T.C
INONU UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

ANTIKANSEROJENIK L-ASPARAGINAZIN FARKLI
GRAM-NEGATIF BAKTERILERDE URETIMIi, KIMYASAL
KARAKTERIZASYONU VE IN VITRO UYGULAMASI

BURHAN ATES

DOKTORA TEZI
KiMYA ANABILIM DALI

MALATYA
MART 2007



Tezin Bash@: Antikanserojenik L-Asparaginazin Farkh  Gram-Negatif
Bakterilerde Uretimi, Kimyasal Karakterizasyonu ve In Vitro Uygulamas”

Tezi Hazirlayan: Burhan ATES

Sinav Tarthi: 09.03.2007

Yukanida ad1 gegen tez jiirimizce degerlendirilerek Kimya Anabilim Dalinda Doktora
Tezi olarak kabul edilmigtir.

Siavy Jiirisi Uyeleri

Prof. Dr. Muhittin YUREKLI = . SW/W > ...

Dog. Dr. {smet YILMAZ (Danisman) =2 1

X
Dog. Dr. A. Alev KARAGOZLER Lﬁ%ﬁmi{ij;f &
s

Dog. Dr. Fikret KARATAS

Yrd. Dog¢. Dr. Tiirkan KUTLU

Dog¢. Dr. Hikmet GECKIL
(Ikinci Damsman)

Prof. Dr. Ali SAHIN
Enstitii Miidiirii



ONUR SOZU
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Damisman: Dog. Dr. ismet YILMAZ  ikinci Damsman: Dog. Dr. Hikmet GECKIL

Bakteriyel L-asparaginaz akut lenfoblastik 10semi(ALL) basta olmak iizere belli kanser
tiirlerinde yiiksek terapotik degeri ile bilinen bir enzimdir. Bu ¢alismada, karbon
katabolit baskilanma gosteren ve oksijenle regiile oldugu bilinen bu enzimin degisik
gram-negatif bakterilerde farkli ortam kosullar1 altindaki sentezi c¢alisilmistir. Bu
amagla; Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli ve bu
bakterilerin rekombinant etkin bir oksijen alim sistemi, Vitreoscilla hemoglobini (VHD),
iceren suslar1 kullanilmistir. Bu calismada bakterilerin dogal konakgilar1 ve onlarin VHb
igeren rekombinantlarinda enzimin karbon katabolit baskilanmaya verdigi cevap degisik
karbon kaynaklar1 (glukoz, fruktoz, sukroz, laktoz ve gliserol) kullanilarak
belirlenmistir. Ayrica, farkli azot kaynaklarimin (L-asparagin, L-glutamin, {ire ve
sodyum nitrit) enzimin sentezi iizerine etkisi arastirtlmistir. En yiiksek enzim sentezinin
goriildiigl sus kullanilarak enzimin kismi saflagtirilmasi (amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve
iyon-degisim kromatografisi) yapilmis ve ¢esitli kimyasal karakteristikleri (optimum ve
maksimum aktivite sicaklik araliklari, optimum pH, kinetik parametreler ve depo
kararlilig1) belirlenmistir. Ayrica, in vivo bir sistemi simiile eden in vitro bir diizenek ile
enzimin muhtemel terapotik bir uygulama i¢in kararlilii saptanmustir.

L-asparaginaz iiretiminin degisik gram-negatif bakterilerde kompleks regiilator
mekanizmalarla oldugu ve bir bakteri i¢in gegerli optimal sentez kosullarinin benzer bir
diger bakteriye uygulanamayabilecegi saptanmistir (6rnegin, azot kaynaklarinda
glutamini hari¢ birakirsak, VHb varliginda, E. coli’de bir indiiklenme goriiliirken, buna
benzer bir bakteri olan E. aerogenes’de baskilama goriilmiistiir). Ozellikle terapétik
degeri kanitlanmis ve ticari olarak lretilen E. coli L-asparajinazlarinin iiretiminde,
VHb’nin bdyle pozitif bir regiilasyon gostermesi dnemli bir bulgudur. Saflastirilmis
olan enzimin kimyasal karakterizasyonu yapilmis, termostabil bir enzim olarak bilinen
bu enzimin optimum aktivitesi 40 °C’de ve pH 9.0’da, maksimum aktivitesi ise 60
°C’de belirlenmistir. Bu baglamda, enzimin yiiksek depo kararliligina ve diger L-
asparaginazlara benzer kinetik parametrelere sahip oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: L-asparaginaz, Vitreoscilla hemoglobin, katabolik represyon,
terapotik enzimler, enzim saflastirma.
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Bacterial L-asparaginase is an enzyme of high therapeutic value, due to its use in certain
kinds of cancer therapies, mainly in acute lymphoblastic leukemia (ALL). This study
was carried out to further clarify how the synthesis of this enzyme is affected from
various culture conditions, given the fact that L-asparaginase is an enzyme regulated by
oxygen and carbon catabolite repression. For this objective, Enterobacter aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli and their recombinant strains carrying a
recombinant oxygen uptake system, the Viteroscilla hemoglobin (VHb), were used. In
this study, these host bacteria and their recombinants carrying the VHb were studied
with respect to carbon catabolite repression inflicted by various carbon sources
(glucose, fructose, sucrose, lactose and glycerol). Furthermore, the effect of different
nitrogen sources (L-asparagine, L-glutamine, urea and sodium nitrite) on the enzyme
synthesis was investigated. The strain with the highest enzyme activity was used for L-
asparaginase isolation and purification (ammonium sulfate precipitation and ion-
exchange chromatography). The purified enzyme was analyzed for various chemical
characteristics (the temperature range for optimum and maximum activities, optimal
pH, kinetic parameters and stability). Moreover, an in vitro setting simulating that of in
vivo system was utilized to determine the stability of the enzyme, an important
parameter for possible therapeutic application of the enzyme.

It has been determined that the production of L-asparaginase in different bacteria
is governed by complex regulatory mechanisms and conditions required for the optimal
synthesis of the enzyme in one bacterium may not be applicable to other (e.g., except
glutamine in nitrogen source, the presence of VHb in E. coli has a stimulatory effect on
the enzyme synthesis, while in E. aerogenes its presence is inhibitory). This positive
effect of VHb on L-asparaginase synthesis is an important finding since the enzyme
with cancer therapeutic activity has mainly been produced and commercialized using E.
coli. The chemical characterization of purified enzyme revealed an optimal activity at
40 °C and pH 9.0 while the maximum activity was recorded at 60 °C a finding in
accordance with its known thermostabile nature. In this context, enzyme was
determined to have a high stability during its storage at different temperatures and
similar kinetic parameters to that of other L-asparaginases.

Key words: L-asparaginase, Vitreoscilla hemoglobin, catabolic repression, therapeutic
enzymes, enzyme purification.
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1. GIRIS

Bazi enzimlerin ¢esitli kemoterapilerde kullanim potansiyellerinin kesfedilmesi ile bu
yonde etkileri olan baska enzimlerin bulunmasi ve karakterizasyonu konusundaki
calismalarda 6nemli oranda artis olmustur. Buradaki ¢alismanin da konusunu olusturan
L-asparaginaz boyle bir enzim olup, ¢ocuk losemisi (akut lenfoblastik 16semi, ALL)
basta olmak iizere bu enzimin birgok kanser tiirlinde terapétik etkisinin oldugu
saptanmigstir. Normal hiicreler kadar malignant hiicrelerin de biiyiime ve ¢ogalmalarinda
en Onemli olaylardan biri hiicrenin hemen hemen biitiin islevlerini saglayan belli
proteinlerin belli oranlarda sentezleridir. Protein sentezinde bir ¢ok faktor kritik rol
oynamakla beraber en énemlileri proteinlerin yapi taslari olan amino asitlerdir. Degisik
proteinlerin sentezi bu yap1 taslarinin uygun zamanda ve uygun oranlarda yapilmasi ile
iliskilidir. Ancak, proteinlerin yapisina giren 20 standart amino asidin yaklasik yarisi
insan hiicreleri tarafindan iiretilemez. Dolayis1 ile bu esansiyel amino asitlerin ya
besinlerle ya da insan gastro-intestinal sisteminde yer alan mikrobial flora tarafindan
yapilip kana verilmeleri ve boylece hiicrelerin kullanimina sunulmalar1 gerekir. Burada
calisilan L-asparaginaz enziminin dogal substrati olan L-asparagin normal hiicreler i¢in
esansiyel olmayan bir amino asittir. Bu amino asit L-aspartik asidin transaminasyonu ile
sentezlenir (Sekil 1.1) [1]. L-asparagin sentetaz tarafindan katalizlenen bu reaksiyonda
amin grubu L-aspartik aside aktarilir. Bu enzim dokularin ¢ogunda bulunurken,
Ozellikle lenfotik tiirevli bazi insan malignasilerinde eksiktir ya da yoktur. Timor
hiicrelerinde L-asparagin sentetaz eksikligi bu hiicrelerin L-asparagini plazmadan
almasini zorunlu hale getirir. Kanser hiicresi ve normal hiicreler arasindaki bu besinsel
temel farklilik ayni zamanda L-asparaginazin kemoterapotik ozelliginin temelini
olusturur.

Sadece bazi bitki ve mikroorganizmalarda bulunan fakat insan hiicrelerinde
bulunmayan L-asparaginaz ( L-asparagin amidohidrolaz, EC 3.5.1.1), L-asparagini
aspartik asit ve amonyaga ¢evirir. L-asparaginaza bugiin olan ilgi, 1953 yilinda Kidd’in
yaptig1 bir c¢alismada kemirgenlerde transplante lenfomalarin biiylimesinin inhibe
oldugunu rapor etmesi ile baslamistir [2]. On y1l sonra ise Broome, bu inhibisyondan
sorumlu faktoriin L-asparaginaz oldugunu gostermistir [3]. Daha sonraki ¢aligmalarda
Escherichia coli [4] ve Erwinia chrysanthemi’den [5] elde edilen yiiksek safliktaki L-
asparaginazin 6zellikle ALL’ de tiimor baskilayici bir enzim oldugu ortaya konmustur.

Yapilan klinik caligmalarda L-asparaginazin kemoterapdtik ajan olarak kullanildiginda



cocukluk donemi ALL hastalarinin % 80’ninden daha fazlasinin 5 yi1l boyunca
hastaliktan tamamen kurtulduklari, yetiskinlik donemi ALL hastalarinda ise bu oranin

% 35-50 arasinda oldugu gdosterilmistir [6-7].
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Sekil 1.1. Periferal dokulardaki L-asparagin kaynaklari [1].

L-asparaginaz enzimi birka¢ hayvan (insan haricg), bitki, fungus ve bakteri gibi farkl
kaynaklardan sentezlense de, kemoterapotik degeri olan enzimin sadece birkag gram
negatif bakteride bulundugu rapor edilmistir [1]. Enzimin klinik uygulamalarda etkili
bir antikanser ajan olarak basaril bir sekilde kullanilmasina ragmen, sinirli iiretimi onun
pahali bir kemoterapi ajan1 olmasina neden olmakta ve bu da onun yaygin kullanimi
oniindeki en Onemli engel olarak goriinmektedir. Bu baglamda, enzimin klinik
uygulamalar1 hakkinda bir¢ok calisma bulunmasina ragmen, onun etkin {iretimi ve bunu
regiile eden etmenlerin ne oldugu konusundaki c¢aligmalara ise neredeyse
rastlanilmamistir. Ayrica, enzimin kimyasal karakterizasyonu ile ilgili de fazla bir
calisma mevcut degildir. Bu calisma, temelde enzimin bu yonlerini arastirmay1 konu

almustir.



1.1. L-Asparaginaz

1.1.1. Tarihsel gelisim

1953 yilinda Kidd, bazi hayvanlardan aldig1 serumlarin at ve tavsanlardaki serumlarin
aksine fare ve sicanlardaki tiimor biliylimesini inhibe ettigini ve daha sonraki
calismalarinda saf serumlarin tiimoriin tamamen baskilanmasinda (gerilenmesinde)
yeterli oldugunu gozlemledi [2]. Broome ise tiimdr gerilemesine neden olan bu
maddenin serumdaki bir tamamlayic1 degil, bagil substrat spesifikligi gosteren ve
asparagin amino asidini aspartik asit ve amonyaga hidrolizleyen L-asparaginaz enzimi
oldugunu gosterdi [8].

Neumann ve McKoy tarafindan yapilan g¢alismalarda Walker carcinosarcoma
256’nin in vitro olarak ¢ogalmasi i¢in aslinda esansiyel olmayan asparagin amino
asidine ihtiya¢ duyuldugu ispatlandi [9]. Benzer sekilde, Haley ve arkadaslar1 [10],
murine L5178Y losemi hiicrelerinin in vitro olarak ¢ogalmak icin asparagine ihtiyag
duyduklarini gosterdiler [11].

Mashburn ve Wriston 1964 yilinda klinik kullanim i¢in baska L-asparaginaz
kaynaklarini arastirmis ve E. coli’ den elde edilen enzimin benzer anti-tiimor
aktivitesine sahip oldugunu gdstermislerdir [12]. Bu baglamda, ALL hastalarindaki ilk
klinik denemeler E. coli’den hazirlanan asparaginazla gerceklestirilmis ve enzimin
klinik olarak istenen etkiyi gosterdigi kanitlanmustir [11, 13]. Daha sonraki ¢aligmalarda
ise E.coli’de asparagini hidrolize eden iki ¢esit enzimin bulundugu; bu enzimlerden
birinin (Aspaz 1) sitoplazmik oldugu digerinin (Aspaz II) ise 6zellikle periplazmik
boslukta lokalize oldugu saptanmis ve sadece Aspaz II’nin 6nemli sayilabilir bir anti-
timor aktivitesi gosterdigi belirlenmistir [14]. Bu iki izoenzim arasindaki bu fark
onlarin asparagine karsi olan ilgisi (Km) ile agiklanabilir. Genel olarak anti-timor
aktiviteye sahip Aspaz II, sitoplazmik izoenzimine (Aspaz I) gore daha diisiik bir Km
degerine sahiptir. Dolayis1 ile Aspaz Il ¢ok daha etkin olarak L-asparagin amino asidini
aspartik asit ve amonyaga doniistirmektedir. Bir diger fark Aspaz I’in konstitiitif, Aspaz
II’nin ise indiiklenebilir bir enzim olmasidir.

Asparaginazin farkli potansiyel kaynaklardan eldesi ve karakterizasyonu i¢in daha
sonraki yillarda bazi ¢alismalar gergeklestirmis ve bu ¢alismalar E. coli gibi bir baska
gram-negatif bakteri olan Erwinia chrysanthemi’nin daha yiiksek asparaginaz aktivitesi

gosterdigini ortaya koymustur. Dolayisi ile daha sonraki yillarda enzim {iretimi i¢in bu



bakteri 6zellikle tercih edilmistir [15]. Ayrica, baska bir gram-negatif fakultatif bakteri
olan Serratia marcescens ve yine gram-negatif anaerob bir bakteri olan Vibrio
succinogenes’in de lenfomalar iizerinde etkili asparaginazlara sahip olduklar
saptanmistir [16]. Bununla beraber sadece ¢esitli E.coli tilirlerinde ve F.

chrysanthemi’den elde edilen dogal L-asparaginazin klinik kullanimi1 devam etmektedir.

1.1.2. Molekiiler yapisi

Bakterilerden saflastirilan L-asparaginazlarin molekiiler agirligi yaklasik 136,000-
141,000 dalton olup genellikle her biri 326 amino asit uzunlugunda ve yaklasik 35 kDa
biiytikliigiinde 4 alt iiniteden olusmuslardir (Sekil 1. 2) [16-18]. Homotetramerik yapiy1
olusturan her alt iinite komsu alt {nitelerle iki tip iliski kurarak kuarternar yapiy1
olusturmaktadir. Bunlardan birincisi dimer olusumuna yol acan yakin iliski digeri ise
dimerler arasindaki uzak iliskidir.

Baslangi¢c dimeri olustugunda ylizeyler arasi (interface) bolgede iki ayri aktif
merkez olusur. Bu dimerin digerine gerek duymadan enzimatik reaksiyonu
gergeklestirebildigine dair deliller vardir [19]. Sekil 1. 3°de E.coli’den saflastirilan L-
asparaginaz Il (EcAspaz-II) dimerinin yapis1 gosterilmistir. Mavi ile daire i¢ine alinmis
bolge dimerde bulunan aktif bolge olup diger tip L-asparaginazlardan farkli olarak daha
esnektir [19].

1.1.3. Biyokimyasal ozellikleri

L-asparaginaz, L-asparagin amino asidinin “L-aspartik asit” ve “amonyaga” hidrolizi
reaksiyonunu katalizler (Sekil 1.4) [20]. Bu reaksiyonda L-asparagin amino asidindeki
amid bagi hidrolize edilmektedir [21]. Reaksiyonda substrat olan L-asparagin ve
reaksiyon {riinli olan L-aspartik asit, protein sentezinde yapitasi olarak
kullanilmalarinin yaninda diger Onemli rollere de sahiptirler. L-asparagin protein
sentezinde tekrar kullanilan azotun tasinmasi ve depolanmasi i¢in 6nemli amino asit
iken, reaksiyon iriinii L-aspartat amino asidi Krebs ve iire dongiisiinde, piirin ve

pirimidin sentezinde 6nemli rollere sahiptir [20].



Sekil 1.2. E coli’ den saflagtirilmis L-asparaginaz homotetramerinin kuarternar
yapisinin grafiksel gosterimi [16].

EcA-ll

Sekil 1.3. E. coli’ den saflastirilmis L-asparaginaz dimerinin grafiksel gosterimi [19].



L-asparaginazin izoelektrik noktadaki pH degeri 4.9 olup, aktivite gosterdigi pH
skalas1 4.0-9.5 arasindadir. Diger bir deyimle bu enzim oldukca genis bir pH araliginda
aktivitesini koruyabilmektedir. pH < 4.0 ve > 12 degerlerinde ise enzim tamamen inaktif
durumda bulunmaktadir. L-asparaginaz termostabil bir enzim olup, optimal aktivite 30-
43 °C, maksimum aktivite ise 50-60 °C arasinda ve optimum pH’ sinin da 8.6’da oldugu
gozlenmistir [22]. Enzim, alternatif substrat (asparagin analogu) olan 5-diazo-4-oxo-L-
norvalin tarafindan kompetetif olarak inhibe edilir [23, 24].

L-asparaginaz aktivitesi {lizerine bazi divalent metal katyonlarin etkileri
calisilmig, mangan ve ¢inkonun biitiin ¢alisilmis konsantrasyonlari enzimin sentezini
tamamen inhibe ederken, bakirin sadece yiiksek konsantrasyonlarda enzim sentezini
baskiladig1r gosterilmistir [25, 26]. Bir baska c¢alismada ise demirin diislik
konsantrasyonlarmin ~ (0.5-1.0 mM) enzim aktivitesini  arttirdigi,  yliksek
konsantrasyonlarinin (20 mM) ise aktiviteyi inhibe ettigi belirlenmistir [27]. Ayni
sekilde, nikelin de diigiik konsantrasyonlarinin (0.5 mM) enzim aktivitesini indiikledigi
ancak yiiksek konsantrasyonlarinin (1.0-2.0 mM) aktiviteyi inhibe ettigi belirlenmistir
[27]. Buna karsin kobalt ve magnezyumun kullanilan konsantrasyonlarin hepsinde

enzim aktivitesini arttirici bir rol aldiklar1 saptanmistir [26].

