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Bakteriyel L-asparaginaz akut lenfoblastik lösemi(ALL) başta olmak üzere belli kanser 
türlerinde yüksek terapötik değeri ile bilinen bir enzimdir. Bu çalışmada, karbon 
katabolit baskılanma gösteren ve oksijenle regüle olduğu bilinen bu enzimin değişik 
gram-negatif bakterilerde farklı ortam koşulları altındaki sentezi çalışılmıştır. Bu 
amaçla; Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli ve bu 
bakterilerin rekombinant etkin bir oksijen alım sistemi, Vitreoscilla hemoglobini (VHb), 
içeren suşları kullanılmıştır. Bu çalışmada bakterilerin doğal konakçıları ve onların VHb 
içeren rekombinantlarında enzimin karbon katabolit baskılanmaya verdiği cevap değişik 
karbon kaynakları (glukoz, fruktoz, sukroz, laktoz ve gliserol) kullanılarak 
belirlenmiştir. Ayrıca, farklı azot kaynaklarının (L-asparagin, L-glutamin, üre ve 
sodyum nitrit) enzimin sentezi üzerine etkisi araştırılmıştır. En yüksek enzim sentezinin 
görüldüğü suş kullanılarak enzimin kısmi saflaştırılması (amonyum sülfat çöktürmesi ve 
iyon-değişim kromatografisi) yapılmış ve çeşitli kimyasal karakteristikleri (optimum ve 
maksimum aktivite sıcaklık aralıkları, optimum pH, kinetik parametreler ve depo 
kararlılığı) belirlenmiştir. Ayrıca, in vivo bir sistemi simüle eden in vitro bir düzenek ile 
enzimin muhtemel terapötik bir uygulama için kararlılığı saptanmıştır.  

L-asparaginaz üretiminin değişik gram-negatif bakterilerde kompleks regülatör 
mekanizmalarla olduğu ve bir bakteri için geçerli optimal sentez koşullarının benzer bir 
diğer bakteriye uygulanamayabileceği saptanmıştır (örneğin, azot kaynaklarında 
glutamini hariç bırakırsak, VHb varlığında, E. coli’de bir indüklenme görülürken, buna 
benzer bir bakteri olan E. aerogenes’de baskılama görülmüştür). Özellikle terapötik 
değeri kanıtlanmış ve ticari olarak üretilen E. coli L-asparajinazlarının üretiminde, 
VHb’nin böyle pozitif bir regülasyon göstermesi önemli bir bulgudur. Saflaştırılmış 
olan enzimin kimyasal karakterizasyonu yapılmış, termostabil bir enzim olarak bilinen 
bu enzimin optimum aktivitesi 40 oC’de ve pH 9.0’da, maksimum aktivitesi ise 60 
oC’de belirlenmiştir. Bu bağlamda, enzimin yüksek depo kararlılığına ve diğer L-
asparaginazlara benzer kinetik parametrelere sahip olduğu saptanmıştır.  
 
Anahtar Kelimeler: L-asparaginaz, Vitreoscilla hemoglobin, katabolik represyon, 
terapötik enzimler, enzim saflaştırma. 
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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 oC and pH 9.0 while the maximum activity was recorded at 60 oC 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. GİRİŞ  
 

Bazı enzimlerin çeşitli kemoterapilerde kullanım potansiyellerinin keşfedilmesi ile bu 

yönde etkileri olan başka enzimlerin bulunması ve karakterizasyonu konusundaki 

çalışmalarda önemli oranda artış olmuştur. Buradaki çalışmanın da konusunu oluşturan 

L-asparaginaz böyle bir enzim olup, çocuk lösemisi (akut lenfoblastik lösemi, ALL) 

başta olmak üzere bu enzimin birçok kanser türünde terapötik etkisinin olduğu 

saptanmıştır. Normal hücreler kadar malignant hücrelerin de büyüme ve çoğalmalarında 

en önemli olaylardan biri hücrenin hemen hemen bütün işlevlerini sağlayan belli 

proteinlerin belli oranlarda sentezleridir. Protein sentezinde bir çok faktör kritik rol 

oynamakla beraber en önemlileri proteinlerin yapı taşları olan amino asitlerdir. Değişik 

proteinlerin sentezi bu yapı taşlarının uygun zamanda ve uygun oranlarda yapılması ile 

ilişkilidir. Ancak, proteinlerin yapısına giren 20 standart amino asidin yaklaşık yarısı 

insan hücreleri tarafından üretilemez. Dolayısı ile bu esansiyel amino asitlerin ya 

besinlerle ya da insan gastro-intestinal sisteminde yer alan mikrobial flora tarafından 

yapılıp kana verilmeleri ve böylece hücrelerin kullanımına sunulmaları gerekir. Burada 

çalışılan L-asparaginaz enziminin doğal substratı olan L-asparagin normal hücreler için 

esansiyel olmayan bir amino asittir. Bu amino asit L-aspartik asidin transaminasyonu ile 

sentezlenir (Şekil 1.1) [1]. L-asparagin sentetaz tarafından katalizlenen bu reaksiyonda 

amin grubu L-aspartik aside aktarılır. Bu enzim dokuların çoğunda bulunurken, 

özellikle lenfotik türevli bazı insan malignasilerinde eksiktir ya da yoktur. Tümör 

hücrelerinde L-asparagin sentetaz eksikliği bu hücrelerin L-asparagini plazmadan 

almasını zorunlu hale getirir. Kanser hücresi ve normal hücreler arasındaki bu besinsel 

temel farklılık aynı zamanda L-asparaginazın kemoterapötik özelliğinin temelini 

oluşturur. 

 Sadece bazı bitki ve mikroorganizmalarda bulunan fakat insan hücrelerinde 

bulunmayan L-asparaginaz ( L-asparagin amidohidrolaz, EC 3.5.1.1), L-asparagini 

aspartik asit ve amonyağa çevirir.  L-asparaginaza bugün olan ilgi, 1953 yılında Kidd’in 

yaptığı bir çalışmada kemirgenlerde transplante lenfomaların büyümesinin inhibe 

olduğunu rapor etmesi ile başlamıştır [2]. On yıl sonra ise Broome, bu inhibisyondan 

sorumlu faktörün L-asparaginaz olduğunu göstermiştir [3]. Daha sonraki çalışmalarda 

Escherichia coli [4] ve Erwinia chrysanthemi’den [5] elde edilen yüksek saflıktaki L-

asparaginazın özellikle ALL’ de tümör baskılayıcı bir enzim olduğu ortaya konmuştur. 

Yapılan klinik çalışmalarda L-asparaginazın kemoterapötik ajan olarak kullanıldığında 
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çocukluk dönemi ALL hastalarının % 80’ninden daha fazlasının 5 yıl boyunca 

hastalıktan tamamen kurtuldukları, yetişkinlik dönemi ALL hastalarında ise bu oranın 

%  35-50 arasında olduğu gösterilmiştir [6-7]. 

 

 

 

 
 
 
Şekil 1.1. Periferal dokulardaki L-asparagin kaynakları [1]. 
 
 

L-asparaginaz enzimi birkaç hayvan (insan hariç), bitki, fungus ve bakteri gibi farklı 

kaynaklardan sentezlense de, kemoterapötik değeri olan enzimin sadece birkaç gram 

negatif bakteride bulunduğu rapor edilmiştir [1]. Enzimin klinik uygulamalarda etkili 

bir antikanser ajan olarak başarılı bir şekilde kullanılmasına rağmen, sınırlı üretimi onun 

pahalı bir kemoterapi ajanı olmasına neden olmakta ve bu da onun yaygın kullanımı 

önündeki en önemli engel olarak görünmektedir. Bu bağlamda, enzimin klinik 

uygulamaları hakkında birçok çalışma bulunmasına rağmen, onun etkin üretimi ve bunu 

regüle eden etmenlerin ne olduğu konusundaki çalışmalara ise neredeyse 

rastlanılmamıştır. Ayrıca, enzimin kimyasal karakterizasyonu ile ilgili de fazla bir 

çalışma mevcut değildir. Bu çalışma, temelde enzimin bu yönlerini araştırmayı konu 

almıştır. 

 

KAN HÜCRE 

L-ASPARAGİN 

L-ASPARAGİNAZ 

L-ASPARTİK ASİT 

L-ASPARAGİN

L-ASPARTİK ASİT

L-GLUTAMİN

L-ASPARAGİN

L-GLUTAMİK ASİT 

L-ASPARAGİN 
SENTETAZ 
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1.1. L-Asparaginaz 

 

1.1.1. Tarihsel gelişim 

 

1953 yılında Kidd, bazı hayvanlardan aldığı serumların at ve tavşanlardaki serumların 

aksine fare ve sıçanlardaki tümör büyümesini inhibe ettiğini ve daha sonraki 

çalışmalarında saf serumların tümörün tamamen baskılanmasında (gerilenmesinde) 

yeterli olduğunu gözlemledi [2]. Broome ise tümör gerilemesine neden olan bu 

maddenin serumdaki bir tamamlayıcı değil, bağıl substrat spesifikliği gösteren ve 

asparagin amino asidini aspartik asit ve amonyağa hidrolizleyen L-asparaginaz enzimi 

olduğunu gösterdi [8].  

Neumann ve McKoy tarafından yapılan çalışmalarda Walker carcinosarcoma 

256’nın in vitro olarak çoğalması için aslında esansiyel olmayan asparagin amino 

asidine ihtiyaç duyulduğu ispatlandı [9]. Benzer şekilde, Haley ve arkadaşları [10], 

murine L5178Y lösemi hücrelerinin in vitro olarak çoğalmak için asparagine ihtiyaç 

duyduklarını gösterdiler [11].  

Mashburn ve Wriston 1964 yılında klinik kullanım için başka L-asparaginaz 

kaynaklarını araştırmış ve E. coli’ den elde edilen enzimin benzer anti-tümör 

aktivitesine sahip olduğunu göstermişlerdir [12]. Bu bağlamda, ALL hastalarındaki ilk 

klinik denemeler E. coli’den hazırlanan asparaginazla gerçekleştirilmiş ve enzimin 

klinik olarak istenen etkiyi gösterdiği kanıtlanmıştır [11, 13]. Daha sonraki çalışmalarda 

ise E.coli’de asparagini hidrolize eden iki çeşit enzimin bulunduğu; bu enzimlerden 

birinin (Aspaz I) sitoplazmik olduğu diğerinin (Aspaz II) ise özellikle periplazmik 

boşlukta lokalize olduğu saptanmış ve sadece Aspaz II’nin önemli sayılabilir bir anti-

tümör aktivitesi gösterdiği belirlenmiştir [14].  Bu iki izoenzim arasındaki bu fark 

onların asparagine karşı olan ilgisi (Km) ile açıklanabilir. Genel olarak anti-tümör 

aktiviteye sahip Aspaz II, sitoplazmik izoenzimine (Aspaz I) göre daha düşük bir Km 

değerine sahiptir. Dolayısı ile Aspaz II çok daha etkin olarak L-asparagin amino asidini 

aspartik asit ve amonyağa dönüştürmektedir. Bir diğer fark Aspaz I’in konstitütif, Aspaz 

II’nin ise indüklenebilir bir enzim olmasıdır.  

Asparaginazın farklı potansiyel kaynaklardan eldesi ve karakterizasyonu için daha 

sonraki yıllarda bazı çalışmalar gerçekleştirmiş ve bu çalışmalar E. coli gibi bir başka 

gram-negatif bakteri olan Erwinia chrysanthemi’nin daha yüksek asparaginaz aktivitesi 

gösterdiğini ortaya koymuştur. Dolayısı ile daha sonraki yıllarda enzim üretimi için bu 
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bakteri özellikle tercih edilmiştir [15].  Ayrıca, başka bir gram-negatif fakultatif bakteri 

olan Serratia marcescens ve yine gram-negatif anaerob bir bakteri olan Vibrio 

succinogenes’in de lenfomalar üzerinde etkili asparaginazlara sahip oldukları 

saptanmıştır [16]. Bununla beraber sadece çeşitli E.coli türlerinde ve E. 

chrysanthemi’den elde edilen doğal L-asparaginazın klinik kullanımı devam etmektedir.  

 

1.1.2. Moleküler yapısı  

  

Bakterilerden saflaştırılan L-asparaginazların moleküler ağırlığı yaklaşık 136,000-

141,000 dalton olup genellikle her biri 326 amino asit uzunluğunda ve yaklaşık 35 kDa 

büyüklüğünde 4 alt üniteden oluşmuşlardır (Şekil 1. 2) [16-18].  Homotetramerik yapıyı 

oluşturan her alt ünite komşu alt ünitelerle iki tip ilişki kurarak kuarternar yapıyı 

oluşturmaktadır. Bunlardan birincisi dimer oluşumuna yol açan yakın ilişki diğeri ise 

dimerler arasındaki uzak ilişkidir.  

Başlangıç dimeri oluştuğunda yüzeyler arası (interface) bölgede iki ayrı aktif 

merkez oluşur. Bu dimerin diğerine gerek duymadan enzimatik reaksiyonu 

gerçekleştirebildiğine dair deliller vardır [19]. Şekil 1. 3’de E.coli’den saflaştırılan L-

asparaginaz II (EcAspaz-II) dimerinin yapısı gösterilmiştir. Mavi ile daire içine alınmış 

bölge dimerde bulunan aktif bölge olup diğer tip L-asparaginazlardan farklı olarak daha 

esnektir [19].    

 
1.1.3. Biyokimyasal özellikleri 

 

L-asparaginaz, L-asparagin amino asidinin “L-aspartik asit” ve “amonyağa” hidrolizi 

reaksiyonunu katalizler (Şekil 1.4) [20]. Bu reaksiyonda L-asparagin amino asidindeki 

amid bağı hidrolize edilmektedir [21]. Reaksiyonda substrat olan L-asparagin ve 

reaksiyon ürünü olan L-aspartik asit, protein sentezinde yapıtaşı olarak 

kullanılmalarının yanında diğer önemli rollere de sahiptirler. L-asparagin protein 

sentezinde tekrar kullanılan azotun taşınması ve depolanması için önemli amino asit 

iken, reaksiyon ürünü L-aspartat amino asidi Krebs ve üre döngüsünde,  pürin ve 

pirimidin sentezinde önemli rollere sahiptir [20]. 
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Şekil 1.2. E coli’ den saflaştırılmış L-asparaginaz homotetramerinin kuarternar 
yapısının grafiksel gösterimi [16]. 
 
 

 
 
Şekil 1.3. E. coli’ den saflaştırılmış L-asparaginaz dimerinin grafiksel gösterimi [19]. 
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L-asparaginazın izoelektrik noktadaki pH değeri 4.9 olup, aktivite gösterdiği pH 

skalası 4.0-9.5 arasındadır. Diğer bir deyimle bu enzim oldukça geniş bir pH aralığında 

aktivitesini koruyabilmektedir. pH < 4.0 ve > 12 değerlerinde ise enzim tamamen inaktif 

durumda bulunmaktadır. L-asparaginaz termostabil bir enzim olup, optimal aktivite 30-

43 oC, maksimum aktivite ise 50-60 oC arasında ve optimum pH’ sının da 8.6’da olduğu 

gözlenmiştir [22]. Enzim, alternatif substrat (asparagin analogu) olan 5-diazo-4-oxo-L-

norvalin tarafından kompetetif olarak inhibe edilir [23, 24]. 

 L-asparaginaz aktivitesi üzerine bazı divalent metal katyonların etkileri 

çalışılmış, mangan ve çinkonun bütün çalışılmış konsantrasyonları enzimin sentezini 

tamamen inhibe ederken, bakırın sadece yüksek konsantrasyonlarda enzim sentezini 

baskıladığı gösterilmiştir [25, 26]. Bir başka çalışmada ise demirin düşük 

konsantrasyonlarının (0.5-1.0 mM) enzim aktivitesini arttırdığı, yüksek 

konsantrasyonlarının (20 mM)  ise aktiviteyi inhibe ettiği belirlenmiştir [27]. Aynı 

şekilde, nikelin de düşük konsantrasyonlarının (0.5 mM) enzim aktivitesini indüklediği 

ancak yüksek konsantrasyonlarının (1.0-2.0 mM) aktiviteyi inhibe ettiği belirlenmiştir 

[27]. Buna karşın kobalt ve magnezyumun kullanılan konsantrasyonların hepsinde 

enzim aktivitesini arttırıcı bir rol aldıkları saptanmıştır [26]. 

 

 
 

Şekil 1.4. L-asparaginaz reaksiyonu [20] 

 

1.1.4. L-Asparaginazın kemoterapötik etkisi  

 

L-asparaginaz enzimi, çeşitli kanser (çocuk lösemisi başta olmak üzere, lenfosarkoma, 

melanosarkoma, non-Hodgkin, vb.) türlerindeki yüksek terapötik değeri ile 

bilinmektedir [28]. Geni insanlarda bulunmayan bu enzimin anti-lösemik etkisi 

sirkülasyonda bulunan L-asparagin amino asidini hızlı bir şekilde yıkmaya dayanır. 

Enzim, asparagini aspartat ve amonyağa çevirerek kanserli hücrelerin büyümek ve 

bölünmek için ihtiyaç duydukları bu amino asitten yoksun bırakır. Enzimin normal 

hücreler üzerinde böyle bir etkisi söz konusu değildir. Çünkü, normal hücreler kendi 
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asparagin amino asidini aktif şekilde üreten asparagin sentetaz enzimine sahipken, 

kanserli hücrelerde bu enzim ya bulunmaz ya da normal hücrelerdeki seviyede 

sentezlenmez. Dolayısı ile kanserli hücrelerde, sağlıklı hücrelerin tersine yeterince L-

asparagin sentezi yapılamamaktadır. Bu nedenle,  kanserli hücreler dışardan alınan veya 

sağlıklı hücreler tarafından yapılarak kana verilen asparagine bağımlıdırlar. Dolaşımda 

serbest bulunan bu amino asitin, enjekte edilen L-asparginazla yıkılması sonucu 

neoplastik hücrelerde protein sentezi bloke edilmiş olur. Protein sentezindeki bu blok, 

yapımları yine protein olan çeşitli polimerazlarla gerçekleşen DNA ve RNA sentezinin 

inhibisyonu ile sonuçlanır [11]. Dolayısı ile hücrede protein sentezi ile beraber hücrenin 

genetik bilgisi de kopyalanamaz ve hücreler büyüyüp çoğalamazlar. Bunun sonucunda 

tüm hücre fonksiyonlarının zarar gördüğü ve belli bir süre sonra hücrelerin normal 

apoptosis (programlanmış hücre ölümü) ile ortadan kalktıkları saptanmıştır [29]. Enzim 

tedavisi görmüş lösemili çocuklarda, kanserli kan hücrelerinin zamanla ortadan kalktığı 

saptanırken, çeşitli kanser tümörlerinin ise büzüşerek kayboldukları rapor edilmiştir 

[30]. 

 

1.1.5. Farmakokinetik 

 

Kemoterapötik olarak L-asparaginaz intravenöz ve intramuskular yoldan uygulanır. 

İntramuskular yolla uygulanması hipersensitivite reaksiyonların görülme sıklığını 

azaltır. Ancak, intramuskular uygulama sonrası absorbsiyon yavaş gerçekleştiğinden 

enzimin uygulamadan yaklaşık 1 saat sonra kanda belirdiği tespit edilmiştir. 

