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OZET

TERAPOTIK BiR ENZIM OLAN L-ASPARAJINAZIN DENiZ KAYNAKLI
FILAMENTOZ FUNGUS SUSLARINDAN URETIMI VE KISMI
KARAKTERIZASYONU

NURCE, Zeycan

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dal1
Tez Danigmani: Prof. Dr. E. Esin HAMES TUNA

Subat 2022, 97 sayfa

Cesitli kanser hastaliklarinda yiiksek terapotik etkiye sahip olan L-asparajinaz, L-
asparajini aspartat ve amonyaga hidroliz ederek anti-tlimor etki gosterir ve 6zellikle 16semi
tedavisinde kullanilmaktadir. Saglikli hiicreler ortamda asparajin olmadiginda L-asparajini
sentezleyebilirken tiimor hiicreleri bu islemi gergeklestiremez dolayisiyla besin
yetersizligi ve protein sentezinin inhibisyonu nedeniyle Oliirler. Giinlimiizde klinik
uygulamalarda kullanilan bakteriyal kokenli L-asparajinaz basta anaflaksi olmak iizere
cesitli yan etkilere sahiptir. Ayn1 zamanda enzimin, glutaminaz ve lireaz aktivitelerinin
olmasi da bagka yan etkilere neden olmaktadir. Glutaminaz, saglikli hiicreler i¢in gerekli
olan glutamini pargalarken, ilireaz ise kanda bulunan iirenin hidrolizine dolayisiyla
amonyak artigina neden olmaktadir. Glinlimiizde yan etkileri daha az, glutaminaz ve iireaz

negatif bir L-asparajinaza ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez calismasinda, deniz kaynakli filamentéz funguslarin glutaminaz ve iireaz
negatif 6zellikte L-asparajinaz iiretme potansiyellerinin degerlendirilmesi, aday tireticiye
ait enzimin kismi saflastirma ve karakterizasyonu amacglanmaktadir. Bu kapsamda, 94
adet deniz kaynakli filament6z fungus L-asparajinaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in hizl
plaka tarama yontemiyle taranmistir. Ardindan L-asparajinaz iireticisi oldugu belirlenen
89 adet fungus glutaminaz ve lireaz aktivitesi igin taranmis ve 4 aday tretici (Penicillum
crustosum MF5, Aspergillus flavus MF10, Penicillum canescens MF20, Cladosporium
cladosporioides MF75) se¢ilmistir. Kiiglik 6lgek fermantasyon ¢aligsmasi ile asparajinaz
aktivitesi 2,82 U/mL ile en yiiksek A. flavus MF10 ile elde edilmistir. L-asparajinazi hiicre
dig1 drettigi de belirlenen A. flavus MF10’un fermantasyon sivisi ultrafiltrasyon ile

konsantre edilmis ardindan aseton ¢oktiirmesi gerceklestirilmistir. Kismi saflagtirma ile
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4,8 kat saflagtirilan enzimin spesifik aktivitesinin 259 U/mg, molekiil agirliginin yaklasik
100 kDa oldugu belirlenmistir. Fermantasyon sivisinda iireaz ve glutaminaz aktiviteleri
belirlenmezken konsantre edilen preparatta diisiik glutaminaz aktivitesi (1,27 U/mL)
belirlenmis ancak iireaz aktivitesi tespit edilmemistir. Kismi karakterizasyon ¢alismalari
ile enzimin optimum sicaklig1 40°C, optimum pH'1 ise 8,0 olarak belirlenmistir. Enzimin
bir saat sonunda 40°C’de aktivitesini %70 koruyabildigi ve sicaklik arttik¢a kademeli
olarak aktivitesini kaybettigi belirlenmistir. Enzimin pH stabilitesi ¢calismasi ile pH 7 ve
8’de aktivitesini korudugu belirlenmistir. Kismi olarak saflastirilan L-asparajinazin (100
ug protein/mL) saglikli ve kanser hiicre hatlarinda sitotoksisitesi degerlendirilmis ve 24
saat sonunda SH-SYSY (insan ndroblastom hiicre hatti) hiicrelerinin canliligini %43’e,
LNCap (insan prostat kanser hiicre hatt1) hiicrelerinin canliligini ise %61’e diisiiriirken
saglikli hiicre hatti olan L929 (fibroblast hiicre hatt1) hiicrelerinde sitotoksik etki
gostermemis ve HaCaT (keratinosit hiicre hatt1) hiicrelerinde ise diisiik sitotoksisite

gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: L-asparajinaz, glutaminaz, iireaz, terapdtik enzim, deniz

kaynakli filament6z fungus, Aspergillus flavus



ABSTRACT

PRODUCTION AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF A
THERAPEUTIC ENZYME, L-ASPARAGINASE, FROM MARINE
FILAMENTOUS FUNGUS STRAINS

NURCE, Zeycan

MSc in Bioengineering

Supervisor: Prof. Dr. E. Esin HAMES TUNA

February 2022, 97 pages

L-asparaginase, which has a high therapeutic effect in various cancer diseases,
hydrolyzes L-asparagine to aspartate and ammonia, has an anti-tumor effect and is
especially used in the treatment of leukemia. While healthy cells can synthesize
asparagine when there is no asparagine in the environment, tumor cells cannot perform
this process, so they die due to nutrient deficiency and inhibition of protein synthesis.
Bacterial L-asparaginase, which is used in clinical applications today, has various side
effects, especially anaphylaxis. In addition, the presence of glutaminase and urease
activities of the enzyme also causes other side effects. Glutaminase breaks down
glutamine, which is necessary for healthy cells, while urease causes hydrolysis of urea in
the blood, thus increasing ammonia. Today, there is a need for a glutaminase and urease

negative L-asparaginase with less side effects.

In this thesis, it is aimed to evaluate the glutaminase and urease negative L-
asparaginase production potential of marine filamentous fungi and to partial purification
and characterization of the enzyme of the selected strain. In this context, 94 marine
filamentous fungi were screened by rapid plate screening method to determine L-
asparaginase activity. Then, 89 fungi determined to be L-asparaginase producers were
screened for glutaminase and urease activity and 4 candidate producers (Penicillum
crustosum MF5, Aspergillus flavus MF10, Penicillum canescens MF20, Cladosporium
cladosporioides MF7) were selected. In a small scale fermentation study, the highest
asparaginase activity was obtained with A. flavus MF10 with 2.82 U/mL. Extracellular L-
asparaginase produced by A. flavus MF10 was concentrated by ultrafiltration followed by

acetone precipitation. It was determined that the specific activity of the enzyme, which



was purified 4,8 times by partial purification, was 259 U/mg and its molecular weight
was approximately 100 kDa. While urease and glutaminase activities were not determined
in the fermentation broth, low glutaminase activity (1.27 U/mL) was determined in the
concentrated preparation, but urease activity was not detected. With partial
characterization studies, the optimum temperature of the enzyme was determined as 40°C
and the optimum pH was determined as 8.0. It was determined that the enzyme could
maintain its activity 70% at 40°C after one hour and gradually lost its activity as the
temperature increased. It has been determined that the enzyme maintains its activity at
pH 7 and 8 by pH stability study. The cytotoxicity of partially purified L-asparaginase in
healthy and cancer cell lines was evaluated and their viability was determined after 24
hours compared to the control. While the enzyme preparation decreased the viability of
SH-SY5Y (human neuroblastoma) cells to 43% and the viability of LNCap (human
prostate cancer) cells to 61%, it did not show cytotoxic effects in healthy cell line L929
(fibroblast) cells. It was determined that it showed low cytotoxicity in HaCaT

(keratinocyte) cells.

Key words: L-asparaginase, glutaminase, urease, therapeutic enzyme, marine

filamentous fungus, Aspergillus flavus.
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karakterizasyonu” baslikli bilimsel arastirma projesinde elde ettigim
bilgileri aktarmaktayim. Tezin amaci deniz kaynakli funguslardan L-
asparajinaz lreten suslarin tespiti, glutaminaz ve/veya iireaz negatif
Ozellikte olanlarin belirlenmesi, se¢ilen aday sus ile enzim iiretimi ve

kismi saflastirma ile karakterizasyonunun gergeklestirilmesidir.
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1. GIRIS

Enzimler, biyolojik reaksiyonlari, metabolik yollari, hiicre biiyiimesi ve boliinmesi
dahil olmak tiizere hiicresel siiregleri kontrol eden 6nemli katalizorlerdir (Sharma et. al.,
2021). Hayvan, bitki ve mikrobiyal kaynaklar dahil tim canli organizmalarda bulunan
enzimlerin, endiistriyel olarak talepleri karsilama noktasinda hayvansal ve bitkisel kokenli
olanlar1 yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle mikrobiyal enzimler endiistriyel agidan 6nemli
birer kaynaktir (Gurung et al., 2013). Mikrobiyal enzim iiretim prosesi daha hizli, daha
uygun maliyetli, daha kolay 6lgeklenebilir ve ayni zamanda genetik manipiilasyonlara daha
uygundur (EI-Gendi et al., 2022).

Enzimler saglik agisindan degerlendirilirse, Vviicutta herhangi bir enzimin eksikligi
veya bir enzimin aktivitesinde azalma olmasi tibbi ag¢idan bazi sorunlara yol agar. Bu
sorunlarim ve bunlara bagh olusan hastaliklarin tedavisi amaciyla terapotik enzimler uzun

yillardir kullanilmaktadir (Tandon et al., 2021).

L-asparajinaz enzimi (EC3.5.1.1; L-asparajin amidohidrolaz; ASNase), L-asparajin
aminoasitini parcalayarak aspartik asit ve amonyak olusumunu saglayan, losemi
tedavilerinde kullanilan terapdtik bir enzimdir. Bu enzim cocukluk caginda goriilen
16semilerin %75’ini olusturan Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) basta olmak iizere lenfatik
sistemin ¢esitli hastaliklarinin tedavisinde 6n plana ¢ikmaktadir (Dias et al., 2016; Orabi et
al., 2019; Atay vd., 2005). Giiniimiizde Escherichia coli ve Erwinia chrysanthemi’den elde
edilen bakteriyel L-asparajinazlar 16semi tedavisinde kullanilmaktadir (Narta et al., 2007;
El-Naggar et al., 2014; Muneer et al., 2020).