(7] (1]
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H,N (4]

MY o - Yo
0 NH: + H,0 0 NH;
L-asparagin L-aspartat Amonyum

Sekil 1.4. L-asparaginaz reaksiyonu [20]

1.1.4. L-Asparaginazin kemoterapotik etkisi

L-asparaginaz enzimi, ¢esitli kanser (¢ocuk 16semisi basta olmak iizere, lenfosarkoma,
melanosarkoma, non-Hodgkin, vb.) tiirlerindeki yiliksek terapdtik degeri ile
bilinmektedir [28]. Geni insanlarda bulunmayan bu enzimin anti-losemik etkisi
sirkiilasyonda bulunan L-asparagin amino asidini hizli bir sekilde yikmaya dayanir.
Enzim, asparagini aspartat ve amonyaga cevirerek kanserli hiicrelerin biiyiimek ve
boliinmek icin ihtiyag duyduklari bu amino asitten yoksun birakir. Enzimin normal

hiicreler tlizerinde boyle bir etkisi s6z konusu degildir. Cilinkii, normal hiicreler kendi



asparagin amino asidini aktif sekilde lireten asparagin sentetaz enzimine sahipken,
kanserli hiicrelerde bu enzim ya bulunmaz ya da normal hiicrelerdeki seviyede
sentezlenmez. Dolayisi ile kanserli hiicrelerde, saglikli hiicrelerin tersine yeterince L-
asparagin sentezi yapilamamaktadir. Bu nedenle, kanserli hiicreler disardan alinan veya
sagliklr hiicreler tarafindan yapilarak kana verilen asparagine bagimhidirlar. Dolagimda
serbest bulunan bu amino asitin, enjekte edilen L-asparginazla yikilmasi sonucu
neoplastik hiicrelerde protein sentezi bloke edilmis olur. Protein sentezindeki bu blok,
yapimlar1 yine protein olan ¢esitli polimerazlarla gerceklesen DNA ve RNA sentezinin
inhibisyonu ile sonuglanir [11]. Dolayist1 ile hiicrede protein sentezi ile beraber hiicrenin
genetik bilgisi de kopyalanamaz ve hiicreler biiyiiyilip ¢ogalamazlar. Bunun sonucunda
tim hiicre fonksiyonlarinin zarar gordiigii ve belli bir siire sonra hiicrelerin normal
apoptosis (programlanmig hiicre 6liimii) ile ortadan kalktiklar1 saptanmistir [29]. Enzim
tedavisi gormiis 16semili ¢ocuklarda, kanserli kan hiicrelerinin zamanla ortadan kalktigi
saptanirken, ¢esitli kanser tiimorlerinin ise biiziiserek kaybolduklar1 rapor edilmistir

[30].

1.1.5. Farmakokinetik

Kemoterapdtik olarak L-asparaginaz intravendz ve intramuskular yoldan uygulanir.
Intramuskular yolla uygulanmasi hipersensitivite reaksiyonlarin goriilme sikligini
azaltir. Ancak, intramuskular uygulama sonrasi absorbsiyon yavas gerceklestiginden
enzimin uygulamadan yaklagik 1 saat sonra kanda belirdigi tespit edilmistir.
Intramuskular uygulamadan sonra plazma aktivitesi sonuclari, intravendz tedaviyi
takiben gozlenenlerin yaklasik olarak yarisi kadar gerceklesmektedir. Arastirmalarin
cogunda yapilan konsantrasyon zaman egrisi 4-15 saatin plazma yar1 émrii oldugunu
gostermistir [31, 32]. Bununla beraber enzimin yarilanma émriinii doz uygulama siklig1
ve miktari, yas, cinsiyet, hastalik durumu ve renal fonksiyonlar belirler [33]. Hiicresel
protein ve enzimatik aktivite degerleri karsilastirildigi zaman, bir lineer iliski ve doza
bagli plazma aktivitesi gézlenmistir [32, 34].

Yapilan c¢alismalarda o6zellikle kemoterapotik olarak kullanilan  E.coli
asparaginazinin yar1 Omrili, Erwinia asparaginazina gore Onemli derecede yliksektir.
Ayrica, kemoterapotik L-asparaginazin bakteriyel orijinli olmasi sebebiyle insanda bu
proteine karst gelisen immiin yaniti ortadan kaldirmak ve hem de enzimin plazma yar1

Omriini arttirmak i¢in enzim polietilen glikol ile konjuge edilerek veya kapsiile edilerek



uygulanmaktadir [35]. L-asparaginazin bu modifikasyonu enzimin kandaki yar1 dmriini
arttirmakta ve enzime kars1 gelistirilen immiinolojik yanitlar1 azaltmaktadir [11, 35]. L-
asparaginaz, ALL basta olmak ilizere Hodgkin hastaligi, akut miyeloblastik 16semi,
kronik lenfoblastik 16semi, lenfosarkoma ve miyelosarkomada kemoterapdtik ilag

olarak yaygin kullanim araliina sahiptir [33].

1.1.6. Klinik etki ve ila¢ etkilesimleri

L-asparaginazin kanserdeki terap6tik yonii ile ilgili bircok klinik ¢alisma vardir ve bu
caligmalarda kanserin tiiriine ve fazmma goére enzim diger kemoterapotik ajanlarla
kombine kullanildig1 gibi, bazi uygulamalarda enzimin salt kendisi de
kullanilagelmistir. L-asparaginazin en basarili uygulamalar1 6zellikle hematolojik
kanserlerde olmakla beraber, solid tiimorlerin tedavisinde de basarili sonuclar elde
edilmistir [36]. Farkli kaynaklardan gelen asparaginazlarin nispeten farkli seviyelerde
terapotik etki gosterdigi ve % 95’e varan oranlarda terapinin gerceklestigi caligmalar
vardir [37]. Bu baglamda Erwinia asparginazi uygulanan hastalarin % 62’sinde, E.coli
asparginazinin ise % 75’inde bagarili oldugu goriilmiistiir. Bu farkin en 6nemli nedeni
olarak FE.coli asparginazinin daha uzun plazma yari-Omriine sahip olmasinin yattigi
ifade edilmistir [38].

Klinik olarak asparaginaz, kanserli hiicre iizerine etkisini protein sentezini ve
bununla baglantili olarak DNA ve RNA sentezini bozarak gostermektedir. Bu enzimin
dogal substrat1 olan L-asparagin bakimindan oksotrofik olan kanser hiicreleri bu amino
asidi ya beslenme ya da bu enzim bakimindan prototrofik olan normal hiicrelerden
saglarlar. Bu nedenle L-asparaginaz uygulamasi ile dolasimdaki L-asparagin yikilir ve
dis kokenli L-asparagine ihtiya¢c duyan kanserli hiicreler protein sentezi bakimindan
kaosa girip biiylime ve ¢ogalmalarini durdurup kendilerini apoptosise siirtiklerlerken,
normal hiicreler asparagin amino asidini sentezleme yetenegine sahip olduklarindan
bdyle bir uygulamadan etkilenmezler. Bu sekilde protein sentezini inhibe eden ajanlarin
tek baglarina ya da birlikte uygulanmalarinin bu ajanlarin sitotoksik etkilerini oldukga
arttirdig1 gosterilmistir [39]. L-asparaginazin en basarili kombinasyonun methotrexate

(MTX) ile birlikte uygulandiginda oldugu rapor edilmistir [40].



1.1.7. L-Asparaginaz preparatlari

Protein orijinli terapotik ajanlarin plazma yari Omiirlerinin kisa olmasi, bu ajanlarin
klinik uygulamalarda basarili kullanimlarinin 6niindeki en 6nemli engellerdendir. Bu
nedenle son yillardaki ¢alismalar proteinlerin bu yondeki kararliligini arttiracak gesitli
kimyasal modifikasyonlar tizerine yogunlagsmistir. Post-translasyonal olarak c¢esitli inert
maddelerin bu proteinlere konjugasyonu ile onlarin plazma yar1 Omiirleri 6nemli
derecede artirilabilir. Bu ¢alismalarda en yaygin kullanilan madde lineer, non-toksik ve
non-immiinogenetik olusu nedeniyle polietilen glikol (PEG) olmustur. Daha sonraki
yillarda bu ¢esit protein modifikasyon teknigi (polietilen glikolasyon) yaygin bir sekilde
ilag olarak kullanilan proteinlere uygulanmaya baslanmistir. Enzimlerin terapotik
uygulanmasi1 sonrasinda polipeptid yapist en fazla birkag saat icinde dolasimdan
tamamen temizlenir. Bu ¢esit kisa bir yar1 6émre katkida bulunan en 6nemli etmen ise
dolasimda bulunan proteazlardir. Dolasimdaki ekzo ve endopeptidazlar, disardan
(yabanci bir kaynaktan) gelen peptidleri hizli bir sekilde parcalarlar. Bu nedenle son
yillarda enzim terapdtiklerinin in vivo yar1 Omiirlerini uzun kilacak bir takim post-
translasyonal modifikasyon mekanizmalar1 gelistirilmigtir. PEG’in yiliksek oranda
¢cOziinilirliigl, diisiik viskozitesi ve diisiik derecedeki immiinitesi onun ideal bir enzim
konjugasyon ve enzimi tasima maddesi olarak sec¢ilmesini saglamistir. Polipeptid
zincirinin PEG ile konjugasyonu genellikle bobrekte siiziilemeyen biiyiikliikte (>50
kDa) bir molekiiler kompleks yaratir ve bdylece enzimin bobrekler vasitasi ile
dolasimdan uzaklastirilmasi da engellenmis olur. PEG ile konjuge edilmis enzimin bir
diger ozelligi onun ayni zamanda dolasimdaki bir¢cok proteaza karsi da daha direncli
olmasi ve hedef dokulara varmasi i¢in gereken siire boyunca aktif halde plazmada
kalabilmesidir. PEG ile yapilan modifikasyondan bagka bu tiir enzimlerin ekzo ve
endopeptidazlara karsi direngli kilinmasi onlarin yapilarinda meydana getirilen diger
post-translasyonal modifikasyonlarla da saglanabilir. Bu tiir ¢calismalarda genel olarak
enzimin N (amino) ucu asetillenir veya glikozillenirken, C (karboksil) ucuna bir amid
grubu eklenir. L-asparaginaz i¢in bu yondeki ¢alismalar onun PEG ile konjuge edilerek
hastaya verilmesidir. PEG genel olarak peptidlerin N veya C uglarina baglanir. Boylece,
enzimin molekiil biiyilikliigliine yaptig1 katkinin yaninda onun dolasimdaki ekzo ve
endopeptidazlar tarafindan sindirimini de bloke etmis olur. Bu gelismelerin sonucu
olarak son zamanlarda ticari olarak E.coli ve Erwinia chrysanthemi’den elde edilen L-

asparaginazlar PEG-asparaginaz seklinde pazarlanmaktadir.



Yapilan ¢alismalar PEG ile modifiye edilmis olan L-asparaginazin dogal L-
asparaginaza gore hem daha uzun bir plazma yarilanma 6mriine sahip oldugunu ve hem
de tedavi sirasinda hastanin bu konjuge enzime daha az immiin yanit gosterdigi
belirlenmistir. Bu baglamda, L-asparaginaza kars1 hipersensitif reaksiyon oran1 % 32
iken, PEG-asparaginazda bu oran % 18’ dir [41]. Enzim ve preparatlarinin yar1 dmrii ile
ilgili caligmalar, enzimin hastaya uygulanma seklinin olduk¢a 6nemli oldugunu ortaya
koymustur. Intramuskular (kas ici) enjeksiyon sonrasi dogal E.coli asparaginazi igin
yart omiir 1.24 giin, PEG bagli E.coli asparaginazinin yar1 dmrii ise 5.73 giin olarak
belirlenmistir. Intravendz (damar) uygulama sonrasinda ise PEG-asparaginaz ile
modifiye olmamis L-asparaginazin yari-Omrii sirasiyla 56 ve 2.9 saat olarak
gerceklesmistir. Bu yar1 Omiirdeki artisin temelinde PEG ile modifiye edilmis L-

asparaginazin proteazlara kars1 dayanikli olmasi yatmaktadir [35].

1.1.8. L-Asparaginazin toksititesi

L-asparaginaz toksititesinin temelinde iki ana neden vardir; biricisi yabanci bir proteine
kars1 gelisen immonolojik reaksiyon, ikincisi ise asparagin havuzunun tiikkenmesi
sonucu gelisen protein sentezindeki inhibisyondur. L-asparaginaz tedavilerinde
hipersensitif reaksiyonlar 6zellikle oliimciil sonuclar dogurmasindan dolayr dikkat
cekmistir. L-asparaginazin tek olarak kullanildig: tedavilerde, hastalarn % 40’inda
duyarlhilik gelismis ve Ozellikle de bunlar yiiksek tansiyon ve kalp spazmlar1 olarak
ortaya ¢cikmistir [42]. Bununla beraber nadiren de olsa tedavi slirecinin sonrasinda
birka¢ hafta icinde eklem yangis1 ve yiiksek ates goriilebilmektedir. Bu alerjik
reaksiyonlarin goriilmesinde L-asparaginazin elde edildigi kaynak c¢ok Onemlidir.
Ornegin; Erwina’dan elde edilen L-asparaginazin E.coli’den elde edilenlere gore
hastalarda daha fazla hipersensitif etki yarattigi rapor edilmistir [43]. Bu nedenle
hipersensitif hastalarda ozellikle PEG-asparaginazlarin kullanilmasi 6nerilmektedir.
Yine alerjik reaksiyonlarin ortaya cikabilecegi diisliniilerek ila¢ uygulamasi oncesi
hastaya deri testinin yapilmasi Onerilmektedir. Hipersensitif hastalara yapilan bu
testlere ragmen hastalarda ortaya ¢ikacak tepkiyi tamamen kestirmek zordur. Genellikle
hipersensitif hastalarin tiimiinde hem immunoglobin E hem de immunoglobin G
goriilmesine karsin hastalarin yarisindan azinda alerjik reaksiyonlar geligsmistir. Bu
nedenle antikor testleri hastanin verecegi alerjik tepkiyi tahmin etmede bize sinirh

bilgiler saglamaktadir [11].
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Protein sentezi sonucu olusan diger toksik etkiler; kan pihtilagsma faktérlerinde ve serum
inslilin diizeyinde azalmalar ile hiperglisemi olusumu ve serumda lipoproteinler,
albumin, kolesterol, transferin, seruloplazmin ve beta globulin azalislari, transaminaz,

alkalen fosfataz ve bilirubin diizeyinde yiikselisleri igerir [44].

1.1.9. L-Asparaginaz iiretiminin regiilasyonu

Enzimin {iretimi ile ilgili literatiirde fazla ¢aligma bulunmamasina karsin, enzimin ticari
tiretimi genel olarak E. coli ve Erwinia chrysanthemi kullanilarak yapilmaktadir [45].
Enzim tiretimi konusunda bu tiir bir kaynak (sadece iki bakteriden iiretilmesi) eksikligi
ve sadece birkag ticari firma tarafindan {iretilmesi onun pahali bir kanser tedavi ajani
olmasimin en 6nemli nedenleri arasindadir. Bu nedenle enzimin etkin iiretimi ile ilgili
calismalar Onem kazanmis ve indiiklenebilir bir enzim olan L-asparaginazin
regiilasyonunu hedef alan caligmalarin yapilmasimin gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu
enzimi lireten genin (ansB) oksijene duyarli ve karbon katabolit represyona maruz
kaldig1 bilinmektedir. Dolayis1 ile hem oksijen ve hem de enzimi iireten bakterilerin
cogaltilmasi i¢in kullanilan karbon kaynaklar1 enzimin optimal {iretimi i¢in sinirlayici
rol oynamaktadir. Genin oksijenle regiilasyonu onun Fnr ve Arc global regiilatorlerine
kars1 duyarli olmasindan kaynaklanir. Dolayisi ile ansB geninin regiilator bolgesinde bu
global diizenleyici faktorlerin baglandigr 6zel diziler vardir. Fnr (fumarat nitrat
rediiksiyonu) anaerobik solunumun kontrolii i¢in goérev yaparken, Arc (anaerobik
respirasyon kontrolii) ise aerobik solunumda kontrol icin islev gérmektedir. Bu gen
ayni zamanda karbon kaynagi (6r. glukoz) duyarl bir ekspresyon sergileyerek katabolik
regiilasyon ile de kontrol edilir [46]. Siklik adenozin monofosfat (cAMP), anaerobik
kosullar ve enzimin substrati L-asparaginaz enziminin baslica indiikleyicileridir. cAMP
miktarinin artmasi (ve diisiik glukoz seviyeleri) enzimin iiretimini artirmaktadir (Sekil
1.5). Clinkii cAMP bu enzimin {iretiminde katabolitik regiilatér olarak goérev yapan
katabolit reseptor proteine baglanip RNA polimerazin bu enzimi iireten ansB
promotoruna daha kolay baglanmasim1 saglayarak genin transkripsiyonunu
artirmaktadir. cAMP miktar1 ortamdaki glukoz miktar1 ile degismekte olup glukoz
miktarinin artmasi ile cAMP miktari ters orantili olarak azalmaktadir [47].

Anaerobiosis ile de enzimin {iretimi artmaktadir. Ciinkii anaerobik kosullarda bu
enzimin tiretiminde global regiilator olarak gorev yapan fnr proteini aktif hale geger ve

bu da RNA polimerazin genin promotdr bolgesine baglanmasi iizerinde sinerjistik bir
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etki yaparak ansB’nin traskripsiyonunu arttirir. Enzimin substrati olan L-asparagin de
enzimin iretimini indiiklemektedir. Ortamin oksijene doygun olmasi ise enzimin sentezi

tizerine 6nemli derecede azaltici bir etki yaratir.

Glukoz

Adentlat sildaz
( aktif )
v

cAMP
v

CAP-cAMP

y
FIE
-
Clukozvar  (Cp) S A Tanlapen
cAMP : ] —» gerceklesmez | cAMPA @ ¥ ercekdesir
+ v .
(CAP-cAMp)J | | ansB | | cap | | [ B =% Asparaginz
olugtnaz CAP hagl  Polimeraz CAP tag  Polimeraz
bolgest  bblgest bilgess  Dolgesd

Sekil 1.5. Glukoz’un enzim sentezindeki regiilasyonunun gosterimi.

1.2. Vitreoscilla Hemoglobin Geni (VHb)

Son yillara kadar hemoglobinler, dkaryotik orijinli proteinler olarak bilinmistir. Fakat
1986 yilinda Webster ve ark. tarafindan ilk prokaryotik hemoglobin belirlenmistir.
Aragtiricilar, gram-negatif bir bakteri olan Vitreoscilla’nin dogal olarak hemoglobin
(VHb) icerdigini gdstermislerdir [48]. Bunun yaninda, Vitreoscilla hemoglobini
karakterizasyonu en iyi yapilan ilk prokaryotik orijinli hemoglobindir. Sonraki
caligmalar, VHb’nin okaryot orijinli hemoglobinlerin genellikle oksijen baglama ve
tasimadaki rolleriyle beraber baska amaclar icin de kullanilabilecegini ortaya
koymustur. Ornegin, VHb’nin bazi redoks reaksiyonlarini Kkatalizledigi ve dogal

konakegisini (Vitreoscilla) oksidatif stresten koruyarak, diisiik oksijenli ortamlara uyum
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saglamada kolaylik sagladig diistiniilmektedir [48]. Biitiin klonlanmis oldugu hiicrelere
daha iyi bir oksijen alim ve kullanim potansiyeli kazandirirken [49-51] bu proteinin
hiicre biiylime ve ¢ogalmasi {izerine olan etkisi konusunda farkli sonuclari iceren
calismalar mevcuttur [52-56]. Bununla beraber proteinin ikincil metabolit liretiminden
cesitli zararli aromatik maddeleri pargalamaya kadar genis bir yelpazedeki muhtemel
potansiyeli de arastirilmistir [57-59]. Vitreoscilla hemoglobin geni (vgh) oksijenle
regiile olan bir gen olup, mikroaerofilik sartlarda maksimum derecede uyarilmakta ve
VHbD hiicre i¢i konsantrasyonu 40-50 kat yiikselmektedir [60-62]. Ozellikle oksijen
miktarinda degisimin bulundugu kosullarda VHb’nin ortam oksijen degisimlerine karsi
bir tampon gorevi gorerek mikroorganizmanin biiyiime ve ¢ogalmasinda énemli bir rol
oynadig1r rapor edilmistir [62-64]. Mikroorganizmalarin c¢ogu ig¢in belli oksijen
konsantrasyonu, ortamdaki oksijen degisimlerinin algilanmasi ve degisimlere
adaptasyon saglamasi onlarin biiylime ve ¢ogalmasi i¢in biliylik dnem tasimaktadir.
Biiylime ortamindaki oksijen konsantrasyonu belli sinirlarin altina diistiigi zaman,
biitiin hiicrelerin fizyolojik ve metabolik aktivitelerinde dnemli degismeler goriiliir ve
hatta hiicrelerin biiylimesi dururken hiicrede parcalanmalar artar. Bu tiir durumlarda
VHb’nin hiicrelerin daha iyi biiylimelerini/cogalmalarin1 sagladigi ve metabolik

aktivitelerini diizenledigi ortaya konmustur [65].