İntramuskular uygulamadan sonra plazma aktivitesi sonuçları, intravenöz tedaviyi 

takiben gözlenenlerin yaklaşık olarak yarısı kadar gerçekleşmektedir. Araştırmaların 

çoğunda yapılan konsantrasyon zaman eğrisi 4-15 saatin plazma yarı ömrü olduğunu 

göstermiştir [31, 32]. Bununla beraber enzimin yarılanma ömrünü doz uygulama sıklığı 

ve miktarı, yaş, cinsiyet, hastalık durumu ve renal fonksiyonlar belirler [33]. Hücresel 

protein ve enzimatik aktivite değerleri karşılaştırıldığı zaman, bir lineer ilişki ve doza 

bağlı plazma aktivitesi gözlenmiştir [32, 34].  

 Yapılan çalışmalarda özellikle kemoterapötik olarak kullanılan E.coli 

asparaginazının yarı ömrü, Erwinia asparaginazına göre önemli derecede yüksektir. 

Ayrıca, kemoterapötik L-asparaginazın bakteriyel orijinli olması sebebiyle insanda bu 

proteine karşı gelişen immün yanıtı ortadan kaldırmak ve hem de enzimin plazma yarı 

ömrünü arttırmak için enzim polietilen glikol ile konjuge edilerek veya kapsüle edilerek 
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uygulanmaktadır [35]. L-asparaginazın bu modifikasyonu enzimin kandaki yarı ömrünü 

arttırmakta ve enzime karşı geliştirilen immünolojik yanıtları azaltmaktadır [11, 35]. L-

asparaginaz, ALL başta olmak üzere Hodgkin hastalığı, akut miyeloblastik lösemi, 

kronik lenfoblastik lösemi, lenfosarkoma ve miyelosarkomada kemoterapötik ilaç 

olarak yaygın kullanım aralığına sahiptir [33]. 

 

1.1.6. Klinik etki ve ilaç etkileşimleri 

 

L-asparaginazın kanserdeki terapötik yönü ile ilgili birçok klinik çalışma vardır ve bu 

çalışmalarda kanserin türüne ve fazına göre enzim diğer kemoterapotik ajanlarla 

kombine kullanıldığı gibi, bazı uygulamalarda enzimin salt kendisi de 

kullanılagelmiştir. L-asparaginazın en başarılı uygulamaları özellikle hematolojik 

kanserlerde olmakla beraber, solid tümörlerin tedavisinde de başarılı sonuçlar elde 

edilmiştir [36]. Farklı kaynaklardan gelen asparaginazların nispeten farklı seviyelerde 

terapötik etki gösterdiği ve % 95’e varan oranlarda terapinin gerçekleştiği çalışmalar 

vardır [37]. Bu bağlamda Erwinia asparginazı uygulanan hastaların %  62’sinde, E.coli 

asparginazının ise % 75’inde başarılı olduğu görülmüştür. Bu farkın en önemli nedeni 

olarak E.coli asparginazının daha uzun plazma yarı-ömrüne sahip olmasının yattığı 

ifade edilmiştir [38]. 

Klinik olarak asparaginaz, kanserli hücre üzerine etkisini protein sentezini ve 

bununla bağlantılı olarak DNA ve RNA sentezini bozarak göstermektedir. Bu enzimin 

doğal substratı olan L-asparagin bakımından oksotrofik olan kanser hücreleri bu amino 

asidi ya beslenme ya da bu enzim bakımından prototrofik olan normal hücrelerden 

sağlarlar. Bu nedenle L-asparaginaz uygulaması ile dolaşımdaki L-asparagin yıkılır ve 

dış kökenli L-asparagine ihtiyaç duyan kanserli hücreler protein sentezi bakımından 

kaosa girip büyüme ve çoğalmalarını durdurup kendilerini apoptosise sürüklerlerken, 

normal hücreler asparagin amino asidini sentezleme yeteneğine sahip olduklarından 

böyle bir uygulamadan etkilenmezler. Bu şekilde protein sentezini inhibe eden ajanların 

tek başlarına ya da birlikte uygulanmalarının bu ajanların sitotoksik etkilerini oldukça 

arttırdığı gösterilmiştir [39]. L-asparaginazın en başarılı kombinasyonun methotrexate 

(MTX) ile birlikte uygulandığında olduğu rapor edilmiştir [40].  

 

 

 



 9 
 

1.1.7. L-Asparaginaz preparatları 

 

Protein orijinli terapötik ajanların plazma yarı ömürlerinin kısa olması, bu ajanların 

klinik uygulamalarda başarılı kullanımlarının önündeki en önemli engellerdendir. Bu 

nedenle son yıllardaki çalışmalar proteinlerin bu yöndeki kararlılığını arttıracak çeşitli 

kimyasal modifikasyonlar üzerine yoğunlaşmıştır. Post-translasyonal olarak çeşitli inert 

maddelerin bu proteinlere konjugasyonu ile onların plazma yarı ömürleri önemli 

derecede artırılabilir. Bu çalışmalarda en yaygın kullanılan madde lineer, non-toksik ve 

non-immünogenetik oluşu nedeniyle polietilen glikol (PEG) olmuştur. Daha sonraki 

yıllarda bu çeşit protein modifikasyon tekniği (polietilen glikolasyon) yaygın bir şekilde 

ilaç olarak kullanılan proteinlere uygulanmaya başlanmıştır. Enzimlerin terapötik 

uygulanması sonrasında polipeptid yapısı en fazla birkaç saat içinde dolaşımdan 

tamamen temizlenir. Bu çeşit kısa bir yarı ömre katkıda bulunan en önemli etmen ise 

dolaşımda bulunan proteazlardır. Dolaşımdaki ekzo ve endopeptidazlar, dışardan 

(yabancı bir kaynaktan) gelen peptidleri hızlı bir şekilde parçalarlar. Bu nedenle son 

yıllarda enzim terapötiklerinin in vivo yarı ömürlerini uzun kılacak bir takım post-

translasyonal modifikasyon mekanizmaları geliştirilmiştir. PEG’in yüksek oranda 

çözünürlüğü, düşük viskozitesi ve düşük derecedeki immünitesi onun ideal bir enzim 

konjugasyon ve enzimi taşıma maddesi olarak seçilmesini sağlamıştır. Polipeptid 

zincirinin PEG ile konjugasyonu genellikle böbrekte süzülemeyen büyüklükte (>50 

kDa) bir moleküler kompleks yaratır ve böylece enzimin böbrekler vasıtası ile 

dolaşımdan uzaklaştırılması da engellenmiş olur. PEG ile konjuge edilmiş enzimin bir 

diğer özelliği onun aynı zamanda dolaşımdaki birçok proteaza karşı da daha dirençli 

olması ve hedef dokulara varması için gereken süre boyunca aktif halde plazmada 

kalabilmesidir. PEG ile yapılan modifikasyondan başka bu tür enzimlerin ekzo ve 

endopeptidazlara karşı dirençli kılınması onların yapılarında meydana getirilen diğer 

post-translasyonal modifikasyonlarla da sağlanabilir. Bu tür çalışmalarda genel olarak 

enzimin N (amino) ucu asetillenir veya glikozillenirken, C (karboksil) ucuna bir amid 

grubu eklenir. L-asparaginaz için bu yöndeki çalışmalar onun PEG ile konjuge edilerek 

hastaya verilmesidir. PEG genel olarak peptidlerin N veya C uçlarına bağlanır. Böylece, 

enzimin molekül büyüklüğüne yaptığı katkının yanında onun dolaşımdaki ekzo ve 

endopeptidazlar tarafından sindirimini de bloke etmiş olur. Bu gelişmelerin sonucu 

olarak son zamanlarda ticari olarak E.coli ve Erwinia chrysanthemi’den elde edilen L-

asparaginazlar PEG-asparaginaz şeklinde pazarlanmaktadır. 
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Yapılan çalışmalar PEG ile modifiye edilmiş olan L-asparaginazın doğal L-

asparaginaza göre hem daha uzun bir plazma yarılanma ömrüne sahip olduğunu ve hem 

de tedavi sırasında hastanın bu konjuge enzime daha az immün yanıt gösterdiği 

belirlenmiştir. Bu bağlamda, L-asparaginaza karşı hipersensitif reaksiyon oranı % 32 

iken, PEG-asparaginazda bu oran % 18’ dir [41]. Enzim ve preparatlarının yarı ömrü ile 

ilgili çalışmalar, enzimin hastaya uygulanma şeklinin oldukça önemli olduğunu ortaya 

koymuştur. İntramuskular (kas içi) enjeksiyon sonrası doğal E.coli asparaginazı için 

yarı ömür 1.24 gün, PEG bağlı E.coli asparaginazının yarı ömrü ise 5.73 gün olarak 

belirlenmiştir. İntravenöz (damar) uygulama sonrasında ise PEG-asparaginaz ile 

modifiye olmamış L-asparaginazın yarı-ömrü sırasıyla 56 ve 2.9 saat olarak 

gerçekleşmiştir. Bu yarı ömürdeki artışın temelinde PEG ile modifiye edilmiş L-

asparaginazın proteazlara karşı dayanıklı olması yatmaktadır [35]. 

 

1.1.8. L-Asparaginazın toksititesi  

 

L-asparaginaz toksititesinin temelinde iki ana neden vardır; biricisi yabancı bir proteine 

karşı gelişen immonolojik reaksiyon, ikincisi ise asparagin havuzunun tükenmesi 

sonucu gelişen protein sentezindeki inhibisyondur. L-asparaginaz tedavilerinde 

hipersensitif reaksiyonlar özellikle ölümcül sonuçlar doğurmasından dolayı dikkat 

çekmiştir. L-asparaginazın tek olarak kullanıldığı tedavilerde, hastaların % 40’ında 

duyarlılık gelişmiş ve özellikle de bunlar yüksek tansiyon ve kalp spazmları olarak 

ortaya çıkmıştır [42]. Bununla beraber nadiren de olsa tedavi sürecinin sonrasında 

birkaç hafta içinde eklem yangısı ve yüksek ateş görülebilmektedir. Bu alerjik 

reaksiyonların görülmesinde L-asparaginazın elde edildiği kaynak çok önemlidir. 

Örneğin; Erwina’dan elde edilen L-asparaginazın E.coli’den elde edilenlere göre 

hastalarda daha fazla hipersensitif etki yarattığı rapor edilmiştir [43]. Bu nedenle 

hipersensitif hastalarda özellikle PEG-asparaginazların kullanılması önerilmektedir. 

Yine alerjik reaksiyonların ortaya çıkabileceği düşünülerek ilaç uygulaması öncesi 

hastaya deri testinin yapılması önerilmektedir.  Hipersensitif hastalara yapılan bu 

testlere rağmen hastalarda ortaya çıkacak tepkiyi tamamen kestirmek zordur. Genellikle 

hipersensitif hastaların tümünde hem immunoglobin E hem de immunoglobin G 

görülmesine karşın hastaların yarısından azında alerjik reaksiyonlar gelişmiştir. Bu 

nedenle antikor testleri hastanın vereceği alerjik tepkiyi tahmin etmede bize sınırlı 

bilgiler sağlamaktadır [11].  
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Protein sentezi sonucu oluşan diğer toksik etkiler; kan pıhtılaşma faktörlerinde ve serum 

insülin düzeyinde azalmalar ile hiperglisemi oluşumu ve serumda lipoproteinler, 

albumin, kolesterol, transferin, seruloplazmin ve beta globulin azalışları, transaminaz, 

alkalen fosfataz ve bilirubin düzeyinde yükselişleri içerir [44]. 

                                                                                                                                                                      

1.1.9. L-Asparaginaz üretiminin regülasyonu     

   

Enzimin üretimi ile ilgili literatürde fazla çalışma bulunmamasına karşın, enzimin ticari 

üretimi genel olarak E. coli ve Erwinia chrysanthemi kullanılarak yapılmaktadır [45]. 

Enzim üretimi konusunda bu tür bir kaynak (sadece iki bakteriden üretilmesi) eksikliği 

ve sadece birkaç ticari firma tarafından üretilmesi onun pahalı bir kanser tedavi ajanı 

olmasının en önemli nedenleri arasındadır. Bu nedenle enzimin etkin üretimi ile ilgili 

çalışmalar önem kazanmış ve indüklenebilir bir enzim olan L-asparaginazın 

regülasyonunu hedef alan çalışmaların yapılmasının gerekliliği ortaya çıkmıştır. Bu 

enzimi üreten genin (ansB) oksijene duyarlı ve karbon katabolit represyona maruz 

kaldığı bilinmektedir. Dolayısı ile hem oksijen ve hem de enzimi üreten bakterilerin 

çoğaltılması için kullanılan karbon kaynakları enzimin optimal üretimi için sınırlayıcı 

rol oynamaktadır. Genin oksijenle regülasyonu onun Fnr ve Arc global regülatörlerine 

karşı duyarlı olmasından kaynaklanır. Dolayısı ile ansB geninin regülatör bölgesinde bu 

global düzenleyici faktörlerin bağlandığı özel diziler vardır. Fnr (fumarat nitrat 

redüksiyonu) anaerobik solunumun kontrolü için görev yaparken, Arc (anaerobik 

respirasyon kontrolü) ise aerobik solunumda kontrol için işlev görmektedir. Bu gen 

aynı zamanda karbon kaynağı (ör. glukoz) duyarlı bir ekspresyon sergileyerek katabolik 

regülasyon ile de kontrol edilir [46]. Siklik adenozin monofosfat (cAMP), anaerobik 

koşullar ve enzimin substratı L-asparaginaz enziminin başlıca indükleyicileridir. cAMP 

miktarının artması (ve düşük glukoz seviyeleri) enzimin üretimini artırmaktadır (Şekil 

1.5). Çünkü cAMP bu enzimin üretiminde katabolitik regülatör olarak görev yapan 

katabolit reseptör proteine bağlanıp RNA polimerazın bu enzimi üreten ansB 

promotoruna daha kolay bağlanmasını sağlayarak genin transkripsiyonunu 

artırmaktadır. cAMP miktarı ortamdaki glukoz miktarı ile değişmekte olup glukoz 

miktarının artması ile cAMP miktarı ters orantılı olarak azalmaktadır [47].  

Anaerobiosis ile de enzimin üretimi artmaktadır. Çünkü anaerobik koşullarda bu 

enzimin üretiminde global regülatör olarak görev yapan fnr proteini aktif hale geçer ve 

bu da RNA polimerazın genin promotör bölgesine bağlanması üzerinde sinerjistik bir 
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etki yaparak ansB’nin traskripsiyonunu arttırır. Enzimin substratı olan L-asparagin de 

enzimin üretimini indüklemektedir. Ortamın oksijene doygun olması ise enzimin sentezi 

üzerine önemli derecede azaltıcı bir etki yaratır.  

 

 

 
 

Şekil 1.5.  Glukoz’un enzim sentezindeki regülasyonunun gösterimi. 

 

1.2. Vitreoscilla Hemoglobin Geni (VHb) 

 

Son yıllara kadar hemoglobinler, ökaryotik orijinli proteinler olarak bilinmiştir. Fakat 

1986 yılında Webster ve ark. tarafından ilk prokaryotik hemoglobin belirlenmiştir. 

Araştırıcılar, gram-negatif bir bakteri olan Vitreoscilla’nın doğal olarak hemoglobin 

(VHb) içerdiğini göstermişlerdir [48]. Bunun yanında, Vitreoscilla hemoglobini 

karakterizasyonu en iyi yapılan ilk prokaryotik orijinli hemoglobindir. Sonraki 

çalışmalar, VHb’nin ökaryot orijinli hemoglobinlerin genellikle oksijen bağlama ve 

taşımadaki rolleriyle beraber başka amaçlar için de kullanılabileceğini ortaya 

koymuştur. Örneğin, VHb’nin bazı redoks reaksiyonlarını katalizlediği ve doğal 

konakçısını (Vitreoscilla) oksidatif stresten koruyarak, düşük oksijenli ortamlara uyum 
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sağlamada kolaylık sağladığı düşünülmektedir [48]. Bütün klonlanmış olduğu hücrelere 

daha iyi bir oksijen alım ve kullanım potansiyeli kazandırırken [49-51] bu proteinin 

hücre büyüme ve çoğalması üzerine olan etkisi konusunda farklı sonuçları içeren 

çalışmalar mevcuttur [52-56]. Bununla beraber proteinin ikincil metabolit üretiminden 

çeşitli zararlı aromatik maddeleri parçalamaya kadar geniş bir yelpazedeki muhtemel 

potansiyeli de araştırılmıştır [57-59]. Vitreoscilla hemoglobin geni (vgb) oksijenle 

regüle olan bir gen olup, mikroaerofilik şartlarda maksimum derecede uyarılmakta ve 

VHb hücre içi konsantrasyonu 40-50 kat yükselmektedir [60-62]. Özellikle oksijen 

miktarında değişimin bulunduğu koşullarda VHb’nin ortam oksijen değişimlerine karşı 

bir tampon görevi görerek mikroorganizmanın büyüme ve çoğalmasında önemli bir rol 

oynadığı rapor edilmiştir [62-64]. Mikroorganizmaların çoğu için belli oksijen 

konsantrasyonu, ortamdaki oksijen değişimlerinin algılanması ve değişimlere 

adaptasyon sağlaması onların büyüme ve çoğalması için büyük önem taşımaktadır. 

Büyüme ortamındaki oksijen konsantrasyonu belli sınırların altına düştüğü zaman, 

bütün hücrelerin fizyolojik ve metabolik aktivitelerinde önemli değişmeler görülür ve 

hatta hücrelerin büyümesi dururken hücrede parçalanmalar artar. Bu tür durumlarda 

VHb’nin hücrelerin daha iyi büyümelerini/çoğalmalarını sağladığı ve metabolik 

aktivitelerini düzenlediği ortaya konmuştur [65].  

 

1.3. Proteinlerin Saflaştırılması  

 

Bir hücre ve dokudan istenilen bir proteinin saf halde izole edilmesi ticari açıdan önemli 

olması ile beraber oldukça da zor bir olaydır. Bu nedenle saflaştırılacak proteini binlerce 

farklı protein arasından ayırmak ve saf halde elde etmek için bu proteine uygun olan 

saflaştırma tekniklerinin seçilmesi gerekir. Saflaştırmada kullanılan yöntemlerden bir 

veya birkaçı arka arkaya kullanılarak istenilen protein belli ölçüde saf halde elde 

edilebilmektedir. Bu bağlamda bahsedilecek saflaştırma adımları, tez kapsamında L-

asparaginazın kısmi saflaştırılmasında kullanılan teknikleri içermektedir. 

