiyle her tiibe 5 er
ml 0.1 N HCI ve renk tegekkiiti icin de 1 er ml iyod cdzeltizi lave edil-
di. 0.1 M konsantragyonda gistein hidrokloriir ihtiva eden % 0.001 Hk
B.s. g-amilaz1 ¢ozeltisinde ayni gekilde aktivite tayini yapildi ve mey-
dana gelen mor veya mavi renkler sistein hidrokloriir ihtiva etmeyen
cozeltinin renkleriyle, gézle kiyaglandi. '

BULGULAR

Spektrumun UV alanmda (279 mp, da) yapilan Slemelerde gla-
kozlu ortamdaki B.s. g-amilaz cbzeltisinin, glukozsuz ortamdaki B.s.
a-amilazi ¢ozeltigine kiyasla daha diisiik bir absorbansg gosterdigi tes-
pit edildi (Cetwvel 1).

Cetvel 1. Glukozlu ve glukozsuz A s G-amilazt ebzeltilerinin UV deki ve
reaksiyoniar tatbikinden sonraki abgorbanslari.

a-Amilaz (Bs) | UV Diazo Folin-fenol
Glukozsuz 0.43 0.13 0.45°

Glukozlu 0.17 . 0.05 0.18

Gerek Folin-fenol ve gerekse Diazo reaksiyonla.fmda glukozlu or-
tamdaki B.s. g-amilaz cozeltiginin, glukozsuz ortamdalki cozeltiye ki-
yasla, absorpsiyon degerlerinin daha digiik oldugu goriildii (Cetvel 1).
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Glukozlu ve glukozsuz ortamdaki B.s. z-amilazm cdzeltilerinin
Wohlgemuth metodu ile tayin edilen aktiviteleri arasinda bir fark
gérillemedi. Bununla beraber 0.1 M konsantrasyonda sistein hidro-
kloriir ihtiva eden B.s. g-amilaz ¢dzeltisi ile yapilan aktivite tayinin-
de enzimin aktivitesinde biraz artma miigahede edildi (Cetvel 2).

Cetvel 2, Glukozsuz, glukozlu ve gistein hidrokloriirlil ortamda % 0,001 lik
B. s. ¢ - amilaz cozeltilerinin Wohlgemuth metoduna giore aktiviie-
leri. ( — aktivite var; -+, +-+4 aktivite azalmig; - -+ aktivite

yolt.)
o-Amilaz (B.s.) Tip sayisi
123 456249 8 9 10 ‘
Glukozsuz | — = — = bbb R
Glukozlu -~ | — — — — — — St S S o e S b o s o wie
Sistein HCI’ld —————— = = + ++ +t+ l

TARTISMA

Bilindigi gibi protein cézeltileri UV 1181 absorbe eder ve en ka-
rakteristik absorbans 279 my dadir. Bu absorbsiyon &zellikle triozil
bakiyelerinin fenol gruplan ile triptofanm indol gruplarindan ileri
gelmektedir. B.s. g-amilaz, grukozlu ortamda, 279 my da, glukozsuz
ortamdakine kiyasla agag yukar1 2.5 defa daha digilk bir absorbans
géstermektedir (Cetvel 1). Miigabede edilen absorbuns azalmasi, muh-
temelen tirozil bakiyelerinin hidroksifenil gruplary ile glukozun —OH
gruplari arasimndaki kargiikh etkiden ileri gelmekiedir. Nitekim Oh-
nighi (9) maltoz ile muamele edilmig ve edilmemisg B.s. x-amilazinda
spektrofotometrik farklari incelemig ve 279 mp da husule gelen

absorbans azalmasini tirozil ve triptofil bakiyeleri ile maltoz arasmn-
daki kargilikkh bir etki ile izah etmigtir.

B.s. g-amilazmin glukoziu ortamda verdigi ¥olin-fenol ve Diazo
reaksiyonlarindaki renk giddetlerinin, ghikozsuz ortamdaki reaksiyon-
larina kiyasla 2.5 defa kadar daha diigiik oldugu tespit edifmigtir (Cet-
vel 1). Aym gekilde bu absgorbang azalmasmm da enzimde bulunan
tirozil bakiyeleri ite glukozun —OH gruplar arssinda meveut karg-
Lkl bir etki dolaywiyle, tirozil bakiyelerinin renk verememesinden
ileri geldigi diigtiniilebilir. Nitekim Debourge ve Creac’h (14) de tiro-
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zin ve hidroksiprolinle yaptiklar: deneylerde, bu smino asidlerle baz
monosakkarid ve polihidrik alkoller araginda bir kompleksin tegekkiil
ettigini tespit etmislerdir.