Klinikte kullanilan L-asparajinaz bakteriyel kokenli oldugundan hastalarda pankreatit,
anafilaksi, diyabet, kafa i¢i tromboz gibi yan etkilere neden olmaktadir (Duval et al., 2002;
Yadav et al., 2014; EI-Shafei and EI-Ghonemy, 2015; Ali et al., 2018; Fonseca et al., 2021).
Ayn1 zamanda L-asparajinaz enziminin glutaminaz aktivitesi normal hiicrelerin
proliferasyonu icin gerekli olan glutamini parcalayarak ekstravaskiiler sistemde ciddi strese
neden olur (Prakash et al., 2020a; Prakash et al., 2020b; Freire et al., 2021). L-asparajinazin
tireaz aktivitesi ise kanda bulunan ve toksik olan {irenin hidrolizine ve dolayisiyla amonyak

artisina neden olur (Ashok et al., 2019; Chakraborty and Shivakumar, 2021).

Bakteriyel kokenli L-asparajinazin ¢esitli yan etkilerinin olmasi yeni kaynak

arayislarina neden olmakta ve bu durumda 6karyot olan funguslar 6n plana ¢ikmaktadir.



Ayrica funguslar yliksek miktarda hiicre dis1 enzim iiretme kabiliyetlerine sahiptirler. Bunun
yan1 sira tez kapsaminda kullanilan funguslarin deniz kaynakli olmasi dolayisiyla deniz
ortamlarindaki farkli kosullara (tuzluluk, pH, diisiik sicaklik vb.) adapte olabilmeleri

nedeniyle bu funguslardan iiretilen enzimler farkli nitelikler tasima potansiyelindedir.

Bu tez kapsaminda deniz kaynakli funguslardan medikal 6éneme sahip, terapotik bir
enzim olan L-asparajinazi tireten suslarmn tespiti, glutaminaz ve/veya iireaz negatif
olanlarimin belirlenmesi, segilen aday iiretici ile tiretim, kismi saflastirma, karakterizasyonun
ve enzim preparatinin kanser ve saglikli hiicre hatlarinda etkisinin incelenmesi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

“Enzim” terimi ilk olarak 1878’de Alman fizyolog Wilhelm Kiihne tarafindan
kullanilmistir (Robinson, 2015). Enzimler yasami devam ettiren sayisiz kKimyasal reaksiyonu
hizlandirmada rol oynayan protein yapili bilesiklerdir (Sabu et al., 2005; EI-Gendi et al.,
2022). Reaksiyon hizlarim1 normal bir kimyasal reaksiyondan 100 milyon ila 10 milyar kat
daha arttirabilirler (Robinson, 2015).

Enzimler son derece giiclii katalizorlerdir. Genellikle bir tip substrat molekiiliiniin
irline dontisimiinii katalize etmelerinden dolayr ozgiildiirler. Bazi enzimler ise grup
ozgiilliigii gosterir. Ornegin alkalin fosfataz cesitli substratlardan bir fosfat grubu ¢ikarir.
Glukoz oksidaz gibi enzimler ise substrati olan B-D-glukoz igin tam &zgiilliik gostererek

diger monosakkaritlerle neredeyse hig aktivite gostermez (Robinson, 2015).

19. yiizyilin sonlarinda ve 20. yiizyilin baslarinda bir¢ok enzimin ekstraksiyon ve
karakterizasyon iglemlerinde ve ayrica ticari olarak kullaniminda ilerlemeler kaydedilmistir
(Robinson, 2015). Protein miihendisligindeki gelismeler ile enzimler, farkli endiistriyel
alanlarda ve terapotik amaglarla kullanilabilmektedir (Gurung et al., 2013). Yiyecek ve
icecek endiistrisinde, kagit hamuru endiistrisinde, tekstil endiistrisinde, biyoremediasyon
gibi cevresel uygulamalarda ve kozmetik sektoriinde ¢esitli uygulamalar1 bulunmaktadir (El-
Gendi et al., 2022). Bu uygulamalarin yani sira enzimlerin antimikrobiyal, antikanser ve

antioksidan olarak saglik alaninda 6nemli kullanim alanlar1 mevcuttur (Tablo 2.1).

Enzimlerin isimlendirilmesindeki karisikliklardan dolayr Uluslararast Biyokimya
Birligi, bu konuyu ele almak i¢in Enzim Komisyonunu kurmustur. Ik baskis1 1961°de
yayinlanan raporda sistematik bir isimlendirme kullanilmigtir. Ardindan 1992°de yayinlanan
altinci baskida yaklasik 3200 farkli enzimin ayrintilar1 yer almaktadir. Bu sistem icerisinde
enzimler katalizlenen reaksiyon tipine gore siniflandirilmaktadir ve 6 ana gruba ayrilmistir.

Bunlar; oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlardir

(Robinson, 2015; EI-Gendi et al., 2022).



Tablo 2.1. Saglik alaninda kullanilan baz1 enzimler ve mikrobiyal kaynaklari

Enzim Kullanim amaci Mikrobiyal kaynak Referans

Katalaz Antioksidan Aspergillus flavus El-Gendi et al.,
2022

Kollajenaz Glokom hastaligi, Kikirdak — Clostridium perfringens  Mane and Tale,

L-asparajinaz

Streptokinaz
Sakrosidaz
Urikaz
Maltaz

[-laktamaz

Kitinaz

Serratiopeptidaz

B-galaktosidaz
Riboniikleaz
Urokinaz
Glikosidaz

Lipaz

Prolil endoproteaz

Superoksit
dismutaz

L-glutaminaz

onarimi, Dupuytren
hastaligi, seliilit tedavisi,
deri iilseri

Lenfosarkoma, Akut
lenfoblastik 16semi,
Hodgkin hastaligi

Kan pihtilasmasi
Konjenital siikraz
izomaltaz eksikligi
Gut

Pompe hastaligi

Antibiyotik direng
Penisilin alerjisi

Antikanser, antimikrobiyal

Anti-inflamatuar

Laktoz intoleransi

Antiviral

Kan pihtilagmasi
Antitimor

Pankreas bozukluklari
tedavisi, antimikrobiyal

Gliiten

Anti-oksidan
Anti-inflamatuar

Antitimor

E.coli

Pseudomonas
acidovorans,

Acinetobactor sp.,

Streptococci sp.

Saccharomyces
cerevisiae

Aspergillus flavus
Aspergillus oryzae

Citrobacter freundii,
Serratia marcescens,

Klebsiella pneumonia

Trichoderma harzianum,
Trichoderma viride

AUMC 13021
Serratia marcescens
Aspergillus sp.,
Kluyveromyces sp.
Sacchromyces sp.

Bacillus subtilis
Aspergillus niger

Aspergillus oryzae,
Candida lipolytica,
Candida rugosa

Aspergillus niger
Mycobacterium sp.,
Nocadia sp.

E. coli

2015

El- Naggar et al.,
2014; EI-Gendi et
al., 2022

Gurung et al.,
2013

Kaur and Sekhon,
2012

Gurung et al.,
2013

Kaur and Sekhon,
2012

Sabu, 2003;
Gurung et al.,
2013

El-Gendi et al.,
2022

Sabu, 2003
Husain et al.,
2010

Linetal., 2013

Mane and Tale,
2015

Mane and Tale,
2015

Kaur and Sekhon,
2012; El-Gendi et
al., 2022

Edens et al., 2005
Sabu, 2003

Imada et al.,
1973; Sabu et al.,
2005




2.2. L-asparajinaz

L-asparajinaz (EC 3.5.1.1; L-Asparajin amidohidrolaz; ASNase), L-asparajin amino
asitindeki amid baglarini hidroliz ederek aspartik asit (aspartat) ve amonyak olusumunu
saglayan bir enzimdir (Sekil 2.1) (El- Naggar et al., 2014). L-asparajinaz, lenfatik sistemin
cesitli hastaliklarinda, Hodgkin hastaligi, akut miyelositik losemi, melanosarkom,
lenfosarkom, retikulosarkom tedavilerinde ve 6zellikle de akut lenfoblastik 16semi (ALL)
tedavisinde kullanilan 6nemli bir kemoterapdtik ajandir (Dias et al., 2016; Orabi et al.,
2019). L-asparajinaz enzimi saglik sektoriinlin yani sira gida endistrisinde de

kullanilmaktadir (Muneer et al., 2020).

NH '
&P COO
(li |
H.O CH
CH2 2 | 2
| N, HC—NH," + NH,'
H(|:_ N'H3+ Asparajinaz |
COOr
COO

Asparajin Aspartat

Sekil 2.1. L-asparajinazin hidroliz reaksiyonu

2.3. Tarihgesi

L-asparajinazin gelisimi i¢in Oncii gézlem 1922 yilinda Clementi’nin Guinea pig
(kobay) serumunun L-asparajinazin zengin bir kaynagi oldugunu ortaya koymasiyla
baglamigtir (Clementi, 1922; Narta et al., 2007; EI- Naggar et al., 2014). Ardindan 1953
yilinda Kidd tarafindan yapilan c¢aligma ile kobay serumunun farelerde ve siganlarda
transplante lenfoid tiimorlerinin biiylimesini engelledigini fakat bu sitotoksik etkinin at ve
tavsan serumunda olmadig1 gozlemlenmistir (Kidd, 1953; Miiller and Boos, 1998; Narta et
al., 2007; El- Naggar et al., 2014). Bu gelismeleri takiben 1956 yilinda Neuman ve McCoy,
Walker karsinosarkoma 256 nin biiyiimesi i¢in L-asparajin gerektirdigini gostermislerdir
(Neuman and McCoy, 1956; Miiller and Boos, 1998; Narta et al., 2007). Benzer bir
calismada 1961 yilinda fare l6semi L5178Y hiicre hatt1 kullanilarak L-asparajinin 16semi
hiicrelerinin biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Haley et al., 1961).
1963 yilinda Broome kobay serumunda bulunan anti-losemik ozellige sahip ajanin L-

asparajinaz oldugunu bildirmistir. L-asparajinazin lenfoma 6C3HED hiicrelerini inhibe



etmekte etkili oldugunu bildirilmistir (Broome, 1963). 1964 yilinda ise E. coli’den izole
edilen L-asparajinaz basarili bir sekilde saflastirilarak tiimorler {izerinde kobay serumuna
benzer aktiviteler gostermistir (Mashburn and Wriston, 1964; Miiller and Boos, 1998; El-
Naggar et al., 2014). 1966-1969 yillar1 arasinda L-asparajinazin tiimorler tizerinde
yukaridaki calismaya benzer etkileri ¢esitli caligsmalarla gosterilmistir (Schwartz et al., 1966;
Boyse et al., 1967; Campbell and Mashburn, 1969). Elde edilen bu bulgular yardimiyla
bliyiik olg¢ekli L-asparajinaz enzimi iiretimi, saflastirilmasi ve klinik oncesi ve klinik
uygulamalar igin ¢esitli ¢alismalar yapilmistir (Roberts et al., 1966; Campbell et al., 1967,
Whelan and Wriston, 1969; Ho et al., 1969).