 

1.3.1. Amonyum sülfat çöktürmesi 

 

Nötral tuzla çöktürme ‘‘salting-out’’ proteinlerin konsantre edilmesinde ve 

saflaştırılmasında geniş çapta kullanılan bir yöntemdir. Çöktürülen proteinler genellikle 

denatüre değildir ve aktivite peletin tekrar çözünmesiyle geri kazanılır. Nötral tuzlar 
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proteinleri denatürasyona, proteolize veya bakteriyal kontaminasyona karşı stabilize 

ederler. Çökelmenin nedeni izoelektrik nokta faktöründen farklıdır. Salting-out 

proteinlerin yüzeyindeki hidrofobik bölgelerin dağılımına bağımlıdır. Genelde proteinin 

iç kısımlarında bulunmakla beraber yüzeyde bölgesel olarak dağılan hidrofobik gruplar, 

ortamda bulunan su molekülleriyle içe doğru sıkıştırılır. Sulu ortamda iyonlarına ayrışan 

tuzun artan konsantrasyonlarında proteinin yüzeyinden daha fazla miktarda su 

molekülleri uzaklaştırıldığından dolayı proteinin hidrofobik bölgeleri açıkta kalır. 

Protein molekülünün yüzeyinde açıkta kalan hidrofobik bölgelerin birbiri ile etkileşimi 

nedeniyle kümelenmeler ve çökelmeler meydana gelir. Bir araya gelen hidrofobik 

bölgeler, daha az miktarda hidrofobik bölgeler içerenlerden daha önce çökelirler.  Bu 

durum, proteinlerin fraksiyonlanarak ayrılmasına olanak verir. 

Tuz etkisiyle çöktürmede tuzun anyonik karakteri ve çok değerlikli oluşu önemli olup 

etki sırası fosfat > sülfat > sitrat > asetat  > nitrat şeklindedir. Tek değerlikli katyonlar  

arasındaki etki sırası ise; NH4
+ > K+ > Na+ ‘dır. Çöktürme işleminde genellikle etkinliği 

ve çözünürlüğü yüksek, pH’yı fazla etkilemeyen, çözeltide fazla ısınmaya yol açmayan, 

ucuz ve etkin bir tuz olan amonyum sülfat [(NH4)2SO4] kullanılır [66-68]. 

 Amonyum sülfatla çöktürme ile genelde 2-5 kat arasında bir saflaştırma işlemi 

gerçekleştirilir. Amonyum sülfat çöktürmesi sonrası fazla tuzun uzaklaştırılması için 

diyaliz, jel filtrasyonu veya ultrafiltrasyon işleminin gerçekleştirilmesi gerekebilir. 

Amonyum sülfat çöktürmesinde kullanılacak konsantrasyon (%  doygunluk)   değerleri 

ve eklenecek amonyum sülfat miktarları çizelge 1.1’de verilmiştir. Bu tablodaki 

değerler aşağıdaki formülden hesaplanmıştır [67]. 

 

 
  

    g  =  1 litre çözeltiye eklenmesi gereken gram amonyum sülfat miktarı 

S1 =  Amonyum sülfatın başlangıç konsantrasyonu (% ) 

S2 =  Amonyum sülfatın son konsantrasyonu (% ) 
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                Çizelge 1.1. 0 oC’de istenen doygunluğa ulaşılması için çözeltiye eklenmesi gereken katı amonyum sülfat miktarı [67]. 

        Amonyum Sülfatın son konsantrasyonu, 0 oC’de %  doygunluk 
 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100  
Amonyum Sülfatın başlangıç konsantrasyonu(% ) 
 

100 mL çözeltiye eklenecek gram amonyum sülfat miktarı 
 
0 

 
10.7 

 
13.6 

 
16.6

 
19.7

 
22.9

 
26.2

 
29.5

 
33.11

 
36.6

 
40.4 

 
44.2

 
48.3

 
52.3

 
56.7

 
61.1

 
65.9

 
70.7 

5 8.0 10.9 13.9 16.8 20.0 23.2 26.6 30.0 33.6 37.3 41.1 45.0 49.1 53.3 57.8 62.4 67.1  
10 5.4 8.2 11.1 14.1 17.1 20.3 23.6 27.0 30.5 34.2 37.9 41.8 45.8 50.0 54.5 58.9 63.6  
15 2.6 5.5 8.3 11.3 14.3 17.4 20.7 24.0 27.5 31.0 34.8 38.6 42.6 46.6 51.0 55.5 60.0  
20 0 2.7 5.6 8.4 11.5 14.5 17.7 21.0 24.6 28.0 31.1 35.4 39.2 43.3 47.6 51.9 56.5  
25  0 2.7 5.7 8.5 11.7 14.8 18.2 21.4 24.8 28.4 32.1 36.0 40.1 44.2 48.5 52.9  
30   0 2.8 5.7 8.7 11.9 15.0 18.4 21.7 25.3 28.9 32.8 36.7 40.8 45.1 49.5  
35    0 2.8 5.8 8.8 12.0 15.3 18.7 22.1 25.8 29.5 33.4 37.4 41.6 45.9  
40     0 2.9 5.9 9.0 12.2 15.5 19.0 22.5 26.2 30.0 34.0 38.1 42.4  
45      0 2.9 6.0 9.1 12.5 15.8 19.3 22.9 26.7 30.6 34.7 38.8  
50       0 3.0 6.1 9.3 12.7 16.1 19.7 23.3 27.2 31.2 35.3  
55        0 3.0 6.2 9.4 12.9 16.3 20.0 23.8 27.7 31.7  
60         0 3.1 6.3 9.6 13.1 16.6 20.4 24.2 28.3  
65          0 3.1 6.4 9.8 13.4 17.0 20.8 24.7  
70           0 3.2 6.6 10.0 13.6 17.3 21.2  
75            0 3.2 6.7 10.2 13.9 17.6  
80             0 3.3 6.8 10.4 14.1  
85              0 3.4 6.9 10.6  
90               0 3.4 7.1  
95                0 3.4  
100                 0  
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1.3.2. Diyaliz 

 

Proteinleri daha küçük molekül ağırlığa sahip moleküllerden ayırmak için diyaliz 

yöntemi kullanılır. Bu yöntem yarı geçirgen bir membran içerisine konulan protein 

çözeltisinin, düşük molekül ağırlıklı biyomoleküller ve tuz gibi küçük moleküllerin 

membranın ultramikroskopik porlarından suya ya da tampona geçirilerek ayrılmasına 

dayanır. Sistemin işleyişi, membranla ayrılan iki faz arasındaki konsantrasyon yani 

kimyasal potansiyel farkına dayalı difüzyonla (osmoz) gerçekleşmektedir. Diyaliz 

işleminde küçük moleküllerin geçişi, membranın her iki yüzeyinde potansiyel farkı eşit 

oluncaya kadar devam eder. Protein saflaştırılmasında, özellikle amonyum sülfat’la 

proteinlerin çöktürülmesi sonrası iyon değişim kromatografisi uygulanacaksa, düşük 

iyon şiddetli tampon ile değişim zorunludur. Diyaliz işlemi, por çapı 1-20 nm arasında 

olan selüloz asetat veya selüloz nitrattan üretilmiş diyaliz torbaları veya tüpleri ile 

gerçekleştirilmektedir [69]. Diyaliz torbaları, kullanılmadan önce bazı protein ve 

nükleazların inhibitör faktörü olan ağır metal iyonlarının ön işlemlerle uzaklaştırılması 

gerekebilir. Bu amaçla; sırasıyla % 0.005’lik EDTA, % 0.2’lik sodyum karbonat 

çözeltisinde ve ardından saf suda iki kez 10 dakika kaynatılır. Mikrobiyal kirlenmeyi 

önlemek amacıyla % 20’lik etanol veya % 0.1’lik sodyum azid çözeltisinde +4 oC’de 3 

ay süreyle kullanıma hazır saklanabilir. Diyaliz torbasının uçları, diyaliz sonrası hacmin 

iki kat veya daha fazlası artabileceği dikkate alınarak kapatılmalıdır. Diyaliz torbası 

düşük iyon şiddetli +4 oC’deki tampona yerleştirilir ve tampon karıştırılır. Torbadaki 

porlardan tuzlar, geçebilen proteinler, peptidler, nükleotidler, koenzim, ATP dışarıya 

difüze olurlar ve torbadaki iyon şiddeti azalır. Membran içindeki ve dışındaki iyon 

şiddetinin dengeye gelmesi 3-5 saat sürebilir. Aktivite kayıplarını minimize etme 

amacıyla işlem +4 oC’de gerçekleştirilir. İşlem bitiminde diyaliz torbası önce tampon 

ardından suyla yıkanır ve depolama koşullarında saklanabilir [66-68].  

 

1.3.3. İyon değişim kromatografisi  

 

İyon değişim kromatografisi, elektrostatik çekim gücüne dayanan adsorpsiyon 

kromatografisinin bir türü olup, örnekte bulunan bileşenler yüklü durağan faza olan 

affinitelerine göre ayrılırlar. İyon değiştiriciler iki kısımdan oluşur. Birinci kısım içinde 

ve yüzeyinde kimyasal olarak (kovalent bağlarla) bağlanmış yüklü gruplar içeren üç 

boyutlu, çapraz bağlarla bağlanmış çözünür olmayan dolgu maddesidir. İkincisi ise 
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hareketli karşı iyonlardır ve tersinir olarak aynı yükteki başka iyonlarca, çözünür 

olmayan dolgu maddesinde herhangi bir değişikliğe yol açmadan değiştirilebilirler.  

Bu teknikte proteinler yada amino asit karışımları belirli bir pH’da taşıdıkları yüke 

göre birbirlerinden ayrılırlar. Matriks, jel elemesinde olduğu gibi nötral olmayıp, 

iyonize olabilen fonksiyonel gruplarla donanmıştır. Protein izolasyonun da kullanılan 

iyon değiştiriciler, jel kromatografisinde kullanılan matrikslere dietilaminoetil (DEAE) 

ya da karboksimetil (CM) gruplarının eklenmesi ile elde edilir. DEAE türü iyon 

değiştiriciler (+) yük taşırlar ve anyon değiştirici görevi görürler; CM türü iyon 

değiştiriciler pH 4’ün üzerinde (-) yük taşırlar ve katyon değiştirici görevi görürler 

(Şekil 1.6). Bir protein karışımı belirli bir pH’da iyon değiştiriciye uygulandığında, 

matriksle aynı tür yük taşıyan bileşikler, iyon değiştiriciye tutunamayarak ilk başta 

kolondan çıkarlar. Matriks yüküne karşıt yük taşıyan proteinler ise, elektrostatik 

etkileşimle matrikse bağlanırlar. Bunlar sonradan elüsyon şartları değiştirilerek 

kolondan sökülürler. Bir proteinin matrikse ne derece sıkı bir şekilde bağlanacağı, 

öncelikle proteinin üzerindeki yük miktarına bağlıdır. Bir katyon değiştiriciyi ele 

alırsak, belirli bir pH’da bu matrikse uygulanan protein karışımında en sıkı bağlanan 

bileşen, en fazla (+) yük taşıyan (izoelektrik noktası en yüksek olan) bileşendir. Bu 

protein aynı zamanda matriksten en güç sökülebilen protein olacaktır [70-72]. 

 

 

 
Şekil 1.6. İyon değiştiriciler [70]. 

 

Biyolojik maddelerin ayrımında ilk kullanılan iyon değiştiriciler selüloz iyon 

değiştiricileridir. Hidrofilik tabiatı sebebiyle selülozun proteinleri denatüre etme eğilimi 

çok düşüktür. Pharmacia Fine Chemicals firması tarafından geliştirilen modifiye 
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dekstran olan Sephadex, çapraz bağlı agaroz olan Sepharose ve epiklorohidrin ile çapraz 

bağlanarak kuvvetlendirilmiş selüloz olan Sephacel iyon değiştiricileri, küresel tanecikli 

yüksek gözenekli ilk iyon değiştiricileridir. Bu günlerde çok farklı destek maddesi 

vardır ancak protein fraksiyonu için en yaygın tercih edilen destek maddesi selülozdur 

[71].  

Yaygın olarak kullanılan iyon değiştiricilerin, değiştirdikleri iyon yüklerine göre 

türleri, destek maddeleri, destek maddesine kovalent olarak bağlı iyonik grupları, karşı 

iyonları, pH kullanım aralıkları ve zayıf veya kuvvetli iyon değiştirici türleri çizelge 

1.2’de özetlenmiştir. İyon değiştiricilerin karşı iyonları adsorblama kabiliyeti kantitatif 

olarak kapasite olarak tanımlanır. İyon değiştiricisinin kapasitesi destek maddesinin 

gözeneğinin fonksiyonudur. İyon değiştiricisinin total kapasitesi, o iyon değiştiricisinin 

kuru gramında bulunan yüklü grupların miktarıdır. Genel olarak miligram kuru ağırlık 

başına iyonlaşabilen grupların miliekivalentleri olarak ifade edilir ve deneysel olarak 

titrasyonla tayin edilir.  

 

1.3.3.1. İyon değiştiricinin seçimi 

 

Amfoterik maddeler olan proteinlerin net yükleri değişken olup düşük pH’ larda pozitif, 

yüksek pH’larda negatif ve izoelektrik noktada (pI) ise yüksüzdür. Proteinlerde 

etkileşime giren yük grupları başlıca karboksil, amino veya tersiyer amino gruplarıdır. 

Genel kaide olarak toplam aspartik asit ve glutamik asit artığı değişken proteinler 

anyonik değiştiriciler ile ayrılırken, lizin, arjinin ve histidin içeriği farklı proteinler 

katyonik değiştiricilerle ayrılabilirler. Ancak, bu kaide kesin bir kaide değildir, zira 

bağlanmayı etkileyen birçok faktör vardır. Bu sebeple proteinlerin ayrılmasına 

başlamadan önce protein karışımının hem asidik hem de bazik şartlarda poliakrilamid 

jellerle elektroforezinin yapılmasında fayda vardır. Elektroforetik ayırımlar, yaklaşık 

olarak anyon ve katyon değişim kromatografisinin analitik versiyonları olarak hizmet 

ederler. Örneğin, eğer karışımın iyi bir ayırımı alkali koşullardaki elektroforezle elde 

edilirse o zaman preparatif olarak benzer pH’ta anyon değiştirici ile de ayrılabilir. 

Prensipte amfoterik moleküller hem anyon hem de katyon değiştiricileriyle 

bağlanabilirler ama büyük biyomoleküllerle çalışırken kararlı olduğu pH aralığının da 

dikkate alınması lazımdır.  

Çoğu kez ayrılmak istenen proteinin izoelektrik noktası bilinmez ve bir protein 

karışımındaki proteinlerin birbirlerinden ayrılabilmesi için ne tip bir iyon değiştirici 
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kullanılacağı ancak deneme yanılma yöntemi ile gerçekleştirilir. Az bir miktar örnek 

tampon çözeltide çözülür ve farklı iyon değiştiricilerin bulunduğu farklı test tüplerine 

eşit olarak konulur. 10-15 dakika bekletildikten sonra santrifüjlenerek çözeltinin 280 nm 

de absorbansı okunur. Relatif olarak en düşük absorbans veren test tüpteki iyon 

değiştirici en uygun değiştiricidir [68].  

 
 
Çizelge 1.2. Yaygın kullanılan iyon değiştiriciler [68]. 

 

       İyonik Grup pH Kullanım Aralığı Mevcut Maddeleri 

Zayıf Anyon Değiştirici 

Dietilaminoetil (DEAE) 

Fonksiyonel Grup:    

-O-CH2CH2N+(C2H5)2HCl-           

Karşı İyon: Cl-                               

2-9 

dekstran, agaroz, 

selüloz, lifli selüloz, 

mikrogranüler selüloz 

Kuvvetli Anyon Değiştirici 

Kuaterner aminoetil (QAE) 

Fonksiyonel Grup:   

-O-CH2CH2N+(C2H5)2 

CH2CH(OH)CH3Cl-  

Karşı İyon: Cl- 

     2-10  dekstran, lifli selüloz 

Zayıf Katyon Değiştirici 

Karboksimetil (CM)   

Fonksiyonel Grup:   

-O-CH2COO-Na+   

Karşı İyon: Na+  

 3-10 

dekstran, lifli selüloz, 

mikrogranüler selüloz, 

agaroz 

Kuvvetli Katyon Değiştirici 

Sülfopropil (SP)   

Fonksiyonel Grup:   

-O-CH2CH2CH2SO3
-Na+ 

Karşı İyon: Na+  

 2-12 
mikrogranüler selüloz, 

dekstran 
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1.3.3.2. Örnek tatbiki ve elüsyon 

 

İyon değişim kromatografisi ile ayırımda temelde iki etap vardır: ilk etap örnek tatbiki 

ve iyon değiştirici üzerinde adsorpsiyon, ikinci etap ise adsorbe edilen örnek 

bileşenlerinin kolondan ayrılmış olarak elüe edilmeleridir. 

Örnek, uygulamada kolaylık oluşturması açısından % 5 glukoz ya da sukroz ile 

yoğunlaştırılabilir. Örnek uygulanmadan önce, çıkış tüpü kapatılır. Jel yüzeyindeki 

tamponun fazlası Pasteur pipeti ile alınır. Bu işlem esnasında jel yüzeyinin 

bozulmamasına ve kurumamasına dikkat edilmelidir. Örnek Pasteur pipeti ile kolonun 

iç kenarında süzdürülerek tüm jel yüzeyine homojen bir şekilde uygulanır ve çıkış tüpü 

açılarak örneğin jelin içine girmesi sağlanır. Jel yüzeyinin kurumamasına dikkat 

edilmelidir. Örnek jelin içine girdikten sonra Pasteur pipeti ile jel yüzeyinden 4-5 cm 

yukarıya kadar tampon doldurulur. Tampon rezervi bağlanarak uygulama başlatılır. 

Örneğin tatbikinden sonra kolon, hacminin iki katı hacimdeki başlangıç tamponu ile 

yıkanarak bağlanmamış proteinin tamamı kolondan elüe edilebilir. Bir fraksiyon 

toplayıcısı yardımıyla, 3-4 mL’lik fraksiyonlar toplanır ve fraksiyonlarda örnek analizi 

yapılır [72]. 

Absorplanan proteinin elüsyonu iki şekilde gerçekleştirilebilir;  

Tuz yıkamasıyla: Bu yöntemle örnek düşük iyonik kuvvette bir tamponla dengelenmiş 

kolona uygulandıktan sonra, yıkama tamponuna kademeli olarak ya da düzgün bir 

gradient teşkil edecek şekilde, sodyum veya potasyum klorür gibi basit bir tuz 

eklenerek, iyonik kuvvet yükseltilir. Eklenen tuzun iyonları reçinedeki fonksiyonel 

gruplar ile proteinler arasıdaki etkileşimi zayıflatarak proteinlerin kolondan sökülmesini 

sağlar. Protein ne kadar sıkı bir şekilde bağlanmış olursa, kolondan yıkanması için o 

kadar yüksek iyonik kuvvette tampon gerekir (Şekil 1.7). 

Elüsyon pH’sı değiştirilerek: Anyon değiştiricilerde tampon pH’sı düşürülerek, katyon 

değiştiricilerde ise tampon pH’sı yükseltilerek, ilk başta kolona bağlanan proteinlerin 

yükü matriks yüküne benzetilir; elektrostatik itiş ile proteinler kolondan sökülür. Her 

protein için net yükün (-) den (+) ya, (+) dan (-) ye geçtiği pH değişiktir ve proteinlerin 

izoelektrik noktasına bağlıdır. Proteinler, izoelektrik noktanın üzerindeki pH’larda (-), 

altındaki pH’larda ise (+) yük kazanırlar [72] . 
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Şekil 1.9. İyon değişim kolonundan tuz konsantrasyonu ile elüsyon [70]. 