1.3. Proteinlerin Saflastiriimasi

Bir hiicre ve dokudan istenilen bir proteinin saf halde izole edilmesi ticari agidan énemli
olmasi ile beraber oldukc¢a da zor bir olaydir. Bu nedenle saflastirilacak proteini binlerce
farkli protein arasindan ayirmak ve saf halde elde etmek icin bu proteine uygun olan
saflagtirma tekniklerinin segilmesi gerekir. Saflastirmada kullanilan yontemlerden bir
veya birkag1 arka arkaya kullanilarak istenilen protein belli Olgiide saf halde elde
edilebilmektedir. Bu baglamda bahsedilecek saflastirma adimlari, tez kapsaminda L-

asparaginazin kismi saflagtiritlmasinda kullanilan teknikleri igermektedir.

1.3.1. Amonyum siilfat coktiirmesi

Notral tuzla c¢oktiirme ‘‘salting-out’ proteinlerin konsantre edilmesinde ve
saflagtirllmasinda genis ¢apta kullanilan bir yontemdir. Coktiiriilen proteinler genellikle

denatiire degildir ve aktivite peletin tekrar ¢oziinmesiyle geri kazanilir. Notral tuzlar
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proteinleri denatlirasyona, proteolize veya bakteriyal kontaminasyona karsi stabilize
ederler. Cokelmenin nedeni izoelektrik nokta faktdriinden farklidir. Salting-out
proteinlerin yiizeyindeki hidrofobik bolgelerin dagilimina bagimlidir. Genelde proteinin
i¢ kisimlarinda bulunmakla beraber yiizeyde bdlgesel olarak dagilan hidrofobik gruplar,
ortamda bulunan su molekiilleriyle ige dogru sikistirilir. Sulu ortamda iyonlarina ayrisan
tuzun artan konsantrasyonlarinda proteinin yilizeyinden daha fazla miktarda su
molekiilleri uzaklastirildigindan dolay1 proteinin hidrofobik bdlgeleri acikta kalir.
Protein molekiiliiniin yiizeyinde agikta kalan hidrofobik bolgelerin birbiri ile etkilesimi
nedeniyle kiimelenmeler ve c¢okelmeler meydana gelir. Bir araya gelen hidrofobik
bolgeler, daha az miktarda hidrofobik bdlgeler igerenlerden daha once ¢dkelirler. Bu
durum, proteinlerin fraksiyonlanarak ayrilmasina olanak verir.

Tuz etkisiyle ¢oktliirmede tuzun anyonik karakteri ve ¢cok degerlikli olusu 6nemli olup
etki sirasi1 fosfat > siilfat > sitrat > asetat > nitrat seklindedir. Tek degerlikli katyonlar
arasindaki etki siras1 ise; NH4 > K" > Na" ‘dir. Coktiirme isleminde genellikle etkinligi
ve ¢oziiniirligi yliksek, pH’y1 fazla etkilemeyen, ¢ozeltide fazla 1sinmaya yol agmayan,
ucuz ve etkin bir tuz olan amonyum siilfat [(NH4),SO4] kullanilir [66-68].

Amonyum siilfatla ¢oktiirme ile genelde 2-5 kat arasinda bir saflagtirma islemi
gerceklestirilir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi fazla tuzun uzaklastirilmasi igin
diyaliz, jel filtrasyonu veya ultrafiltrasyon isleminin gergeklestirilmesi gerekebilir.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde kullanilacak konsantrasyon (% doygunluk) degerleri
ve cklenecek amonyum siilfat miktarlar1 ¢izelge 1.1°de verilmistir. Bu tablodaki

degerler asagidaki formiilden hesaplanmistir [67].

505 (S2— Sy)

g —
100-0,285 S,

g = 1 litre gozeltiye eklenmesi gereken gram amonyum siilfat miktar

S1 = Amonyum siilfatin baslangi¢c konsantrasyonu (% )

S>

Amonyum siilfatin son konsantrasyonu (% )
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Cizelge 1.1. 0 °C’de istenen doygunluga ulasilmasi igin ¢6zeltiye eklenmesi gereken kati amonyum siilfat miktar1 [67].

Amonyum Siilfatin son konsantrasyonu, 0 °C’de % doygunluk

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 & 90 95 100

Amonyum Siilfatin baslangic konsantrasyonu(% )

100 mL ¢ozeltiye eklenecek gram amonyum siilfat miktari

0 10.7 13.6 16.6 19.7 229 262 29.5 33.11 36.6 404 442 483 523 56.7 61.1 659 70.7
5 80 109 139 16.8 200 232 26.6 30.0 33.6 373 41.1 450 49.1 533 57.8 624 67.1
10 54 82 11.1 14.1 17.1 203 23.6 27.0 30.5 342 379 41.8 458 50.0 545 58.9 63.6
15 26 55 &3 113 143 174 207 240 275 31.0 348 386 426 46.6 51.0 555 60.0
20 0 27 56 84 115 145 17.7 21.0 24.6 280 31.1 354 392 433 47.6 519 565

25 0 27 57 85 11.7 148 182 214 248 284 32.1 36.0 40.1 442 485 529
30 0 28 57 87 119 150 184 21.7 253 289 32.8 36.7 40.8 45.1 495
35 0 28 58 88 12.0 153 187 22.1 258 295 334 374 41.6 459
40 0 29 59 90 122 155 19.0 225 262 300 34.0 381 424
45 0 29 6.0 9.1 125 158 193 229 26.7 30.6 3477 38.8
50 0 3.0 6.1 93 127 16.1 19.7 233 272 312 353
55 0 30 62 94 129 163 200 238 27.7 31.7
60 0 3.1 63 96 13.1 16.6 204 242 283
65 0 3.1 64 98 134 17.0 20.8 24.7
70 0 32 6.6 100 136 173 21.2
75 0 32 67 102 139 17.6
80 0 33 6.8 104 14.1
85 0 34 69 10.6
90 0 34 7.1

95 0 34

100 0
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1.3.2. Diyaliz

Proteinleri daha kiigiik molekiil agirliga sahip molekiillerden ayirmak i¢in diyaliz
yontemi kullanilir. Bu yontem yar1 gegirgen bir membran igerisine konulan protein
¢oOzeltisinin, diisiik molekiil agirlikli biyomolekiiller ve tuz gibi kii¢iik molekiillerin
membranin ultramikroskopik porlarindan suya ya da tampona gegirilerek ayrilmasina
dayanir. Sistemin isleyisi, membranla ayrilan iki faz arasindaki konsantrasyon yani
kimyasal potansiyel farkina dayali difiizyonla (osmoz) ger¢eklesmektedir. Diyaliz
isleminde kii¢iik molekiillerin gegisi, membranin her iki yiizeyinde potansiyel farki esit
oluncaya kadar devam eder. Protein saflagtirilmasinda, 6zellikle amonyum siilfat’la
proteinlerin ¢oktiirlilmesi sonrast iyon degisim kromatografisi uygulanacaksa, diisiik
iyon siddetli tampon ile degisim zorunludur. Diyaliz islemi, por ¢ap1 1-20 nm arasinda
olan seliiloz asetat veya seliiloz nitrattan iiretilmis diyaliz torbalar1 veya tiipleri ile
gerceklestirilmektedir [69]. Diyaliz torbalari, kullanilmadan 6nce bazi protein ve
niikleazlarin inhibitor faktorii olan agir metal iyonlarinin 6n islemlerle uzaklastirilmasi
gerekebilir. Bu amagla; sirasiyla % 0.005°’lik EDTA, % 0.2°’lik sodyum karbonat
cozeltisinde ve ardindan saf suda iki kez 10 dakika kaynatilir. Mikrobiyal kirlenmeyi
onlemek amaciyla % 20°lik etanol veya % 0.1°lik sodyum azid ¢6zeltisinde +4 °C’de 3
ay stireyle kullanima hazir saklanabilir. Diyaliz torbasinin uglari, diyaliz sonrast hacmin
iki kat veya daha fazlasi artabilecegi dikkate alinarak kapatilmalidir. Diyaliz torbasi
diisiik iyon siddetli +4 °C’deki tampona yerlestirilir ve tampon karistirilir. Torbadaki
porlardan tuzlar, gecebilen proteinler, peptidler, niikleotidler, koenzim, ATP disariya
difiize olurlar ve torbadaki iyon siddeti azalir. Membran i¢indeki ve disindaki iyon
siddetinin dengeye gelmesi 3-5 saat siirebilir. Aktivite kayiplarini minimize etme
amaciyla islem +4 °C’de gerceklestirilir. Islem bitiminde diyaliz torbasi 6nce tampon

ardindan suyla yikanir ve depolama kosullarinda saklanabilir [66-68].

1.3.3. Iyon degisim kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi, elektrostatik c¢ekim giiciine dayanan adsorpsiyon
kromatografisinin bir tiirii olup, 6rnekte bulunan bilesenler yiiklii duragan faza olan
affinitelerine gore ayrilirlar. Iyon degistiriciler iki kisimdan olusur. Birinci kisim iginde
ve ylizeyinde kimyasal olarak (kovalent baglarla) baglanmis yiiklii gruplar iceren ii¢

boyutlu, capraz baglarla baglanmis ¢oziiniir olmayan dolgu maddesidir. ikincisi ise
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hareketli kars1t iyonlardir ve tersinir olarak ayni yiikteki baska iyonlarca, ¢oziiniir
olmayan dolgu maddesinde herhangi bir degisiklige yol agmadan degistirilebilirler.

Bu teknikte proteinler yada amino asit karigimlari belirli bir pH’da tagidiklar yiike
gore birbirlerinden ayrilirlar. Matriks, jel elemesinde oldugu gibi ndtral olmayip,
iyonize olabilen fonksiyonel gruplarla donanmistir. Protein izolasyonun da kullanilan
iyon degistiriciler, jel kromatografisinde kullanilan matrikslere dietilaminoetil (DEAE)
ya da karboksimetil (CM) gruplarmnin eklenmesi ile elde edilir. DEAE tiirii iyon
degistiriciler (+) yilik tasirlar ve anyon degistirici gorevi goriirler; CM tiirii iyon
degistiriciler pH 4’lin {lizerinde (-) yik tasirlar ve katyon degistirici gorevi goriirler
(Sekil 1.6). Bir protein karisimi belirli bir pH’da iyon degistiriciye uygulandiginda,
matriksle ayni tiir yiik tasiyan bilesikler, iyon degistiriciye tutunamayarak ilk basta
kolondan ¢ikarlar. Matriks yiikiine karsit yiik tasiyan proteinler ise, elektrostatik
etkilesimle matrikse baglanirlar. Bunlar sonradan eliisyon sartlart degistirilerek
kolondan sokiiliirler. Bir proteinin matrikse ne derece siki bir sekilde baglanacagi,
oncelikle proteinin lizerindeki yiik miktarina baghdir. Bir katyon degistiriciyi ele
alirsak, belirli bir pH’da bu matrikse uygulanan protein karisiminda en siki baglanan
bilesen, en fazla (+) yiik tasiyan (izoelektrik noktasi en yiiksek olan) bilesendir. Bu

protein ayni zamanda matriksten en gii¢ sokiilebilen protein olacaktir [70-72].

j: = . T e
+ S :

Lt by Y
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DEAE Anyon Degistirici CM Katyon Degistirici

Sekil 1.6. Iyon degistiriciler [70].
Biyolojik maddelerin ayriminda ilk kullanilan iyon degistiriciler seliiloz iyon

degistiricileridir. Hidrofilik tabiat1 sebebiyle seliillozun proteinleri denatiire etme egilimi

cok diistiktiir. Pharmacia Fine Chemicals firmasi tarafindan gelistirilen modifiye
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dekstran olan Sephadex, ¢apraz bagl agaroz olan Sepharose ve epiklorohidrin ile ¢apraz
baglanarak kuvvetlendirilmis seliiloz olan Sephacel iyon degistiricileri, kiiresel tanecikli
yiiksek gozenekli ilk iyon degistiricileridir. Bu giinlerde ¢ok farkli destek maddesi
vardir ancak protein fraksiyonu i¢in en yaygin tercih edilen destek maddesi seliilozdur
[71].

Yaygin olarak kullanilan iyon degistiricilerin, degistirdikleri iyon yiiklerine gore
tiirleri, destek maddeleri, destek maddesine kovalent olarak bagli iyonik gruplari, karsi
iyonlari, pH kullanim araliklar1 ve zayif veya kuvvetli iyon degistirici tiirleri ¢izelge
1.2°de 6zetlenmistir. Iyon degistiricilerin kars1 iyonlar1 adsorblama kabiliyeti kantitatif
olarak kapasite olarak tanimlanir. Iyon degistiricisinin kapasitesi destek maddesinin
gbzeneginin fonksiyonudur. Iyon degistiricisinin total kapasitesi, o iyon degistiricisinin
kuru graminda bulunan yiiklii gruplarin miktaridir. Genel olarak miligram kuru agirlik
basina iyonlasabilen gruplarin miliekivalentleri olarak ifade edilir ve deneysel olarak

titrasyonla tayin edilir.

1.3.3.1. iyon degistiricinin secimi

Amfoterik maddeler olan proteinlerin net yiikleri degisken olup diisiik pH’ larda pozitif,
yiiksek pH’larda negatif ve izoelektrik noktada (pI) ise yiiksiizdiir. Proteinlerde
etkilesime giren yiik gruplar baslica karboksil, amino veya tersiyer amino gruplaridir.
Genel kaide olarak toplam aspartik asit ve glutamik asit artigi degisken proteinler
anyonik degistiriciler ile ayrilirken, lizin, arjinin ve histidin igerigi farkli proteinler
katyonik degistiricilerle ayrilabilirler. Ancak, bu kaide kesin bir kaide degildir, zira
baglanmay1 etkileyen bir¢ok faktdr vardir. Bu sebeple proteinlerin ayrilmasina
baslamadan once protein karigiminin hem asidik hem de bazik sartlarda poliakrilamid
jellerle elektroforezinin yapilmasinda fayda vardir. Elektroforetik ayirimlar, yaklasik
olarak anyon ve katyon degisim kromatografisinin analitik versiyonlar1 olarak hizmet
ederler. Ornegin, eger karisimin iyi bir ayrrmmi alkali kosullardaki elektroforezle elde
edilirse o zaman preparatif olarak benzer pH’ta anyon degistirici ile de ayrilabilir.
Prensipte amfoterik molekiiller hem anyon hem de katyon degistiricileriyle
baglanabilirler ama biiyiik biyomolekiillerle ¢alisirken kararli oldugu pH araliginin da
dikkate alinmas1 lazimdir.

Cogu kez ayrilmak istenen proteinin izoelektrik noktasi bilinmez ve bir protein

karisimindaki proteinlerin birbirlerinden ayrilabilmesi i¢in ne tip bir iyon degistirici
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kullanilacagi ancak deneme yanilma yontemi ile gergeklestirilir. Az bir miktar 6rnek
tampon ¢ozeltide ¢oziiliir ve farkli iyon degistiricilerin bulundugu farkl test tiiplerine
esit olarak konulur. 10-15 dakika bekletildikten sonra santrifiijlenerek ¢ézeltinin 280 nm
de absorbansi okunur. Relatif olarak en diisiik absorbans veren test tiipteki iyon

degistirici en uygun degistiricidir [68].

Cizelge 1.2. Yaygin kullanilan iyon degistiriciler [68].

Iyonik Grup pH Kullanim Arahg: Mevcut Maddeleri
Zayif Anyon Degistirici
Dietilaminoetil (DEAE) dekstran, agaroz,
Fonksiyonel Grup: 2-9 seliiloz, lifli seliiloz,
-O-CH,CH,N"(C,H5s),HCI mikrograniiler seliiloz

Karst Iyon: CI

Kuvvetli Anyon Degistirici
Kuaterner aminoetil (QAE)

Fonksiyonel Grup: o
-O-CH,CHN'(C,Ho), 2-10 dekstran, lifli seliiloz
CH,CH(OH)CH;CI'

Kars1 Iyon: CI

Zayif Katyon Degistirici

Karboksimetil (CM) dekstran, lifli seliiloz,
Fonksiyonel Grup: 3-10 mikrograniiler seliiloz,
-0-CH,COO'Na" agaroz

Kars1 Tyon: Na*

Kuvvetli Katyon Degistirici
Siilfopropil (SP)

_ mikrograniiler seliiloz,
Fonksiyonel Grup: 2-12

4 dekstran
-O-CHzCHzCHzSO{N&

Kars1 fyon: Na”
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1.3.3.2. Ornek tatbiki ve eliisyon

Iyon degisim kromatografisi ile ayirimda temelde iki etap vardir: ilk etap ornek tatbiki
ve iyon degistirici lizerinde adsorpsiyon, ikinci etap ise adsorbe edilen ornek
bilesenlerinin kolondan ayrilmis olarak eliie edilmeleridir.

Ornek, uygulamada kolaylik olusturmasi agisindan % 5 glukoz ya da sukroz ile
yogunlastirilabilir. Ornek uygulanmadan 6nce, cikis tiipii kapatilir. Jel yiizeyindeki
tamponun fazlast Pasteur pipeti ile almir. Bu islem esnasinda jel ylizeyinin
bozulmamasina ve kurumamasina dikkat edilmelidir. Ornek Pasteur pipeti ile kolonun
i¢ kenarinda stizdiiriilerek tiim jel yilizeyine homojen bir sekilde uygulanir ve ¢ikis tiipi
acilarak Ornegin jelin icine girmesi saglanir. Jel ylizeyinin kurumamasma dikkat
edilmelidir. Ornek jelin icine girdikten sonra Pasteur pipeti ile jel yiizeyinden 4-5 cm
yukariya kadar tampon doldurulur. Tampon rezervi baglanarak uygulama baslatilir.
Ornegin tatbikinden sonra kolon, hacminin iki kat1 hacimdeki baslangic tamponu ile
yikanarak baglanmamis proteinin tamami kolondan eliie edilebilir. Bir fraksiyon
toplayicisi yardimiyla, 3-4 mL’lik fraksiyonlar toplanir ve fraksiyonlarda 6rnek analizi
yapilir [72].