1967 yilinda 3 ileri lenfosarkomali kopek, E. coli’den izole edilen L-asparajinaz ile
tedavi edilmistir. Timoriin gerilemesinde ve iyilesmesinde énemli sonuglar alinmigtir (Old
et al., 1967). E.coli’den L-asparajinaz izolasyon islemleri yapilirken gesitli potansiyel L-
asparajinaz kaynaklar1 da arastirtlmistir. Wade ve arkadaslar1 1968 yilinda antilésemik etKisi
olan yeni L-asparajinazi Erwinia carotovora’dan izole etmistir (Wade et al., 1968). E.
carotovora yliksek L-asparajinaz aktivitesi gostererek enzim iiretiminde kullanilmistir
(Wade et al., 1971; Ohnuma et al., 1972). 1970’li yillardan itibaren L-asparajinaz enzimi
cocuklarda lenfoblastik malignitelerin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (Tallal et al.,
1970; Clavell et al., 1986; Asselin et al., 1989; Asselin et al., 1999). 1978 yilinda dogal E.
coli’den izole edilen L-asparajinaz ALL tedavisinde kullanilmak iizere Gida ve ilag Dairesi
(FDA) tarafindan onaylanmistir (Batool et al., 2016).

Bakterilerden elde edilen L-asparajinazin anafilaksiden diyabete kadar degisen ¢ok
cesitli yan etkilere neden oldugu belirlenmistir (Duval et al., 2002; Yadav et al., 2014; El-
Shafei ve EI-Ghonemy, 2015; Bedaiwy et al., 2016; Ali et al., 2018). Literatiir arastirmalar1
sonucunda enzimin biyokimyasal Ozelliklerinin kullanilan mikrobiyal sus ile
degisebilecegini gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalar neticesinde Erwinia kokenli L-
asparajinazin E. coli kokenli L-asparajinaz enzimine kiyasla daha az alerjik reaksiyon
gosterdigi kaydedilmis ancak enzim yari-Omriiniin daha kisa oldugu bildirilmistir (Asselin
et al., 1993). Bununla birlikte her iki kaynaktan da elde edilen enzim yiiksek immunojenite
sergilemistir. Bu nedenle enzim aktivitesi korunarak immunojenitesinin azaltilmasi ile ilgili
calismalar yapilmistir. Kamisaki ve arkadaslar1 (1981) polietilen glikol ile E. coli tiirevli L-
asparajinazi modifiye etmistir (Kamisaki, 1981). Enzimin polietilen glikol (PEG) ile

birlestirilmesi (pegilasyon) ilacin immunojenik reaksiyonlarini azaltmis dolayisiyla



potansiyel olarak asir1 duyarlilik etkisini diisiirmiistiir (Keating et al., 1993; Miiller and Boss,
1998). Bununla birlikte yapilan bir ¢aligmada pegilasyon uygulanmis L-asparajinazin
(Pegaspargaz) asir1 duyarli olan hastalarda anafilaktik soku tamamen yok edemedigi de
gosterilmistir (El-Naggar et al., 2014). 1985 yilinda Ingiltere de Erwinia kokenli L-
asparajinazin ALL tedavisinde kullanimina izin verilmistir (Batool et al., 2016). 1994 yilinda
dogal L-asparajinaz formlarina asirt duyarli ALL hastalarinda pegilasyon uygulanmis E. coli
tirevli L-asparajinazi i¢in FDA kullanim onay1 vermistir (Dinndorf et al., 2007; Batool et
al., 2016). 2006 yilina gelindiginde FDA, tiim ALL hastalarinda ilk basamak tedavisi igin
pegilasyon uygulanmig E. coli tiirevli L-asparajinaz kullanimini onaylamistir (Dinndorf et
al., 2007; Batool et al., 2016). 2011 yilimin Kasim ayinda ise FDA, Erwinia kokenli L-
asparajinazinin, E. coli tiirevli L-asparajinaza karsi asir1 duyarlilik gdsteren hastalarda

kullanimin1 onaylamistir (Batool et al., 2016).

2.4. Mikrobiyal L-Asparajinazin Tipleri ve Yapisi

L-asparajinazin yapisini molekiiler diizeyde belirlemek i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmaistir.
L-asparajinaz genelde tetramer yapida bulunmakla birlikte farkli kaynaklardan elde
edildiginde hekzamik, dimerik veya monomerik formlarda bulunabilmektedir (Batool et al.,
2016). Bakteriyel kokenli ¢ogu L-asparajinaz tersiyer ve kuaterner yapilar sergilemektedir.

Ayni zamanda ortak biyokimyasal 6zelliklere de sahiptirler (Ramya et al., 2012).

E. coli’den iretilen iki tip L-asparajinaz enzimi vardir. L-asparajinaz | (Tip 1)
sitoplazmada bulunur ve genellikle L-asparajin i¢in diisiik afiniteye sahiptir. L-asparajinaz
IT (Tip II) ise periplazmik boslukta bulunur ve L-asparajin i¢in Km degeri ¢ok daha diisiiktiir
bu nedenle yiiksek afiniteye sahiptir. Bu durum Tip II enzimin anti-tiimor 6zelliklerini
aciklamaktadir (E1-Naggar et al., 2014; Jiao et al., 2020). Tip Il L-asparajinazin molekiiler
kiitlesi 140-150 kDa arasinda degismektedir. Enzim bir homotetramer olarak aktiftir. Her
monomer daha biiylik bir N-terminal alanm1 ve daha kiiciik C terminal alani seklinde
diizenlenmis; 14 beta-iplik ve 8 alfa-heliksten olusan yaklasik 330 aminoasitlik polipeptit
zincirinden olugsmaktadir (Aghaiypour et al., 2001). E. coli ve E. chrysanthemi’den elde
edilen enzimlerin %46 oraninda yiiksek homoloji gosterdigi belirlenmistir (Jaskolski et al.,
2001). Aktif bolge iki bitisik monomerdeki aminoasitlerin diizenlenmesi ile sekillenir. Aktif

bolge, Thrl5, Tyr29, Ser62, Glu63, Thr95, Asp96, Alal20, Lys168 aminoasitlerini igerir.



Buradaki Thrl15 ve Thr95 enzimin katalitik aktivitesinden sorumludur. Bitisik olan monomer
de ise sadece Ser254 yer alir (Qeshmi et al., 2018).

2.5. Mikrobiyal L-Asparajinaz Ureticileri

L-asparajinaz enzimi, baliklar, memeliler, kuslar gibi ¢esitli hayvanlarin dokularinda
(karaciger, pankreas, beyin, yumurtalik/testis, bobrekler, dalak, akciger) ve bazi bitkilerde
bulunur (Lopes et al., 2017). Baz1 kemirgenler kan serumlarinda bu enzime sahiptir, ancak

insanlar bu 6nemli anti-kanserojen maddeden yoksundur (Muneer et al., 2020).

Mikroorganizmalar, hayvan ve bitki enzimlerine alternatif Onemli enzim
kaynaklaridir. Mikrobiyal enzim fireticileri olarak bakteriler, funguslar, algler ve mayalar

siralanabilir. Mikroorganizmalar;

e Basit biiyiime yetenekleri,

e Biyokimyasal ¢esitlilikleri,

e Optimizasyon kolayligi,

e Olgek biiyiitme islemine uygunlugu,

e Gorece ekonomik ekstraksiyon ve saflastirma islemleri,
e lyi stabilite dzellikleri,

e Gen manipiilasyonuna yatkinligi,

e Bitkilerden farkli olarak mevsimsel dalgalanmalarin olmamasi

gibi nedenlerden Otiirii avantajli konumdadir (Gurung et al., 2013; EI-Naggar et al., 2014;
Cachumba et al., 2016; Shrivastava et al., 2016; Lopes et al., 2017). Enzimin biyokimyasal

ve kinetik 6zelliklerinin kullanilan mikrobiyal sus ile degistigi bilinmektedir (El-Naggar et
al., 2014).

2.5.1. Bakteriler

Bakteriyel kokenli L-asparajinazlar tibbi agidan ilgi ¢ekicidirler. Glinlimiizde klinik
olarak kullanilan L-asparajinazlar 2 bakteri kaynagindan elde edilir; E. coli ve E.
chrysanthemi. Bu bakterilerden elde edilen L-asparajinazlar uzun yillardir 16semi
tedavisinde kullanilmaktadir (Narta et al., 2007; E1-Naggar et al., 2014; Muneer et al., 2020).



Her iki bakteriden yiiksek konsantrasyonlarda elde edilen L-asparajinaz, benzer
antineoplastik aktivite ve toksisite mekanizmasia sahip olmasina ragmen serolojik ve
biyokimyasal agidan birbirinden farklidir (Narta et al., 2007; Lopes et al., 2017). Ancak
bakterilerden elde edilen L-asparajinazlarin anaflaksi, karaciger fonksiyonlarinda bozulma,
pankreatit, immun fonksiyon bozuklugu, diyabet, kafa i¢i tromboz gibi yan etkilere neden
oldugu bilinmektedir (Duval et al., 2002; Yadav et al., 2014; El-Shafei and EI-Ghonemy,
2015; Ali et al., 2018).

Yerkiirede denizel ve karasal habitatlarda yaygin olarak bulunan Actinobacteria
tiyeleri igerisinde gelismis misel yapist gosteren ve aktinomiset olarak adlandirilan
bakteriler, sekonder metabolit ve enzim iretimi agisindan degerli bir gruptur (Tablo 2.2).
Aktinomisetler arasinda 6zellikle Streptomyces tiirleri denizel ve karasal habitatlarda yaygin
olarak bulunmalari nedeniyle ve yeni metabolit iiretme kapasiteleri nedeniyle dikkat
¢cekmektedir. L-asparajinaz tiretimi agisindan Streptomyces tiirleri ile gergeklestirilen gesitli
caligmalar rapor edilmistir (EI-Naggar et al., 2014; Batool et al., 2016).