 

 
1.3.4. Elektroforez 
 

 
Elektroforez terimi, bir elektrik alanın etkisi altında yüklü parçacıkların göç etmesi 

olarak tanımlanabilir. Amino asitler, peptidler, proteinler, nükleotidler ve nükleik asitler 

gibi önemli biyolojik moleküller iyonize olan gruplar içermektedirler. Bu nedenle 

herhangi bir pH’da çözelti içerisinde elektrikçe yüklü katyonlar (+) veya anyonlar (-) 

olarak bulunurlar. Bir elektrik alan etkisi ile bu yüklü partiküller net yüklerine bağımlı 

olarak katoda veya anoda doğru göç ederler. Elektriksel alanda göç hızları veya 
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mobiliteleri; alanın şiddetine, moleküllerin net yüküne, büyüklüğüne, şekillerine ve 

moleküllerin hareket ettikleri ortamın iyonik şiddetine, vizkozitesine ve sıcaklığına 

bağlıdır [70].  

Proteinler, hem asidik hem de bazik yükleri bir arada içermelerinden dolayı, 

amfoterik bileşiklerdir. Net yükleri, bulundukları ortamın pH’sına göre belirlenir. Her 

protein; amino ve karboksil grup içeren amino asitlerin sayısına ve türüne bağlı olarak 

kendi karakteristik yük özelliklerine sahiptir. Her protein için net yükün sıfır olduğu, 

izoelektrik nokta (pI) olarak tanımlanan bir pH değeri vardır. İzoelektrik noktanın 

üzerindeki bir pH değerinde protein net negatif yüke sahiptir ve anoda doğru hareket 

eder. İzoelektrik noktanın altında ise protein pozitif yüklüdür ve katoda doğru hareket 

eder.  

Elektroforezde örnek, bir destek matriksi üzerinde göç eder. Bu matriks; kağıt, 

selüloz asetat, nişasta, agaroz veya poliakrilamid jeli olabilir. İşlem sırasında ısı açığa 

çıkması sebebi ile olabilecek yayılmalar ve difüzyonun engellenmesi ve ayrılmış 

proteinlerin immobilizasyonunun zenginleştirilmesi, bu destek materyali tarafından 

sağlanır. En yaygın olarak kullanılan destek matriksleri agaroz ve poliakrilamidtir. 

Bunlar fiziksel ve kimyasal yapıları açısından birbirlerine hiç benzememesine rağmen, 

her ikisi de gözenekli jeller oluştururlar.  

Agaroz; büyük gözenekli jeller oluşturması nedeniyle, genelde daha büyük molekül 

kütleli, nükleik asitler ve protein komplekslerinin ayrılmasında kullanılırlar. 

Poliakrilamid; küçük gözenekli jeller oluşturur, birçok proteinin ve küçük 

oligonükleotidlerin ayrılmasında kullanılırlar.  

Protein saflaştırılmasında genel olarak Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE); 

protein saflığının kontrolü, fraksiyonlama, saf proteinin alt birim yapısının incelenmesi, 

molekül kütlesi tayini, izoelektrik nokta tayini, izoenzimlerin belirlenmesi vb. kullanım 

alanlarına sahiptir. PAGE’nin anyonik deterjan sodyum dodesil sülfat (SDS) varlığında 

gerçekleştirilmesi ile proteinlerin moleküler büyüklüğüne göre karakterize edilmesi en 

çok kullanılan türüdür.  

 

1.3.4.1. Poliakrilamid jeller 

 

Poliakrilamid jelleri, akrilamid monomerlerinin bir çapraz bağlayıcı ajanla 

polimerizasyonu sonucu meydana gelir. Poliakrilamid jeller için, en çok kullanılan 

çapraz bağlayıcı ajan N;N-metilen bisakrilamid’tir. Akrilamid polimerizasyonu serbest 
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radikal katalize bir örnektir. Reaksiyon, amonyum persülfat ve N,N,N’,N’-

tetrametiletilendiamin (TEMED) ile başlatılır. TEMED, persülfat iyonunun 

dekompozisyonunu katalizleyerek serbest bir radikal oluşumunu sağlar. Eğer bir serbest 

radikal; R● olarak gösterilirse (●: çiftleşmemiş e- nu ifade eder) ve M akrilamid 

monomer molekül olarak alınırsa, bu durumda polimerizasyon aşağıdaki gibi 

gösterilebilir (Şekil 1.8). Çapraz bağlayıcı yüzdesi arttıkça, gözenek boyutu küçülür. 

 

 

 
Şekil 1.8. Poliakrilamid jelin oluşmasındaki polimerleşme reaksiyonu [70]  

 

Fotopolimerizasyon, akrilamid jellerinin, polimerizasyonunda kullanılabilecek 

alternatif bir metodtur. Amonyum persülfat ve TEMED yerine riboflavin kullanılır ve 

UV-ışıkta 2-3 saat sonunda riboflavinin dekompozisyonu sonucu serbest radikal 

oluşumu ile polimerizasyon başlar. 

Jeller, slab veya tübe döküldüklerinde, üst kısımda menusküs oluşur. Bu ihmal 

edilirse bantların şekillerinde bozukluk görülebilir, buna engel olmak için, ince bir 

tabaka su veya n-bütanol polimerizasyondan önce yüzeye bırakılmalıdır [66]. 
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1.3.4.2. Sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)   

 

Poliakrilamid jel elektroforezinin en yaygın olarak kullanılanıdır ve protein 

karışımlarının özelliklerini analizlemek açısından önemlidir. Protein saflık kontrolünün 

bir ölçüsüdür ve proteinin boyutuna göre bir ayırım yapması sebebiyle bağıl molekül 

kütlesi tayininde de kullanılır.  

Sodyum dodesil sülfat, anyonik bir deterjandır. Proteinlerin, büyük bir kısmı, 

gram protein başına 1.4 g SDS bağlarlar. Bu şekilde, etkin olarak polipeptid 

zincirlerinin net yükü maskelenir ve negatif yüklü SDS molekülleri içeren bir seri 

oluşur. Elektroforetik ayırma sadece etkin moleküler kütleye bağlıdır ve jeldeki 

moleküler elek doğrultusunda ayrılma gerçekleşir. Kullanılan poliakrilamid jel 

konsantrasyonu etkin ayırmayı sağlayan olgudur. SDS-PAGE’e uygulanacak örnekler; 

merkaptoetanol, SDS, bromfenol blue ve sükroz veya gliserol içeren tamponla muamele 

edilirler. Merkaptoetanol; proteinin tersiyer yapısını bir arada tutan disülfit bağlarını 

koparır. SDS ise proteini denatüre edip kuvvetli olarak bir SDS molekülü iki aminoasit 

artığına bağlanarak, proteinin yükünü maskeler. Bromfenol blue; iyonize olabilen bir 

boyadır ve elektroforezin kolay izlenebilmesi açısından ortama ilave edilir. Sükroz veya 

gliserol ise örnek çözeltisine bir yoğunluk kazandırması ve elektroforez hücresine 

uygulandığında, örneğin elektroforez tamponunda kolayca çökmesini sağlamak 

açısından kullanılır [66-68].  

SDS-PAGE için en çok kullanılan sistem Laemmli [73] tarafından geliştirilmiştir. 

Heterojen tampon sistemi temeline dayanır, ortamda ilave olarak % 0.1 SDS mevcuttur. 

Laemmli sisteminin ayırma kapasitesi çok iyidir, çünkü çalışılan proteinler; yürütme 

jeline girmeden önce düzenleyici (stacking gel) jelde; elektroforez tamponu ve jel 

arasındaki pH ve iyonik şiddet vasıtasıyla dengelenir ve konsantre edilirler. Negatif 

yüklü protein-SDS kompleksleri uzunluk başına aynı net yüke sahip oldukları için 

uygulanan elektrik alanda molekül kütlelerine göre moleküler elekleme prensibine 

uygun olarak anoda doğru ilerlerler. Küçük proteinler daha hızlı hareket ederken, jelin 

gözenek boyutuna bağlı olarak, büyük proteinler sürtünme etkisi ile daha yavaş hareket 

edeceklerdir. Jel yüzdesi, ilgili proteinin moleküler kütlesine bağlı olarak seçilmelidir.  

Elektroforez sonunda akım kesilir ve boyama işlemleri yapılarak jeller 

değerlendirilir. Bu amaçla en çok Bromphenol Blue, Food Green 3, Amido Black ve 

Coomasie Blue gibi organik boyalar kullanılmaktadır. Ancak son yıllarda duyarlılığı 
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çok daha iyi olan, metal tabanlı boyalar (Gümüş boyama) tercih edilmektedir. Gümüş 

boyama tekniği en yüksek duyarlılığa sahip olup, en çok kullanılan boyama tekniği olan 

Coomasie Blue ile kıyaslandığında, 100 kat daha duyarlı olduğu görülmektedir.  

SDS-jel elektroforezi, saflaştırma protokolünün her adımından sonra saflık 

derecesinin kontrolü amacı ile de uygulanabilir. Saf bir protein SDS-PAGE’de tek bir 

bant verir. Ancak proteinin alt birimlerinin farklı moleküler kütlede olması durumunda 

ise birden fazla bant görmek mümkündür. Ayrıca; aynı veya benzer molekül kütlesine 

sahip proteinler bu yöntemle ayrılamazlar. Bu sistemde, birçok proteinin SDS ile 

bağlanma oranının sabit olduğu düşünülmektedir. Buna ilaveten protein olmayan 

bölgeler içeren proteinler (Örn; glikoproteinler, fosfoproteinler, lipoproteinler, 

nükleoproteinler) özelliklerine göre değişen oranlarda SDS bağlarlar ve sonuçta 

anormal mobilitelerle karşılaşılabilir.  

Bu yöntemin en ciddi dezavantajı, elektroforez sonrasında proteinlerin enzimatik 

ya da biyolojik aktivitelerini yitirmeleridir. Bununla beraber en büyük avantajı ise, 

proteinlerin molekül kütlelerinin tayinine olanak sağlamasıdır. Bu amaçla; bilinen 

molekül kütlelerine sahip standart proteinler ve karakterize edilecek olan örnek aynı jel 

üzerine uygulanır. Standart proteinlerin moleküler kütlesinin logaritması ve Rf değerleri 

arasındaki lineer ilişkiye dayalı standart eğri türetilebilir ve analizlenen proteinin 

molekül kütlesi hesaplanabilir [66-70].  
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2.  ÇALIŞMAYLA İLGİLİ KAYNAK ÖZETLERİ      

       

L-asparaginaz enzimine olan ilgi onun çocuk lösemi türlerindeki terapötik değerinin 

belirlenmesiyle büyük artış kazanmıştır. Ancak, enzim birçok canlı sistemde 

bulunmasına rağmen terapötik değere sahip enzim sadece birkaç gram negatif bakteride 

mevcuttur. L-asparaginaz enziminin moleküler yapısı [74-76], ve klinik uygulamaları 

[77-81] hakkında bir çok çalışma bulunmasına rağmen, bu enzimin üretimi ve 

saflaştırılması konusunda fazla sayıda çalışma olmayıp, bulunanlar ise birkaç bakteri ile 

sınırlıdır. Enzimin, çalışılan bakterilerde optimal üretimi için katabolik şartların tam 

olarak çalışılmamış olması ve buna bağlı olarak az miktarlardaki üretimi, enzimin 

fiyatının oldukça yüksek olmasına neden olmaktadır.  Bu da oldukça etkin bir onkolitik 

ajan olan enzimin yaygın kullanımını mümkün kılmamaktadır [82].  

Günümüze kadar yapılan çalışmalar sonucunda sadece Escherichia coli ve 

Erwinia chrysanthemi’den elde edilen yüksek saflıktaki L-asparaginazın terapötik 

olarak kullanılabileceği ifade edilmiştir [11, 23]. Çalışmalar terapötik olarak kullanılan 

enzimin oldukça stabil olduğunu ( pH 4-12 gibi ekstrem bir aralıkta aktivite göstermesi) 

ve optimum aktiviteye pH 8.6 ve 30-43 oC’de sahip olduğunu göstermiştir [22]. E. coli 

ve Erwinia asparaginazlarının homotetramer bir yapıya sahip olduğu ve E. coli’de her 

alt ünitenin yaklaşık 32 kDa, E. chrysanthemi’de ise yaklaşık 40 kDa olduğu 

belirlenmiştir [83]. Erwinia’den elde edilen saf enzimin spesifik aktivitesinin yaklaşık 

300-400 μmol S→P/mg protein ve Km değerinin 1.10-5 mol/L olduğu da saptanmıştır 

[84]. Farklı bakterilerden elde edilmiş L-asparaginazlar ve onların kimyasal 

karakterizasyonu konusunda çok az çalışmaya rastlanmıştır. Bu yöndeki bir çalışmada 

L-asparaginaz termofilik bir bakteri olan Thermus thermophilus’dan saflaştırılarak 

karakterize edilmiştir [85]. Bu enzim yaklaşık 200 kDa moleküler ağırlığa sahip bir 

hekzamer olup, optimum pH’sı 9.2 ve Km değerinin ise 2.8 mM olduğu saptanmıştır. 

Benzer şekilde termostabil özelliği sayesinde bu enzimin 77 oC’de bile lineer bir kinetik 

aktivite sergileyebildiği saptanmıştır.  

L-asparaginazın klinik uygulamaları ile ilgili birçok çalışma mevcuttur. Enzimin 

yarılanma ömrünün tespitine yönelik bir çalışmada intramuskular enjeksiyon sonrası 

doğal E.coli asparaginazı için yarı ömür 1.24 gün, intravenöz uygulama için de bu değer 

2.9 saat olarak rapor edilmiştir [35].  
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Yetişkin kanser hastalarına intramuskular olarak 10.000 U/m2 olarak uygulanan 

E.coli asparaginazının plazmada sadece 14-24. saatler arasında takip edebildiği ve bu 

süreçteki enzim aktivitesinin pik değerinin 1.12 U/mL olduğu belirlenmiştir. Aynı dozu 

intravenöz olarak uyguladıklarında ise 4 kat daha yüksek aktivite saptanmıştır [86]. 

Bununla beraber enzim klinik uygulamalarında yüksek oranda immünolojik reaksiyon 

sergilediği görülmüştür. Bu immünolojik reaksiyonları azaltma çalışmalarında, PEG ile 

enzimin çapraz bağlanmış formunun enzimin aktivitesini değiştirmeden immünolojik 

reaksiyonları ortadan kaldırdığı saptanmıştır [87]. Bu yöndeki çalışmalardan bir 

başkasında ise enzimin dekstrana konjuge edilmiş formunun yüksek stabiliteye sahip 

olmakla birlikte PEG-asparaginaz formuna göre immünolojik reaksiyonları ortadan 

kaldırmakta daha az etkili olduğu da rapor edilmiştir [88]. İn vitro hayvan 

çalışmalarında PEG ile enzimin modifikasyonu sonucu yarılanma ömrünün yaklaşık 10-

20 kat arasında arttığı belirlenmiştir [89]. 

Enzimin üretiminin karbon katabolit baskılama, azot ve oksijenle yüksek oranda 

regüle olması enzimin üretiminde bu özelliklerin araştırılmasının önemini ortaya 

koymuştur. Bu yöndeki çalışmalarda farklı bakterilerde ve hatta aynı bakterinin değişik 

suşlarında bile farklı sonuçlar elde edilmiştir [90-93]. Glukoz bu enzimin üretiminde en 

yaygın kullanılan karbon kaynağı olarak bildirilmesine rağmen yapılan çalışmaların 

bazılarında glukozun enzimin sentezini önemli ölçüde baskıladığı rapor edilmiştir.  

Glukoz, Serratia marscences, E. coli ve P. vulgaris  gibi bakterilerde enzimin sentezini 

baskılarken, Serratia marscences’in kullanıldığı başka bir çalışmada ise artışa neden 

olduğu rapor edilmiştir [89, 90, 92, 94]. Glukozla L-asparaginaz üretiminin represyonu 

bakteriden bakteriye değişmektedir. Bununla beraber glukozun bu baskılama etkisinin 

temelinde belli konsantrasyonun üstüne çıkıldığında bu karbon kaynağının bakteri 

tarafından kullanılması sonucu ortam asitliğinin artması ve pH düşmesinin yattığı ileri 

sürülmektedir [90, 95]. Enzimin üretimi üzerine ortamın pH’ sının etkisini içeren bir 

çalışmada ise E. coli L-asparaginazının düşük ve yüksek pH’larda üretiminin düştüğü 

ve pH 7.5’de ise en yüksek enzim üretimini gösterdiği saptanmıştır [95]. 

Enterobacter cloacae’ da L-asparaginaz üretimin çalışıldığı bir araştırmada ise 

karbon kaynakları arasında maltoz ve galaktoz’un yüksek enzim aktivitesine neden 

olurken sorboz ve laktoz’un ise düşük enzim üretimine yol açtığı saptanmıştır [26].  Bu 

çalışmada azot kaynakları içinde, L-asparaginin yüksek enzim üretimine neden olurken 

amonyum içeren bileşiklerin enzim üretimini belli ölçüde baskıladığı ortaya konmuştur.  
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Başka bir çalışmada ise Enterobacter aerogenes’de L-asparaginaz üretimi için karbon 

ve azot kaynağı olarak uygun ortamın % 1’lik sodyum sitrat ve % 0.16’lık amonyum 

hidrojen fosfat olduğu rapor edilmiştir [92]. Bu bulgulardan ortaya çıkan sonuç, 

bakteriler için alternatif karbon ve azot kaynaklarının araştırılması ve her bakteri için 

kritik oksijen konsantrasyonlarının saptanması bu enzimin ticari ölçeklerde üretimi için 

bir gerekliliktir.  

 Vitreoscilla hemoglobini (VHb) taşıyan rekombinant bakterilerin yaklaşık 10 kat 

daha fazla oksijen alımı yaptıkları gösterilmiştir [96, 97]. VHb geni (vgb) E. coli [98], 

Enterobacter aerogenes [99], Saccharomyces türleri [100] gibi bakterilere aktarılarak 

VHb’nin bu organizmaların fizyolojik ve metabolik aktiviteleri üzerine etkileri 

araştırılmıştır. VHb ekspresyonu yapan bakterilerin genel olarak daha iyi çoğaldıkları, 

daha iyi metabolit ürettikleri gözlenmiştir. Ayrıca, VHb içeren bakterilerin kontrollerine 

göre daha yüksek bir ATP düzeyine sahip oldukları belirlenmiştir Bu da bakterilere, 

ortamdaki besin maddelerini daha yüksek oranda okside etme olanağı sağlamaktadır 

[101]. L-asparaginazın sentezi üzerine oksijenin etkisi konusunda farklı bakteri türleri 

için farklı sonuçlar rapor edilmiştir. VHb eksprasyonunun Enterobacter aerogenes’de 

L-asparaginaz sentezini önemli derecede inhibe ettiği görülmüştür. Özellikle farklı 

havalandırma/çalkalama koşullarında LB ortamında üretilen Ea[pUC8:15] suşu, Ea ve 

Ea[pUC8] suşlarından birkaç kattan 100 kata kadar daha düşük L-asparaginaz aktivitesi 

sergilediği saptanmıştır. Aynı çalışmada Ea ve Ea [pUC8] suşlarında hem oksijenli hem 

de oksijensiz koşullar altında benzer seviyede L-asparaginaz aktivitesi gözlenmiştir 

[90]. VHb’nin yukarıda bahsettiğimiz özelliklerinden dolayı, bu proteini taşıyan 

hücrelerin L-asparaginaz gibi oksijenle regüle olan ve karbon katabolit represyon 

gösteren bir enzimin üretiminde karbon ve azot kaynaklarını nasıl etkileyeceği konusu 

önemli bulgular ortaya koyabilir.   