Absorplanan proteinin eliisyonu iki sekilde gergeklestirilebilir;

Tuz yikamasiyla: Bu yontemle 6rnek diisiik iyonik kuvvette bir tamponla dengelenmis
kolona uygulandiktan sonra, yikama tamponuna kademeli olarak ya da diizgiin bir
gradient teskil edecek sekilde, sodyum veya potasyum Kkloriir gibi basit bir tuz
eklenerek, iyonik kuvvet yiikseltilir. Eklenen tuzun iyonlar1 reginedeki fonksiyonel
gruplar ile proteinler arasidaki etkilesimi zayiflatarak proteinlerin kolondan sokiilmesini
saglar. Protein ne kadar siki bir sekilde baglanmis olursa, kolondan yikanmasi i¢in o
kadar yiiksek iyonik kuvvette tampon gerekir (Sekil 1.7).

Eliisyon pH’s1 degistirilerek: Anyon degistiricilerde tampon pH’s1 diistiriilerek, katyon
degistiricilerde ise tampon pH’s1 yiikseltilerek, ilk basta kolona baglanan proteinlerin
yiikli matriks ylikiine benzetilir; elektrostatik itis ile proteinler kolondan sokiiliir. Her
protein i¢in net yiikiin (-) den (+) ya, (+) dan (-) ye gectigi pH degisiktir ve proteinlerin
izoelektrik noktasina baglhdir. Proteinler, izoelektrik noktanin iizerindeki pH’larda (-),

altindaki pH’larda ise (+) yiik kazanirlar [72] .
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Sekil 1.9. iyon degisim kolonundan tuz konsantrasyonu ile eliisyon [70].

1.3.4. Elektroforez

Elektroforez terimi, bir elektrik alanin etkisi altinda yiklii parcaciklarin gé¢ etmesi
olarak tanimlanabilir. Amino asitler, peptidler, proteinler, niikleotidler ve niikleik asitler
gibi 6nemli biyolojik molekiiller iyonize olan gruplar igermektedirler. Bu nedenle
herhangi bir pH’da ¢ozelti igerisinde elektrik¢e yiiklii katyonlar (+) veya anyonlar (-)
olarak bulunurlar. Bir elektrik alan etkisi ile bu ytiklii partikiiller net yiiklerine bagiml

olarak katoda veya anoda dogru goc¢ ederler. Elektriksel alanda go¢ hizlar1 veya

21



mobiliteleri; alanin siddetine, molekiillerin net ylikiine, biiyiikliigline, sekillerine ve
molekiillerin hareket ettikleri ortamin iyonik siddetine, vizkozitesine ve sicakligina
baghidir [70].

Proteinler, hem asidik hem de bazik yiikleri bir arada igermelerinden dolay1,
amfoterik bilesiklerdir. Net yiikleri, bulunduklar1 ortamin pH’sina gore belirlenir. Her
protein; amino ve karboksil grup iceren amino asitlerin sayisina ve tiiriine bagl olarak
kendi karakteristik yiik 6zelliklerine sahiptir. Her protein i¢in net yiikiin sifir oldugu,
izoelektrik nokta (pl) olarak tanimlanan bir pH degeri vardir. Izoelektrik noktanin
tizerindeki bir pH degerinde protein net negatif yiike sahiptir ve anoda dogru hareket
eder. izoelektrik noktanin altinda ise protein pozitif yiikliidiir ve katoda dogru hareket
eder.

Elektroforezde Odrnek, bir destek matriksi iizerinde go¢ eder. Bu matriks; kagit,

seliiloz asetat, nisasta, agaroz veya poliakrilamid jeli olabilir. Islem sirasinda 1s1 agi3a
ctkmast sebebi ile olabilecek yayilmalar ve diflizyonun engellenmesi ve ayrilmis
proteinlerin immobilizasyonunun zenginlestirilmesi, bu destek materyali tarafindan
saglanir. En yaygin olarak kullanilan destek matriksleri agaroz ve poliakrilamidtir.
Bunlar fiziksel ve kimyasal yapilari agisindan birbirlerine hi¢ benzememesine ragmen,
her ikisi de gozenekli jeller olustururlar.
Agaroz; bliylik gézenekli jeller olusturmasi nedeniyle, genelde daha biiyiik molekiil
kiitleli, niikleik asitler ve protein komplekslerinin ayrilmasinda kullanilirlar.
Poliakrilamid; kiiciik gozenekli jeller olusturur, bircok proteinin ve kiigiik
oligontikleotidlerin ayrilmasinda kullanilirlar.

Protein saflagtirllmasinda genel olarak Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE);
protein safliginin kontrolii, fraksiyonlama, saf proteinin alt birim yapisinin incelenmesi,
molekiil kiitlesi tayini, izoelektrik nokta tayini, izoenzimlerin belirlenmesi vb. kullanim
alanlarina sahiptir. PAGE’nin anyonik deterjan sodyum dodesil siilfat (SDS) varliginda
gergeklestirilmesi ile proteinlerin molekiiler biiyiikliigiine gore karakterize edilmesi en

¢ok kullanilan tiirtidiir.

1.3.4.1. Poliakrilamid jeller

Poliakrilamid jelleri, akrilamid monomerlerinin bir c¢apraz baglayict ajanla
polimerizasyonu sonucu meydana gelir. Poliakrilamid jeller i¢in, en ¢ok kullanilan

capraz baglayici ajan N;N-metilen bisakrilamid’tir. Akrilamid polimerizasyonu serbest
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radikal katalize bir Ornektir. Reaksiyon, amonyum persiilfat ve N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamin (TEMED) ile baglatilir. TEMED, persiilfat iyonunun
dekompozisyonunu katalizleyerek serbest bir radikal olusumunu saglar. Eger bir serbest
radikal; R® olarak gosterilirse (°: ¢iftlesmemis ¢ nu ifade eder) ve M akrilamid
monomer molekiil olarak alinirsa, bu durumda polimerizasyon asagidaki gibi

gosterilebilir (Sekil 1.8). Capraz baglayici yiizdesi arttik¢a, gézenek boyutu kiiciiliir.

&*
r* + M —* RM
rM* + M —  RMM

* *
RMM + M ——  RMMM vb.

(0]

¢, 0 0
CH,=CH + CH,=CH—C—NH—CH NH—( CH=CH
Acrylamide N,N'-Methylenebisacrylamide
SO4*
0} O O O
(”:—NH2 (HZ—NH._, C—NH C”!-—.\-'II-",
CH,—CH (:Hf—(l‘l[—(‘Hg-—tl".ll—f'H CH (_“Hz—(l'.TH—L'II CH
O=C-NH O=C~-NH
CH, 0 (6] o) "'H_-
O=C-NH Clllf—NHu Llll.—NH2 (llfl,—NHL,[J C-NH
CH;—CH—CHy;—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH

C—NH

Q

Sekil 1.8. Poliakrilamid jelin olugsmasindaki polimerlesme reaksiyonu [70]

Fotopolimerizasyon, akrilamid jellerinin, polimerizasyonunda kullanilabilecek
alternatif bir metodtur. Amonyum persiilfat ve TEMED yerine riboflavin kullanilir ve
UV-isikta 2-3 saat sonunda riboflavinin dekompozisyonu sonucu serbest radikal
olusumu ile polimerizasyon baglar.

Jeller, slab veya tiibe dokiildiiklerinde, {ist kisimda menuskiis olusur. Bu ihmal
edilirse bantlarin sekillerinde bozukluk goriilebilir, buna engel olmak ig¢in, ince bir

tabaka su veya n-biitanol polimerizasyondan once yiizeye birakilmalidir [66].
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1.3.4.2. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Poliakrilamid jel elektroforezinin en yaygin olarak kullanilamidir ve protein
karisimlarinin 6zelliklerini analizlemek agisindan onemlidir. Protein saflik kontroliiniin
bir dl¢iisiidiir ve proteinin boyutuna goére bir ayirim yapmasi sebebiyle bagil molekiil
kiitlesi tayininde de kullanilir.

Sodyum dodesil siilfat, anyonik bir deterjandir. Proteinlerin, biiyiik bir kismu,
gram protein basma 1.4 g SDS baglarlar. Bu sekilde, etkin olarak polipeptid
zincirlerinin net yiikii maskelenir ve negatif yiikli SDS molekiilleri igeren bir seri
olusur. FElektroforetik ayirma sadece etkin molekiiler kiitleye baglidir ve jeldeki
molekiiler elek dogrultusunda ayrilma gerceklesir. Kullanilan poliakrilamid jel
konsantrasyonu etkin ayirmayi saglayan olgudur. SDS-PAGE’e uygulanacak ornekler;
merkaptoetanol, SDS, bromfenol blue ve siikroz veya gliserol igeren tamponla muamele
edilirler. Merkaptoetanol; proteinin tersiyer yapisini bir arada tutan disiilfit baglarini
koparir. SDS ise proteini denatiire edip kuvvetli olarak bir SDS molekiilii iki aminoasit
artigina baglanarak, proteinin yiikiinii maskeler. Bromfenol blue; iyonize olabilen bir
boyadir ve elektroforezin kolay izlenebilmesi acisindan ortama ilave edilir. Siikroz veya
gliserol ise ornek ¢ozeltisine bir yogunluk kazandirmasi ve elektroforez hiicresine
uygulandiginda, Ornegin elektroforez tamponunda kolayca c¢okmesini saglamak
agisindan kullanilir [66-68].

SDS-PAGE i¢in en ¢ok kullanilan sistem Laemmli [73] tarafindan gelistirilmistir.
Heterojen tampon sistemi temeline dayanir, ortamda ilave olarak % 0.1 SDS mevcuttur.
Laemmli sisteminin ayirma kapasitesi ¢ok iyidir, ¢ilinkii ¢alisilan proteinler; yiiriitme
jeline girmeden Once diizenleyici (stacking gel) jelde; elektroforez tamponu ve jel
arasindaki pH ve iyonik siddet vasitasiyla dengelenir ve konsantre edilirler. Negatif
yiiklii protein-SDS kompleksleri uzunluk basma ayni net yiike sahip olduklari igin
uygulanan elektrik alanda molekiil kiitlelerine gore molekiiler elekleme prensibine
uygun olarak anoda dogru ilerlerler. Kiigiik proteinler daha hizli hareket ederken, jelin
gozenek boyutuna bagli olarak, biiylik proteinler siirtlinme etkisi ile daha yavag hareket
edeceklerdir. Jel yiizdesi, ilgili proteinin molekiiler kiitlesine bagli olarak se¢ilmelidir.

Elektroforez sonunda akim kesilir ve boyama islemleri yapilarak jeller
degerlendirilir. Bu amagla en ¢ok Bromphenol Blue, Food Green 3, Amido Black ve

Coomasie Blue gibi organik boyalar kullanilmaktadir. Ancak son yillarda duyarhiligi
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cok daha iyi olan, metal tabanli boyalar (Giimiis boyama) tercih edilmektedir. Giimiis
boyama teknigi en yiiksek duyarliliga sahip olup, en ¢ok kullanilan boyama teknigi olan
Coomasie Blue ile kiyaslandiginda, 100 kat daha duyarli oldugu goriilmektedir.

SDS-jel elektroforezi, saflagtirma protokoliiniin her adimindan sonra saflik
derecesinin kontrolii amaci ile de uygulanabilir. Saf bir protein SDS-PAGE’de tek bir
bant verir. Ancak proteinin alt birimlerinin farkli molekiiler kiitlede olmas1 durumunda
ise birden fazla bant gérmek miimkiindiir. Ayrica; ayn1 veya benzer molekiil kiitlesine
sahip proteinler bu yontemle ayrilamazlar. Bu sistemde, bir¢ok proteinin SDS ile
baglanma oraninin sabit oldugu diisiiniilmektedir. Buna ilaveten protein olmayan
bolgeler iceren proteinler (Orn; glikoproteinler, fosfoproteinler, lipoproteinler,
niikleoproteinler) o6zelliklerine gore degisen oranlarda SDS baglarlar ve sonucta
anormal mobilitelerle karsilagilabilir.

Bu yontemin en ciddi dezavantaji, elektroforez sonrasinda proteinlerin enzimatik
ya da biyolojik aktivitelerini yitirmeleridir. Bununla beraber en biiyiik avantaji ise,
proteinlerin molekiil kiitlelerinin tayinine olanak saglamasidir. Bu amagla; bilinen
molekiil kiitlelerine sahip standart proteinler ve karakterize edilecek olan 6rnek ayni jel
lizerine uygulanir. Standart proteinlerin molekiiler kiitlesinin logaritmasi ve Ry degerleri
arasindaki lineer iligkiye dayali standart egri tiiretilebilir ve analizlenen proteinin

molekdil kiitlesi hesaplanabilir [66-70].
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2. CALISMAYLA ILGILIi KAYNAK OZETLERI

L-asparaginaz enzimine olan ilgi onun ¢ocuk l6semi tiirlerindeki terapdtik degerinin
belirlenmesiyle biiyiik artis kazanmistir. Ancak, enzim bircok canli sistemde
bulunmasina ragmen terapotik degere sahip enzim sadece birkag gram negatif bakteride
mevcuttur. L-asparaginaz enziminin molekiiler yapis1 [74-76], ve klinik uygulamalari
[77-81] hakkinda bir ¢ok calisma bulunmasina ragmen, bu enzimin {iretimi ve
saflagtirilmasi1 konusunda fazla sayida ¢alisma olmayip, bulunanlar ise birkag bakteri ile
sinirhidir. Enzimin, c¢aligilan bakterilerde optimal iiretimi i¢in katabolik sartlarin tam
olarak calisilmamis olmasi ve buna baglh olarak az miktarlardaki iiretimi, enzimin
fiyatinin oldukga yiiksek olmasina neden olmaktadir. Bu da oldukga etkin bir onkolitik
ajan olan enzimin yaygin kullanimint miimkiin kilmamaktadir [82].

Glinlimiize kadar yapilan g¢aligmalar sonucunda sadece Escherichia coli ve
Erwinia chrysanthemi’den elde edilen yiiksek safliktaki L-asparaginazin terapotik
olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir [11, 23]. Calismalar terapétik olarak kullanilan
enzimin oldukgca stabil oldugunu ( pH 4-12 gibi ekstrem bir aralikta aktivite gdstermesi)
ve optimum aktiviteye pH 8.6 ve 30-43 °C’de sahip oldugunu gostermistir [22]. E. coli
ve Erwinia asparaginazlarinin homotetramer bir yapiya sahip oldugu ve E. coli’de her
alt Unitenin yaklasik 32 kDa, E. chrysanthemi’de ise yaklasik 40 kDa oldugu
belirlenmistir [83]. Erwinia’den elde edilen saf enzimin spesifik aktivitesinin yaklasik
300-400 pmol S—P/mg protein ve Km degerinin 1.10” mol/L oldugu da saptanmustir
[84]. Farkli bakterilerden elde edilmis L-asparaginazlar ve onlarin kimyasal
karakterizasyonu konusunda ¢ok az calismaya rastlanmistir. Bu yondeki bir ¢caligmada
L-asparaginaz termofilik bir bakteri olan Thermus thermophilus’dan saflastirilarak
karakterize edilmistir [85]. Bu enzim yaklasik 200 kDa molekiiler agirliga sahip bir
hekzamer olup, optimum pH’s1 9.2 ve Km degerinin ise 2.8 mM oldugu saptanmistir.
Benzer sekilde termostabil 6zelligi sayesinde bu enzimin 77 °C’de bile lineer bir kinetik
aktivite sergileyebildigi saptanmistir.

L-asparaginazin klinik uygulamalar1 ile ilgili birgok ¢aligma mevcuttur. Enzimin
yarilanma Omriiniin tespitine yonelik bir ¢alismada intramuskular enjeksiyon sonrasi
dogal E.coli asparaginazi i¢in yar1 dmiir 1.24 giin, intraven6z uygulama i¢in de bu deger

2.9 saat olarak rapor edilmistir [35].
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Yetiskin kanser hastalarina intramuskular olarak 10.000 U/m? olarak uygulanan
E.coli asparaginazinin plazmada sadece 14-24. saatler arasinda takip edebildigi ve bu
stirecteki enzim aktivitesinin pik degerinin 1.12 U/mL oldugu belirlenmistir. Ayni dozu
intravendz olarak uyguladiklarinda ise 4 kat daha yiiksek aktivite saptanmistir [86].
Bununla beraber enzim klinik uygulamalarinda yiliksek oranda immiinolojik reaksiyon
sergiledigi goriilmiistiir. Bu immiinolojik reaksiyonlar1 azaltma ¢aligmalarinda, PEG ile
enzimin ¢apraz baglanmis formunun enzimin aktivitesini degistirmeden immiinolojik
reaksiyonlart ortadan kaldirdigi saptanmistir [87]. Bu yondeki g¢alismalardan bir
baskasinda ise enzimin dekstrana konjuge edilmis formunun yiiksek stabiliteye sahip
olmakla birlikte PEG-asparaginaz formuna goére immiinolojik reaksiyonlar1 ortadan
kaldirmakta daha az etkili oldugu da rapor edilmistir [88]. I[n vitro hayvan
calismalarinda PEG ile enzimin modifikasyonu sonucu yarilanma émriiniin yaklasik 10-
20 kat arasinda arttig1 belirlenmistir [89].

Enzimin tiretiminin karbon katabolit baskilama, azot ve oksijenle yiiksek oranda
regiile olmasi enzimin {retiminde bu 0&zelliklerin arastirilmasinin 6nemini ortaya
koymustur. Bu yondeki ¢aligmalarda farkli bakterilerde ve hatta ayni bakterinin degisik
suslarinda bile farkli sonuglar elde edilmistir [90-93]. Glukoz bu enzimin {iretiminde en
yaygin kullanilan karbon kaynagi olarak bildirilmesine ragmen yapilan c¢aligmalarin
bazilarinda glukozun enzimin sentezini 6nemli Olclide baskiladigi rapor edilmistir.
Glukoz, Serratia marscences, E. coli ve P. vulgaris gibi bakterilerde enzimin sentezini
baskilarken, Serratia marscences’in kullanildigi baska bir ¢aligmada ise artisa neden
oldugu rapor edilmistir [89, 90, 92, 94]. Glukozla L-asparaginaz iiretiminin represyonu
bakteriden bakteriye degismektedir. Bununla beraber glukozun bu baskilama etkisinin
temelinde belli konsantrasyonun {istiine c¢ikildiginda bu karbon kaynagmin bakteri
tarafindan kullanilmasi sonucu ortam asitliginin artmasi ve pH diismesinin yattig1 ileri
stiriilmektedir [90, 95]. Enzimin {iretimi {izerine ortamin pH’ simin etkisini igeren bir
calismada ise E. coli L-asparaginazinin diisiik ve yiiksek pH’larda {iretiminin diistigi
ve pH 7.5’de ise en yliksek enzim iiretimini gosterdigi saptanmustir [95].

Enterobacter cloacae’ da L-asparaginaz liretimin c¢alisildigi bir arastirmada ise
karbon kaynaklar1 arasinda maltoz ve galaktoz’un yiiksek enzim aktivitesine neden
olurken sorboz ve laktoz’un ise diisiik enzim iiretimine yol agtig1 saptanmistir [26]. Bu
calismada azot kaynaklar icinde, L-asparaginin yliksek enzim iiretimine neden olurken

amonyum igeren bilesiklerin enzim iiretimini belli 6l¢iide baskiladig1 ortaya konmustur.
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Baska bir ¢alismada ise Enterobacter aerogenes’de L-asparaginaz iiretimi i¢in karbon
ve azot kaynagi olarak uygun ortamin % 1°lik sodyum sitrat ve % 0.16’lik amonyum
hidrojen fosfat oldugu rapor edilmistir [92]. Bu bulgulardan ortaya ¢ikan sonug,
bakteriler i¢in alternatif karbon ve azot kaynaklarinin arastirilmasi ve her bakteri igin
kritik oksijen konsantrasyonlarinin saptanmasi bu enzimin ticari 6lgeklerde iiretimi igin
bir gerekliliktir.