Tablo 2.2.L-asparajinaz iireten bazi bakteri tiirleri

Bakteri Referans
Deokar et al., 2010

Erwinia caratovora

Erwinia chrysanthemi
Escgherichia coli (MTCC 739)
Thermus thermophilus
Bacillus licheniformis,
Bacillus circulans
Thermococcus gammatolerans
Streptomyces ginsengisoli
Streptomyces iranensis
Streptomyces alkaliphilus
Bacillus firmus (AVP 18)
Thermococcus kodakaraensis

Acinetobacter glutaminasifican

Muneer et al., 2020
Vidya et al., 2011
Pritsa and Kyriakidis, 2001

Gulati et al., 1997

Xue et. al. 2014

Deshpande et al., 2014
Dharmaraj, 2011

Jha et al., 2012

Rudrapati and Andipudi, 2017
Chohan and Rashid, 2013
Cachumba et al., 2016
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2.5.2. Funguslar

Funguslar da bakteriler gibi potansiyel bir L-asparajinaz kaynagidir. Okaryot yapilart
nedeniyle fungal enzimler, evrimsel olarak insanlara daha yakin oldugundan insan
enzimleriyle karsilastirilabilir 6zelliklere sahiptir. Dolayisiyla kanser tedavisinde diger
mikroorganizma enzimlerinden daha basarili sekilde kullanilabilirler (Ashok et al., 2019;
Chand et al., 2020; Hatamzadeh et al., 2020).

Fungal kaynaklardan elde edilen enzimlerin kullanim ile tedavi sirasinda agiga ¢ikan
yan etkilerin azaltilacagi disiiniilmektedir. Funguslar, yiiksek miktarda hiicre dis1 enzim
iiretme kabiliyetine sahip oldugundan enzim kolayca ekstrakte edilip saflastirilabilir (Batool

et al., 2016; Hatamzadeh et al., 2020).

Funguslarin L-asparajinaz iiretiminde en yaygimn kullanilan cinslerinin Aspergillus,

Penicillum ve Fusarium oldugu goriilmektedir (Cachumba et al., 2016)(Tablo 2.3).

Tayland tibbi bitkilerinden izole edilen endofitik funguslar igerisinde Colletotrichum,
Eupenicillium, Talaromyces ve Fusarium’un bu enzimin ana iireticileri oldugu rapor
edilmistir (Theantana et al., 2007; Theantana et al., 2009).

Denizel olarak alglerden izole edilen endofitik funguslara bakildiginda Alternaria,
Chaetomium, Cladosporium, Colletotrichum, Curvularia, Nigrospora, Paecilomyces,
Phaeotrichoconis, Phoma ve Pithomyces’in L-asparajinaz frettigi rapor edilmistir
(Thirunavukkarasu et al, 2011).

Aspergillus tiirleri igerisinde; A. niger, A. oryzae, A. terreus, A. fumigatus, A. sydowii
ve A. tamarii'nin L-asparajinaz {rettigi bilinmektedir (Sarquis et al., 2004; Mishra, 2006;
Dange and Peshwe, 2015; Zia et al, 2013; Farag et al., 2015; Bedaiwy et al., 2016; Ali et al.,
2018; Hassan et al., 2018; Da Cunha et al., 2021).
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Tablo 2.3. L-asparajinaz iireticisi bazi funguslar

Fungus Uretim Referans
Aspergillus sp. Hiicre dist  Ahmed et al., 2015
Aspergillus oryzae (CCT 3940) . .
Aspergillus niger (LBA 02) Hiicre disi Dias et al., 2019
Aspergillus oryzae Hiicre dis1  Da Cunha et al., 2021

. .. Farag et al., 2015;
Aspergillus terreus Hiicre dis1 Hassan et al., 2018
Aspergillus tamarii Hiicre dis1  Bedaiwy et al., 2016
Fusarium sp.
Phoma sp. Hiicre dist ~ Chow and Ting, 2015
Penicillum sp.
Aspergillus sp. Hiicre dist ~ Kalyanasundaram et al., 2015
Aspergillus fumigatus Hiicre dist ~ Benchamin et al., 2019
Asperglllus S Hiicre dist  Alietal., 2018
Fusarium oxysporum
Fusarium sporotrichioides Hiicre dist1  Kondapalli and Teege, 2021
Penicillium sp. Hiicre dist1  Patro and Gupta, 2012
Penicillium sp. Hiicreici  Gupta et al., 2009
Helminthosporium RF3 ucrei¢ P N
Paecilomyces RF21
Penicillium RF 22 Hiicre dist1 Gupta et al., 2009
Aspergillus AF 7
Fusarium culmorum ASP-87 Hiicre dist Meghavarnam and

? Janakiraman, 2015

Aspergillus niger Hiicre dist ~ Dange and Peshwe, 2015
Fusarium equiseti AHMF4 Hiicre dist El-Gendy et al., 2021
Trichoderma viride Hiicre disi ~ Lincoln et al., 2015
Colletotrichum sp. Hiicre dist Chow and Ting, 2015;

Theantana et al., 2009
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2.5.2.1. Aspergillus flavus

Adimni 1729 yilinda mikolog P.A. Micheli’den alan, funguslar i¢erisinde bilinen en eski
cinslerden olan Aspergillus 200’den fazla tiir icermektedir (Bennett, 2007). Bu tiirlerin
icerisinde yer alan Aspergillus flavus ise 1809’da tanmimlanmigtir. Hava ve bdcekler

sayesinde diinya ¢apinda dagilima sahiptir (Hedayati et al., 2007).

Genel olarak kadifemsi saridan yesile doniik spor renklerine sahiptir. Sklerotiasinin
boyutuna gore 2 gruba ayrilan karmasik bir tiirdiir: Grup I, sklerotia> 400 mm olan L suslar1
ve Grup II, sklerotia< 400 mm olan S suslar1. iki grupta B1 ve B2 aflatoksinler iiretir ayrica
S suslar1 aflatoksin G1 ve G2’yi liretebilmektedir. Sklerotia misel olarak biiylir ve daha sonra
konidioforlar1 olusturur (Amaike and Keller, 2011). Konidioforlar kalin duvarli, renksiz,
piriizlii ve 1 mm’den kisa uzunluktadir. Vezikiillerin ¢ap1 10-65 um arasinda degisir, alt
kiiresel (subglobose) ya da kiiresel halde bulunur. Konidyumlar1 da tipik olarak kiiresel veya
alt kiireseldir, belirgin bir sekilde ekiniilat olup, caplar1 3,5 ila 4,5 um arasinda
degismektedir. Optimum biiyime sicakligt 37°C’dir. Ancak 12-48°C arasinda degisen
sicakliklarda biiyiiyebilmektedir (Hedayati et al., 2007). A. flavus 8 kromozoma sahiptir ve
genom boyutunun yaklasik 36,8 Mb oldugu, 12.000 fazla fonksiyonel geni kodladig:
belirlenmistir. Diger Aspergillus tiirlerine gére genomu biraz daha biiyiiktiir ve A. oryzae ile
yakindan iligkili oldugu belirlenmistir (Amaike and Keller, 2011)

A. flavus, gii¢lii mikotoksinler {ireten, insan invaziv aspergilloz hastaligina neden olan
Aspergillus tiirleri i¢inde ikinci siradadir. Bununla beraber A. flavus ile yapilan ¢esitli enzim
caligmalar1 mevcuttur. Shrivasta ve arakadaglar1 2010 ve Patro ve arkadaslar tarafindan
2014 yilinda A. flavus tan L-asparajinaz izolasyonu gergeklestirilmistir (Shrivastava et al.,
2010; Patro et al., 2014) Rhodes ve arkadaslari proteaz enzimini A4. flavus’tan izole
etmislerdir (Rhodes et al., 1990). Gomes ve arkadaslar1 ise bu tiirden 2005 yilinda
termostabil glukoamilaz izole etmislerdir (Gomes et al., 2005). Bununla birlikte A. flavus ile
amilaz, proteinaz, seliilaz, ksilanaz gibi ¢esitli enzimlerin {iretimi rapor edilmistir (Abou-

Zeid et al., 1997; Oyeleke et al., 2010; Guimaraes et al., 2013).
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2.5.3. Algler

1982 yilinda yapilan ¢alismada Chlamydomonas’tan L-asparajinaz tiretilmistir. Bu L-
asparajinaz C3H farelerindeki Gardner sendromunu inhibe edememistir. Bunun nedeni

enzimin Km’sinin kemoterapide kullanilan asparajinaza gore daha yiiksek olmasidir (Paul,
1982).

Chlorella vulgaris’in L-asparajinaz iiretimi i¢in giivenli, yeni ve ekonomik bir kaynak
olabilecegi belirtilmistir (Ebrahiminezhad et al., 2014). Bununla birlikte Chlamydomonas
sp., Spirulina maxima, Vaucheria uncinata tiirlerinin de L-asparajinaz iirettigi bildirilmistir

(Paul, 1982; Abd El Baky and El Baroty, 2016; Batool et al., 2016).
2.5.4. Mayalar

Saccharomyces cerevisae’nin L-asparajinaz iireticisi oldugu bildirilmistir. Bu enzim
aktivitesi amonyak, glutamin ve glutamatta biiyiitiilen hiicrelerde goriilmezken, azot agligina

maruz kalmig veya prolin gibi zayif azot kaynagi bulunan ortamda goriilmektedir (Asthana

and Azmi, 2003).

Candida utilis’in hiicre kiiltiirii sivisindan indirgeyici ajan ile muamele edilerek elde
edilen L-asparajinaz ALL tedavisinde kullanilabilir (Asthana and Azmi, 2003). Ayni
zamanda Pichia polymorpha, Rhodosporidium toruloides, Candida guilliermondii maya
tirlerininde L-asparajinaz iirettikleri belirlenmistir (Foda et al, 1980; Stepanyan and

Davtyan, 1998; Ramakrishnan and Joseph, 1996).
2.6. L-Asparajinaz ve Ila¢ Tasima Sistemleri

Son yillarda nanopartikiiller, kanser, HIV (Insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii),
bulasict hastaliklarin tedavisinde ilag tasiyict ajanlar olarak kullanilmaktadir (Vimal and
Kumar, 2017). Nanotasiyicilarin ilag salim sistemlerinde kullanilmasi ilaglarin toksisitesini
azaltmak, biyoyararlanimin1 artirmak, yarilanma Omriini iyilestirmek ve c¢oklu ilag
direngliliginin Oniine ge¢mek en Onemli avantajlaridir. Glinlimiizde farkli nanotasiyict
sistemler TUretilmektedir: polimerik nanopartikiiller, polimerik konjugatlar, polimerik

miseller, dendrimerler, lipozomlar, altin nanopartikiiller ve karbon nanotiipleri en yaygin
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kullanilan nanopartikiil tipleridir (Tiiylek, 2019). PEG-L-asparajinaz ALL tedavisinde FDA
onayli ilk polimerik terapétik ajandir. L-asparajinazin ilag tagiyici ajan olarak ipek fibroin
nanoparcacik, manyetik nanoparcacik ve karbon nanopartikiiller ile taginimlara denenmistir
(Vimal and Kumar, 2017). PEG-L-asparajinaz (polietilen glikol-L-asparajinaz), dogal E.
coli tiirevli L-asparajinazin polietilen glikol ile kovalent olarak baglanmasi sonucunda
olusturulan modifiye versiyonudur (El-Naggar et al., 2014). Dogal E. coli tiirevli L-
asparajinaz gibi PEG-asparajinazda pH 7.0'da aktivite, pH 5.0'da izoelektik nokta ve 50°C
reaksiyon sicakliginda optimal kosullar ile benzer kimyasal 6zelliklere sahiptir (Fu and

Sakamoto, 2007).