Bu çalışma L-asparaginaz enzimi üzerine olup temel olarak iki kısım 

içermektedir. Birinci kısım etkili bir oksijen alım sistemi olan Vitreoscilla hemoglobinin 

(VHb/vgb) bulunduğu Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia 

coli bakterilerinde L-asparaginaz üretiminin farklı karbon ve azot kaynakları ile 

regülasyonu, ikinci kısım ise enzimin Enterobacter aerogenes’den kısmi saflaştırılması, 

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

 

3.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasallar  

 

Bu çalışmada kullanılan kimyasallar L-asparagin, L-glutamin, DEAE-sephadex, 

trikloroasetik asit, amonyum sülfat, hekzan, Tris-HCI, potasyum fosfat (KPi), Nessler 

ayıracı kimyasalları (HgI2, KI,  NaOH) analitik saflık derecesinde olup Sigma 

şirketinden sağlanmıştır. Diğer kimyasallar ve besiyeri hazırlamasında kullanılan 

kimyasallar da aynı firmadan sağlanmışlardır.  

 

3.2. Nessler Ayıracının Hazırlanması 

Nessler ayıracı çözelti A ve çözelti B adı verilen iki çözeltinin karışımından 

oluşmaktadır [102].  

A Çözeltisi: 35g  KI + 50g  HgI2 alınarak toplam hacim  200 mL olacak şekilde distile 

su için de çözünerek hazırlandı. 

B Çözeltisi: 50g  NaOH alınarak toplam hacim  250 mL olacak şekilde distile su için de 

çözünerek hazırlandı.  

Nessler ayıracı soğutulmuş A ve B çözeltilerinden B çözeltisinin A’ya eklenmesi ile 

hazırlanır. Bu karışım karanlıkta muhafaza edilmiş ve en az bir hafta presipitasyon için 

bekletildikten sonra üstte kalan berrak kısım kullanılmıştır.  

 

3.3. Çalışmada Kullanılan Bakteriler  

 

Çalışmada 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 klonlanmış rekombinant suşları kullanılmıştır. E. 

aerogenes, E. coli ve P. aeruginosa Amerikan Tarım Bakanlığı Kültür 

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

E. aerogenes ve onun vgb- ve vgb+ rekombinantları sırasıyla “Ea”, “Ea[pUC8]” ve 

“Ea[pUC8:15]” olarak isimlendirilmiştir. E. Coli ve onun vgb- ve vgb+ rekombinantları 

ise sırasıyla “JM103” “MK57” ve “MK79” olarak adlandırılmıştır. P. aeruginosa “Pa” 

ve onun “PaJC” olarak adlandırılan vgb+ suşu ise Illinois Institute of Technology, Chicago 

(USA)’dan sağlanmıştır [103]. 
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3.4. Bakterilerin Üretilmesi ve Stok Kültürler 

 

Çalışmada kullanılan bakterilerin uzun süreli stokları %  20 gliserol (v/v) içeren sıvı 

Luria-Bertani (LB) besi ortamı içinde hazırlanmıştır. Bunun için konakçı bakteriler (E. 

aerogenes, E. coli ve P. aeruginosa) sıvı LB, bunların rekombinantları olan Ea[pUC8], 

Ea[pUC8:15],  MK57 ve MK79 100 μg/mL amfisilin ve PaJC ise 500 μg/mL 

kloramfenikol içeren LB ortamına ekim yapılmış ve gece boyu 37 0C, çalkalamalı 

koşullarda (200-rpm) inkübe edilmişlerdir. Bu kültürlerden 1 mL alınarak ependorf 

tüplerine transfer edilmiş ve 10,000-rpm’de 5 dk. oda sıcaklığında santrifüj edilerek 

pelletlere 800 μl LB ve 200 μl gliserol eklenerek hafifçe vortekslenmiştir. Hazırlanmış 

olan bu hücre süspansiyonları -20 0C’de muhafaza edilmişlerdir. Bu tür bir hücre 

stoğunda hücrelerin 1 yıldan fazla bir süre canlılıklarını korudukları tesbit edilmiştir. 

Ancak, çalışmada kullanılan bakteriler bu stok kültürlerden değil, LB ve rekombinantlar 

için LB + antibiyotik içeren agar plakalar üzerine ekilmiş, +4 oC’deki ve 1 ayı 

geçmeyen kolonilerden taze pasajlar alınarak yapılmıştır.  

 

3.5.   Kullanılan Besi Ortamlarının Hazırlanması   

 

Çalışmanın enzim üretimi ile ilgili kısımlarında ise sınırlı bir besin değeri olan yarı 

sentetik MMY (pH 7.0) besi ortamı kullanılmış ve içeriği çizelge 3.1’de verilmiştir. 

Besi ortamları 125 mL hacimlik erlenlerde 20 mL besi ortamı olacak şekilde 20 dakika 

süresince otoklavda 120oC’de 1 atm basınçta otoklavlanmıştır. Kullanılan karbon ve 

azot kaynakları stok çözeltiler olarak hazırlanıp benzer şekilde otoklav edilmiştir. 

Karbon ve azot kaynaklarının bu stok çözeltileri belli dereceye kadar soğutulmuş (<50 
oC) besi ortamına, otoklavdan sonra uygun son konsantrasyonu sağlayacak miktarlarda 

ilave edilmiştir.  

Yine çalışmada temel besi yeri olarak zengin bir besi ortamı olan LB (pH 7.0) 

kullanılmıştır (Çizelge 3.2).  
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Çizelge 3.1.  Yarı Sentetik (MMY) Besi Yerinin İçeriği (g L-1) 

 MgSO4⋅7H2O                                                                               0.5 

 FeSO4⋅7H2O                                                      0.01 

 KCI                                                                    0.5 

 K2HPO4                                                             1.0 

 Yeast ekstrat                                                       0.5 

 

 

Çizelge 3.2.  Luria-Bertani (LB) Besi Yerinin İçeriği (g L-1) 

NaCI                                                                   10 

Pepton                                                                 10 

Yeast ekstrat                                                         5 

  

          

3.6. L-Asparaginaz Sentezi İçin Bakteri Kültürleri 

 

20 mL LB içeren 125 mL’lik erlenlere pasajlardan bir koloninin bir kısmı alınarak ekim 

yapılmış ve gece boyunca çalkalamalı koşullarda (200-rpm) 37 0C’de inkübe edilerek 

gece kültürleri hazırlanmıştır. Bu kültürlerinden yeni besi ortamlarına 1/100 inokulum 

transfer edilerek, enzim sentezi çalışması için 24 saat inkübasyona (200-rpm, 37 0C) 

bırakılmışlardır. Yarı sentetik besi ortamına da (MMY) aynı şekilde gece kültürlerinden 

ekim yapılmıştır. Karbon kaynakları (glukoz, fruktoz, sukroz, laktoz ve gliserol) MMY 

ortamına son konsantrasyon % 0.1 olacak şekilde ilave edilmişlerdir. Azot kaynakları 

olarak L-asparagin (Asn), L-glutamin (Gln), üre ve sodyum nitrit (nitrit) % 0.15 

konsantrasyonlarda ortama eklenmiştir.  

 

3.7. Kültürlerin Toplam Kütle (OD600) Değerlerinin Belirlenmesi 

 

 Hücre kültürlerinde çoğalma belirteci olarak toplam biyokütleyi gösteren ve bunu 

ortamın türbiditesi ile ilişkilendiren spektrofotometrik yöntem kullanılmıştır. Bunun için 

kültürlerin optik dansiteleri 600 nm dalga boyunda 24 saat sonunda belirlenmiştir.  
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3.8. Periplazmik L-Asparaginaz’ın Salınımı İçin Potasyum Fosfat-Hekzan Sulu 

Faz Sistemi ile Membran Permeabilizasyonu 
 

Tarafımızdan geliştirilen bir metotla hücreler permeabilize edilerek, ortama salınan L-

asparaginaz aktivitesi ölçülmüştür [104]. Kısaca özetlenirse; L-asparaginaz üretimi için 

kültürü yapılan hücreler, oda sıcaklığında santrifügasyon  (10,000 rpm ve 10 dk.) 

aracılığıyla çöktürülüp, pelletler 0.05 M potasyum fosfat (KPi) tamponu (pH 8.6) ile bir 

kez yıkanmış ve % 1 hekzan içeren aynı tamponda, A600= 5.0 olacak şekilde ayarlanıp 

yeniden süspanse edilmiştir. Bu süspansiyon oda sıcaklığında 30 dakika inkübasyona 

bırakılmış ve her 5 dakikada bir çalkalanmıştir. Süre bitiminde tüpler ağzı açık bir 

şekilde 5 dakika evapore edilerek hekzanın ortamdan uzaklaşması sağlanmıştır. Daha 

sonra aşağıdaki prosedüre göre L-asparaginaz aktivitesi belirlenmiştir.  

 

3.9.  L-Asparaginaz Aktivitesinin Ölçümü 

 

L-asparaginaz aktivitesi, bu enzim tarafından L-asparaginin aspartik asite ve amonyağa 

yıkılmasından açığa çıkan amonyağın ölçülmesi esasına dayanan ve yaygın olarak 

kullanılan Nessler reaksiyonu (neslerizasyon) [102] ile belirlenmiştir.  Toplam 1 mL 

olan reaksiyon karışımı 0.9 mL 0.05 M Tris-HCI (pH 8.6) içinde taze hazırlanmış 0.01 

M L-asparagin ve 0.1 mL hücre ekstraktı (veya permeabilze edilmiş hücre) 

içermektedir. Her bir örnek için hazırlanmış olan paralel körlere ekstrakt konulmadan 

önce 0.1 mL 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) ilave edilmiştir. Reaksiyon karışımı 

37oC’de 30 dakika inkübasyona bırakıldıktan sonra örnek tüplerindeki reaksiyonu 

durdurmak için 0.1 mL 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) konulmuştur. Daha sonra 

reaksiyon karışımı 10,000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek 0.5 mL süpernatant 1.75 

mL distile su içeren tüplere transfer edilmiştir. Bu karışıma 0.25 mL Nessler ayıracı 

eklenerek tüpler vortekslenmiş, 10 dakika oda sıcaklığında tutulmuş ve A480 değerleri 

körlerine karşı okunmuştur. Bir L-asparaginaz ünitesi (U), 37oC’de 1 dakikada 1 μmol 

amonyak açığa çıkaran enzim miktarı olarak tanımlanmıştır. Örneklerdeki amonyak 

konsantrasyonu, daha önce amonyum sülfatla hazırlanmış olan standart eğri yardımı ile 

hesaplanmıştır. Bu metodla en düşük belirleme konsantrasyonunun 10 μM amonyak 

olduğu belirlenmiştir. Total protein ise bovin serum albumininin (BSA) standart olarak 

kullanıldığı Lowry (1951) metoduna göre yapılmıştır [105]. 
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3.10. E.  aerogenes’den L-Asparaginazın Kısmi Saflaştırılması 

 

L-asparaginazın kısmi saflaştırılmasında amaca uygun olarak literatür bilgilerinden 

yararlanıp bir saflaştırma yöntemi geliştirilmiştir. Bu yöntem temelde amonyum sülfat 

çöktürmesi ve iyon-değişim kromotografisini içermektedir. 

 

3.10.1. Homojenat hazırlanması 

 

2 litre LB ortamında 24 saat boyunca inkübe edilen Enterobacter  aerogenes, 10,000 g’ 

de 10 dakika santrifüjlenerek çöktürülmüş ve süpernatant atılmıştır. Hücre peleti 3 g/mL 

olacak şekilde % 0.02 merkaptoetanol içeren 50 mM fosfat tamponu (pH 8.5) ile 

süspanse edilmiştir. Sonikasyon işleminde hücreyi tamamen parçalamadan daha çok 

periplazmik L-asparaginazın salınımını sağlayan bir sonikasyon süresi için ön 

denemeler yapılmıştır. Ön denemeler sonunda 4x15 sn’lik bir sonikasyon uygulanması 

sonrası hücreler 10,000 g’de 30 dk. santrifüj edilerek hücre artıkları uzaklaştırılmış ve 

bundan sonraki işlemlerde gerekli yedeklemeler yapılarak burada elde edilen 

süpernatantlar kullanılmıştır.  

 

3.10.2. Amonyum sülfat çöktürmesi 

 

Amonyum sülfat çöktürmesinde 25 mL homojenat kullanılmıştır. İlk adım olarak % 45 

amonyum sülfat çöktürmesi için standart tablodan belirlenen 6.550 g  katı amonyum 

sülfat, enzim çözeltisine köpürmeyi dolayısı ile denatürasyonu en aza indirgemek için 

+4 oC’de yavaş yavaş ilave edilmiştir. Çöken proteinlerin uzaklaştırılması için 10,000 

g’de 30 dakika santrifüj edildi. Pellet atıldıktan sonra ikinci adım olarak üst faza % 85 

doygunlukta çöktürme uygulanmıştır. Bunun için standart tablodan belirlenen 6.670 g 

amonyum sülfat alınıp tekrar aynı şekilde karıştırılarak ilave edilmiştir. Bu aşama 

sonrasında çöktürülen enzim 10,000 g’de 30 dakika santrifüjlenerek ayrılmış ve pellet 

15 mL  % 0.02 merkaptoetanol içeren 50 mM fosfat tamponu (pH 8.5) ile süspanse 

edilmiştir. 
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3.10.3. Diyaliz 

 

Amonyum sülfat ilavesi ile çöktürme sonrası tuzların uzaklaştırılması amacıyla diyaliz 

işlemi uygulanmıştır. Bu amaçla kullanılan diyaliz torbası (Sigma-D9527, Por 

büyüklüğü:12,000 Da) aşağıdaki şekilde hazırlanmıştır: 

 1 dk. 80 oC’ de % 0.3’ lük Na2SO3 içinde bekletildi, 

 2 dk.  % 0.2’ lik H2SO4  içinde bekletildi, 

 Asidin uzaklaştırılması için 60 oC’ deki saf su ile yıkandı. 

Bu şekilde hazırlanmış olan diyaliz torbası daha sonra diyaliz işlemlerinde kullanılmak 

için saf suda saklanmıştır. Hazırlanan diyaliz torbasına konan enzim çözeltisi, % 0.02 

merkaptoetanol içeren 50 mM fosfat tamponuna (pH 8.5) karşı 24 saat süreyle diyalize 

tabi tutularak enzimin rejenerasyonu sağlanmıştır [66]. Diyaliz esnasında tampon 

çözelti iki kez değiştirilmiş ve bunun sonucunda diyaliz sonrası enzim çözeltisine 

amonyum testi yapılarak tuz iyonlarının uzaklaştırıldığı saptanmıştır. 

 

3.10.4. DEAE-Sephadex iyon değişim kromatografisinin uygulanışı 

 

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

DEAE-Sephadex (Sigma A50120, Tanecik büyüklüğü: 40-125 μm, Por büyüklüğü: 200 

kDa) kullanılmıştır [72]. Kolonun hazırlanması ve örneğin uygulanmasında aşağıdaki 

işlem basamakları izlenmiştir: 

 66 mL olan kolon hacmi için 4 gr DEAE-Sephadex tartılmış, 

 Aktif gruplarının ortaya çıkarılması için 1 gr kolon dolgu maddesine karşılık 15-20 

mL 0.1 N HCl alınarak 30 dk. karıştırılmıştır.  

 Aynı işlemler bir kez de 0.1 N’lik NaOH ile tekrarlanmıştır. 

 Matriks, şişmesi için 1 gün boyunca 50 mM’lık fosfat tamponunda (pH 8.5)  

bırakılmıştır. 

 Daha sonra kolona doldurulup sürekli tampon çözelti geçirilerek kolonun 

dengelenmesi ve hava kabarcığı kalmayacak şekilde paketlenmesi sağlanmıştır. Bu 

esnada 280 nm’de protein taraması yapılıp absorbans minimum dereceye gelene 

kadar tamponla yıkamaya devam edilmiştir. 

 Kolon akış hızı 0.5 mL/dk. olarak ayarlandıktan sonra 10 mL enzim çözeltisi kolona 

uygulanmış ve kolon hacmi kadar aynı tampon çözeltiden uygulanmıştır. 
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 Elüsyon işlemi ise 50 mM ile 0.5 M arasındaki fosfat tamponu (pH 8.5) ile 

gerçekleştirilmiştir. Elüsyonlar 1.5 mL’lik fraksiyonlar halinde toplanıp 280 nm’de 

absorbans taraması ve ayrıca enzim aktivitesi tayin işlemleri gerçekleştirilmiştir. 

 Enzim aktivitesi görülen fraksiyonlar birleştirilerek enzim havuzu oluşturulmuş ve 

bundan sonraki tüm işlemler bu havuzdaki enzim kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

 

3.11. Saflaştırılan Enzimin Karaterizasyonu 

 

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

  

Enzimin saflığı ve molekül ağırlığının belirlenmesi SDS-PAGE, Laemmli [73] 

yöntemine göre gerçekleştirilmiştir.  

Ayırma 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    μl 

Distile H2O 1.28  mL  
Yukarıdaki oranlar yaklaşık 7.5 mL toplam hacimli mini jele göre verilmiştir. Jelin 

polimerizasyonu için, bu karışıma % 10’luk taze hazırlanmış amonyum persülfat 

(APS)’tan 50 μl ve TEMED’den 10 μl eklendikten sonra jel dökümü yapılmıştır. Jelin 

üzerindeki hava kabarcıklarını yok etmek ve daha düzgün yüzey elde etmek için jelin 

üst kısmına distile su ilave edilmiş ve 15 dakika bekledikten sonra distile su jel ters 

çevrilerek uzaklaştırılmıştır. Jel kalıbının en üst kısmına aşağıdaki oranlarda 

hazırlanmış sıkıştırma jeli dökülmüştür. 

Sıkıştırma jeli (pH 6.8), 5 mL 
 
%  12.5’luk olarak hazırlanan ayırma jeli için  % 6’lık sıkıştırma jelinin hazırlanışı: 
 
Sıkıştırma jelinin % ’si                                                                          %  6          
Akrilamid:bisakrilamid (%  w/v 30: 0.8)                                                1      mL  

1.0 M Tris-base pH 8.8                                                                        630   μl  

% 20 SDS                                                                                           25     μl  

Distile H2O                                                                                         3.29  mL 
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Jelin polimerizasyonu için, bu karışıma % 10’luk taze hazırlanmış amonyum persulfat 

(APS)’tan  40 μl ve TEMED’den 10 μl eklenip, sıkıştırma jeli tarakla kapatılmış mini 

tanka uygulanmıştır.  