B.s. a-amilazmmn enzim etkiginde esag rolii oynadiklar ileri sii-
riilen tirozil grunlarinm hidroksilleri ile glukoz arasindaki kargilikh
hir etki dolayisiyle, enzim aktivitesinde de bir azalma miigahede edil-
mesi beklenirdi, Halbuki calismamizda glukozla muamele edilmis en-
zim aktivitesinin, giukozsuz ortamdakinin aynt kaldify gériildit. Bu
durum B.s. g-amilazmmn katalitik etkisinde, enzimin ad: gegen karg:-
Iikh etkiye ragmen aktivitesini muhafaza etmesinden ziyade, tirozil
bakiyelerinin hidroksifenil gruplarmin rolii olmarias ile izah edile-
bilir. Nitekim Di Carlo (3) iyodia inaktive edilmis B.s. x-amilazinmn,
bir -—SH aktivatérii olan HCN ile tam olarak resktive edilebildigini
tespit etmig ve bu bulguya dayanarak tirozil bakiyelerinin degil sis-
teinil bakiyelerindeki —3H gruplarmin enzim sktivitesi bakimindan
esas rolii oynadigini belirtmistir. Hsasen B.s. g-amilazini inaktive et-
mek igin literatiirde adi gegen elementel iyod ve maleik anhidrid (3),
fluorodinitrobenzen (15) ve tetranitrometan (18) sadece tirozil ba-
kiyelerinin hidroksifenil gruplar: ile degil, sisteinil bakiyelerinin —SH
gruplar ile de agagi yukar1 aym gartlarda reaksiyon verebilen realk-
tiflerdir. Folin-Ciocalteu reaktifi ile aktivitenin kaybolmug olmag ige,
bu reaktifin, Ca™ iyonlan ile ¢ikelti verdigi goztniine alinirsa, muh-
temelen B.s. g-amilaznin aktivite gostermesinde gerekli olan Ca?+
iyonlart ile birlegmesinden ileri gelmektedir. Buna gdre, ad: gecen re-
aktiflerin tirozil bakiyelerinin fenol hidroksilleri ile birlegmeleri so-
nucunda enzimin inaktive oldugunu ileri siirenlerin izahlar: tatminkar
olmamaktadir. Nitekim Di Carlo’dan bagka (3) Toda ve Narita da
(8) B.s.o-amilazimn enzim etkisi bakimmdan —SH gruplarmm esas
rolit oynadigint belirtmiglerdir. Molekiillerinde aktif —SH grubu ta-
gtyan enzimler ILS, sistein ve HCN gibi indirgen maddelerle aktive
edilebilirler. Bu ¢ahigmada, da enzime sistein ilivesiyle B.s. g-amilazin-
da bir aktivite -artmam tesbit edilmigtir (Cetvel 2). Sistein ila-
vesiyle .B.s. o-amilazinda goriilen aktivite artmas), molekiilde —SH
gruplarmm varhigma ve bu gruplarm enzim aktivitesi balkimmdan
muhtemelen esas rolil oynadigma isaret etmektedir.
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B. subtilis a-amilaz gozeltisinin glukozlu ortamda UV (279 mp)
abgorpsyonu ve Folin-fenol ve Diazo reaktifleri ile verdigi renk re-
aksiyonlarmn siddetleri glukoz ihtiva etmeyen enzim gozeltigine ki-
vasla daha diigiik bulundu. Bu durum glukoz moiekili ile enzimde-
ki tirozil bakiyeleri arasinda karsilikl bir etkinin bulunmasi ile izah
edilebilir. Bu kargilikl etki tirozil bakiyeler-inifl karakteristik reaksi-
yonlarini vermesine engel oldugu halde glukozlu crtamda aktivitenin
aynen devam etmesi, enzimin tirozil bakiyelerindeki —OH gruplari-
nm aktivitede rolii olmadig: kanisii uyandrmaktadir. Bundan bag-
ka, glukozsuz ortama —&H gruplarmmn sktivatorii olan, gistein ila-
vegiyle enzim alctivitesinde bir artma miigahede edilmesi enzimin gis-
teinil bakiyelerindeki -—SH gruplarmin aktivitede rol oynadigini gos-
termektedir. B.s. s~amilazindaki tirozil ve sisteini! bakiyelerinin en-

zim aktivitesindeki rolii tartisilmagtir.

SUMMARY

The UV absorbtivity, Folin and Diazo colour reactions of Bacil-
Ius subtilis g-amylase (3.2.1.1) solution containing glucose were less
intensive than those of the same enzyme solution which did not con-
tain glucose. These findings were attributed to the existence of an
interaction between glucose molecules and the tyrosyl residues of
the enzyme. Although the tyrosyl residues because of that interaction
were not able to give their characteristic reactions, the surviving of
the e-nzyme activity suggests that the phenolic groups of the tyrosyl
residues are not involved in the enzymatic activity. Furthermore, the
observation of increasing activity due to the addition of cysteine to
the B.s. qc-amylase solution without glucose indicotes that the —SH
groups of the cyateinyl residues are responsible for the enzyme ac-
tivity. The roles of the tyrosyl and cysteinyl residues of B.s. o-amyla-

ge in the enzymatic activity were discussed.
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