E. coli tiirevli L-asparajinaz ile tedavi edilen yetiskin ve ¢ocuk hastalarin %20-30'unda
asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 olusabilmektedir. Pegilasyon islemi, immiinojenik epitoplari
bloke eder boylece E. coli tirevli L-asparajinaz kokenli asir1 duyarlilik reaksiyonlarini
azaltir. Tlag stabilitesini artirarak, ilacin yar1 dmriinii uzatir ve fagositoz yetenegine sahip
Retikiiloendotel Sistem (RES) hiicrelerinin enzimi ortadan kaldirma siiresini geciktirir.
llacin farmokinetigini iyilestirerek daha diisiik dozlama sikligma izin verir (Fu and
Sakamoto, 2007; EI-Naggar et al., 2014). Ornegin ALL’li hastalarda yapilan bir galismada
bir doz PEG-asparajinazin, 6 - 9 doz dogal E. coli tiirevli L-asparajinazin yerini alabilecegi
gosterilmistir.  Bu durum hastalarda agrili enjeksiyon sayisini azaltir (Fu and Sakamoto,

2007).

Bununla birlikte, pegilasyon igleminin dezavantajlar1 da vardir: PEG-asparajinazina
kars1 anti-PEG-asparajinaz antikorlar1 olusabilmektedir. Anti-PEG-asparajinaz antikorlari,
asparajinaz aktivitesini notralize ederek, ilacin etki siiresini azaltir. Uretilen antikorlarm
alerjik reaksiyonlarla iligkisi oldugu diislinlilmektedir. Bu nedenle asir1 duyarlilik
reaksiyonlar1 PEG-asparajinazin ana toksisitesi olmaya devam etmektedir. Ayn1 zamanda
PEG molekiillerinin bir proteine baglanmasi, proteinin etkilesim yeteneklerini veya aktif
bolgelerini (L-asparajinaz) degistirebilir. Tiim bunlarin yaninda pegilasyon oldukc¢a zaman
ve maliyet gerektiren karmasik bir islemdir. Ozellikle terapétik bir enzimle calisilacaksa,
ciddi bir enzim aktivite kaybi riski vardir. Bu sebeplerden dolayr PEG-asparajinazin diger
L-asparajinazlardan daha {istiin oldugu kanitlanmamistir (EI-Naggar et al., 2014). Ancak
ALL tedavisinde gesitli asparajinaz formlarinin kullanilmasi (PEG-asparajinaz, dogal E.coli
asparajinaz, Erwinia asparajinaz) anti-asparajinaz antikorlarinin nétralize edilmesine

yardimci olabilir (Fu and Sakamoto, 2007).



15

2.7. Saghk Sektoriinde L-Asparajinazin Kullanim

2.7.1. Kanser tedavisinde L-asparajinaz

L-asparajinaz, anti-l16semik 6zellikleri nedeniyle, terapotik ilag olarak kabul edilmistir
(Batool et al., 2016). Saglik ve farmasotik arastirma alanlarinda yaygin olarak arastirilan ve
kullanilan bir antikanser ilacidir (Muneer et al., 2020). L-asparajinaz, ALL, Hodgkin
hastaligi, akut miyelositik 16semi, lenfosarkom tedavisi, kronik lenfositik 16semi, akut
miyelomonositik 16semi gibi hastaliklarin tedavisinde diger ilaglar ile kombinasyon halinde

kullanilmaktadir (E1- Naggar et al., 2014).

L-asparajinazin anti-16semik etkisi, tiimdr hiicrelerinin biiyiimesi ve hayatta kalmasi
icin gerekli olan L-asparajini, aspartik asit ve amonyaga hidrolize etme kabiliyetine baglidir
(Verma et al., 2007; Souza et al., 2017; Ali et al., 2018; Muneer et al., 2020). Timor
hiicreleri, hizli malign biiylimelerine ayak uydurabilmek i¢in fazla miktarda asparajine
ihtiyac duyar. Normal hiicrelerin biiylimesi i¢in gerekli L-asparajin, bu hiicrelerin tiretikleri
L-asparajin sentetaz enzimi yardimiyla metabolik ihtiyaglarini karsilayabilmek i¢in yeterli
miktarlarda sentezlenir. Ancak tiimor hiicreleri, L-asparajin sentetaz enzimi eksikligi
nedeniyle L-asparajini sentezleyemez. Bu durum besin yetersizligi, protein sentezi
inhibisyonu ve sonugta apoptoz yoluyla lenfoblastik hiicrelerin 6liimiine yol agar (Sekil 2.2)

(Souza et al., 2017; Ali et al., 2018).

L-asparajin » L-aspartik asit = =+ NH4*
L-aspartik asit L-aspartik asit
JllL-asparajin sentetaz| Jl | g giasar |
L-asparajin TeEspEtAT
Protein sentezi Froterrsentezi
KAN NORMAL HUCRE TUMOR HUCRESI

Sekil 2.2. L-asparajinazin viicuttaki etki mekanizmasi
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Gilinlimiizde FDA onayli akut lenfoblastik ve lenfosarkoma tedavisinde kullanilan
ilaclar 3 tiptir (Avramis and Panosyan, 2005; Asselin and Rizzari, 2015). Bunlardan ilki
dogal E. coli tiirevli L- asparajinaz olarak Elspar®, Kidrolase®, ikincisi E. coli tiirevli L-
asparajinazin polietilen glikol (PEG) ile kovalent baglanmasi sonucunda olusturulan
Oncaspar® (Pegaspargase) lglinciisii ise E. chrysanthemi tiirevli L-asparajinaz olarak
kullanilan Crisantaspase® ve Erwinase®’dir (Avramis and Panosyan, 2005; Qeshmi et al.,
2018; Chand et al., 2020; Muneer et al., 2020). E. coli tiirevli L-asparajinazin klinik olarak
uzun siireli kullanimda agir1 duyarlilik, pankreatit, hiperglisemi, kan pihtilasma faktorlerinde
bozulmalara neden olmasi sebebiyle her zaman istenilen sonuglar elde edilememektedir
(Muneer et al., 2020). Bu nedenle E. coli tiirevli L-asparajinaza asir1 duyarlilik gosteren
hastalar i¢in farkli immiinojeniklige sahip E. chrysanthemi tirevli L-asparajinaz
kullanilabilmektedir (Asselin and Rizzari, 2015). E. coli tiirevli L-asparajinazin polietilen
glikol (PEG) ile kovalent baglanmasi sonucunda olusturulan ilag olan Oncaspar® ise E. coli
tiirevli L-asparajinaz olan Elspar®’a kiyasla daha yiiksek plazma yarilanma dmriine ve daha
diisiik immiinojeniteye sahiptir (Avramis and Panosyan, 2005; Qeshmi et al., 2018). E.
chrysanthemi tiirevli L-asparajinaz olan Crisantaspase® ve Erwinase® antikanser ilaglarla
kombinasyon seklinde kullanilmaktadir. Bu L-asparajinazlar ALL tedavi protokollerinin bir
pargasi olarak radyoterapi veya kemoterapi ile birlikte kullanilir. E. coli tiirevli L-asparajinaz
olan diger ila¢g Kidrolase® ise ALL, nonhodgkin lenfoma ve losemik menenjitte

kullanilmaktadir (Qeshmi et al., 2018; Chand et al., 2020).

Klinikte kullanilan L-asparajinaz bakteriyel kokenli ve nispeten biiyiik boyutlu
oldugundan hastalarda yan etkiler ortaya c¢ikmaktadir. Baslica yan etkiler; anaflaksi,
karaciger fonksiyonlarinda bozulma, pankreatit, immun fonksiyon bozuklugu, diyabet, kafa
ici tromboz ve 6dem olarak siralanabilir (Duval et al., 2002; Yadav et al., 2014; El-Shafei
and El-Ghonemy, 2015; Ali et al., 2018; Fonseca et al., 2021). Ayn1 zamanda L-

asparajinazin, glutaminaz ve lireaz aktivitelerinin olmasi da yan etkilere neden olmaktadir.

L-asparajinaz, asparajin hidrolizinin yani1 sira glutamin hidrolizine de neden olur
(Shrivastava et al., 2016). L-asparajinaz tedavisi ile ortaya ¢ikan rahatsizliklarin ¢ogu L-
asparajinazin glutaminaz aktivitesine dayandirilmaktadir (Nguyen et al., 2018; Ardalan et
al., 2020). Ancak mekanizma heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Baz1 ¢alismalarda
arastirmacilar glutaminaz aktivitesinin L-asparajinaz aktivitesini arttirdigi ancak yiiksek

glutaminaz aktivitesinin klinikte degerlendirilmesi sonucunda 6nemli Slgiide toksisite
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verdigi, glutaminin azalmasmin aktiviteyi arttirmaktan ¢ok toksisiteyi arttirdigi bunun da
diisiik terapotik tedaviye yol agtigimi belirtmislerdir (Reinert et al., 2006). L-glutaminin
parcalanmasi ile ortaya ¢ikan {iriin olan glutamat miktarinin artmasi ekstravaskiiler sistemde
ciddi strese neden olan yiiksek glutamin akisina sebep olur (Prakash et al., 2020a; Prakash
et al., 2020b; Freire et al., 2021). Ayrica hem asparajin hem glutamin hidrolizi sonrasi
reaksiyonun yan iiriinii amonyak iiretilmektedir. Glutamin insan viicudunda en ¢ok bulunan
aminoasitlerden biridir. Glutaminin kandaki konsantrasyonu daha yiiksek oldugundan
amonyak konsantrasyonu tizerinde daha derin bir etkisi vardir. Klinikte L-asparajinaz
tedavisi goren kisilerde hiperamonyemi gézlenmistir (Nguyen et al. 2018). Enzimin iireaz
aktivitesi, kanda bulunan ve toksik olan iirenin hidrolizine dolayisiyla kanda amonyak
artigsina yol agar. Bu durum hastalar iizerinde yan etkilere neden olur: hafif yan etkiler olarak
sinirlilik, kusma ve bas agrisi, siddetli yan etkiler olarak ise ndbet, koma, ensefalopati ve
ataksi gosterilebilir (Ashok et al., 2019; Chakraborty and Shivakumar, 2021). Ureazin
birlesmesi ile meydana gelen bu yan etkilerin ortadan kaldirilmasi i¢in ilave saflastirma

basamaklar1 gerekmektedir (Ashok et al., 2019).