 

Örneklerinin hazırlanması ve yürütülmesi 

 

Örnekler 1X Laemmli boyası olarak isimlendiren yükleme tamponunda hazırlanmış ve 

15-20 μg/mL protein içeren örneklere iki kat (v/v) 1X Laemmli boyası eklenip 3 dk. 

kaynatıldıktan sonra her jel kuyucuğuna 50 mL hazırlanmış bu örneklerden 

uygulanmıştır. Jeller 150 volt, 30 mA’de 3 saat kadar elektroforetik yürümeye tabi 

tutulmuştur. Jel boyaması, Coomassie brillant blue içeren bir çözeltide (1.8 g Blue-

R250: 450 mL metanol: 90 mL glasiyel asetik asit 1 litreye distile suyla tamamlanır) 20 

dakika kadar bekletilerek yapılmış ve fazla boyanın jelden uzaklaştırılması için jeller 20 

dakika-1 saat jel yıkama çözeltisinde (400 mL metanol: 100 mL glasiyel asetik asit 1 

litreye distile suyla tamamlanır) bekletilmiştir. Gerek duyulması halinde jellerin daha 

açılması için bu yıkama işlemi yıkama çözeltisi değiştirilerek birkaç kez tekrarlanmıştır.  

 
Örnek yükleme tamponu (Laemmli yükleme boyası), 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 yürütme tamponu (Laemmli tamponu), 10X stok 

30.3 g Tris-base  

Glisin 144 g 

SDS 10 g 

Distile H2O ile 1 litreye tamamlandı. 
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3.11.2. Enzimin optimum pH’sının belirlenmesi 

 

Kısmi saflaştırılmış L-asparaginaz enziminin optimum aktivite gösterdiği pH değerini 

saptamak amacıyla pH 5.0-7.5 aralığında 50 mM  fosfat tamponu, pH 8-9.5 aralığında 

ise 50 mM Tris-HCl tamponu kullanıldı. Her bir pH’daki tampon çözeltiyle 10 mM L-

asparagin çözeltisi hazırlandı ve bunlar kullanılarak enzim aktivitesi ölçümleri 

gerçekleştirildi. İşlemler sonucunda enzim aktivitesinin maksimum olduğu pH değeri 

saptandı.  

 

3.11.3. Enzimin maksimum ve optimum sıcaklığının belirlenmesi 

 

L-asparaginazın maksimum ve optimum aktivite ile çalışacağı sıcaklıkların belirlenmesi 

için enzim aktivitesi ayrı ayrı olarak 10, 20, 30, 37, 40, 50, 60 ve 70 oC’de ölçülmüştür. 

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde 50 mM ve pH 8.5 fosfat tamponu kullanıldı. Enzim 

aktivitesinde kullanılacak L-asparagin çözeltisi fosfat tamponunda 10 mM olacak 

şekilde hazırlandı.  

Enzimin maksimum aktivite sıcaklığının belirlenmesi esnasında, saflaştırılmış enzim ve 

substrat çözeltisi reaksiyon başlamadan önce enzimin aktivitesinin belirleneceği 

sıcaklıkta 10 dk. bekletilerek enzim aktivitesinin ölçüleceği sıcaklığa gelmeleri 

sağlandı. Daha sonra reaksiyon başlatılarak enzim aktivitesi o sıcaklıkta belirlendi.  

Enzimin optimum aktivite sıcaklığının belirlenmesinde ise enzim ve substrat çözeltisi 

reaksiyon başlatılmadan önce enzim aktivitesinin belirleneceği sıcaklıkta 30 dk. 

bekletildikten sonra enzim aktivitesinin belirlenmesi için reaksiyon başlatıldı. Buradaki 

amaç enzimin yapısında aktivite ölçümü esnasında bir bozunma olmadan en yüksek 

aktivite gösterdiği sıcaklık olan optimum sıcaklığı bulmaktır.  

 

3.11.4. Enzimin depo kararlılığı 

 

Depo kararlılığı, -20 oC ve +4 oC’de bekletilen enzimin belli zaman aralıkları ile enzim 

aktivitesinin ölçülmesi ile belirlendi. -20 oC’de enzim donacağı ve farklı sürelerde 

enzim aktivitesine bakılacağı için her bir enzim aktivitesi için bir kez dondurulmuş ve 

çözülmüş enzim örneği kullanılarak yapılmasına dikkat edildi. 50 mM fosfat 

tamponunda (pH 8.5) hazırlanmış 10 mM L-asparagin çözeltisi enzim aktivitesinde 

kullanıldı. Belirli zaman aralıklarında -20 ve +4 oC’ de bekletilen enzim örneği 
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kullanılarak aktivite ölçümü yapıldı ve bu zaman aralıklarında enzim aktivitesinin 

başlangıçtaki aktiviteye göre ne kadar değiştiği saptandı.  

 

3.11.5. Enzimin Vmax ve Km değerlerinin belirlenmesi 

 

Saflaştırılan enzimin maksimum hızını (Vmax)  ve hız sabiti (Km)’yi belirlemek için 

literatürde bu enzim için bildirilmiş olan Km değerlerine dayanılarak çalışılacak 

substrat konsantrasyon aralıkları belirlenmiştir.  Genel olarak bu amaç için 0.1-10 mM 

L-asparagin kullanıldı. Değişen substrat konsantrasyonlarına karşı enzimin verdiği tepki 

(aktivite) önce Michealis-Menten kinetik bağıntısı ile ilişkilendirilmiş ve daha sonra 

substrat konsantrasyonuna paralel olarak enzim aktivitesinin lineer değişim profili için 

kullanılan Linewear-Burk eğrisi yardımı ile enzimin Km ve Vmax değerleri daha kesin 

olarak belirlenmiştir. 

 

3.12. L- Asparaginazın Kandaki Kararlılığı 

 

Kısmi saflaştırılması yapılan enzimin canlı hayvanlar üzerindeki etkisinin 

saptanmasının kabul edilebilir bir uygulama olmaması sebebiyle, enzimin dolaşımdaki 

proteazlara ve diğer faktörlere karşı dirençliliği için sıçanlardan kan alınarak enzimin 

böyle bir sistemdeki kararlılığı araştırılmıştır. İn vivo sistemi simüle eden böyle bir 

düzenek enzimin terapötik yönü hakkında tam bir bilgi sağlamasa da, onun 

farmakokinetiği ve kararlılığı için önemlidir. Aşağıdaki şekilde gerçekleştirilen bu 

işlemde enzimin aktivitesindeki değişim 24 saat boyunca takip edilmiştir.   

 Wistar Albino türü rattan heparinli tüplere kan örneği alındı, 

 8 adet ependorf tüpüne 600 μl kan ve 150 μl enzim eklenip karıştırıldı, 

 Karışım çalkalamalı etüvde 37 oC’ de belirlenen sürelerde bekletildi, 

 Süreler 0, 10, 30 dk. ve 1, 2, 4, 8, 24. saat olarak gerçekleştirildi,  

 Süre bitiminde ependorf tüpleri 15,000 g’ de 10 dk. santrifüj edildi. 

 Daha sonra süpernatant’tan 100 μl alınarak enzim aktivitesi tayini yapıldı.  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 
 

4.1. L-Asparaginaz Üretiminde Karbon Kaynaklarının Etkisi 
 
 
4.1.1. E. aerogenes ve onun VHb- ve VHb+ rekombinantlarında karbon 

kaynaklarının L-asparaginaz sentezi üzerine etkisi 

 

Yarı-sentetik (MMY) besi ortamında üretilen E. aerogenes ve onun VHb- ve VHb+ 

suşlarında L-asparaginaz sentezi üzerine glukoz, fruktoz, sukroz, laktoz ve gliserol’un 

etkisi şekil 4.1’de özetlenmiştir.  
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Şekil 4.1. E. aerogenes, Ea[pUC8] ve Ea[pUC8:15]’ın farklı karbon kaynaklarının 
bulunduğu MMY ortamında L-asparaginaz enzim aktiviteleri. Her veri üç bağımsız 
tekrarın ortalaması olup, hata çubukları standart hataları (σn-1) ifade etmektedir 
 

Bu sonuçlara göre laktoz dışındaki tüm karbon kaynakları vgb- ve vgb+ 

rekombinantlarında yabanıl tipe (konakçı hücre) göre daha düşük enzim aktivitesi 

sergilemiştir. Özellikle glukoz yabanıl tipte 13.74±0.21 U/mL enzim aktivitesine neden 

olurken vgb- rekombinantında 3.54±0.60 U/mL olup 3.8 kat ve vgb+ rekombinantında 

2.36±0.26 U/mL olup 5.8 kat düşük enzim üretimine neden olmuştur. Buna ilaveten 
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yabanıl tip E.aerogenes’de glukoz ve gliserol sırasıyla 13.74±0.21 ve 9.35±0.80 U/mL 

enzim aktivitesi ortaya çıkarmış ve bu değerler üç suş içindeki en yüksek enzim 

değerleri olmuştur. Buna karşın E. aerogenes’ın vgb- ve vgb+ rekombinantlarında 

glukozun enzim üretimini baskılama yönünde bariz bir etkisi vardır. Bu etki gliserolde 

görülmemiş olup hatta rekombinant suşlar içinde en yüksek enzim üretimi değerleri 

olan vgb- ve vgb+ rekombinantlarında sırasıyla 6.09±0.1.01, 6.94±1.00 U/mL’ye 

ulaşılmıştır. Diğer karbon kaynaklarından farklı olarak yabanıl tipte düşük enzim 

aktivitesine neden olan laktoz, rekombinant suşlarda yüksek enzim üretimine yol 

açmıştır. Bu değerler E. aerogenes’da ve onun vgb- ve vgb+ rekombinantlarında 

sırasıyla 2.41±0.20, 4.05±0.68 ve 5.81±0.21 U/mL’dir. Diğer karbon kaynaklarımız 

olan fruktoz ve sukrozda ise rekombinant suşlar birbirine yakın olmakla birlikte E. 

aerogenes’dan yaklaşık 1.5 kat daha düşük enzim üretimi oluşturmuşlardır. Laktozu 

ayrı değerlendirip diğer karbon kaynaklarının oluşturduğu aktivitelere baktığımızda 

rekombinat suşların E. aerogenes’de negatif bir baskılama oluşturduğu ve VHb geninin 

ise bu baskılama etkisine katkıda bulunduğunu söyleyebiliriz.  

 

4.1.2. P.aeruginosa ve onun VHb içeren suşunda karbon kaynaklarının                   

L-asparaginaz sentezi üzerine etkisi 

 

Yarı-sentetik (MMY) besi ortamında üretilen P. aeruginosa ve onun vgb geni içeren 

rekombinant suşunda (PaJC) L-asparaginaz sentezi üzerine glukoz, fruktoz, sukroz, 

laktoz ve gliserol’un etkisi şekil 4.2’de verilmiştir. Hem P. aeruginosa ve hem de 

PaJC’de enzim üretimi için en iyi karbon kaynağı fruktoz olup sırasıyla 29.89±0.21 ve 

26.07±2.40 U/mL olduğu belirlenmiştir. Bu karbon kaynağına en yakın aktivite 

gösteren diğer kaynaklar ise P. aeruginosa’da gliserol, PaJC’de  ise glukoz olmuştur. 

Ancak, fruktoz her iki bakteride de bu karbohidratlara (gliserol ve glukoz) göre yaklaşık 

2 kat daha fazla L-asparaginaz aktivitesi ortaya çıkmasını sağlamıştır. Buna karşın P. 

aeruginosa ve PaJC’da fruktoza göre sukroz sırasıyla 4.1 ve 3, laktoz ise 4.9 ve 6.1 kat 

daha düşük enzim üretimine neden olmuştur. Karbon kaynakları P. aeruginosa ve 

PaJC’de kendi aralarında farklı aktiviteler sergilemelerine karşın her bir karbon kaynağı 

iki suş arasında kendi içinde L-asparaginaz aktivitesi bakımından önemli bir değişim 

göstermemiştir. Bu ise bize VHb’nin P. aeruginosa’de L-aspariganaz aktivitesinde 

olumlu ya da olumsuz önemli bir katkıya yol açmadığını göstermiştir. 
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Şekil 4.2. P. aeruginosa (Pa) ve vgb+  rekombinantı (PaJC)’ın farklı karbon 
kaynaklarının bulunduğu MMY ortamında L-asparaginaz enzim aktiviteleri. Her veri üç 
bağımsız tekrarın ortalaması olup, hata çubukları standart hataları (σn-1) ifade 
etmektedir. 
 
 

4.1.3. E.coli ve onun VHb- ve VHb+ rekombinantlarında karbon kaynaklarının   

L-asparaginaz sentezi üzerine etkisi 

 

E. Coli (JM103) ve onun vgb- (MK57) ve vgb+ (MK79) rekombinantlarında L-

asparaginaz üretimine glukoz, fruktoz, sukroz, laktoz ve gliserol’un etkisi şekil 4.3’de 

verilmiştir. Yabanıl tip JM103’de glukoz, 11.05±0.80 U/mL enzim üretimine neden 

olarak diğer karbon kaynaklarından yaklaşık 2 kat yüksek enzim salınımı oluşturmuştur. 

Bununla beraber glukoz, E. Coli’nin (JM103) vgb- (MK57) ve vgb+ (MK79) 

rekombinantlarında sırasıyla 7.79±0.60 ve 4.11±0.20 U/mL enzim üretimi oluşturarak 

bir baskılama sergilemiştir. Diğer karbon kaynaklarından sukroz ve laktoz ise E. Coli’ye 

göre vgb- (MK57) rekombinantında yaklaşık olarak sırasıyla 3 ve 1.5 kat, vgb+ (MK79) 

rekombinantlarında ise yaklaşık olarak sırasıyla 7 ve 2.5 kat yüksek enzim üretimine 

neden olmuştur. Bu sonuçlar E. Coli’de VHb geni açısından önemli bir pozitif 

regülasyon ortaya koymaktadır. Gliserolde ise E. Coli ve rekombinantlarında enzim 

aktivitesi açısında önemli değişimler gözlenmemiştir. Tüm bu sonuçlar bize VHb’nin 

E.coli’de L-asparaginaz üretiminde glukoz dışında diğer karbon kaynaklarında görülen 

bir pozitif regülasyon ortaya koymuştur. 

 



 42 
 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

JM 103 MK 57 MK79

L-
as

pa
ra

gi
na

z 
U

/m
L

Glukoz
Fruktoz
Sukroz
Laktoz
Gliserol

 
 
Şekil 4.3. E.coli (JM103), MK57 ve MK79’ın farklı karbon kaynaklarının bulunduğu 
MMY ortamında L-asparaginaz enzim aktiviteleri. Her veri üç bağımsız tekrarın 
ortalaması olup, hata çubukları standart hataları (σn-1) ifade etmektedir.  
 
 
4.2. L-Asparaginaz Üretimine Azot Kaynaklarının Etkisi 
 
 
4.2.1. E. aerogenes ve onun VHb- ve VHb+ rekombinantlarında azot kaynaklarının 

L-asparaginaz sentezi üzerine etkisi 

 

Yarı-sentetik (MMY) besi ortamında üretilen E. aerogenes ve onun vgb+ ve vgb- 

suşlarında L-asparaginaz sentezi üzerine asparagin, glutamin, üre ve soydum nitrit’in 

etkisi şekil 4.4’de görülmektedir. E. aerogenes’de glutamin ve nitrit benzer enzim 

aktivite profili verirken, en yüksek enzim aktivitesinin üre ile olduğu saptanmıştır. Bu 

azot kaynağı (üre), asparagine göre yaklaşık 2.2 kat daha yüksek enzim aktivitesi ortaya 

koymuştur. Ea[pUC8]’de ise asparagin, glutamin ve üre birbirine yakın aktivite 

gösterirken nitrit en iyi azot kaynağı olarak belirlenmiş ve diğer azot kaynaklarından 

yaklaşık 2 kat yüksek enzim aktivitesi göstermiştir. VHb ekspresyonu yapan 

Ea[pUC8:15] suşunda ise glutamin diğer üç azot kaynağından yaklaşık 3-4 kat yüksek 

olan 61.05±6.21 U/mL enzim aktivitesine neden olmuştur. Ayrıca vgb geni sadece 

glutamin’de pozitif bir etki göstererek yabanıl suşa göre 2 kat yüksek enzim aktivitesi 

oluştururken üre ve nitrit ise negatif bir etki ortaya koymuştur. 
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Şekil 4.4. E. aerogenes, Ea[pUC8] ve Ea[pUC8:15]’ın farklı azot kaynaklarının 
bulunduğu MMY ortamında L-asparaginaz enzim aktiviteleri. Her veri üç bağımsız 
tekrarın ortalaması olup, hata çubukları standart hataları (σn-1) ifade etmektedir 
 
 
 

4.2.2. P.aeruginosa ve onun VHb geni içeren suşunda azot kaynaklarının                

L-asparaginaz sentezi üzerine etkisi 

 

Yarı-sentetik (MMY) besi ortamında üretilen P.aeruginosa ve onun VHb geni içeren 

suşlarında L-asparaginaz sentezi üzerine asparagin, glutamin, üre ve soydum nitrit’in 

etkisi şekil 4.5’de verilmiştir. P. aeruginosa için kullanılan azot kaynakları arasında 

enzim aktivitesinde önemli bir fark (yaklaşık 22-29 U/mL arasında değişen) 

gözlenmemiştir. Ancak, P. aeruginosa’nın vgb+ rekombinant suşunda farklı azot 

kaynakları oldukça farklı enzim aktivitelerinin ortaya çıkmasını sağlamıştır. Özellikle 

glutamin ve nitritte sırasıyla 35.70±1.61 ve 37.11±12 U/mL olan enzim aktivitesine 

ulaşarak diğer azot kaynakları olan asparagin ve üreye göre yaklaşık 1.5 kat enzim 

üretimini arttırmıştır. Asparagin ve üre, P. aeruginosa ve vgb+ rekombinant suşu 

arasında enzim aktivitesinde önemli bir fark ortaya çıkarmazken, glutamin ve nitrit, 

vgb+  rekombinantında pozitif bir etki göstermiştir. 
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Şekil 4.5. P. aeruginosa (Pa) ve vgb+  rekombinantı (PaJC)’ın farklı azot kaynaklarının 
bulunduğu MMY ortamında L-asparaginaz enzim aktiviteleri. Her veri üç bağımsız 
tekrarın ortalaması olup, hata çubukları standart hataları (σn-1) ifade etmektedir. 
 