Vitreoscilla hemoglobini (VHDb) tasiyan rekombinant bakterilerin yaklagik 10 kat
daha fazla oksijen alimi yaptiklar1 gosterilmistir [96, 97]. VHDb geni (vgb) E. coli [98],
Enterobacter aerogenes [99], Saccharomyces tirleri [100] gibi bakterilere aktarilarak
VHb’nin bu organizmalarin fizyolojik ve metabolik aktiviteleri {izerine etkileri
arastirilmistir. VHb ekspresyonu yapan bakterilerin genel olarak daha iyi ¢ogaldiklari,
daha iyi metabolit iirettikleri gozlenmistir. Ayrica, VHD igeren bakterilerin kontrollerine
gore daha yiiksek bir ATP diizeyine sahip olduklari belirlenmistir Bu da bakterilere,
ortamdaki besin maddelerini daha yiiksek oranda okside etme olanagi saglamaktadir
[101]. L-asparaginazin sentezi {izerine oksijenin etkisi konusunda farkli bakteri tiirleri
icin farkli sonuglar rapor edilmistir. VHb eksprasyonunun Enterobacter aerogenes’de
L-asparaginaz sentezini onemli derecede inhibe ettii goriilmiistiir. Ozellikle farkli
havalandirma/galkalama kosullarinda LB ortaminda {iretilen Ea[pUC8:15] susu, Ea ve
Ea[pUC&] suslarindan birkag kattan 100 kata kadar daha diisiik L-asparaginaz aktivitesi
sergiledigi saptanmistir. Ayn1 ¢aligmada Ea ve Ea [pUCS] suslarinda hem oksijenli hem
de oksijensiz kosullar altinda benzer seviyede L-asparaginaz aktivitesi gozlenmistir
[90]. VHb’nin yukarida bahsettigimiz 06zelliklerinden dolayi, bu proteini tasiyan
hiicrelerin L-asparaginaz gibi oksijenle regiile olan ve karbon katabolit represyon
gosteren bir enzimin tiretiminde karbon ve azot kaynaklarini nasil etkileyecegi konusu
onemli bulgular ortaya koyabilir.

Bu c¢alisma L-asparaginaz enzimi {izerine olup temel olarak iki kisim
icermektedir. Birinci kisim etkili bir oksijen alim sistemi olan Vitreoscilla hemoglobinin
(VHb/vgb) bulundugu Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia
coli bakterilerinde L-asparaginaz iiretiminin farkli karbon ve azot kaynaklari ile
regiilasyonu, ikinci kisim ise enzimin Enterobacter aerogenes 'den kismi saflastirilmasi,

kimyasal karakterizasyonu ve in vitro uygulamasidir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calismada Kullamilan Kimyasallar

Bu c¢alismada kullanilan kimyasallar L-asparagin, L-glutamin, DEAE-sephadex,
trikloroasetik asit, amonyum siilfat, hekzan, Tris-HCI, potasyum fosfat (KPi), Nessler
ayiraclt kimyasallar1 (Hgl,, KI, NaOH) analitik saflik derecesinde olup Sigma
sitketinden saglanmistir. Diger kimyasallar ve besiyeri hazirlamasinda kullanilan

kimyasallar da ayn1 firmadan saglanmislardir.

3.2. Nessler Aymracinin Hazirlanmasi

Nessler ayiract ¢ozelti A ve c¢ozelti B adi verilen iki ¢dzeltinin karigimindan
olusmaktadir [102].

A Cozeltisi: 35g KI + 50g Hgl, alinarak toplam hacim 200 mL olacak sekilde distile
su i¢in de ¢Ozilinerek hazirlandi.

B Cozeltisi: 50g NaOH alinarak toplam hacim 250 mL olacak sekilde distile su i¢in de
¢Oziinerek hazirlandi.

Nessler ayiract sogutulmus A ve B ¢ozeltilerinden B ¢ozeltisinin A’ya eklenmesi ile
hazirlanir. Bu karigim karanlikta muhafaza edilmis ve en az bir hafta presipitasyon igin

bekletildikten sonra {istte kalan berrak kisim kullanilmistir.

3.3. Cahsmada Kullanilan Bakteriler

Calismada Gram-negatif bakteriler olan Enterobacter aerogenes (NRRL B-427),
Escherichia coli (NRRL JM 103) ve Pseodomonas aeruginosa (NRRL B-771) ve bu
bakterilerin Vitreoscilla hemoglobini klonlanmis rekombinant suslar1 kullanilmistir. E.
aerogenes, E. coli ve P. aeruginosa Amerikan Tarim Bakanhigr Kiiltiir

Kolleksiyonundan (USDA Culture Collection, Peoria, Illinois, USA) elde edilmislerdir.

E. aerogenes ve onun vgh- ve vgb™ rekombinantlar1 sirasiyla “Ea”, “Ea[pUC8]” ve
“Ea[pUC8:15]” olarak isimlendirilmistir. £. Coli ve onun vgb- ve vgb+ rekombinantlari

ise sirasiyla “JIM103” “MKS57” ve “MK79” olarak adlandirilmistir. P. aeruginosa “Pa”

ve onun “PaJC” olarak adlandirilan vgh™ susu ise Illinois Institute of Technology, Chicago

(USA)’dan saglanmustir [103].
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3.4. Bakterilerin Uretilmesi ve Stok Kiiltiirler

Calismada kullanilan bakterilerin uzun siireli stoklar1 % 20 gliserol (v/v) iceren sivi
Luria-Bertani (LB) besi ortami i¢inde hazirlanmistir. Bunun i¢in konakg1 bakteriler (E.
aerogenes, E. coli ve P. aeruginosa) sivi LB, bunlarin rekombinantlar1 olan Ea[pUC8],
Ea[pUCS8:15], MKS57 ve MK79 100 pg/mL amfisilin ve PaJC ise 500 pg/mL
kloramfenikol igeren LB ortamuna ekim yapilmis ve gece boyu 37 °C, calkalamali
kosullarda (200-rpm) inkiibe edilmislerdir. Bu kiiltiirlerden 1 mL alinarak ependorf
tiiplerine transfer edilmis ve 10,000-rpm’de 5 dk. oda sicakliginda santrifiij edilerek
pelletlere 800 ul LB ve 200 ul gliserol eklenerek hafifce vortekslenmistir. Hazirlanmig
olan bu hiicre siispansiyonlari -20 °C’de muhafaza edilmislerdir. Bu tiir bir hiicre
stogunda hiicrelerin 1 yildan fazla bir siire canliliklarin1 koruduklar tesbit edilmistir.
Ancak, calismada kullanilan bakteriler bu stok kiiltiirlerden degil, LB ve rekombinantlar
icin LB + antibiyotik iceren agar plakalar lizerine ekilmis, +4 °C’deki ve 1 ay1

ge¢meyen kolonilerden taze pasajlar alinarak yapilmistir.

3.5. Kullanilan Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi

Calismanin enzim iiretimi ile ilgili kisimlarinda ise smirli bir besin degeri olan yari
sentetik MMY (pH 7.0) besi ortami kullanilmis ve igerigi ¢izelge 3.1°de verilmistir.
Besi ortamlar1 125 mL hacimlik erlenlerde 20 mL besi ortam1 olacak sekilde 20 dakika
stiresince otoklavda 120°C’de 1 atm basingta otoklavlanmistir. Kullanilan karbon ve
azot kaynaklar1 stok c¢ozeltiler olarak hazirlanip benzer sekilde otoklav edilmistir.
Karbon ve azot kaynaklarinin bu stok ¢ozeltileri belli dereceye kadar sogutulmus (<50
°C) besi ortamina, otoklavdan sonra uygun son konsantrasyonu saglayacak miktarlarda
ilave edilmistir.

Yine c¢aligmada temel besi yeri olarak zengin bir besi ortami olan LB (pH 7.0)

kullanilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.1. Yar Sentetik (MMY) Besi Yerinin icerigi (g L)

MgS0.4.7H,0 0.5
FeS0O4.7H,0O 0.01
KCI 0.5
K,HPO,4 1.0
Yeast ekstrat 0.5

Cizelge 3.2. Luria-Bertani (LB) Besi Yerinin Icerigi (g L™

NaCl 10
Pepton 10
Yeast ekstrat 5

3.6. L-Asparaginaz Sentezi I¢in Bakteri Kiiltiirleri

20 mL LB igeren 125 mL’lik erlenlere pasajlardan bir koloninin bir kismi1 alinarak ekim
yapilmis ve gece boyunca calkalamali kosullarda (200-rpm) 37 °C’de inkiibe edilerek
gece kiiltiirleri hazirlanmistir. Bu kiiltiirlerinden yeni besi ortamlarma 1/100 inokulum
transfer edilerek, enzim sentezi ¢alismasi icin 24 saat inkiibasyona (200-rpm, 37 OC)
birakilmiglardir. Yar1 sentetik besi ortamina da (MMY) ayn1 sekilde gece kiiltiirlerinden
ekim yapilmistir. Karbon kaynaklar1 (glukoz, fruktoz, sukroz, laktoz ve gliserol) MMY
ortamina son konsantrasyon % 0.1 olacak sekilde ilave edilmislerdir. Azot kaynaklari
olarak L-asparagin (Asn), L-glutamin (Gln), lire ve sodyum nitrit (nitrit) % 0.15

konsantrasyonlarda ortama eklenmistir.

3.7. Kiiltiirlerin Toplam Kiitle (ODgo9) Degerlerinin Belirlenmesi
Hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalma belirteci olarak toplam biyokiitleyi gosteren ve bunu

ortamin tiirbiditesi ile iligkilendiren spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Bunun igin

kiiltiirlerin optik dansiteleri 600 nm dalga boyunda 24 saat sonunda belirlenmistir.
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3.8. Periplazmik L-Asparaginaz’in Sahmm I¢in Potasyum Fosfat-Hekzan Sulu

Faz Sistemi ile Membran Permeabilizasyonu

Tarafimizdan gelistirilen bir metotla hiicreler permeabilize edilerek, ortama salinan L-
asparaginaz aktivitesi Ol¢lilmiistiir [104]. Kisaca 6zetlenirse; L-asparaginaz iiretimi i¢in
kiiltiirii yapilan hiicreler, oda sicakliginda santrifiigasyon (10,000 rpm ve 10 dk.)
araciligiyla ¢oktiiriiliip, pelletler 0.05 M potasyum fosfat (KPi) tamponu (pH 8.6) ile bir
kez yikanmis ve % 1 hekzan igeren aymi tamponda, A, ,= 5.0 olacak sekilde ayarlanip
yeniden siispanse edilmistir. Bu siispansiyon oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona
birakilmis ve her 5 dakikada bir ¢alkalanmistir. Siire bitiminde tiipler agz1 acik bir
sekilde 5 dakika evapore edilerek hekzanin ortamdan uzaklasmasi saglanmistir. Daha

sonra agagidaki prosediire gore L-asparaginaz aktivitesi belirlenmistir.

3.9. L-Asparaginaz Aktivitesinin Olciimii

L-asparaginaz aktivitesi, bu enzim tarafindan L-asparaginin aspartik asite ve amonyaga
yikilmasindan agiga ¢ikan amonyagin Olciilmesi esasina dayanan ve yaygin olarak
kullanilan Nessler reaksiyonu (neslerizasyon) [102] ile belirlenmistir. Toplam 1 mL
olan reaksiyon karisimi 0.9 mL 0.05 M Tris-HCI (pH 8.6) iginde taze hazirlanmig 0.01
M L-asparagin ve 0.1 mL hiicre ekstrakti (veya permeabilze edilmis hiicre)
icermektedir. Her bir 6rnek ic¢in hazirlanmig olan paralel korlere ekstrakt konulmadan
once 0.1 mL 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) ilave edilmistir. Reaksiyon karigimi
37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra Ornek tiiplerindeki reaksiyonu
durdurmak i¢in 0.1 mL 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) konulmustur. Daha sonra
reaksiyon karigimi 10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek 0.5 mL siipernatant 1.75
mL distile su igeren tiiplere transfer edilmistir. Bu karigima 0.25 mL Nessler ayiraci
eklenerek tiipler vortekslenmis, 10 dakika oda sicakliginda tutulmus ve Aygy degerleri
korlerine karsi okunmustur. Bir L-asparaginaz tinitesi (U), 37°C’de 1 dakikada 1 pmol
amonyak agiga c¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmustir. Orneklerdeki amonyak
konsantrasyonu, daha dnce amonyum siilfatla hazirlanmis olan standart egri yardimu ile
hesaplanmistir. Bu metodla en diisiik belirleme konsantrasyonunun 10 uM amonyak
oldugu belirlenmistir. Total protein ise bovin serum albumininin (BSA) standart olarak

kullanildig1 Lowry (1951) metoduna gore yapilmistir [105].
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3.10. E. aerogenes’den L-Asparaginazin Kismi Saflastirilmasi

L-asparaginazin kismi saflagtirllmasinda amaca uygun olarak literatlir bilgilerinden
yararlanip bir saflastirma yontemi gelistirilmistir. Bu yontem temelde amonyum siilfat

coktiirmesi ve iyon-degisim kromotografisini igermektedir.

3.10.1. Homojenat hazirlanmasi

2 litre LB ortaminda 24 saat boyunca inkiibe edilen Enterobacter aerogenes, 10,000 g’
de 10 dakika santrifiijlenerek ¢oktiirilmiis ve siipernatant atilmistir. Hiicre peleti 3 g/mL
olacak sekilde % 0.02 merkaptoetanol iceren 50 mM fosfat tamponu (pH 8.5) ile
siispanse edilmistir. Sonikasyon isleminde hiicreyi tamamen par¢alamadan daha ¢ok
periplazmik L-asparaginazin salimimini saglayan bir sonikasyon siiresi i¢in On
denemeler yapilmistir. On denemeler sonunda 4x15 sn’lik bir sonikasyon uygulanmasi
sonrasi hiicreler 10,000 g’de 30 dk. santrifiij edilerek hiicre artiklar1 uzaklagtirilmis ve
bundan sonraki iglemlerde gerekli yedeklemeler yapilarak burada elde edilen

siipernatantlar kullanilmistir.

3.10.2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde 25 mL homojenat kullanilmistir. {1k adim olarak % 45
amonyum siilfat ¢oktiirmesi icin standart tablodan belirlenen 6.550 g kati amonyum
stilfat, enzim ¢ozeltisine kopiirmeyi dolayisi ile denatiirasyonu en aza indirgemek icin
+4 °C’de yavas yavas ilave edilmistir. Coken proteinlerin uzaklastirilmasi igin 10,000
g’de 30 dakika santrifiij edildi. Pellet atildiktan sonra ikinci adim olarak st faza % 85
doygunlukta ¢oktliirme uygulanmistir. Bunun i¢in standart tablodan belirlenen 6.670 g
amonyum siilfat alinip tekrar ayni sekilde karistirilarak ilave edilmistir. Bu asama
sonrasinda ¢oktiiriilen enzim 10,000 g’de 30 dakika santrifiijlenerek ayrilmig ve pellet
15 mL % 0.02 merkaptoetanol igeren 50 mM fosfat tamponu (pH 8.5) ile siispanse

edilmistir.
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3.10.3. Diyaliz

Amonyum siilfat ilavesi ile ¢oktiirme sonrasi tuzlarin uzaklastirilmasi amaciyla diyaliz
islemi uygulanmistir. Bu amagcla kullanilan diyaliz torbasi (Sigma-D9527, Por
blyiikliigii: 12,000 Da) asagidaki sekilde hazirlanmstir:

> 1dk. 80 °C’ de % 0.3’ likk Na,SOjs i¢inde bekletildi,

» 2dk. % 0.2” lik H,SO4 i¢inde bekletildi,

» Asidin uzaklastirilmasi i¢in 60 °C” deki saf su ile yikandi.

Bu sekilde hazirlanmis olan diyaliz torbasi daha sonra diyaliz islemlerinde kullanilmak
icin saf suda saklanmistir. Hazirlanan diyaliz torbasina konan enzim ¢ozeltisi, % 0.02
merkaptoetanol iceren 50 mM fosfat tamponuna (pH 8.5) kars1 24 saat siireyle diyalize
tabi tutularak enzimin rejenerasyonu saglanmistir [66]. Diyaliz esnasinda tampon
cozelti iki kez degistirilmis ve bunun sonucunda diyaliz sonrasi enzim ¢ozeltisine

amonyum testi yapilarak tuz iyonlarinin uzaklastirildig1 saptanmustir.

3.10.4. DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisinin uygulanisi

Kolon olarak XK 20x2.6 cm (Biochem) kolonu ve kolon dolgu maddesi olarak ise

DEAE-Sephadex (Sigma A50120, Tanecik biiytikligt: 40-125 um, Por biyiikliigii: 200

kDa) kullanilmistir [72]. Kolonun hazirlanmasi ve 6rnegin uygulanmasinda asagidaki

islem basamaklar1 izlenmistir:

» 66 mL olan kolon hacmi i¢in 4 gr DEAE-Sephadex tartilmus,

» Aktif gruplariin ortaya c¢ikarilmasi i¢in 1 gr kolon dolgu maddesine karsilik 15-20
mL 0.1 N HCI alinarak 30 dk. karistirilmustir.

» Ayniislemler bir kez de 0.1 N’lik NaOH ile tekrarlanmustir.

» Matriks, sismesi i¢in 1 giin boyunca 50 mM’lik fosfat tamponunda (pH 8.5)
birakilmistir.

» Daha sonra kolona doldurulup siirekli tampon ¢ozelti gegirilerek kolonun
dengelenmesi ve hava kabarcig1 kalmayacak sekilde paketlenmesi saglanmistir. Bu
esnada 280 nm’de protein taramasi yapilip absorbans minimum dereceye gelene
kadar tamponla yikamaya devam edilmistir.

» Kolon akig hiz1 0.5 mL/dk. olarak ayarlandiktan sonra 10 mL enzim ¢&zeltisi kolona

uygulanmis ve kolon hacmi kadar ayni tampon ¢dzeltiden uygulanmustir.
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» Elisyon islemi ise 50 mM ile 0.5 M arasindaki fosfat tamponu (pH 8.5) ile
gergeklestirilmistir. Eliisyonlar 1.5 mL’lik fraksiyonlar halinde toplanip 280 nm’de
absorbans taramasi ve ayrica enzim aktivitesi tayin islemleri ger¢eklestirilmistir.

» Enzim aktivitesi goriilen fraksiyonlar birlestirilerek enzim havuzu olusturulmus ve

bundan sonraki tiim islemler bu havuzdaki enzim kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.11. Saflastirilan Enzimin Karaterizasyonu

3.11.1. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Enzimin safligt ve molekiill agirhigimin belirlenmesi SDS-PAGE, Laemmli [73]

yontemine gore gerceklestirilmistir.

Ayiwrma Jeli (pH 8.8), 7.5 mL

Jelin % ’si % 12.5
Akrilamid:bisakrilamid (% w/v 30: 0.8) 3.1 mL
1.0M Tris-base pH 8.8 3 mL
20% SDS 50 wl
Distile H,O 1.28 mL

Yukaridaki oranlar yaklagik 7.5 mL toplam hacimli mini jele gore verilmistir. Jelin
polimerizasyonu i¢in, bu karisima % 10’luk taze hazirlanmig amonyum persiilfat
(APS)’tan 50 ul ve TEMED’den 10 ul eklendikten sonra jel dokiimii yapilmistir. Jelin
tizerindeki hava kabarciklarini yok etmek ve daha diizgiin yilizey elde etmek i¢in jelin
iist kismina distile su ilave edilmis ve 15 dakika bekledikten sonra distile su jel ters
cevrilerek uzaklastirilmistir. Jel kalibinin en st kismina asagidaki oranlarda

hazirlanmis sikistirma jeli dokiilmiistiir.
Sikistirma jeli (pH 6.8), 5 mL

% 12.5’luk olarak hazirlanan ayirma jeli igin % 6°lik sikistirma jelinin hazirlanisi:

Sikistirma jelinin % ’si % 6
Akrilamid:bisakrilamid (% w/v 30: 0.8) 1 mL
1.0 M Tris-base pH 8.8 630 ul
% 20 SDS 25 ul
Distile H,O 3.29 mL
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Jelin polimerizasyonu i¢in, bu karisima % 10’luk taze hazirlanmis amonyum persulfat

(APS)’tan 40 pl ve TEMED’den 10 pl eklenip, sikistirma jeli tarakla kapatilmis mini

tanka uygulanmistir.