Yakin ge¢miste (2018) meme kanseri lizerinde yapilan bir calismada; bir hastanin primer
timoriindeki asparajin sentetaz ekspresyonunun daha sonra ortaya ¢ikan metastatik niiks ile
iligkili oldugu gosterilmistir. L- asparajinaz veya diyet asparajin kisitlamasi ile yapilan
tedavi asparajin sentetazin etkisini inhibe ederek asparajin iiretimini sinirlandirmistir. Bu
durum sonucunda primer tiimoriin biiylimesi etkilenmemis ancak metastazin azaldig
gozlemlenmistir (Knott et al., 2018). Aym1 zamanda yapilan bir diger calismada L-
asparajinazin yumurtalik kanser tedavisi i¢in de kullanilabilecegi onerilmistir (Lorenzi et al.,
2006).

Insan tiimérlerinin yanm sira kdpek ve kedi lenfomalarinda da L- asparajinaz enzimi
kemoterap6tik bir ajan olarak kullanilmaktadir. Kopek tiimorleri siklikla yeniden
niiksedebilmektedir. Bunun nedeni ¢oklu ilag¢ direncinin (MDR) gelismesidir. Kombinasyon
tedaviler ile MDR geciktirilebilir. L-asparajinaz tiimoriin remisyon (aktif kanser
goriilmedigi durumlarda, hastalik var ama etkin degil) siirecini uzatmak i¢in uygulanabilir

(Vimal and Kumar, 2018).
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2.7.2. Enfeksiyon hastaliklarinda L-asparajinaz uygulamalari

Yapilan bir ¢alisma ile L-asparajinazin insan kaninda Grup A Streptococcus (GAS)
biliylimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Basarili bir enfeksiyon, patojenin konak¢idan besin
kazanma yetenegine baglidir. Hiicre dis1 patojen olan Grup A Streptococcus ¢ok cesitli insan
hastaliklarina neden olmaktadir. Tipik olarak konagin bogazini ve cildini enfekte ederek,
bakteriyemi, toksik sok sendromu, menenjit, romatizmal ates, kizil ates, farenjit gibi
hastaliklara neden olmaktadir (Baruch et al., 2014; Vimal and Kumar, 2017). Ayni1 zamanda
tekrarlanan GAS enfeksiyonlari, otoimmun benzeri hastaliklara neden olur. GAS konakg1
hiicreye yapistig1 zaman endoplazmik retikulumun strese girmesine neden olan streptolizin
toksinlerini serbest birakir. Bu durum asparajin sentetaz tiretimiyle sonuglanir boylelikle L-
asparajin miktarinda artis meydana gelir. Artan L-asparajin nedeniyle GAS’mn gen
ekspresyonu yukar1 regiile edilerek konakg¢ida oliimciil bir etkiye neden olan GAS
proliferasyonu meydana gelir (Sekil 2.3). Bu nokta da patojenin ¢ogalmasini kontrol etmek
icin L-asparajinaz, serbest birakilan L-asparajini pargalayarak durumu hafifletebilmektedir.

Fare modelinde asparajinazin GAS proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Baruch et

al., 2014).
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Sekil 2.3. L-asparajinaz ile GAS proliferasyonunun inhibe edilme agamalari
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Bagka bir ¢alismada tibbi olarak kullanilan sifali ot olan Amaranthus poligonoid
yapraklarindan tiretilen L-asparajinaz, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumonia, A. niger, ve A. fumigatus patojenleri iizerinde antioksidan ve

antimikrobiyal aktivite gostermistir (Naveena et al., 2012).

2.7.3. Otoimmun hastaliklarda L-asparajinaz

L-asparajinazin lenfatik sistem iizerinde etkili oldugu bilinmektedir. T hiicresi aracili
B hiicre yanitlarin1 baskilayabilmektedir. Dolayisiyla anormal T hiicresi tepkileriyle iliskili

hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir (Vimal and Kumar, 2017).

Romatoid artrit, viicut hiicresi tarafindan iiretilen ve eklemlerde meydana gelen
iltihaptir. iltihapli dokuda makrofajlar, T hiicreleri, B hiicreleri, plazma hiicreleri, nétrofiller,
mast hiicreleri, dendritik hiicreler ve dogal 6ldiiriicti hiicreler bulunmaktadir. Romatoid
artritte T hiicre aktivasyonu antijene 6zgiil immiin yanitta olduk¢a dnemlidir (Gliveng vd.,
2018). Yapilan bir caligmada L-asparajinazin artrit iizerinde etkisine bakilmak iizere
farelerde kollajen ile indiiklenen artrit modeli tizerinde ¢alisilmistir. Bu farelerin E. coli’den
dogal ve pegile L- asparajinaz ile muamele edilmesi saglanmigtir ve enzimlerin farelerde

artrit siddetini etkili bir sekilde azalttig1 gézlenmistir (Reiff et al., 2001).

2.8. Diger Uygulama Alanlar:

Gida endiistrisinde uygulamalari: Beslenme, insan hayatinin en temel ihtiyaglardan
birisidir. Dolayisiyla insanin beslenme ihtiyacinin meydana getirdigi talep nedeniyle gida
sanayi diinyanin en biiylik sanayilerinden birisi olmustur. Niifusun artmasiyla piyasadaki
artan talep gida sektoriinde koklii degisiklikler meydana getirmistir. Farkli formlarda ve
ambalajlarda iyi islenmis ve korunmus gida maddelerinin saglanmasi biiylik bir ¢aba
gerektirmektedir. Gida maddelerinde kaliteyi etkileyen temel kimyasal reaksiyonlar
gidalarin islenmesi ve saklanmasi agsamalarinda gerceklestirilmektedir (Muneer et al., 2020).
Gidalarin islenmesi asamasinda bazi gidalara 120°C’nin iizerinde sicaklik uygulanir. Bu
sicaklik uygulamas: indirgen sekerlerin ve nisasta esasli gidalarda bulunan serbest L-
asparajinin reaksiyona girmesine neden olur. Maillard reaksiyonu olarak adlandirilan bu

reaksiyon ile akrilamid olusumu meydana gelir (Sekil 2.4) (El Naggar et al., 2014; Chand et
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al., 2020). Akrilamid organizmaya alindiginda hemoglobine baglanarak anemi meydana
getirmektedir (Yildiz vd., 2010). Ayn1 zamanda akrilamid, norotoksindir ve insanlar igin
kanserojen madde olarak smiflandirilmaktadir (Chand et al., 2020). Bu nedenle giinliik
olarak tiiketilen bu iirtinlerden alinacak akrilamid miktar1 konusunda ciddi risk ve endiseler
mevcuttur. Kizarmis patates cipsi, kek, c¢ikolata, bebek tahillar1 (hazir), ekmek, kavrulmus
kahve, siit iirtinleri ve biskiiviler akrilamid igeren bazi gida iirlinlerindendir (Adebo et al.,
2017; Muneer et al., 2020). Ozellikle patates kizartmasi ve patates cipsi gibi gidalarda
yiliksek miktarda akrilamid olusumunun meydana geldigi bilinmektedir (Becalski et al.,
2003). L-asparajinazin, L-asparajini hidroliz etme yetenegi sayesinde; L-asparajinaz
uygulamasi, nisastali gida maddelerinde bulunan L-asparajin miktarini azaltmanin
potansiyel bir yoludur. Bu durum kanserojen ve toksik olan akrilamid olusumunun 6nemli
derecede azaltilmasina yardimci olur (Friedman, 2003; Batool et al., 2016). Yapilan
caligmalarda gidalar pisirilmeden ve kizartilmadan once L-asparajinaz ile 6n muamele
edilerek akrilamid olusumunda azalmalar meydana geldigi gosterilmistir. Mikrobiyal L-
asparajinaz kaynagi olarak A. oryzae, A. niger, A. terreus, Fusarium culmarum, Bacillus
likeniformus, Cladosporium sp., B. subtilis, Penicillium crustosum kullanilarak akrilamid
azaltma islemleri gergeklestirilmistir (Hendriksen et al., 2009; Ravi and Gurunathan, 2018;
Onishi et al., 2015; Meghavarman and Jankiraman, 2018; Mahajan et al., 2012; Chand et al.,
2020; Khalil et al., 2021).
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o] NH, “ OH HgNJJ\//C e
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L asparajin + Glukoz » Akrilamid

Aspartat

L asparajinaz
pars) S|

L asparajin + Glukoz x . Akrilamid

Sekil 2.4. L-asparajinaz enzimi ile akrilamid olusumunun engellenmesi
Biyosensorlerin gelistirilmesi: L-asparajinaz biyosensorleri, 16semi tanisini koymak igin
gelistirilmektedir (Muneer et al., 2020). L-asparajinaz sadece saglik endiistrisinde degil gida

endiistrisinde de asparajin seviyelerini analiz etmek i¢in biyosensdrlerin gelistirilmesinde
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kullanilabilmektedir. L-asparajin i¢in ¢esitli analiz yontemleri (X-1sinlart kirinimi, Taramalt
elektron mikroskobu, Gegirimli elektron mikroskobu) olsa da bu yontemlerin maliyetlerinin
ve 1s yiikiinilin fazla olmas1 yontemleri elverissiz kilar. Bu nedenle biyosensor teknolojisinin
kullanimi daha ucuz, glivenilir ve is ylikiiniin hafiflemesine yardimci olabilir (Batool et al.,
2016). Kumar ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada 16semi tespiti i¢in bitkisel L-
asparajinazi tespit eden biyosensor gelistirilmistir. L-asparajinaz stabilitesini arttirmak igin
jelatin, agaroz, agar ve kalsiyum aljinat gibi farkli immobilizasyon teknikleri kullanilmistir.
Bu tekniklerle normal ve 16semi serum Orneklerinde asparajin tespiti gergeklestirilmistir
(Kumar et al., 2013). Bagka bir calismada L-asparajinaz biyosensorii gidalarda olusan
akrilamid olusumuna neden olan asparajin miktarinin tespiti i¢in meyve sularinda
kullanilmistir (Kataria et al., 2015). Biyosensorlerin etki mekanizmasi immobilize L-
asparajinaz aktivitesine baglidir. Asparajin hidrolizi ile olugan amonyum iyonlar1 ya floresan
yogunlugunda bir degisiklige ya da renk ve absorpsiyonda degisime yol acan pH
degisikligine neden olur (Batool et al., 2016).