 

4.2.3. E.coli ve onun VHb- ve VHb+ rekombinantlarında azot kaynaklarının         

L-asparaginaz sentezi üzerine etkisi 

 

E. coli (JM103) ve onun vgb- (MK57) ve vgb+ (MK79) rekombinantlarında L-

asparaginaz üretimine asparagin, glutamin, üre ve sodyum nitritin etkisi şekil 4.6’de 

verilmiştir. Yabanıl tip olan JM103’de en yüksek enzim aktivitesi 21.39±3.41 U/mL 

olarak üre ile kaydedilmiştir. Bu azot kaynağı asparagin ve nitritten 2 kat daha yüksek 

enzim aktivitesinin ortaya çıkmasını sağlamıştır. MK57’de ise en yüksek L-asparaginaz 

aktivitesi 25.50±2.40 U/mL ile yine ürede gözlenmiş ve bu aktivite asparagin ve 

glutaminden 2.5 kat, nitritten ise 1.5 kat daha yüksek olarak kaydedilmiştir. MK79’da 

ise asparagin, üre ve nitrit birbirlerine yakın enzim aktivitelerinin (yaklaşık 19-23 U/mL 

arasında değişen) ortaya çıkmasını sağlarken, glutamin bu azot kaynaklarından yaklaşık 

3 kat düşük 6.65±1.40 U/mL olan enzim aktivitesi ortaya çıkarmıştır. E.coli ile 

karşılaştırıldıklarında vgb+ rekombinantında asparagin ve nitritin enzim sentezi 

üzerinde pozitif bir regülasyon sağladığı gözlemlenmiştir. Üre için ise böyle bir 

durumun olmadığı belirlenmiştir.  
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Şekil 4.6. JM103, MK57 ve MK79’ın farklı azot kaynaklarının bulunduğu MMY 
ortamında L-asparaginaz enzim aktiviteleri. Her veri üç bağımsız tekrarın ortalaması 
olup, hata çubukları standart hataları (σn-1) ifade etmektedir.  
 

4.3. E. aerogenes’den L-Asparaginaz’ın Saflaştırılma ve Karakterizasyon 

Sonuçları 

 

4.3.1. Amonyum sülfat çöktürmesi  

 

E. aerogenes’den L-asparaginazın saflaştırılmasında sonikasyon işleminden sonra 

homojenat hazırlanmış ve ilk saflaştırma basamağı için homojenata amonyum sülfat (% 

45-85) çöktürmesi uygulanmıştır. Amonyum sülfat çöktürmesi sonrasında diyaliz işlemi 

gerçekleştirilmiş, enzim aktivite tayini ve protein ölçüm sonuçları çizelge 4.1’de 

verilmiştir.  Bu basamak sonrasında % 92.6 verimlilik (enzim eldesi) ve 2.16 kat 

saflaştırılma olduğu saptanmıştır. 

  
Çizelge 4.1. E. aerogenes’den L-asparaginazın saflaştırılmasında amonyum sülfat 
çöktürmesi   

 
Saflaştırma 
Basamakları 

Protein 
(mg/mL) 

Toplam 
aktivite 
(U/mL) 

Spesifik 
Aktivite 

(U/mg prot.) 

Saflaştırma 
Katsayısı 

%  
Verim 

 
Homojenat 

 
63.3 1076.7 16.9 1 100 

 
(NH4)2SO4 
(% 45-85) 

 

27.2 997.4 36.6 2.16 92.6 
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4.3.2. İyon-değişim kromatografisi  

 
Amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz sonucu elde edilen enzim örneğine DEAE-

Sephadex anyon değiştiricinin kullanıldığı iyon değişim kromatografisi uygulanmıştır. 

Elüsyonlardaki protein miktarı 1 absorbans değeri yaklaşık 1 mg/mL protein kabul 

edilerek 280 nm dalga boyunda belirlenmiştir. Enzim aktivitesi 480 nm’de yukarıda 

materyal ve metod kısmında belirtilen şekilde gerçekleştirilmiştir. Elüsyonların 280 ve 

480 nm’deki absorbans değerleri şekil. 4.7’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.7. E. aerogenes’den L-asparaginaz saflaştırılmasında iyon-değişim 
kromatografisi sonrası fraksiyonlara ait aktivite-absorbans grafiği.  

 
 

Enzim aktivitesinin yüksek kaydedildiği tüpler ( 10-22 ) enzim havuzu oluşturulmak 

için birleştirilmiş ve yapılan ölçümler sonrasında iyon-değişim kromatografisi sonrası 

L-asparaginaz enziminin başlangıca göre yaklaşık 15 kat saflaştırıldığı belirlenmiştir 

(Çizelge 4.2). Bu basamakta enzimin elde edilme verimi % 65.8 olarak kaydedilmiştir. 
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Çizelge 4.2. L-asparaginazın iyon-değişim kromatografisi sonrası birleştirilmiş 
fraksiyonlara ait saflaştırma sonuçları. 
 

Saflaştırma 
Basamağı 

Protein 
(mg/mL) 

Toplam 
aktivite 
(U/mL) 

Spesifik 
Aktivite 

(U/mg prot.) 

Saflaştırma 
Katsayısı 

%  
Verim 

Kolon 
Kromatografisi 

(DEAE-Sephadex) 
2.85 708.3 248.9 14.73 65.8 

 
 
 
4.3.3. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi  
 

Saflaştırma işlemleri sonrası enzimin saflığının kontrolü ve moleküler kütlesinin 

belirlenmesi için kesikli SDS-PAGE uygulanmıştır (Şekil 4.9). SDS-PAGE sonucu 

standartların Rf değerleri molekül büyüklükleri bilinen proteinlere karşı 

grafiklendirilmiştir (Şekil 4.8). 

 

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

 

Standart grafikten yola çıkılarak E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginazın alt 

birimlerinin moleküler kütlesi bağıl olarak ∼36,500 Da saptanmıştır. Literatür 

bilgilerine dayanarak homotetramer olan L-asparaginazın ∼146,000 Da molekül 

kütlesine sahip olduğunu ortaya çıkmaktadır. 
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(A)                      (B) 

 
Şekil 4.9. SDS-PAGE fotoğrafı. (A) Kurutulmuş jel, (B) Elektroforez sonrası jel. (1-
Standartlar, 2-Sigma L-asparaginaz (E.coli), 3-DEAE-Sephadex, 4-Amonyum sülfat 
çöktürmesi). 
 

4.3.4. Optimum ve maksimum sıcaklığın belirlenmesi 

 

E. aerogenes’den izole edilen ve kısmi saflaştırılan L-asparaginaz enziminin belirli 

sıcaklıklarda ölçülen akivite değerleri çizelge 4.3’de ve şekil 4.10’de verilmiştir.  

 
Çizelge 4.3. E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginazın optimum ve maksimum 
sıcaklık değerleri. 

 
T (oC) 

A480 

 

  30 dk.     10 dk. 

Enzim 
hacmi (μl) 

Aktivite 
(U/mL) 

     30 dk.         10 dk. 

% 
Aktivite 

  30 dk.        10 dk. 
10 0,128 0.134 50 72.53 75.93 12.99 8.70 
20 0.325 0.343 50 184.16 194.37 32.99 22.27 
30 0.719 0.708 50 407.43 401.20 72.99 45.97 
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 0.915 50 477.13 518.50 85.48 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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Şekil 4.10. E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginazın optimum ve maksimum 
sıcaklık grafiği. 
 
Şekil 4.10’da görüldüğü gibi enzim optimum aktivitesi 40 oC olarak tespit edilmiştir. 

Bununla beraber 37 ve 45 oC’de enzim aktivitesi optimum aktivitenin sırası ile % 91 ve 

85’i kadar olmuştur.  Enzimin maksimum aktivite gösterdiği sıcaklık ise 60 oC olarak 

saptanmıştır.  

 

4.3.5. Optimum pH’ın belirlenmesi 

 

E. aerogenes’den izole edilen ve kısmi saflaştırılan L-asparaginaz enziminin belirli 

pH’larda ölçülen aktivite değerleri çizelge 4.4’de ve şekil 4.11’de verilmiştir.  

 
 
Çizelge 4.4. E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginazın optimum pH sonuçları. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
pH 

 
A480 

Enzim 
hacmi (μl) 

 
Aktivite 
(U/mL) 

 
%   

Aktivite 
5 0.558 50 316.20 75.91 
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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Şekil 4.11. E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginazın optimum pH grafiği. 
 

Bu tablo ve şekilden L- asparaginaz için optimum pH’nın yaklaşık 9 olduğu 

görülmektedir. Bu değer diğer bakterilerden elde edilen L-asparaginazlar için belirlenen 

optimum pH değerleri ile uyumludur. 

 

4.3.6. Depo kararlılığı  

 

Belirli süre -20 oC ve +4 oC’de muhafaza edilen L-asparaginaz enziminin 

aktivitesindeki değişim, belirli zaman aralıklarında aktivitenin tayini ile takip edilmiştir. 

Enzimin depo kararlılığı ile ilgili sonuçlar çizelge 4.5 ve şekil 4.12’ de verilmiştir.  

 
 
Çizelge 4.5. E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginazın depo kararlılığı sonuçları. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Süre 
(gün) 

 
A480 

    +4            -20 

Enzim 
hacmi 
(μl) 

Aktivite 
(U/mL) 

+4           -20 

%  
Aktivite 

   +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 0.88 100 274.83 249.33 77.59 70.39 
29 0.825 0.776 100 233.75 219.86 65.98 62.07 
43 0.696 0.665 100 197.20 188.41 55.67 53.18 
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Şekil 4.12. E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginazın depo kararlılığının grafiği. 
 
 

Enzimin yüksek stabilitesi nedeniyle hem -20 hemde +4 oC’de uzun süre 

saklanabileceği görüldü. 43 günlük sürede bile enzim her iki saklama koşulunda % 

50’den daha fazla aktivite gösterebilmiştir.  

 

4.3.7. Kinetik verilerin saptanması 

 

Saflaştırılan enzimin maksimum hızını (Vmax)  ve substratına karşı olan ilgisini 

(Km)’yi belirlemek için L-asparaginin 0.1-10 mM arasındaki konsantrasyonlarda 

çözeltileri hazırlanarak aktivitesi tayin edilmiştir. 1/V ve 1/S değerlerinden Linewear-

Burk eğrisi çizilmiş (Şekil 4.13), Km ve Vmax değerleri hesaplanarak çizelge 4.6’da 

verilmiştir. 

 
 
Çizelge 4.6. E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginaz enzimini için L-asparagin 
substratı ile elde edilen Vmax ve Km sonuçları. 
  

 
Substrat 

 
Vmax 
U/dk. 

Km 
mM 

L-asparagin 
 

133.3 1.6 
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Şekil 4.13. E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginaz enzimini için L-asparagin 
substratı ile elde edilen Lienewear-Burk grafiği.  
 
 
 

4.4. E. aerogenes’den Saflaştırılan L-Asparaginazın Kan Ortamında 

Aktivitesindeki Değişimin Sonuçları 

 

 E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginazın kan ortamında aktivitesinin takibi için 

yapılan deney sonuçları çizelge 4.7 ve şekil 4.14’de gösterilmiştir.  

 

Çizelge 4.7. E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginazın kan ortamındaki aktivite 

sonuçları. 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
Süre  
(saat) 

 
A480 

Enzim 
hacmi (μl) 

 
Aktivite 
(U/mL) 

 
%   

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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Şekil 4.14. E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginazın kan ortamındaki aktivite 
grafiği. 
 

Enzimin kan ortamına konmasıyla birlikte 2 saate kadar enzim aktivitesinde lineer bir 

artış (R2=0.92) göstererek en yüksek aktivite değerine ulaşmıştır. 24 saatin sonunda ise 

enzim aktivitesi 30 dakikada ulaştığı adaptasyon süreci olarak tanımlayacağımız düzeye 

gelmiştir. Bu sonuçlar enzimin oldukça stabil olduğunun diğer bir göstergesidir. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ                                                               

 

L-asparaginazın sentezi karbon katabolit represyon ve oksijenle regüle olmaktadır. Son 

çalışmalar, azot kaynağının özelliğinin de enzimin sentezinde kritik rol oynadığını 

ortaya koymuştur. Bütün bunlar göz önüne alınarak bu çalışmada ilk defa rekombinant 

bir oksijen alım sistemi taşıyan bakterilerde farklı kültür şartları altında enzim 

sentezinin nasıl etkilendiği araştırılmış, enzimin kimyasal karakterizasyonu yapılmıştır. 

Çalışmada Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli ve bu 

ana konakçı bakterilerin etkili bir oksijen alım sistemi olan Vitreoscilla hemoglobinin 

geni (vgb) içeren rekombinantları kullanılarak L-asparaginazın farklı karbon ve azot 

kaynakları içeren kültür ortamlarındaki sentezi karşılaştırmalı olarak araştırılmıştır. 

Ayrıca, enzimin Enterobacter aerogenes’den kısmi saflaştırılması, karakterizasyonu ve 

in vitro kan ortamındaki aktivite profili çalışılmıştır. Mikroorganizmaların besinsel ve 

çevresel ihtiyaçlarının belirlenmesi biyoproses çalışmaları için en önemli adımı 

oluşturur. Birçok biyoproseste olduğu gibi L-asparaginaz üretiminde besinsel açıdan en 

çok tercih edilen karbon kaynağı glukoz olmasına rağmen, bazı çalışmalar enzimin geni 

üzerinde en yüksek derecede karbon katabolit represyonun bu karbohidrat tarafından 

olduğunu göstermiştir. Özellikle yüksek konsantrasyonlarda glukozun, ortam pH’sını 

düşürerek enzimin üretimini baskıladığı ile ilgili deliller mevcuttur [95]. Bu nedenle 

enzimin daha etkin üretimi için glukoz alternatifi karbon kaynaklarının çalışılması bir 

zorunluluktur.  

Bu çalışmada L-asparaginaz sentezleri ile bilinen üç adet gram negatif bakteri 

(Escherichia coli, Enterobacter aerogenes ve Pseudomonas aeruginosa) üzerinde 

yapılan araştırmalar göstermiştir ki; enzimin üretimi her bakteride ve hatta onların 

rekombinant suşlarında karbon kaynakları bakımından farklı regüle olmaktadır. E. 

aerogenes ve bu bakterinin vgb- (Ea[pUC8]) ve vgb+ (Ea[pUC8:15]) suşlarında yapılan 

çalışmalarda L-asparaginaz üretimine karbon kaynaklarının etkisinin VHb ekspresyonu 

yapan suşta oldukça farklı olduğu belirlenmiştir.  Laktozun dışındaki tüm karbon 

kaynaklarında vgb+ rekombinantı yabanıl tipe göre daha düşük enzim aktivitesi 

sergilemiştir. Bu da VHb’nin E. aerogenes’de enzim üretimini negatif etkilediğini 

göstermektedir. Bu enzimin yüksek oksijenli ortamlarda sentezinin olmadığı 

bilinmektedir. VHb geninin E. aerogenes’de LB ortamında L-asparaginaz sentezini 

önemli derecede inhibe ettiği sonucu [90] bizim bulgularımızla örtüşmektedir. Dolayısı 

ile E. aerogenes gibi fakültatif aerob bir bakteriye onun daha iyi oksijen alımını 
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sağlayacak bir sistemin klonlanması ve bakterinin iyi bir havalandırma ortamında 

çoğaltılması, sentezi düşük seviyede kritik bir oksijen konsantrasyonu gerektiren böyle 

bir enzimin sentezinde dezavantaj sağlayabilir. Bununla beraber L-asparaginazın 

oksijenle regülasyonu konusunda sebebi tam olarak açıklanamamış ve birbiri ile çelişen 

sonuçlar mevcuttur [90, 92]. Bu yöndeki bir çalışmada, E. aerogenes’in yüksek oksijen 

varlığında L-asparaginaz sentezini arttırdığını rapor etmişlerdir [92]. Buna ilaveten 

yabanıl tip E.aerogenes’de glukoz ve gliserol en yüksek enzim salınımını sağlamıştır. E. 

aerogenes’nın vgb- ve vgb+ rekombinantlarında, glukoz enzim üretimini baskılarken 

gliserol en yüksek enzim üretimine neden olmuştur. Glukozun tersine laktoz içeren 

ortamda VHb ekspresyonu yapan suş yabanıl konakçıya göre daha yüksek L-

asparaginaz aktivitesi göstermiştir.  

P. aeruginosa ve onun vgb taşıyan suşu (PaJC) ile yapılan çalışmalarda karbon 

kaynakları arasında fruktoz en yüksek enzim üretimini sağlayan karbon kaynağı olarak 

belirlenmiştir. Fruktoz P. aeruginosa’da gliserole göre, PaJC’de glukoza göre sırasıyla 

1.83 ve 1.63 kat daha fazla enzim üretimine neden olmuştur. Buna karşın P. aeruginosa 

ve PaJC’da fruktoza göre sukroz sırasıyla 4.1 ve 3, laktoz ise 4.9 ve 6.1 kat daha düşük 

enzim üretimi gerçekleşmesini sağlamıştır. P. aeruginosa ve onun vgb taşıyan suşu 

(PaJC) ile elde edilen sonuçlar E. aerogenes ve suşlarında elde edilenler ile tamamen 

farklı bulunmuştur. Özellikle VHb’nin bu bakteride L-asparaginaz üretimi üzerine 

negatif bir etki göstermediği, tam tersi olarak stimüle edici bir etki gösterdiği 

saptanmıştır. Bu sonuç genel olarak P. aeruginosa’da global regülasyonun E. 

aerogenes’e göre farklı olması ile açıklanabilir. Gerçekten de, E. aerogenes fermentatif 

bir bakteri iken, P. aeruginosa zorunlu aerob bir bakteridir ve her iki bakteri de oldukça 

farklı oksijen şartlarında optimum çoğalma karakterine sahip olup metabolik akış 

şemaları da oldukça farklıdır. Örneğin, E. aerogenes karbohidratlı bir ortamda oksijen 

seviyesi belli kritik bir noktanın altına düştüğü zaman fermentatif akış şemalarını 

devreye sokup, metabolize ettiği subtratları önemli oranda asetoin ve bütandiole 

çevirirken, nispeten oksijenli bir ortamda karışık asit fermentasyonu yapar. E. 

aerogenes’in asit üretimi zamanla pH değerinin başlangıç değeri olan 7.0-7.5’ten 4.5-

5.0 seviyelerine düşmesini sağlayabilir. Ancak, zorunlu bir aerob olan P. aeruginosa’da 

böyle bir durum söz konusu değildir ve ileri kültür fazlarında bu bakteri ile yapılan 

kültürlerde pH değeri böyle bir düşüş göstermemektedir. Hatta bu bakteri kültürlerinde 

kültür pH değeri zamanla az da olsa bir artış (8.0-8.5) göstermiştir [90]. Bu durum, 

genel olarak karbon metabolizması için glikoliz yolunu kullanan E. aerogenes’in 
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tersine, P. aeruginosa’da Entner-Duodorof yolunun kullanılarak kültür ortamına 

nispeten nötr metabolik ürünlerin salınması ile açıklanabilir. Dolayısı ile E. arogenes ve 

P. aeruginosa’da L-asparaginazın farklı karbon kaynakları ile farklı regülasyonu onların 

oldukça farklı karbon metabolik yolları ve dolayısı ile farklı oksijen alım ve kullanım 

yetenekleri ile açıklanabilir. Bu bağlamda, yapılan çalışmalarla VHb ekspresyonunun 

her iki bakteri türünde oldukça farklı oksijen alımına neden olduğu saptanmıştır [49, 

99].  