Orneklerinin hazirlanmasi ve yiiriitiilmesi

Ornekler 1X Laemmli boyas1 olarak isimlendiren yiikleme tamponunda hazirlanmis ve
15-20 pg/mL protein igeren Orneklere iki kat (v/v) 1X Laemmli boyasi eklenip 3 dk.
kaynatildiktan sonra her jel kuyucuguna 50 mL hazirlanmis bu orneklerden
uygulanmistir. Jeller 150 volt, 30 mA’de 3 saat kadar elektroforetik yiiriimeye tabi
tutulmustur. Jel boyamasi, Coomassie brillant blue igeren bir ¢ozeltide (1.8 g Blue-
R250: 450 mL metanol: 90 mL glasiyel asetik asit 1 litreye distile suyla tamamlanir) 20
dakika kadar bekletilerek yapilmis ve fazla boyanin jelden uzaklastirilmasi i¢in jeller 20
dakika-1 saat jel yikama ¢ozeltisinde (400 mL metanol: 100 mL glasiyel asetik asit 1
litreye distile suyla tamamlanir) bekletilmistir. Gerek duyulmast halinde jellerin daha
acilmasi icin bu yikama islemi yikama ¢ozeltisi degistirilerek birkag kez tekrarlanmustir.
Ornek yiikleme tamponu (Laemmli yiikleme boyast), 3X stok

2.4 mL 1M Tris-base pH 6.8

3 mL 20% SDS

3 mL Gliserol (% 100)

1.6 mL beta-merkaptoetanol

0.006 g Bromophenol blue

4°C’de muhafaza edildi.

Jel yiiriitme tamponu (Laemmli tamponu), 10X stok

30.3 g Tris-base

Glisin 144 g

SDS 10 g

Distile H,O ile 1 litreye tamamlandi.
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3.11.2. Enzimin optimum pH’sinin belirlenmesi

Kismi saflagtirilmis L-asparaginaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerini
saptamak amaciyla pH 5.0-7.5 araliginda 50 mM fosfat tamponu, pH 8-9.5 araliginda
ise 50 mM Tris-HCI tamponu kullanildi. Her bir pH’daki tampon ¢ozeltiyle 10 mM L-
asparagin c¢ozeltisi hazirlandi ve bunlar kullanilarak enzim aktivitesi Ol¢timleri
gerceklestirildi. Islemler sonucunda enzim aktivitesinin maksimum oldugu pH degeri

saptandi.

3.11.3. Enzimin maksimum ve optimum sicakliginin belirlenmesi

L-asparaginazin maksimum ve optimum aktivite ile ¢calisacagi sicakliklarin belirlenmesi
icin enzim aktivitesi ayr1 ayri olarak 10, 20, 30, 37, 40, 50, 60 ve 70 °C’de dlgtilmistiir.
Enzim aktivitesinin belirlenmesinde 50 mM ve pH 8.5 fosfat tamponu kullanildi. Enzim
aktivitesinde kullanilacak L-asparagin ¢ozeltisi fosfat tamponunda 10 mM olacak
sekilde hazirlandu.

Enzimin maksimum aktivite sicakliginin belirlenmesi esnasinda, saflagtirilmig enzim ve
substrat ¢6zeltisi reaksiyon baslamadan Once enzimin aktivitesinin belirlenecegi
sicaklikta 10 dk. bekletilerek enzim aktivitesinin Olciilecegi sicakliga gelmeleri
saglandi. Daha sonra reaksiyon baslatilarak enzim aktivitesi o sicaklikta belirlendi.
Enzimin optimum aktivite sicakliginin belirlenmesinde ise enzim ve substrat ¢ozeltisi
reaksiyon baglatilmadan once enzim aktivitesinin belirlenecegi sicaklikta 30 dk.
bekletildikten sonra enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in reaksiyon baslatildi. Buradaki
amag¢ enzimin yapisinda aktivite 6l¢limii esnasinda bir bozunma olmadan en yiiksek

aktivite gosterdigi sicaklik olan optimum sicakligi bulmaktir.

3.11.4. Enzimin depo kararhhg:

Depo kararliligi, -20 °C ve +4 °C’de bekletilen enzimin belli zaman araliklari ile enzim
aktivitesinin O6l¢iilmesi ile belirlendi. -20 °C’de enzim donacagi ve farkli siirelerde
enzim aktivitesine bakilacagi i¢in her bir enzim aktivitesi i¢in bir kez dondurulmus ve
¢cozlilmils enzim Ornegi kullanilarak yapilmasina dikkat edildi. 50 mM fosfat
tamponunda (pH 8.5) hazirlanmis 10 mM L-asparagin ¢ozeltisi enzim aktivitesinde

kullanildi. Belirli zaman araliklarinda -20 ve +4 °C’ de bekletilen enzim Ornegi

37



kullanilarak aktivite Ol¢iimii yapildi ve bu zaman araliklarinda enzim aktivitesinin

baslangigtaki aktiviteye gore ne kadar degistigi saptandu.

3.11.5. Enzimin Vmax ve Km degerlerinin belirlenmesi

Saflastirilan enzimin maksimum hizin1 (Vmax) ve hiz sabiti (Km)’yi belirlemek i¢in
literatiirde bu enzim i¢in bildirilmis olan Km degerlerine dayanilarak calisilacak
substrat konsantrasyon araliklari1 belirlenmistir. Genel olarak bu amag i¢in 0.1-10 mM
L-asparagin kullanildi. Degisen substrat konsantrasyonlarina karsi enzimin verdigi tepki
(aktivite) dnce Michealis-Menten kinetik bagintist ile iligskilendirilmis ve daha sonra
substrat konsantrasyonuna paralel olarak enzim aktivitesinin lineer degisim profili i¢in
kullanilan Linewear-Burk egrisi yardimi ile enzimin Km ve Vmax degerleri daha kesin

olarak belirlenmistir.

3.12. L- Asparaginazin Kandaki Kararhhg

Kismi saflastirilmasit  yapilan enzimin canli hayvanlar iizerindeki etkisinin
saptanmasinin kabul edilebilir bir uygulama olmamasi sebebiyle, enzimin dolagimdaki
proteazlara ve diger faktorlere karsi direncliligi i¢in siganlardan kan alinarak enzimin
boyle bir sistemdeki kararliligi arastirilmustir. /n vivo sistemi simiile eden bdyle bir
diizenek enzimin terapdtik yonii hakkinda tam bir bilgi saglamasa da, onun
farmakokinetigi ve kararliligr icin onemlidir. Asagidaki sekilde gergeklestirilen bu
islemde enzimin aktivitesindeki degisim 24 saat boyunca takip edilmistir.

» Wistar Albino tiirii rattan heparinli tiiplere kan 6rnegi alindi,

8 adet ependorf tiipiine 600 pl kan ve 150 pl enzim eklenip karistirildi,

Karisim ¢alkalamali etiivde 37 °C’ de belirlenen siirelerde bekletildi,

Siireler 0, 10, 30 dk. ve 1, 2, 4, 8, 24. saat olarak gerceklestirildi,

Siire bitiminde ependorf tiipleri 15,000 g’ de 10 dk. santrifiij edildi.

YV V V VYV V

Daha sonra siipernatant’tan 100 pl alinarak enzim aktivitesi tayini yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. L-Asparaginaz Uretiminde Karbon Kaynaklarimn Etkisi

4.1.1. E. aerogenes ve onun VHb- ve VHb+ rekombinantlarinda karbon

kaynaklarimin L-asparaginaz sentezi iizerine etkisi

Yari-sentetik (MMY) besi ortaminda iiretilen E. aerogenes ve onun VHb- ve VHb+
suslarinda L-asparaginaz sentezi iizerine glukoz, fruktoz, sukroz, laktoz ve gliserol’un

etkisi sekil 4.1°de 6zetlenmistir.

O Glukoz
16 - O Fruktoz
O Sukroz
144 = O Laktoz
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Sekil 4.1. E. aerogenes, Ea[pUCS8] ve Ea[pUC8:15]’1n farkli karbon kaynaklarinin
bulundugu MMY ortaminda L-asparaginaz enzim aktiviteleri. Her veri {i¢ bagimsiz
tekrarin ortalamasi olup, hata cubuklar standart hatalar1 (on-1) ifade etmektedir

Bu sonuglara gore laktoz disindaki tiim karbon kaynaklari vgh- ve vgb+
rekombinantlarinda yabanil tipe (konakg¢i hiicre) gore daha diisiik enzim aktivitesi
sergilemistir. Ozellikle glukoz yabanil tipte 13.744+0.21 U/mL enzim aktivitesine neden
olurken vgh- rekombinantinda 3.54+0.60 U/mL olup 3.8 kat ve vgb+ rekombinantinda

2.36+0.26 U/mL olup 5.8 kat diisilk enzim {iretimine neden olmustur. Buna ilaveten
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yabanil tip E.aerogenes’de glukoz ve gliserol sirasiyla 13.74+0.21 ve 9.35+0.80 U/mL
enzim aktivitesi ortaya cikarmis ve bu degerler li¢ sus icindeki en yiiksek enzim
degerleri olmustur. Buna karsin E. aerogenes’in vgb- ve vgb+ rekombinantlarinda
glukozun enzim iiretimini baskilama yoniinde bariz bir etkisi vardir. Bu etki gliserolde
goriilmemis olup hatta rekombinant suslar i¢inde en yiiksek enzim iiretimi degerleri
olan vgb- ve vgb+ rekombinantlarinda sirasiyla 6.09+0.1.01, 6.94+1.00 U/mL’ye
ulagilmistir. Diger karbon kaynaklarindan farkli olarak yabanil tipte diisiikk enzim
aktivitesine neden olan laktoz, rekombinant suslarda yiiksek enzim iiretimine yol
acmistir. Bu degerler E. aerogenes’da ve onun vgb- ve vgb+ rekombinantlarinda
sirastyla 2.41+£0.20, 4.05+0.68 ve 5.81+0.21 U/mL’dir. Diger karbon kaynaklarimiz
olan fruktoz ve sukrozda ise rekombinant suglar birbirine yakin olmakla birlikte F.
aerogenes’dan yaklasik 1.5 kat daha diisiik enzim {iretimi olusturmuslardir. Laktozu
ayr1 degerlendirip diger karbon kaynaklarinin olusturdugu aktivitelere baktigimizda
rekombinat suglarin E. aerogenes’de negatif bir baskilama olusturdugu ve VHb geninin

ise bu baskilama etkisine katkida bulundugunu sdyleyebiliriz.

4.1.2. P.aeruginosa ve onun VHb iceren susunda karbon kaynaklarimin

L-asparaginaz sentezi iizerine etkisi

Yari-sentetik (MMY) besi ortaminda iiretilen P. aeruginosa ve onun vgh geni iceren
rekombinant susunda (PaJC) L-asparaginaz sentezi iizerine glukoz, fruktoz, sukroz,
laktoz ve gliserol’un etkisi sekil 4.2°de verilmistir. Hem P. aeruginosa ve hem de
PaJC’de enzim iiretimi i¢in en iyi karbon kaynagi fruktoz olup sirasiyla 29.89+0.21 ve
26.07+2.40 U/mL oldugu belirlenmistir. Bu karbon kaynagina en yakin aktivite
gosteren diger kaynaklar ise P. aeruginosa’da gliserol, PaJC’de ise glukoz olmustur.
Ancak, fruktoz her iki bakteride de bu karbohidratlara (gliserol ve glukoz) gore yaklasik
2 kat daha fazla L-asparaginaz aktivitesi ortaya ¢ikmasini saglamistir. Buna kargin P.
aeruginosa ve PaJC’da fruktoza gore sukroz sirasiyla 4.1 ve 3, laktoz ise 4.9 ve 6.1 kat
daha diisiik enzim tretimine neden olmustur. Karbon kaynaklar1 P. aeruginosa ve
PaJC’de kendi aralarinda farkli aktiviteler sergilemelerine karsin her bir karbon kaynagi
iki sus arasinda kendi i¢inde L-asparaginaz aktivitesi bakimindan 6nemli bir degisim
gostermemistir. Bu ise bize VHb’nin P. aeruginosa’de L-aspariganaz aktivitesinde

olumlu ya da olumsuz 6nemli bir katkiya yol agmadigin1 gostermistir.
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Sekil 4.2. P. aeruginosa (Pa) ve vgb+ rekombinanti (PaJC)’in farkli karbon
kaynaklariin bulundugu MMY ortaminda L-asparaginaz enzim aktiviteleri. Her veri ii¢
bagimsiz tekrarin ortalamas: olup, hata c¢ubuklar1 standart hatalar1 (on-1) ifade
etmektedir.

4.1.3. E.coli ve onun VHb- ve VHb+ rekombinantlarinda karbon kaynaklarinin

L-asparaginaz sentezi iizerine etkisi

E. Coli (JM103) ve onun vgh- (MK57) ve vgh+ (MK79) rekombinantlarinda L-
asparaginaz iretimine glukoz, fruktoz, sukroz, laktoz ve gliserol’un etkisi sekil 4.3’de
verilmigtir. Yabanil tip JM103°de glukoz, 11.05+0.80 U/mL enzim iiretimine neden
olarak diger karbon kaynaklarindan yaklasik 2 kat yiiksek enzim salinimi olusturmustur.
Bununla beraber glukoz, E. Coli’nin (JM103) vgb- (MKS57) ve vgb+ (MK79)
rekombinantlarinda sirasiyla 7.7940.60 ve 4.11£0.20 U/mL enzim {iretimi olusturarak
bir baskilama sergilemistir. Diger karbon kaynaklarindan sukroz ve laktoz ise E. Coli’ye
gore vgb- (MKS57) rekombinantinda yaklasik olarak sirasiyla 3 ve 1.5 kat, vgb+ (MK79)
rekombinantlarinda ise yaklasik olarak sirasiyla 7 ve 2.5 kat yiiksek enzim {iretimine
neden olmustur. Bu sonuglar E. Coli’de VHb geni acisindan 6nemli bir pozitif
regiilasyon ortaya koymaktadir. Gliserolde ise E. Coli ve rekombinantlarinda enzim
aktivitesi agisinda onemli degisimler gozlenmemistir. Tiim bu sonuglar bize VHb nin
E.coli’de L-asparaginaz iiretiminde glukoz disinda diger karbon kaynaklarinda goriilen

bir pozitif regiilasyon ortaya koymustur.
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Sekil 4.3. E.coli (JM103), MK57 ve MK79’1n farkli karbon kaynaklarinin bulundugu
MMY ortaminda L-asparaginaz enzim aktiviteleri. Her veri li¢ bagimsiz tekrarin
ortalamasi olup, hata ¢ubuklar1 standart hatalar1 (on-1) ifade etmektedir.

4.2. L-Asparaginaz Uretimine Azot Kaynaklarimin EtKisi

4.2.1. E. aerogenes ve onun VHb- ve VHb+ rekombinantlarinda azot kaynaklarinin

L-asparaginaz sentezi iizerine etkisi

Yari-sentetik (MMY) besi ortaminda {iretilen E. aerogenes ve onun vgh+ ve vgb-
suslarinda L-asparaginaz sentezi iizerine asparagin, glutamin, lire ve soydum nitrit’in
etkisi sekil 4.4’de goriilmektedir. E. aerogenes’de glutamin ve nitrit benzer enzim
aktivite profili verirken, en yliksek enzim aktivitesinin iire ile oldugu saptanmistir. Bu
azot kaynag (iire), asparagine gore yaklasik 2.2 kat daha yiiksek enzim aktivitesi ortaya
koymustur. Ea[pUC8]’de ise asparagin, glutamin ve {ire birbirine yakin aktivite
gosterirken nitrit en iyi azot kaynagi olarak belirlenmis ve diger azot kaynaklarindan
yaklagitk 2 kat yiliksek enzim aktivitesi gostermistir. VHb ekspresyonu yapan
Ea[pUC8:15] susunda ise glutamin diger ii¢ azot kaynagindan yaklasik 3-4 kat ytiksek
olan 61.05£6.21 U/mL enzim aktivitesine neden olmustur. Ayrica vgh geni sadece
glutamin’de pozitif bir etki gostererek yabanil susa gore 2 kat yiliksek enzim aktivitesi

olustururken {ire ve nitrit ise negatif bir etki ortaya koymustur.
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Sekil 4.4. E. aerogenes, Ea[pUC8] ve Ea[pUCS8:15]'in farkli azot kaynaklarinin
bulundugu MMY ortaminda L-asparaginaz enzim aktiviteleri. Her veri {i¢ bagimsiz
tekrarin ortalamasi olup, hata cubuklar standart hatalar1 (on-1) ifade etmektedir

4.2.2. P.aeruginosa ve onun VHb geni iceren susunda azot kaynaklarimin

L-asparaginaz sentezi iizerine etKisi

Yari-sentetik (MMY) besi ortaminda iiretilen P.aeruginosa ve onun VHb geni igeren
suslarinda L-asparaginaz sentezi lizerine asparagin, glutamin, iire ve soydum nitrit’in
etkisi sekil 4.5’de verilmistir. P. aeruginosa i¢in kullanilan azot kaynaklar1 arasinda
enzim aktivitesinde Onemli bir fark (yaklasik 22-29 U/mL arasinda degisen)
gozlenmemistir. Ancak, P. aeruginosanin vgbh+ rekombinant susunda farkli azot
kaynaklar1 oldukg¢a farkli enzim aktivitelerinin ortaya ¢ikmasini saglamgtir. Ozellikle
glutamin ve nitritte sirasiyla 35.70+1.61 ve 37.11+12 U/mL olan enzim aktivitesine
ulagsarak diger azot kaynaklar1 olan asparagin ve iireye gore yaklasik 1.5 kat enzim
liretimini arttirmistir. Asparagin ve ire, P. aeruginosa ve vgb+ rekombinant susu
arasinda enzim aktivitesinde onemli bir fark ortaya ¢ikarmazken, glutamin ve nitrit,

vgb+ rekombinantinda pozitif bir etki géstermistir.
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Sekil 4.5. P. aeruginosa (Pa) ve vgb+ rekombinanti (PaJC)’in farkli azot kaynaklarinin
bulundugu MMY ortaminda L-asparaginaz enzim aktiviteleri. Her veri li¢ bagimsiz
tekrarin ortalamasi olup, hata cubuklar1 standart hatalar1 (on-1) ifade etmektedir.