Aminoasitlerin biyosentezi/mekanizmasi: L-asparajinin L-asparajinaz ile parg¢alanmasi
sonucunda amonyak ve aspartik asit (aspartat) olusur. Aspartik asit lizin, treonin, metiyonin
ve izoldsin gibi aminoasitlerin biyosentezinde 6nemli bir rol oynar (Sekil 2.5). Dolayisiyla
bu aminoasitlerin Onciisii olan aspartik asit, Krebs veya asparajinin hidrolizi sonucunda

olustugu i¢in L-asparajinaz bu amino asitlerin biyosentezinde biiyiik 6nem tasir (Batool et
al., 2016; Qeshmi et al., 2018; Muneer et al., 2020).
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Sekil 2.5.Baz1 aminoasitlerin aspartattan biyosentezi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Mikroorganizmalar

Calismada Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimii Fungus Kiiltiir Koleksiyonunda
yer alan denizden izole edilmis 94 adet filamentoz fungus izolat1 kullanilmustir. Izolatlara ait

kodlar Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1 Kullanilan fungus izolatlarina ait kodlar

MF5 MF36 MF64 MF95
MF10 MF37 MF65 MF96
MF12 MF38 MF66 MF97
MF13 MF39 MF67 MF98
MF13-B MF40 MF68 MF99
MF14 MF42a MF69 MF100
MF15 MF42b MF70 MF101
MF16 MF43 MF71 MF104
MF17 MF43a MF73 MF105
MF19 MF47 MF74 MF106
MF20 MF49 MF75 MF107
MF21 MF50 MF77 MF108
MF23 MF51 MF79 MF109
MF24 MF52 MF80 MF110
MF25 MF53 MF81 MF111
MF26 MF54 MF86 MF112
MF27 MF55 MF87 MF113
MF29 MF56 MF88 MF113-K
MF30 MF58 MF89 MF114a
MF31 MF59 MF90 MF115
MF32 MF60 MF91 MF116
MF33 MF61 MF92 MF117
MF34 MF62 MF93
MF35 MF63 MF94
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3.1.2. Besiyerleri

Hazirlanan tiim besiyerleri aksi belirtilmedikge 121°C’de (15 psi basingta) 15 dakika

siire ile otoklavlanarak steril edilmistir.

e Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Deniz kaynakli fungus izolatlarinin aktivasyonu ve aktiflestirilen izolatlarin
stoklanmas1 igin litreye 48 g MEA (Merck, Almanya) besiyeri tartilarak tamamen

¢oziiliinceye kadar manyetik karistiricida karistirilmis ve otoklavlanarak steril edilmistir.

e Patates Dekstroz Agar (PDA)

Deniz kaynakli fungus izolatlarinin aktivasyonu ve aktiflestirilen izolatlarin
stoklanmas1 i¢in litreye 37 g MEA (Merck, Almanya) besiyeri tartilarak tamamen

¢oziiliinceye kadar manyetik karistiricida karistirilmis otoklavlanarak steril edilmistir.

e Hizh Plaka Tarama Yontemi Besiyeri (L-asparajinaz, glutaminaz ve iireaz icin)

Deniz kaynakli fungus izolatlarinin L-asparajinaz, glutaminaz ve {ireaz iiretme
potansiyelleri kat1 besiyerinde taranmistir. Bunun i¢in Tablo 3.2°de regetesi verilen besiyeri
kullanilmigtir (Ghasemi et al., 2008). L-asparajinaz hizli taramasi yapilirken substrat olarak
L-asparajin (%1 w/v), L-glutaminaz hizli taramasi yapilirken substrat olarak L-glutamin
(Himedia, TC243, Hindistan) (%1 w/v), iireaz i¢in ise filtre edilmis tire (Merck, 108487,

Almanya) (%1 w/v) besiyerine aktarilarak besiyeri pH’1 6,5 ayarlanmistir.

Tablo 3.2. Hizli plaka tarama yontemi kat1 besiyeri i¢erigi

Kimyasal Miktar
L-asparajin (Sigma, A0884, Almanya) 10 g/L
NaCl (Merck, 1.06404.1000, Almanya ) 0,525 g/L
Glukoz (Sigma, 16301, Almanya) 1lg/L
KH,PO4 (Merck, 1.04873, Almanya) 0,75 g/L
Agar (Sigma, 05039, Almanya) 15 g/L

Fenol red boyasi (Carlo Erba, 476838, Ispanya) %0,001 (v/v)
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e L-Asparajinaz Fermantasyon Ortami (LAF)

Deniz kaynakli fungus izolatlarinin enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla

Tablo 3.3’de verilen besiyeri kullanilmigtir (Da Cunha et al., 2021). pH 7’ye

ayarlanmigtir.

Tablo 3.3. L-asparajinaz fermantasyon ortam igerigi

Kimyasal

Miktar (g/L)

Laktoz (Sigma, 1.07657, Almanya)
L-asparajin (Sigma, A0884, Almanya)
Kazein hidrolizat ( Fluka, 22090, Isvigre)
KH2PO4 (Merck, 1.04873, Almanya)

KCI (Merck, 1.04936, Almanya)
MgSO4(Merck, 1.05886, Almanya)
CuS04.3H,0 (Merck, 1.02790, Almanya)
ZnS04.7H,0 (Merck, 1.08883, Almanya)

FeS0O,4.7H,0 (Merck, 1.03965, Almanya)

29
29

7
1,52
0,52
0,52
0,01
0,01

0,01

3.1.3. Cozeltiler ve tamponlar

e 10 M NaOH cozeltisi

10 M’lik NaOH ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 100 g NaOH (Merck, 106498, Almanya)

250 mL destile su i¢erisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

e 1 M HCI cozeltisi

250 mL 1 M’lik HCI (Isolab, 932.103.2500, Almanya ) ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 20

mL destile su schott sisesine alinarak tizerine 20,7 mL HCI eklenmistir. Daha sonra 250 mL'

ye destile su ile tamamlanmustir.

e Fenol kirmzisi

40 ml fenol red hazirlamak igin 0,8 g fenol red tartilip 40 mL destile suda

¢Ozdurilmiistiir.
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e 15 M Trikloroasetik asit (TCA) cozeltisi

1,5 M TCA (Carlo Erba, CE.411525, Ispanya) ¢ozeltisinden 50 mL hazirlamak igin,
12.254 g TCA tartilarak 50 mL destile su ile ¢ozdiirtilmistiir. Soliisyon +4°C’de

saklanmistir. Bu ¢6zelti enzim aktivite tayininde kullanilmistir.

e 0,05 M Fosfat tamponu (pH 6)

0.05 M (pH 6) 1000 mL fosfat tamponu hazirlamak i¢in 1,835 g Na2HPO4.7H>0
(Merck, 1.06580, Almanya) ve 5,955g NaH2PO4.H,O (Horasan Kimya, Tiirkiye) tartilarak
800 mL destile su igerisinde ¢oziilerek pH’1 NaOH ¢ozeltisi ile 6’ya ayarlanmistir. Ardindan

hacim 1000 mL'ye tamamlanmistir. Bu tampon enzim aktivite tayininde kullanilmistir.
e 0,04 M L-asparajin cozeltisi

0,04 M 10 mL L-asparajin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 53 mg L-asparajin tartilmis ve 10
mL 0,05 M (pH 6) fosfat tamponu iginde ¢6zdiiriilmiistiir. Taze hazirlanarak kullanilmstir.

Bu ¢6zelti L-asparajinaz enziminin aktivite tayininde substrat olarak kullanilmustir.

e 0,04 M glutamin ¢ozeltisi

0,04 M 10 mL glutamin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 58,5 g glutamin (Himedia, TC243,
Hindistan) tartilmig ve 10 mL 0,05 M (pH 6) fosfat tamponu i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. Taze
hazirlanarak kullanilmigtir. Bu ¢ozelti glutaminaz enziminin aktivite tayininde substrat

olarak kullanilmstir.
e 0,04 M iire cozeltisi

0,04 M 10 mL iire ¢ozeltisi hazirlamak igin, 24 mg iire (Merck, 108487, Almanya)
tartilmig ve 10 mL 0,05 M (pH 6) fosfat tamponu i¢inde ¢ézdiiriilmiistiir. Taze hazirlanarak

kullanilmistir. Bu ¢6zelti tireaz enziminin aktivite tayininde substrat olarak kullanilmistir.

e  Amonyum siilfat cozeltisi

10 mM stok amonyum siilfat (Merck, 1.01217, Almanya) ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 2
mM, 1,5 mM, 1 mM, 0,5 mM, 0,2 mM ve 0,1 mM konsantrasyonlarinda seyreltmeler

yapilarak standart egri olusturulmustur.
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o %30 Akrilamid Cozeltisi

30 gram akrilamid (Merck, A8887, Almanya) ve 0.8 gram N’N’-bis-metilen-
akrilamid (Sigma, 146072, Almanya) 100 mL destile su ile ¢ozdiiriilmiistiir. +4°C’de
karanlikta saklanmistir. Bu ¢6zelti sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde

(SDS-PAGE) kullanilmustir.
e %010 (w/v) SDS

50 g SDS (Bio-Rad, 1610327, Amerika) 450 mL destile su i¢inde ¢ozdiirtilmiistiir.
Ardindan 500 mL'ye tamamlanmig ve oda sicakliginda saklanmistir. Bu ¢ozelti SDS-
PAGE’de kullanilmistir.

e %10 (w/v) Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (APS)

0.1 g APS (Bio-Rad, 1610700, Amerika) 1 mL ultra saf su iginde ¢6zdiiriilmiistiir.
Taze olarak hazirlanmis ve SDS-PAGE’de kullanilmistir.

e N,N,N’,N’ Tetramethylethylenediamine (TEMED)
TEMED (Sigma, Almanya) 6.63 M stok ¢ozeltisi, SDS-PAGE’ de kullanilmistir.
e Ayirma Tamponu

1.5 M Tris- HCI i¢in 18.17 g Tris base (Merk, 1.08382, Almanya) 100 mL'de
cozdiiriilerek pH 8.8’e¢ ayarlanmig ve +4°C’de saklanmistir. Bu ¢ozelti SDS-PAGE’de

kullanilmastir.

¢ Yiikleme Tamponu

0.5 M Tris-HCI i¢in 6,09 g Tris base (Merk, 1.08382, Almanya) 100 mL'de
cozdiiriilerek pH 6.8’ e ayarlanmis ve +4°C’de saklanmistir. Bu ¢6zelti SDS-PAGE’de

kullanilmastir.

e Yiiriitme Tamponu

6,04 g Tris base (Merk, 1.08382, Almanya), 28,8 g glisin (AppliChem, A1067,
Almanya) 2 g SDS 2000 mL destile suda ¢ozdiiriilmiistiir ve +4°C’de saklanmigtir. Bu
¢ozelti SDS-PAGE’de kullanilmistir.
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e Ornek Yiikleme Tamponu

Ornek yiikleme tamponu icerigi Tablo 3.4’te verilmistir. Hazirlanan tampon SDS-
PAGE’de kullanilmig ve +4°C’de saklanmaistir.