E. coli ve onun vgb- (MK57)ve vgb+ (MK79) rekombinantlarında da karbon 

kaynakları bakımından farklı enzim profilleri saptanmıştır. E. coli’nin VHb ekspresyonu 

yapan suşunda (MK79) glukoz hariç diğer karbon kaynakları genel olarak enzimin 

sentezini indükleyici etki göstermişlerdir. Bu suş sukroz içeren ortamda diğer 

karbohidrat ortamlarına göre 2.6-8.9 kat arasında daha yüksek enzim aktivitesi 

göstermiştir. Konakçı bakteri (JM103) ise tersine en yüksek enzim aktivitesini glukoz 

içeren ortamda göstermiştir. Bu bakteride glukozla diğer karbon kaynaklarına göre 2 kat 

daha fazla enzim aktivitesi gözlenmiştir. Diğer iki suşla karşılaştırıldığında ise, glukoz 

içeren ortamdaki enzim aktivitesi hariç,  JM103 suşu daha düşük enzim aktivitesi 

sergilemiştir. Glukozun E. coli’de VHb ekspresyonu yapan suşta L-asparaginaz 

üzerindeki repressif etkisi onun VHb ekspresyonu yapan E. aerogenes suşuna benzerlik 

göstermektedir. Ancak, diğer karbohidratların VHb içeren E. coli’de stimüle edici bir 

etki ortaya koydukları gözlenmiştir. Kanser kemoterapisinde kullanılan L-asparjinazın 

ticari olarak sadece E. coli ve Erwinia’dan elde edilmesi burada elde edilen sonuçların 

önemini ortaya koymaktadır.  

Katabolik baskılama bakteri gibi basit organizmalardan başlayarak yüksek 

organizasyonlu hayvanlara kadar hemen hemen bütün canlı organizmalarda bulunan 

evrensel bir olgudur. Katabolik baskılama ile ilgili E. Coli’ de yapılan ilk çalışmalar 

sonucunda cAMP ve onun reseptör proteininin dahil olduğu bir mekanizmanın varlığı 

ortaya konmuştur. Yıllarca bu mekanizmanın bir çok organizmada katabolik 

baskılamada prototip bir rol oynadığı varsayılırken son çalışmalar bunun sadece bazı 

enterik bakteriler ve onların yakın akrabalarında önemli olduğunu ortaya koymuştur. 

Bununla beraber katabolik baskılamanın cAMP-bağımsız ve çok yönlü mekanizmalarda 

gerçekleştiği de tespit edilmiştir. Bu katabolik mekanizmalarda organizmaların 

karbonhidrat metabolizmasının ve bunda görev alan enzimlerin önemli etkilerinin 

olduğu ortaya konmuştur [106]. Bu açıdan bakıldığında buradaki karbon kaynakları ile 
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ilgili sonuçların farklı bakteri ve aynı bakterinin farklı suşlarında değişik olmasının 

nedenleri daha iyi anlaşılmaktadır. 

Birçok bakteri türü azot kaynağı olarak amonyağı tercih eder. Eğer büyüme 

ortamında amonyak bulunuyorsa azot asimilasyonundan sorumlu kontrol sistemleri 

(Ntr) tarafından bakterilerin amino asitler, üre ve inorganik bileşikler gibi alternatif azot 

kaynaklarını kullanabilme yetenekleri baskılanır [107]. Azot metabolizmasında yer alan 

L-asparaginaz enziminin geni (ansB)’de azot regülasyonu gösteren bir regülona sahiptir. 

Bu nedenle bu enzimin üretiminde azot kaynaklarının çalışılması önemlidir. Bu yöndeki 

çalışmalarımızın sonuçları VHb geninin karbon kaynaklarında gösterdiği bakteri türüne 

göre farklı olan etkisine paralel sonuçlar sergilemiştir. E. aerogenes’de azot kaynakları 

içerisinde glutamin ve nitrit birbirine yakın etki göstermekle birlikte en yüksek L-

asparaginaz aktivitesi üre içeren ortamlarda gözlenmiştir. Bu bağlamda, en düşük enzim 

aktivitesi ise enzimin substratı olan L-asparaginin bulunduğu ortamlarda belirlenmiştir. 

Üre içeren kültür ortamlarında bu enzimin aktivitesi L-asparagin içeren ortamlardan 

yaklaşık 2.2 kat daha fazla olmuştur. Bu bakterinin vgb- suşunda (Ea[pUC8]) ise 

asparagin, glutamin ve üre içeren ortamlarda L-asparaginaz aktivitesi birbirine benzer 

kaydedilirken, nitrit içeren ortamda bu üç azot kaynağından yaklaşık 2 kat yüksek 

enzim aktivitesi belirlenmiştir. E. aerogenes’in VHb ekspresyonu yapan suşunda 

(Ea[pUC8:15]) ise glutamin içeren ortamda enzim aktivitesi diğer üç karbon 

kaynağından herhangi birini içeren ortamlara göre yaklaşık 3-4 kat daha yüksek enzim 

aktivitesi gözlenmiştir. Bu suş aynı zamanda glutamin içeren ortamda diğer iki suşa 

göre 2 kat yüksek enzim aktivitesi göstermiştir. Ancak, VHb’inin bu stimüle edici etkisi 

sadece glutamin içeren ortamda kaydedilmiştir. Diğer azot kaynakları (aspargin, üre ve 

nitrit) içeren ortamlarda ise VHb bu şekilde bir etki göstermemiştir. L-asparaginaz 

üretimi üzerine azot kaynaklarının etkisini gösteren çalışma bulunmamakla beraber, 

ilgili bir çalışmada amonyum hidrojen fosfat içeren bir ortamda bu enzimin sentezinin 

indüklendiği rapor edilmiştir [92].  

E. aerogenes ve onun rekombinantları üzerindeki etkilerinin tersine, değişik azot 

kaynaklarının P. aeruginosa’da enzim aktivitesinde önemli bir fark oluşturmadığı 

gözlenmiştir. Bununla beraber P. aeruginosa’nın vgb+ rekombinant (PaJC) suşunda 

farklı azot kaynakları ile değişik enzim aktiviteleri gözlenmiştir. Özellikle glutamin ve 

nitrit içeren ortamlarda diğer azot kaynaklarını  (asparagin ve üre) içeren ortamlara 

nazaran yaklaşık %  50 kadar daha yüksek enzim aktiviteleri saptanmıştır. Asparagin ve 

üre içeren ortamlarda P. aeruginosa ve vgb+ rekombinant suşu arasında enzim 
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aktivitesinde önemli fark gözlenmemiştir. Glutamin ve nitrit içeren ortamlarda VHb’nin 

enzim sentezi üzerinde stimüle edici bir rol oynadığı saptanmıştır. Benzer bir çalışmada, 

P. fluorescence’de enzimin substratları ve ürünleri olan amino asitleri içeren bir 

çalışmada  enzim üretiminde özellikle glutaminin yüksek enzim salınımına yol açtığı 

rapor edilmiştir [110]. P. aeruginosa 50071 suşunda yapılan bir çalışmada değişik 

kültür ortamları içinde enzim üretiminde maksimum değere pH 7.9, kazein hidroksilatın 

% 3.11’lik ve mısırın da %  3.68’lik konsantrasyonundan oluşan ortamda ulaşılmıştır 

[82].  

Yabanıl tip E. coli (JM103)’de en yüksek enzim aktivitesi üre içeren ortamda 

gözlenirken, en düşük enzim aktivitesi asparagin ve nitrit içeren ortamda olmuştur. Üre 

içeren ortamdaki enzim aktivitesi asparagin ve nitrit içeren ortama göre 2 kat daha 

yüksek kaydedilmiştir. MK57 (vgb-) suşunda ise en yüksek aktivite yine üre içeren 

ortamda gözlenmiştir. Bu ortamdaki enzim aktivitesi asparagin ve glutamin ortamlarına 

göre 2.5 kat, nitrit içeren ortama göre ise %  50 daha yüksek bulunmuştur. MK79 

(vgb+)’da ise asparagin, üre ve nitrit içeren ortamlarda L-asparaginaz aktiviteleri biri 

birine benzer bir profil sergilerken, glutamin içeren ortamda 3 kat daha düşük enzim 

aktivitesi kaydedilmiştir. VHb’inin etkisi bakımından bir karşılaştırma yapıldığında ise, 

asparagin ve nitrit içeren ortamlarda bu proteinin varlığı indükleyici bir etki yaratırken, 

glutamin içeren ortamda ise repressif bir etki göstermiştir.  

Yukarıda da belirtildiği gibi, L-asparaginaz üzerine besinsel faktörlerin etkisinin 

çalışıldığı çok az sayıda çalışma vardır. Bu bağlamda, L-asparaginazın üretimine azot 

kaynaklarının etkisini içeren çalışmalar ise hemen hemen bulunmamaktadır. Bu nedenle 

L-asparaginazla yapılan hemen bütün çalışmalarda azot kaynağı olarak genellikle kendi 

substratı olan asparagin kullanılagelmiştir. Yine elimizdeki sınırlı bilgilerden özellikle 

amonyum içeren azot kaynaklarının enzim üretimini belli ölçüde baskıladığını 

bilmekteyiz [26]. Buradaki çalışmada, asparaginin diğer azot kaynaklarına göre enzim 

üretimi için daha zayıf bir azot kaynağı olarak belirlenmesi önemli bir bulgudur.   

Çalışmamızın ikinci fazında temel olarak iki adımda E. aerogenes’den L-

asparaginaz saflaştırılmıştır. Birinci aşamada amonyum sülfat çöktürmesi yapılarak %  

92.6 verimle 2.16 kat saflaştırılmış enzim elde edilmiştir. İkinci adımda iyon-değişim 

kromatografisi uygulanarak L-asparaginaz enzimi yaklaşık 15 kat saflaştırılmıştır. 

Ayrıca enzimin %  65.8 ‘lik yüksek bir verimle elde edilmesi de önemli bir sonuçtur. 

Son dönemlerde yapılan iki çalışmada terapötik kullanıma sahip E. coli ve Erwinia 

chrysanthemi’de enzimin rekombinant türleri üretilerek affinite ve iyon-değişim 
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kromotografisi ile kısmi saflaştırılması gerçekleştirilmiş ve sırasıyla 3.3 ve 21.1 kat saf 

enzim elde edilebildiği ifade edilmiştir [108, 109]. Bu çalışmalardaki enzimlerin elde 

ediliş verimleri sırasıyla %  86 ve %  72 olarak gerçekleşmiştir.  Başka bir çalışmada ise 

T. Thermophilus’dan iyon değişim kromatografisi kullanılarak L-asparaginazın 11.5 kat 

saflaştırılması gerçekleştirilmiş ve buradaki verim %  64 olarak tespit edilmiştir [85].  

İyon-değişim kromotografisi sonrası enzimin saflığının kontrolü için SDS-PAGE 

elektroforezi gerçekleştirildi. Standart grafikten yola çıkılarak yapılan hesaplama 

sonucunda E. aerogenes’den saflaştırılan L-asparaginazın alt biriminin bağıl moleküler 

kütlesi ∼36,500 Da olarak saptandı. Literatür bilgilerine dayanarak enzimin tetramer 

olduğunu düşünürsek kısmi saflaştırdığımız L-asparaginazın ∼146,000 Da molekül 

kütlesine sahip olduğunu söyleyebiliriz. Körholz ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 

[83] ise E. coli ve Erwinia spp. asparaginazlarının tetramer yapıya sahip olduğu ve her 

bir alt subunitenin yaklaşık olarak sırasıyla 32 kDa ve 40 kDa olduğu gösterilmiştir 

[89]. Bu sonuçlar bizim çalışmada bulduğumuz L-asparaginazın moleküler kütlesi ile 

paralellik göstermekte olup yaptığımız SDS-PAGE’de kontrol olarak E.coli’den elde 

edilen ticari L-asparaginaz kullanılarak bu sonuç doğrulanmıştır. Bununla beraber T. 

thermophilus yapılan çalışmada enzimin moleküler ağırlığının yaklaşık 200 kDa olduğu 

ve her bir alt ünitesi 33 kDa olan 6 alt subuniteden oluştuğu rapor edilmiştir [85].  

Kısmi saflaştırılan enzimin kimyasal karakterizasyonunda optimum sıcaklık 

olarak 40 oC tespit edildi. Bununla beraber enzim 37 ve 45 oC’de sırası ile optimum 

sıcaklıktaki aktivitenin %  91 ve 85’i kadar aktivite göstermiştir.  Enzimin maksimum 

aktivite gösterdiği sıcaklık ise 60 oC’e olarak saptandı. Bu L-asparaginaz enziminin 

yüksek stabilitesini desteklemektedir. Terapötik olarak kullanılan enzimin biyokimyasal 

karakterizasyonu ile ilgili çalışmada enzimin oldukça stabil olduğu ve optimum 

aktiviteyi pH 8.6 ile 30-43 oC’de sıcaklıkta gösterdiği rapor edilmiştir [85]. Ticari 

olarak satılan L-asparaginazlarla yapılan bir çalışmada ise maksimum sıcaklığının 65 oC 

olduğu tespit edilmiştir [111]. Yine saflaştırdığımız L-asparaginaz için optimum pH’nın 

9.0 olduğu tespit edildi. Bu değer diğer bakterilerden elde edilen L-asparaginazlar için 

belirlenen optimum pH aralığı ile uyumludur. Örneğin T. Thermophilus’dan saflaştırılan 

L-asparginazın optimum pH’sının 9.2 olduğu rapor edilmiştir. Bu yönde enzimle ilgili 

diğer çalışmalarda, optimum pH Enterobacter cloacae [26], Pseudomonas geniculata 

[112],  ve Thermus aquaticus’de [113]  sırasıyla 8.5, 9.0 ve 9.5 olarak tespit edilmiştir 

[26].     
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Enzimin L-asparagin ile yapılan kinetik parametrelerini belirleme deneyleri 

sonucunda Km ve Vmax değerleri sırasıyla 1.6 mM ve 133.3 U/mg protein 

bulunmuştur. Rekombinant suşlarla yapılan bir çalışmada ise L-asparaginaz genini 

içeren plazmit, Erwinia chrysanthemi’ e klonlanarak L-asparaginazın üretimi çalışılmış 

ve saflaştırılan enzimin Km değeri 0.085 mM olarak tespit edilmiştir [114]. Buna 

ilaveten yapılan çeşitli mikroorganizma L-asparaginazlarının kinetik parametrelerinin 

belirlenmesi çalışmalarında Bacillus sp., Aspaergillus terreus ve Pseudomonas 

stutzeri’de sırasıyla 0.24, 0.58 ve 0.14 mM Km değerlerine ulaşılmıştır [89]. Terapötik 

enzimler ile ilgili yapılan çalışmalarda ise bu tür L-asparaginazların Km değerinin 

yaklaşık 0.1-0.01 mM aralığında ve Vmax değerinin 200-400 U/mg protein arasında 

olduğu rapor edilmiştir [84, 89]. Bu açıdan bakıldığında E. aerogenes’den kısmi 

saflaştırdığımız L-asparaginaz terapötik kullanım için gerekli olan düşük Km değerini 

tam olarak gösterememiştir. Bu nedenle E. aerogenes L-asparaginazın daha kapsamlı 

saflaştırılması ve ayrıntılı kinetik parametrelerinin belirlenmesi gerekmektedir. Çünkü 

enzim, Vmax ve diğer özellikleri açısından terapötik enzimlerde istenen özellikleri 

taşımaktadır.  

Enzimin depolanması konusundaki çalışmamız çok önemli bulgular ortaya 

koymuştur. Enzimin hem -20 oC hem de +4 oC’de depolanma süresince hemen hemen 

eş ve uzun süre saklanabileceği görüldü. Enzimin takip edildiği 43 günlük sürede bile 

her iki saklama koşulunda enzim % 50’den daha fazla aktivite gösterebilmiştir. Enzimin 

-20 oC ve +4 oC’deki yarılanma ömrünün yaklaşık olarak sırasıyla 45.5 ve 47.3 gün 

olabileceği görülmüştür. Depolama koşullarında bakteriyel kirlenme ve aktivite 

koruyucu herhangi bir madde kullanılmamıştır. Böyle bir uygulamanın enzimin yarı 

ömrünü daha da artıracağı açıktır. Enzimin saklanmasında liyofilize formunun oldukça 

kararlı olduğu bilinmektedir. Hatta yapılan bir çalışmada liyofilize enzimin +6 oC’de 

360 gün boyunca bekletildiğinde bile aktivitede anlamlı bir kayıp gözlenmemiştir [111]. 

Buna ilaveten sonuçlarımızdan enzimin çalışma sürecinde saklanması için 

dondurulmasına gerek olmayacak kadar stabil olduğu söylenebilir.  

Enzimin ratların kan ortamında stabilitesi ve aktivitesinin takibi yapılmıştır. 

Enzimin kan ortamına konmasıyla birlikte 2 saate kadar enzim aktivitesi lineer olarak 

yaklaşık iki kat artmış ve bu ortamdaki en yüksek değerine ulaşmıştır. Daha sonra 

enzim aktivitesi 8. saate kadar lineer bir düşüş ve 8-24 saat arasında ise daha stabil seyir 

sergilemiştir. Bu sonuçlar enzimin oldukça stabil olmasından ve kan bileşenlerinin 

muhtemel etkilerine karşı direnç göstermesinden kaynaklanmaktadır. Bu konuyla ilgili 
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bir çalışmada terapötik enzimin insan serumunda aktivitesi takip edilmiştir. İnsan 

serumunda enzim ilk 2 saat içinde keskin bir düşüş sergileyerek başlangıç aktivitesinin 

%  85 düzeyine düştükten sonra 2-48 saat arasında enzimin aktivitesinde önemli bir 

değişim olmamış ve başlangıç aktivitesinin %  80’i düzeyinde oldukça stabil şekilde 

seyir ortaya koymuştur [111]. Bununla beraber in vivo klinik çalışmalarda uygulanma 

şekline göre değişmekle birlikte E.coli L-asparaginazı için ortalama yarılanma ömrü 1-

1.2 gün arasında değişmektedir.  

Sonuç olarak, özellikle antilösemik etkisi nedeniyle büyük tıbbi ve endüstriyel 

öneme sahip bakteri orijinli L-asparaginazın değişik gram-negatif bakterilerde 

sentezinin kompleks regülatör mekanizmalarla olduğu ve bir bakteri için geçerli optimal 

sentez koşullarının benzer bir diğer bakteriye uygulanamayabileceği saptanmıştır. Bu 

çalışmayla E. aerogenes, P. aeruginosa ve E. coli’de L-asparaginaz sentezinden 

sorumlu ansB geninin bulunduğu regülonun farklı şekillerde ve kültür ortamının 

besinsel içeriği ile oksijen transfer oranının kompleks bir bileşimi olduğu ortaya 

konmuştur. Özellikle terapötik değeri kanıtlanmış ve ticari olarak üretilen E. coli L-

asparaginazlarının üretiminde, VHb’nin pozitif regülasyon göstererek üretimi artırması 

önemli bir bulgudur. E. aerogenes’den yaklaşık 15 kat saf olarak elde edilen L-

asparaginazın kimyasal karakterizasyonu sonucu enzimin moleküler büyüklüğü, 

stabilitesi, optimum pH ve sıcaklık, maksimum sıcaklık ve yarılanma ömrü açısında 

terapötik değere sahip L-asparaginazlarla benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir.  
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