4.2.3. E.coli ve onun VHb- ve VHb+ rekombinantlarinda azot kaynaklarinin

L-asparaginaz sentezi iizerine etkisi

E. coli (JM103) ve onun vgh- (MKS57) ve vgb+ (MK79) rekombinantlarinda L-
asparaginaz lretimine asparagin, glutamin, lire ve sodyum nitritin etkisi sekil 4.6’de
verilmigtir. Yabanil tip olan JM103°de en yiiksek enzim aktivitesi 21.39+3.41 U/mL
olarak tire ile kaydedilmistir. Bu azot kaynag1 asparagin ve nitritten 2 kat daha yiiksek
enzim aktivitesinin ortaya ¢ikmasini saglamistir. MK57°de ise en yiiksek L-asparaginaz
aktivitesi 25.50+2.40 U/mL ile yine iirede gozlenmis ve bu aktivite asparagin ve
glutaminden 2.5 kat, nitritten ise 1.5 kat daha yiiksek olarak kaydedilmistir. MK79’da
ise asparagin, iire ve nitrit birbirlerine yakin enzim aktivitelerinin (yaklagik 19-23 U/mL
arasinda degisen) ortaya ¢ikmasini saglarken, glutamin bu azot kaynaklarindan yaklasik
3 kat disik 6.65£1.40 U/mL olan enzim aktivitesi ortaya cikarmistir. E.coli ile
karsilastirildiklarinda vgb+ rekombinantinda asparagin ve nitritin enzim sentezi
lizerinde pozitif bir regiilasyon sagladigi goézlemlenmistir. Ure igin ise bdyle bir

durumun olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.6. JM103, MKS57 ve MK79’1n farkli azot kaynaklarinin bulundugu MMY
ortaminda L-asparaginaz enzim aktiviteleri. Her veri ii¢c bagimsiz tekrarin ortalamasi
olup, hata ¢ubuklar1 standart hatalar1 (on-1) ifade etmektedir.

4.3. E. aerogenes’den L-Asparaginaz’in Saflastirlma ve Karakterizasyon

Sonugclari

4.3.1. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

E. aerogenes’den L-asparaginazin saflastirilmasinda sonikasyon isleminden sonra
homojenat hazirlanmis ve ilk saflagtirma basamagi i¢in homojenata amonyum siilfat (%
45-85) ¢oktiirmesi uygulanmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasinda diyaliz islemi
gergeklestirilmis, enzim aktivite tayini ve protein Ol¢lim sonuclar1 ¢izelge 4.1°de
verilmistir. Bu basamak sonrasinda % 92.6 verimlilik (enzim eldesi) ve 2.16 kat

saflastirilma oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.1. E. aerogenes’den L-asparaginazin saflagtirilmasinda amonyum siilfat
coktiirmesi

Protein Top la}m Sp e§1ﬁk Saflastirma %
Saflastirma (mg/mL) aktivite Aktivite Katsavisi Verim
Basamaklari & (U/mL) (U/mg prot.) Y
Homojenat 63.3 1076.7 16.9 1 100
(NH4)2S04
(% 45-85) 27.2 997.4 36.6 2.16 92.6
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4.3.2. Iyon-degisim kromatografisi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz sonucu elde edilen enzim Ornegine DEAE-
Sephadex anyon degistiricinin kullanildigi iyon degisim kromatografisi uygulanmistir.
Eliisyonlardaki protein miktar1 1 absorbans degeri yaklasik 1 mg/mL protein kabul
edilerek 280 nm dalga boyunda belirlenmistir. Enzim aktivitesi 480 nm’de yukarida
materyal ve metod kisminda belirtilen sekilde gergeklestirilmistir. Eliisyonlarin 280 ve

480 nm’deki absorbans degerleri sekil. 4.7’de gosterilmistir.

0,8 —0— Absorbans —®— Aktivite

Absorbans (280nm)
Aktivite (480 nm)
=)

ES

=
\S)
I

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tiip Sayisi

Sekil 4.7. E. aerogenes’den L-asparaginaz saflagtirilmasinda iyon-degisim
kromatografisi sonrasi fraksiyonlara ait aktivite-absorbans grafigi.

Enzim aktivitesinin yiliksek kaydedildigi tlipler ( 10-22 ) enzim havuzu olusturulmak
icin birlestirilmis ve yapilan 6l¢iimler sonrasinda iyon-degisim kromatografisi sonrasi
L-asparaginaz enziminin baglangica gore yaklasik 15 kat saflasgtirildigl belirlenmistir

(Cizelge 4.2). Bu basamakta enzimin elde edilme verimi % 65.8 olarak kaydedilmistir.
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Cizelge 4.2. L-asparaginazin iyon-degisim kromatografisi sonrasi birlestirilmis
fraksiyonlara ait saflastirma sonuglari.

Toplam Spesifik

Saflagtirma Protein Ktivi tivi Saflagtirma %
Basamagi (mg/mL) aktivite Aktivite Katsayis1 Verim
(U/mL) (U/mg prot.)
Kolon
Kromatografisi 2.85 708.3 248.9 14.73 65.8

(DEAE-Sephadex)

4.3.3. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi

Saflagtirma islemleri sonrasi enzimin safliginin kontrolii ve molekiiler kiitlesinin
belirlenmesi i¢in kesikli SDS-PAGE uygulanmistir (Sekil 4.9). SDS-PAGE sonucu
standartlarin  Rf degerleri molekiil biiyiiklikleri bilinen proteinlere karsi

grafiklendirilmistir (Sekil 4.8).

v=-06753z+ 4511

seru alburin R =0,9949

4 T I T 1
1 0,3 0,6 0,9 1,2

Rf

Sekil 4.8. SDS-PAGE sonucu elde edilen standart grafik.

Standart grafikten yola cikilarak E. aerogenes’den saflastirilan L-asparaginazin alt
birimlerinin molekiiler kiitlesi bagil olarak ~36,500 Da saptanmistir. Literatiir
bilgilerine dayanarak homotetramer olan L-asparaginazin ~146,000 Da molekiil

kiitlesine sahip oldugunu ortaya ¢ikmaktadir.
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(A) (B)

Sekil 4.9. SDS-PAGE fotografi. (A) Kurutulmus jel, (B) Elektroforez sonrasi jel. (1-
Standartlar, 2-Sigma L-asparaginaz (E.coli), 3-DEAE-Sephadex, 4-Amonyum siilfat
coktiirmest).

4.3.4. Optimum ve maksimum sicakhigin belirlenmesi

E. aerogenes’den izole edilen ve kismi saflagtirilan L-asparaginaz enziminin belirli

sicakliklarda olctilen akivite degerleri ¢izelge 4.3’de ve sekil 4.10°de verilmistir.

Cizelge 4.3. E. aerogenes’den saflastirilan L-asparaginazin optimum ve maksimum
sicaklik degerleri.

Augo Enzim Aktivite % .
T CC) hacmi (ul) (U/mL) Aktivite

30dk. 10dk. 30 dk. 10 dk. 30 dk. 10 dk.
10 0,128 0.134 50 7253 7593 |12.99 8.70
20 0.325 0.343 50 184.16  194.37 | 32.99 = 2227
30 0.719 0.708 50 407.43  401.20 | 72.99 4597
37 0.897 0.805 50 508.30 ~ 456.17 | 91.07 = 52.27
40 0.985 0.830 50 558.16  470.33 | 100 53.90
45 0.842 0915 50 477.13  518.50 | 8548  59.42
50 0.809 1.180 50 458.43  668.67 | 82.13  76.62
60 0.689 1.540 50 390.44  872.67 | 69.95 100
70 0.502  1.242 50 284.46  702.67 | 50.96 = 80.52
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Sekil 4.10. E. aerogenes’den saflastirillan L-asparaginazin optimum ve maksimum
sicaklik grafigi.

Sekil 4.10°da goriildigii gibi enzim optimum aktivitesi 40 °C olarak tespit edilmistir.
Bununla beraber 37 ve 45 °C’de enzim aktivitesi optimum aktivitenin sirasi ile % 91 ve
85’1 kadar olmustur. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik ise 60 °C olarak

saptanmistir.

4.3.5. Optimum pH’1n belirlenmesi

E. aerogenes’den izole edilen ve kismi saflastirilan L-asparaginaz enziminin belirli

pH’larda 6lgiilen aktivite degerleri ¢izelge 4.4°de ve sekil 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.4. E. aerogenes 'den saflastirilan L-asparaginazin optimum pH sonuglari.

Enzim .. 0
pH Adso hacmi (ul) ?Llj(;glLt; Aktf)vite
5 0.558 50 316.20 7591
6 0.546 50 309.40 74.28
6.5 0.611 50 346.23 83.12
7 0.655 50 371.16 89.11
7.5 0.670 50 379.66 91.15
8 0.686 50 388.73 93.33
8.5 0.718 50 406.86 97.68
9 0.735 50 416.50 100
9.5 0.590 50 334.33 80.27
10 0.503 50 285.03 68.43
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Sekil 4.11. E. aerogenes'den saflastirilan L-asparaginazin optimum pH grafigi.

Bu tablo ve sekilden L- asparaginaz i¢in optimum pH’nin yaklasik 9 oldugu

goriilmektedir. Bu deger diger bakterilerden elde edilen L-asparaginazlar i¢in belirlenen

optimum pH degerleri ile uyumludur.

4.3.6. Depo kararhhg:

Belirli siire -20 °C ve +4 °C’de muhafaza edilen L-asparaginaz enziminin

aktivitesindeki degisim, belirli zaman araliklarinda aktivitenin tayini ile takip edilmistir.

Enzimin depo kararliligi ile ilgili sonuglar ¢izelge 4.5 ve sekil 4.12” de verilmistir.

Cizelge 4.5. E. aerogenes 'den saflagtirilan L-asparaginazin depo kararliligi sonuglari.

Enzim Aktivite
Siire Augo hacmi (U/mL) Aktivite
(gin) | +4 -20 (L) +4 -20 4 20
0 1.25 1.25 100 354.16 354.16 | 100 100
1 1.19 1.13 100 337.16 = 320.17 | 95.20 = 90.40
15 0.97 0.88 100 27483 24933 | 77.59 = 70.39
29 0.825 0.776 100 233775 = 219.86 | 65.98 @ 62.07
43 0.696  0.665 100 197.20 = 188.41 | 55.67 = 53.18
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Sekil 4.12. E. aerogenes’'den saflastirilan L-asparaginazin depo kararliliginin grafigi.

Enzimin yiiksek stabilitesi nedeniyle hem -20 hemde +4 °C’de uzun siire
saklanabilecegi goriildii. 43 giinliik siirede bile enzim her iki saklama kosulunda %

50’den daha fazla aktivite gosterebilmistir.

4.3.7. Kinetik verilerin saptanmasi

Saflagtirilan enzimin maksimum hizin1 (Vmax) ve substratina karst olan ilgisini
(Km)’yi belirlemek i¢in L-asparaginin 0.1-10 mM arasindaki konsantrasyonlarda
¢ozeltileri hazirlanarak aktivitesi tayin edilmistir. 1/V ve 1/S degerlerinden Linewear-
Burk egrisi ¢izilmis (Sekil 4.13), Km ve Vmax degerleri hesaplanarak cizelge 4.6’da

verilmistir.

Cizelge 4.6. E. aerogenes’den saflastirilan L-asparaginaz enzimini i¢in L-asparagin
substrati ile elde edilen Vmax ve Km sonuglari.

Substrat Vmax Km
U/dk. mM
L-asparagin 133.3 1.6
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Sekil 4.13. E. aerogenes’den saflastirilan L-asparaginaz enzimini i¢in L-asparagin
substrati ile elde edilen Lienewear-Burk grafigi.

44. E. aerogenes’den Saflastirllan L-Asparaginazin Kan Ortaminda

Aktivitesindeki Degisimin Sonuclari

E. aerogenes’den saflastirilan L-asparaginazin kan ortaminda aktivitesinin takibi i¢in

yapilan deney sonuglari ¢izelge 4.7 ve sekil 4.14°de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. E. aerogenes’den saflastirilan L-asparaginazin kan ortamindaki aktivite

sonugclari.

Siire A h Enz.lml Aktivite %
(saat) 450 aemi () | qmr) | Aktivite
0 0.183 100 51.85 55.96
0.17 0.201 100 56.95 61.46
0.5 0.223 100 63.18 68.19
1 0.297 100 84.15 90.82
2 0.327 100 92.65 100
4 0.286 100 81.03 87.46
8 0.238 100 67.43 72.78
24 0.224 100 63.46 68.50
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Sekil 4.14. E. aerogenes’den saflastirilan L-asparaginazin kan ortamindaki aktivite
grafigi.

Enzimin kan ortamina konmasiyla birlikte 2 saate kadar enzim aktivitesinde lineer bir
artis (R’=0.92) gostererek en yiiksek aktivite degerine ulagmustir. 24 saatin sonunda ise
enzim aktivitesi 30 dakikada ulastig1 adaptasyon siireci olarak tanimlayacagimiz diizeye

gelmistir. Bu sonuglar enzimin oldukga stabil oldugunun diger bir gostergesidir.
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5. TARTISMA VE SONUC

L-asparaginazin sentezi karbon katabolit represyon ve oksijenle regiile olmaktadir. Son
caligmalar, azot kaynaginin 6zelliginin de enzimin sentezinde kritik rol oynadigini
ortaya koymustur. Biitiin bunlar géz oniine alinarak bu ¢alismada ilk defa rekombinant
bir oksijen alim sistemi tasiyan bakterilerde farkli kiiltiir sartlar1 altinda enzim
sentezinin nasil etkilendigi arastirilmis, enzimin kimyasal karakterizasyonu yapilmstir.
Calismada Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli ve bu
ana konakg1 bakterilerin etkili bir oksijen alim sistemi olan Vitreoscilla hemoglobinin
geni (vgb) iceren rekombinantlar1 kullanilarak L-asparaginazin farkli karbon ve azot
kaynaklar1 igeren kiiltlir ortamlarindaki sentezi karsilagtirmali olarak arastirilmistir.
Ayrica, enzimin Enterobacter aerogenes’den kismi saflastirilmasi, karakterizasyonu ve
in vitro kan ortamindaki aktivite profili ¢alisilmistir. Mikroorganizmalarin besinsel ve
cevresel ihtiyaclarinin belirlenmesi biyoproses c¢alismalar1 i¢in en Onemli adimi
olusturur. Bir¢ok biyoproseste oldugu gibi L-asparaginaz iiretiminde besinsel acidan en
cok tercih edilen karbon kaynagi glukoz olmasina ragmen, bazi ¢aligmalar enzimin geni
tizerinde en yiiksek derecede karbon katabolit represyonun bu karbohidrat tarafindan
oldugunu gostermistir. Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda glukozun, ortam pH’sin1
diisiirerek enzimin {iretimini baskiladig: ile ilgili deliller mevcuttur [95]. Bu nedenle
enzimin daha etkin {iretimi i¢in glukoz alternatifi karbon kaynaklarinin ¢alisilmast bir
zorunluluktur.

Bu caligmada L-asparaginaz sentezleri ile bilinen {i¢ adet gram negatif bakteri
(Escherichia coli, Enterobacter aerogenes ve Pseudomonas aeruginosa) lizerinde
yapilan aragtirmalar gostermistir ki; enzimin tretimi her bakteride ve hatta onlarin
rekombinant suslarinda karbon kaynaklar1 bakimindan farkli regiile olmaktadir. FE.
aerogenes ve bu bakterinin vgb- (Ea[pUC8]) ve vgb+ (Ea[pUC8:15]) suslarinda yapilan
caligmalarda L-asparaginaz {iretimine karbon kaynaklarinin etkisinin VHb ekspresyonu
yapan susta oldukca farkli oldugu belirlenmistir. Laktozun disindaki tiim karbon
kaynaklarinda vgh+ rekombinanti yabanil tipe gore daha diisiik enzim aktivitesi
sergilemistir. Bu da VHb’nin E. aerogenes’de enzim iiretimini negatif etkiledigini
gostermektedir. Bu enzimin yiliksek oksijenli ortamlarda sentezinin olmadigi
bilinmektedir. VHb geninin E. aerogenes’de LB ortaminda L-asparaginaz sentezini
onemli derecede inhibe ettigi sonucu [90] bizim bulgularimizla 6rtiismektedir. Dolayisi

ile E. aerogenes gibi fakiiltatif aerob bir bakteriye onun daha iyi oksijen alimini
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saglayacak bir sistemin klonlanmasi ve bakterinin iyi bir havalandirma ortaminda
cogaltilmasi, sentezi diisiik seviyede kritik bir oksijen konsantrasyonu gerektiren bdyle
bir enzimin sentezinde dezavantaj saglayabilir. Bununla beraber L-asparaginazin
oksijenle regiilasyonu konusunda sebebi tam olarak agiklanamamis ve birbiri ile ¢elisen
sonuglar mevcuttur [90, 92]. Bu yondeki bir calismada, E. aerogenes’in yiiksek oksijen
varliginda L-asparaginaz sentezini arttirdigini rapor etmislerdir [92]. Buna ilaveten
yabanil tip E.aerogenes 'de glukoz ve gliserol en yliksek enzim salinimini saglamstir. E.
aerogenes nin vgb- ve vgb+ rekombinantlarinda, glukoz enzim tiretimini baskilarken
gliserol en yiiksek enzim iiretimine neden olmustur. Glukozun tersine laktoz iceren
ortamda VHb ekspresyonu yapan sus yabanil konakg¢iya gore daha yiliksek L-
asparaginaz aktivitesi gostermistir.

P. aeruginosa ve onun vgb tasiyan susu (PaJC) ile yapilan ¢aligmalarda karbon
kaynaklar1 arasinda fruktoz en yiiksek enzim iiretimini saglayan karbon kaynagi olarak
belirlenmistir. Fruktoz P. aeruginosa’da gliserole gore, PaJC’de glukoza gore sirasiyla
1.83 ve 1.63 kat daha fazla enzim {iretimine neden olmustur. Buna karsin P. aeruginosa
ve PaJC’da fruktoza gore sukroz sirasiyla 4.1 ve 3, laktoz ise 4.9 ve 6.1 kat daha diisiik
enzim Uretimi ger¢eklesmesini saglamistir. P. aeruginosa ve onun vgb tagiyan susu
(PaJC) ile elde edilen sonuglar E. aerogenes ve suslarinda elde edilenler ile tamamen
farkli bulunmustur. Ozellikle VHb’nin bu bakteride L-asparaginaz iiretimi iizerine
negatif bir etki gostermedigi, tam tersi olarak stimiile edici bir etki gosterdigi
saptanmistir. Bu sonu¢ genel olarak P. aeruginosa’da global regiilasyonun E.
aerogenes e gore farkli olmasi ile agiklanabilir. Gergekten de, E. aerogenes fermentatif
bir bakteri iken, P. aeruginosa zorunlu aerob bir bakteridir ve her iki bakteri de olduk¢a
farkl1 oksijen sartlarinda optimum ¢ogalma karakterine sahip olup metabolik akis
semalar1 da oldukea farklidir. Ornegin, E. aerogenes karbohidratli bir ortamda oksijen
seviyesi belli kritik bir noktanin altina distiigii zaman fermentatif akis semalarmi
devreye sokup, metabolize ettigi subtratlar1 6nemli oranda asetoin ve biitandiole
cevirirken, nispeten oksijenli bir ortamda karigik asit fermentasyonu yapar. F.
aerogenes’in asit lretimi zamanla pH degerinin baslangi¢ degeri olan 7.0-7.5’ten 4.5-
5.0 seviyelerine diismesini saglayabilir. Ancak, zorunlu bir aerob olan P. aeruginosa’da
boyle bir durum s6z konusu degildir ve ileri kiiltiir fazlarinda bu bakteri ile yapilan
kiiltiirlerde pH degeri boyle bir diisiis gostermemektedir. Hatta bu bakteri kiiltiirlerinde
kiiltiir pH degeri zamanla az da olsa bir artig (8.0-8.5) gostermistir [90]. Bu durum,

genel olarak karbon metabolizmasi i¢in glikoliz yolunu kullanan E. aerogenes’in
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tersine, P. aeruginosa’da Entner-Duodorof yolunun kullanilarak kiiltiir ortamina
nispeten notr metabolik iirlinlerin salinmasi ile agiklanabilir. Dolayisi ile E. arogenes ve
P. aeruginosa’da L-asparaginazin farkli karbon kaynaklar ile farkli regiilasyonu onlarin
oldukga farkli karbon metabolik yollar1 ve dolayist ile farkli oksijen alim ve kullanim
yetenekleri ile aciklanabilir. Bu baglamda, yapilan ¢alismalarla VHb ekspresyonunun
her iki bakteri tiirlinde oldukga farkli oksijen alimima neden oldugu saptanmistir [49,
99].

E. coli ve onun vgb- (MK57)ve vgh+ (MK79) rekombinantlarinda da karbon
kaynaklar1 bakimindan farkli enzim profilleri saptanmistir. £. co/i’nin VHb ekspresyonu
yapan susunda (MK79) glukoz hari¢ diger karbon kaynaklari genel olarak enzimin
sentezini indiikleyici etki gostermislerdir. Bu sus sukroz igeren ortamda diger
karbohidrat ortamlarina gore 2.6-8.9 kat arasinda daha yiiksek enzim aktivitesi
gostermistir. Konake1 bakteri (JM103) ise tersine en yiiksek enzim aktivitesini glukoz
iceren ortamda gdstermistir. Bu bakteride glukozla diger karbon kaynaklarina gore 2 kat
daha fazla enzim aktivitesi gozlenmistir. Diger iki susla karsilagtirildiginda ise, glukoz
iceren ortamdaki enzim aktivitesi harig, JM103 susu daha diisiik enzim aktivitesi
sergilemistir. Glukozun E. coli’de VHb ekspresyonu yapan susta L-asparaginaz
tizerindeki repressif etkisi onun VHb ekspresyonu yapan E. aerogenes susuna benzerlik
gostermektedir. Ancak, diger karbohidratlarin VHb igeren E. coli’de stimiile edici bir
etki ortaya koyduklar1 gozlenmistir. Kanser kemoterapisinde kullanilan L-asparjinazin
ticari olarak sadece E. coli ve Erwinia’dan elde edilmesi burada elde edilen sonuglarin
Oonemini ortaya koymaktadir.

Katabolik baskilama bakteri gibi basit organizmalardan baglayarak yiiksek
organizasyonlu hayvanlara kadar hemen hemen biitiin canli organizmalarda bulunan
evrensel bir olgudur. Katabolik baskilama ile ilgili £. Coli’ de yapilan ilk ¢aligmalar
sonucunda cAMP ve onun reseptor proteininin dahil oldugu bir mekanizmanin varlig
ortaya konmustur. Yillarca bu mekanizmanin bir ¢ok organizmada katabolik
baskilamada prototip bir rol oynadig1 varsayilirken son c¢aligmalar bunun sadece bazi
enterik bakteriler ve onlarin yakin akrabalarinda 6nemli oldugunu ortaya koymustur.
Bununla beraber katabolik baskilamanin cAMP-bagimsiz ve ¢ok yonlii mekanizmalarda
gerceklestigi de tespit edilmistir. Bu katabolik mekanizmalarda organizmalarin
karbonhidrat metabolizmasinin ve bunda gorev alan enzimlerin 6nemli etkilerinin

oldugu ortaya konmustur [106]. Bu acidan bakildiginda buradaki karbon kaynaklar ile
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ilgili sonuglarin farkli bakteri ve ayni bakterinin farkli suslarinda degisik olmasinin
nedenleri daha iyi anlasilmaktadir.

Bircok bakteri tiirii azot kaynagi olarak amonyag: tercih eder. Eger biiyiime
ortaminda amonyak bulunuyorsa azot asimilasyonundan sorumlu kontrol sistemleri
(Ntr) tarafindan bakterilerin amino asitler, iire ve inorganik bilesikler gibi alternatif azot
kaynaklarini kullanabilme yetenekleri baskilanir [107]. Azot metabolizmasinda yer alan
L-asparaginaz enziminin geni (ansB)’de azot regiilasyonu gosteren bir regiilona sahiptir.
Bu nedenle bu enzimin iiretiminde azot kaynaklarinin ¢alisilmasi 6nemlidir. Bu yondeki
calismalarimizin sonuglart VHb geninin karbon kaynaklarinda gosterdigi bakteri tiiriine
gore farkli olan etkisine paralel sonuglar sergilemistir. E. aerogenes’de azot kaynaklari
icerisinde glutamin ve nitrit birbirine yakin etki gdstermekle birlikte en yiiksek L-
asparaginaz aktivitesi lire igeren ortamlarda gozlenmistir. Bu baglamda, en diisiik enzim
aktivitesi ise enzimin substrati olan L-asparaginin bulundugu ortamlarda belirlenmistir.
Ure igeren kiiltiir ortamlarinda bu enzimin aktivitesi L-asparagin iceren ortamlardan
yaklagik 2.2 kat daha fazla olmustur. Bu bakterinin vgb- susunda (Ea[pUCS8]) ise
asparagin, glutamin ve iire iceren ortamlarda L-asparaginaz aktivitesi birbirine benzer
kaydedilirken, nitrit iceren ortamda bu ii¢ azot kaynagindan yaklasik 2 kat yiliksek
enzim aktivitesi belirlenmistir. E. aerogenes’in VHb ekspresyonu yapan susunda
(Ea[pUCS8:15]) ise glutamin igeren ortamda enzim aktivitesi diger ii¢ karbon
kaynagindan herhangi birini igeren ortamlara gore yaklagik 3-4 kat daha yliksek enzim
aktivitesi gozlenmistir. Bu sus ayni zamanda glutamin igeren ortamda diger iki susa
gore 2 kat yiiksek enzim aktivitesi gostermistir. Ancak, VHb’inin bu stimiile edici etkisi
sadece glutamin iceren ortamda kaydedilmistir. Diger azot kaynaklar1 (aspargin, iire ve
nitrit) iceren ortamlarda ise VHb bu sekilde bir etki gdstermemistir. L-asparaginaz
tiretimi lizerine azot kaynaklarinin etkisini gosteren c¢alisma bulunmamakla beraber,
ilgili bir calismada amonyum hidrojen fosfat igeren bir ortamda bu enzimin sentezinin
indiiklendigi rapor edilmistir [92].

E. aerogenes ve onun rekombinantlar1 tizerindeki etkilerinin tersine, degisik azot
kaynaklarmin P. aeruginosa’da enzim aktivitesinde onemli bir fark olusturmadigi
gozlenmistir. Bununla beraber P. aeruginosa nin vgb+ rekombinant (PaJC) susunda
farkli azot kaynaklar ile degisik enzim aktiviteleri gdzlenmistir. Ozellikle glutamin ve
nitrit igeren ortamlarda diger azot kaynaklarin1 (asparagin ve iire) igeren ortamlara
nazaran yaklasik % 50 kadar daha yiiksek enzim aktiviteleri saptanmistir. Asparagin ve

iire iceren ortamlarda P. aeruginosa ve vgb+ rekombinant susu arasinda enzim
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aktivitesinde 6nemli fark gozlenmemistir. Glutamin ve nitrit igeren ortamlarda VHb’ nin
enzim sentezi lizerinde stimiile edici bir rol oynadig1 saptanmistir. Benzer bir ¢alismada,
P. fluorescence’de enzimin substratlari ve iirlinleri olan amino asitleri igeren bir
calismada enzim ftiretiminde 6zellikle glutaminin yiiksek enzim salinimina yol actig
rapor edilmistir [110]. P. aeruginosa 50071 susunda yapilan bir ¢alismada degisik
kiiltiir ortamlar1 i¢inde enzim iiretiminde maksimum degere pH 7.9, kazein hidroksilatin
% 3.11°1lik ve misirin da % 3.68’lik konsantrasyonundan olusan ortamda ulagilmigtir
[82].

Yabanil tip E. coli (JM103)’de en yiiksek enzim aktivitesi iire iceren ortamda
gozlenirken, en diisiik enzim aktivitesi asparagin ve nitrit igceren ortamda olmustur. Ure
iceren ortamdaki enzim aktivitesi asparagin ve nitrit igeren ortama gore 2 kat daha
yiiksek kaydedilmistir. MK57 (vgh-) susunda ise en yiiksek aktivite yine iire iceren
ortamda gozlenmistir. Bu ortamdaki enzim aktivitesi asparagin ve glutamin ortamlarina
gbre 2.5 kat, nitrit iceren ortama gore ise % 50 daha yiiksek bulunmustur. MK79
(vgb+)’da ise asparagin, iire ve nitrit iceren ortamlarda L-asparaginaz aktiviteleri biri
birine benzer bir profil sergilerken, glutamin iceren ortamda 3 kat daha diisiikk enzim
aktivitesi kaydedilmistir. VHb’inin etkisi bakimindan bir karsilastirma yapildiginda ise,
asparagin ve nitrit igeren ortamlarda bu proteinin varligr indiikleyici bir etki yaratirken,
glutamin igeren ortamda ise repressif bir etki gostermistir.

Yukarida da belirtildigi gibi, L-asparaginaz lizerine besinsel faktorlerin etkisinin
calisildig1 cok az sayida galisma vardir. Bu baglamda, L-asparaginazin iiretimine azot
kaynaklarinin etkisini igeren ¢alismalar ise hemen hemen bulunmamaktadir. Bu nedenle
L-asparaginazla yapilan hemen biitiin ¢alismalarda azot kaynagi olarak genellikle kendi
substrat1 olan asparagin kullanilagelmistir. Yine elimizdeki simirli bilgilerden 6zellikle
amonyum iceren azot kaynaklarinin enzim {iretimini belli Olglide baskiladigini
bilmekteyiz [26]. Buradaki calismada, asparaginin diger azot kaynaklarina gore enzim
tiretimi i¢in daha zayif bir azot kaynagi olarak belirlenmesi 6nemli bir bulgudur.

Calismamizin ikinci fazinda temel olarak iki adimda E. aerogenes’den L-
asparaginaz saflastirilmistir. Birinci asamada amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak %
92.6 verimle 2.16 kat saflastirilmis enzim elde edilmistir. Ikinci adimda iyon-degisim
kromatografisi uygulanarak L-asparaginaz enzimi yaklasik 15 kat saflastirilmistir.
Ayrica enzimin % 65.8 ‘lik yiliksek bir verimle elde edilmesi de 6nemli bir sonugtur.
Son donemlerde yapilan iki ¢alismada terapdtik kullanima sahip E. coli ve Erwinia

chrysanthemi’de enzimin rekombinant tiirleri {iretilerek affinite ve iyon-degisim
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kromotografisi ile kismi saflastirilmasi gergeklestirilmis ve sirasiyla 3.3 ve 21.1 kat saf
enzim elde edilebildigi ifade edilmistir [108, 109]. Bu ¢alismalardaki enzimlerin elde
edilis verimleri sirastyla % 86 ve % 72 olarak gerceklesmistir. Bagka bir caligmada ise
T. Thermophilus’dan iyon degisim kromatografisi kullanilarak L-asparaginazin 11.5 kat
saflagtirilmasi gerceklestirilmis ve buradaki verim % 64 olarak tespit edilmistir [85].

Iyon-degisim kromotografisi sonrasi enzimin safliginin kontrolii i¢in SDS-PAGE
elektroforezi gerceklestirildi. Standart grafikten yola ¢ikilarak yapilan hesaplama
sonucunda E. aerogenes ’den saflastirilan L-asparaginazin alt biriminin bagil molekiiler
kiitlesi ~36,500 Da olarak saptandi. Literatiir bilgilerine dayanarak enzimin tetramer
oldugunu dusiiniirsek kismi saflagtirdigimiz L-asparaginazin ~146,000 Da molekiil
kiitlesine sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Korholz ve arkadaslarinin yaptigi calismada
[83] ise E. coli ve Erwinia spp. asparaginazlarinin tetramer yapiya sahip oldugu ve her
bir alt subunitenin yaklasik olarak sirasiyla 32 kDa ve 40 kDa oldugu gosterilmistir
[89]. Bu sonuglar bizim c¢alismada buldugumuz L-asparaginazin molekiiler kiitlesi ile
paralellik gostermekte olup yaptigimiz SDS-PAGE’de kontrol olarak E.coli’den elde
edilen ticari L-asparaginaz kullanilarak bu sonu¢ dogrulanmistir. Bununla beraber 7.
thermophilus yapilan ¢alismada enzimin molekiiler agirhiginin yaklasik 200 kDa oldugu
ve her bir alt iinitesi 33 kDa olan 6 alt subuniteden olustugu rapor edilmistir [85].

Kismi saflastirilan enzimin kimyasal karakterizasyonunda optimum sicaklik
olarak 40 °C tespit edildi. Bununla beraber enzim 37 ve 45 °C’de sirasi ile optimum
sicakliktaki aktivitenin % 91 ve 85’1 kadar aktivite gostermistir. Enzimin maksimum
aktivite gosterdigi sicaklik ise 60 °C’e olarak saptandi. Bu L-asparaginaz enziminin
yiiksek stabilitesini desteklemektedir. Terapotik olarak kullanilan enzimin biyokimyasal
karakterizasyonu ile ilgili c¢alismada enzimin olduk¢a stabil oldugu ve optimum
aktiviteyi pH 8.6 ile 30-43 °C’de sicaklikta gosterdigi rapor edilmistir [85]. Ticari
olarak satilan L-asparaginazlarla yapilan bir ¢alismada ise maksimum sicakliginin 65 °C
oldugu tespit edilmistir [111]. Yine saflastirdigimiz L-asparaginaz i¢in optimum pH’nin
9.0 oldugu tespit edildi. Bu deger diger bakterilerden elde edilen L-asparaginazlar igin
belirlenen optimum pH araligi ile uyumludur. Ornegin 7. Thermophilus’dan saflastirilan
L-asparginazin optimum pH’sinin 9.2 oldugu rapor edilmistir. Bu yonde enzimle ilgili
diger ¢alismalarda, optimum pH Enterobacter cloacae [26], Pseudomonas geniculata
[112], ve Thermus aquaticus’de [113] sirastyla 8.5, 9.0 ve 9.5 olarak tespit edilmistir
[26].
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Enzimin L-asparagin ile yapilan kinetik parametrelerini belirleme deneyleri
sonucunda Km ve Vmax degerleri sirasiyla 1.6 mM ve 133.3 U/mg protein
bulunmustur. Rekombinant suslarla yapilan bir ¢aligmada ise L-asparaginaz genini
iceren plazmit, Erwinia chrysanthemi’ e klonlanarak L-asparaginazin iiretimi ¢alisilmig
ve saflagtirilan enzimin Km degeri 0.085 mM olarak tespit edilmistir [114]. Buna
ilaveten yapilan c¢esitli mikroorganizma L-asparaginazlarinin kinetik parametrelerinin
belirlenmesi calismalarinda Bacillus sp., Aspaergillus terreus ve Pseudomonas
stutzeri’de sirastyla 0.24, 0.58 ve 0.14 mM Km degerlerine ulagilmistir [89]. Terapotik
enzimler ile ilgili yapilan calismalarda ise bu tiir L-asparaginazlarin Km degerinin
yaklagik 0.1-0.01 mM araliginda ve Vmax degerinin 200-400 U/mg protein arasinda
oldugu rapor edilmistir [84, 89]. Bu acidan bakildiginda E. aerogenes’den kismi
saflagtirdigimiz L-asparaginaz terap6tik kullanim i¢in gerekli olan diisiik Km degerini
tam olarak gosterememistir. Bu nedenle E. aerogenes L-asparaginazin daha kapsamli
saflagtirilmast ve ayrintili kinetik parametrelerinin belirlenmesi gerekmektedir. Ciinkii
enzim, Vmax ve diger Ozellikleri acisindan terapdtik enzimlerde istenen ozellikleri
tagimaktadir.

Enzimin depolanmasi konusundaki c¢alismamiz ¢ok Onemli bulgular ortaya
koymustur. Enzimin hem -20 °C hem de +4 °C’de depolanma siiresince hemen hemen
es ve uzun siire saklanabilecegi goriildii. Enzimin takip edildigi 43 giinliik siirede bile
her iki saklama kosulunda enzim % 50°den daha fazla aktivite gosterebilmistir. Enzimin
-20 °C ve +4 °C’deki yarilanma omriiniin yaklasik olarak sirasiyla 45.5 ve 47.3 giin
olabilecegi goriilmistiir. Depolama kosullarinda bakteriyel kirlenme ve aktivite
koruyucu herhangi bir madde kullanilmamistir. Béyle bir uygulamanin enzimin yari
Oomriinii daha da artiracagi agiktir. Enzimin saklanmasinda liyofilize formunun oldukca
kararli oldugu bilinmektedir. Hatta yapilan bir ¢aligmada liyofilize enzimin +6 °C’de
360 giin boyunca bekletildiginde bile aktivitede anlamli bir kayip gozlenmemistir [111].
Buna ilaveten sonuclarimizdan enzimin c¢alisma siirecinde saklanmasi igin
dondurulmasina gerek olmayacak kadar stabil oldugu sdylenebilir.

Enzimin ratlarin kan ortaminda stabilitesi ve aktivitesinin takibi yapilmustir.
Enzimin kan ortamina konmasiyla birlikte 2 saate kadar enzim aktivitesi lineer olarak
yaklagik iki kat artmis ve bu ortamdaki en yiiksek degerine ulasmistir. Daha sonra
enzim aktivitesi 8. saate kadar lineer bir diisiis ve 8-24 saat arasinda ise daha stabil seyir
sergilemistir. Bu sonuglar enzimin olduk¢a stabil olmasindan ve kan bilesenlerinin

muhtemel etkilerine kars1 direng gostermesinden kaynaklanmaktadir. Bu konuyla ilgili

60



bir c¢alismada terapdtik enzimin insan serumunda aktivitesi takip edilmistir. Insan
serumunda enzim ilk 2 saat i¢inde keskin bir diisiis sergileyerek baslangi¢ aktivitesinin
% 85 diizeyine diistiikten sonra 2-48 saat arasinda enzimin aktivitesinde onemli bir
degisim olmamis ve baslangi¢ aktivitesinin % 80’1 diizeyinde oldukga stabil sekilde
seyir ortaya koymustur [111]. Bununla beraber in vivo klinik ¢alismalarda uygulanma
sekline gore degismekle birlikte E.coli L-asparaginazi icin ortalama yarilanma émrii 1-
1.2 giin arasinda degismektedir.

Sonug olarak, 6zellikle antilosemik etkisi nedeniyle biiyiik tibbi ve endiistriyel
oneme sahip bakteri orijinli L-asparaginazin degisik gram-negatif bakterilerde
sentezinin kompleks regiilatér mekanizmalarla oldugu ve bir bakteri i¢in gegerli optimal
sentez kosullarinin benzer bir diger bakteriye uygulanamayabilecegi saptanmistir. Bu
calismayla E. aerogenes, P. aeruginosa ve E. coli’de L-asparaginaz sentezinden
sorumlu ansB geninin bulundugu regililonun farkli sekillerde ve kiiltiir ortaminin
besinsel icerigi ile oksijen transfer oraninin kompleks bir bilesimi oldugu ortaya
konmustur. Ozellikle terapotik degeri kanitlanmg ve ticari olarak iiretilen E. coli L-
asparaginazlarinin iiretiminde, VHb nin pozitif regiilasyon gostererek iiretimi artirmasi
onemli bir bulgudur. E. aerogenes’den yaklasik 15 kat saf olarak elde edilen L-
asparaginazin kimyasal karakterizasyonu sonucu enzimin molekiiler biiylkligi,
stabilitesi, optimum pH ve sicaklik, maksimum sicaklik ve yarilanma omrii agisinda

terapotik degere sahip L-asparaginazlarla benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
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