Tablo 3.4. Ornek yiikleme tamponunun igerigi

Kimyasal Miktar (mL)
Destile su 3,55

1 M Tris-HCI, pH 6,8 1,25

Gliserol (Sigma, Almanya) 2

% 10 SDS 2,0

% 0,1 bromofenol blue 2
2-merkaptoetanol 2

e Ayirma jeli (Alt)

SDS-PAGE ig¢in farkli yiizdelerde ayirma ve diizenleyici jellerin hazirlanmasinda
Tablo 3.5’de verilen degerler kullanilmistir. Ayirma jeli hazirlanirken APS ve TEMED en
son eklenmistir. TEMED ekleme islemi ¢eker ocakta yapilmistir.

Tablo 3.5. Ayirma jelinin igerigi

Kimyasallar Miktar
Ultra saf su (mL) 3,353
Ayirma Tamponu (mL) 2,5

% 30 akrilamid soliisyonu (mL) 4

% 10 SDS (mL) 0,1

% 10 APS (uL) 50
TEMED (nL) 5

e Yiikleme jeli (Ust)

SDS-PAGE igin farkli yiizdelerde ayirma ve diizenleyici jellerin hazirlanmasinda
Tablo 3.6” de verilen degerler kullanilmistir. Yiikleme jeli hazirlanirken APS ve TEMED en

son eklenmistir. TEMED ceker ocak igerisinde eklenmistir.
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Tablo 3.6.Yiikleme jelinin icerik ve miktar listesi

Kimyasallar Miktar
Ultrasaf su (mL) 3
Yiikleme Tamponu (mL) 1,26

% 30 akrilamid soliisyonu (mL) 0,66

% 10 SDS (mL) 50

% 10 APS (uL) 25
TEMED (uL) 5

e Jel Boyasi (Stain)

0,25 g Coomassie Brillant Blue (Fluka, Almanya), 100 mL glasiyel asetik asit
(Riedel, Almanya), 450 mL metanol (Sigma, Almanya) ve 450 mL destile su ile
hazirlanmistir. Bu ¢6zelti SDS-PAGE’de kullanilmustir.

e Destain Cozeltisi

%10 (v/v)’luk metanol (Merck), %10 (v/v)’luk asetik asit (Riedel, Almanya)
karigimindan olugmustur. Bu ¢ozelti SDS-PAGE’de kullanilmaistir.

e 0,05 M Glisin-HCI tamponu (pH 3)

0.05 M (pH 3) 100 mL glisin-HCI tamponu hazirlamak i¢in 0,38 g glisin (AppliChem,
A1067, Almanya) tartilarak 80 mL destile su i¢inde ¢6ziilmiistiir. pH HCI yardimiyla 3’¢
ayarlanmistir. Ardindan hacim 100 mL'ye tamamlanmistir. Bu tampon optimum pH ve pH

stabilitesinin belirlenmesinde kullanilmistir.

e 0,05 M Sodyum asetat tamponu (pH 4)

0.05 M (pH 4) 100 mL sodyum asetat tamponu hazirlamak i¢in 93 mg sodyum asetat
(Merck, 106267, Almanya) tartilarak 80 mL destile su iginde ¢dziilmiistiir. Uzerine 93 uL
asetik asit (Merck, 100063, Almanya) eklenerek hacim 100 mL'ye tamamlanmistir. Bu

tampon optimum pH ve pH stabilitesinin belirlenmesinde kullanilmistir.

e 0,05 M Sodyum asetat tamponu (pH 5)

0.05M (pH 5) 100 mL sodyum asetat tamponu hazirlamak i¢in 276 mg sodyum asetat
(Merck, 106267, Almanya) tartilarak 80 mL destile su iginde ¢dziilmiistiir. Uzerine 220 uL
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asetik asit (Merck, 100063, Almanya) eklenerek hacim 100 mL'ye tamamlanmistir. Bu

tampon optimum pH ve pH stabilitesinin belirlenmesinde kullanilmistir.
e 0,05 M Sodyum fosfat tamponu (pH 7)

0.05M (pH 7) 50 mL fosfat tamponu hazirlamak i¢in 0,257 g NaoHPO4.7H20 (Merck,
1.06580, Almanya) ve 0,165 g NaH2PO4.H20 (Horasan Kimya, Tiirkiye) tartilarak 40 mL
destile su igerisinde ¢oziilerek pH NaOH ¢ozeltisi ile 7’ ye ayarlanmistir. Ardindan hacim 50
mL'ye tamamlanmigtir. Bu tampon optimum pH ve pH stabilitesinin belirlenmesinde

kullanilmaistir.

e 0,05 M Tris-HCI tamponu (pH 8)

0,05 M (pH 8) 100 mL Tris HCI (Sigma, S.T5941, Almanya) ¢ozeltisi hazirlamak
icin, 80 mL destile su igerisinde 0,432 g Tris HCI ve 0,273 g Tris base (Merk, 1.08382,
Almanya) ¢ozdiiriilerek hacim destile su ile 100 mL'ye tamamlanmigtir. Bu tampon optimum

pH ve pH stabilitesinin belirlenmesinde kullanilmistir.

e 0,05 M Tris-HCI tamponu (pH 9)

0,05 M Tris-HCI1 tamponu hazirlamak i¢in 0,51g Tris HCI (Sigma, S.T5941,
Almanya) ve 0,567 g Tris base (Merk, 1.08382, Almanya) tartilarak 80 mL destile suda
¢ozdiiriilmistiir. Ardindan hacim 100 mL'ye tamamlanmistir. Bu tampon optimum pH ve

pH stabilitesinin belirlenmesinde kullanilmistir.

3.1.4. Cihazlar
Cihaz Marka
Buzdolabi +4 °C Vestel, S-6450B
Derin dondurucu -20°C Vestel, FT-280
Mikroplate okuyucu BioTek, Winooski, ELx800UV
Calkalamali Inkiibator Zhicheng ZHWY-2112B
Hassas Terazi Shimadzu, ATX224

Hot Plate ve Manyetik Karistirict ~ Dahian Scientific MSH-20A
Inkiibatdr Cihazi Memmert IN450

Laminar Akisli Kabin (BSL-2) Nuaire, NU-425-400E



Mikrodalga Firin
Mikropipet

Mikro Santrifiij
Mikroskop

Otoklav

Peristaltik Pompa

pH Metre

Santrifiij

Su Banyosu

SDS-PAGE jel elektroforezi
Vortex Cihazi
Ultrafiltrasyon cihazi
Ultrafiltrasyon membrani
Sonikator

Etiiv

Gli¢ kaynagi

Inkiibator (Hayvan Hiicre Kiiltiirii)

Floresan Mikroskobu

3.2. Yontem
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Argelik, MD 574s

Brand Transferpette

Hettich, D59302

Olympus

Hirayama, HG-80,85,1 L
Masterflex, 77200-62

Hanna HI 2211

Hettich, Universal 32R

GFL 10988504J

VMR

VMR International 041026366
Sartorius, 17525-01
Sartorius, Sartocon Slice 200
Bandelin, Sonopuls
Memmert

VMR 300V

Esco, CCL-170B-8-2017-
117325
Zeiss Axio Vert Al

3.2.1. Deniz kaynakh fungus izolatlarimin aktivasyonu ve ¢alisma stoklari

Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimii Fungus Kiiltiir Koleksiyonunda yer alan
denizden izole edilmis 94 adet fungus izolati, igerisinde MEA ve PDA besiyeri bulunan
petrilere 6ze yardimi ile {i¢ nokta seklinde inokiile edilmistir. Ardindan petriler 28+2°C’de
7-10 gilin inkiibe edilmistir. Aktiflestirilen izolatlar, icerisinde MEA ve PDA besiyeri
bulunan yatik agarlara 6ze yardimi ile aseptik kosullar altinda inokiile edilmis ve 28+2°C’de

7-10 giin inkiibasyonun ardindan +4°C’de ¢alisma stoklar1 olarak saklanmustir.
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3.2.2. Hizh plaka tarama yontemi (yar1 kantitatif analiz)

Fungus izolatlarimin L-asparajinaz, glutaminaz ve iireaz enzimlerini iretip
tiretmedigini belirlemek amaciyla hizli plaka yontemi 24 kuyulu plakalar kullanilarak
gerceklestirilmistir. Besiyerinde kullanilan pH indikatorii (fenol kirmizist) nedeniyle enzim
aktivitesi sonrast olusan amonyaga bagli olarak besiyeri renginin saridan pembeye

dontlismesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

L-asparajinazin hizli taranmasi1 amaciyla deniz kaynakli funguslar yatik agar
igerisinden steril 6ze yardimiyla alinarak, Tablo 3.2°de igerigi yazilmis besiyerine nokta
ekimi yapilmistir. 28+2°C’de 4 giin boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan L-asparajinaz
tiretici tiirlerin glutaminaz ve lireaz aktiviteleri, her bir enzime ait ilgili substrat ile ayni

yontem kullanilarak 24 kuyulu plakalarda taranmistir.

Tarama ¢alismasinin ikinci asamasinda L-asparajinaz giiclii pozitif ancak glutaminaz
ve lireaz negatif veya zayif izolatlar i¢in yar1 kantitatif bir sonug elde edebilmek igin ayni
tarama yoOntemi petrilerde gergeklestirilmis, zon ve koloni caplar1 Olciilerek zon/koloni
oranlar1 asagida verildigi sekilde hesaplanarak zon indeksleri belirlenmistir. izolatlar deniz
kaynakli oldugundan secilen aday izolatlar i¢in bu islem deniz suyu iceren besiyerleri

kullanilarak tekrarlanmistir.

Zon ¢ap1 (mm)

Zon Indeks=
Of Anaeis Koloni ¢ap1 (mm)

3.2.3. Kiiciik dlcek fermantasyon calismalari

MEA besiyerinde aktiflestirilen deniz kaynakli fungus izolatlari, icerisinde 50 mL L-
asparajinaz fermantasyon ortami (Boliim 3.1.2°te anlatilmig) bulunan 250 mL’lik erlenlerde
biiyiitiilmiistiir. Fermantasyon ortaminin asilanmasinda petride biiyiitiilen kiiltiirden 5 mm
capinda pargalar (Sekil 3.1) alinarak inokiilasyon yapilmis ve 3 giin 28+2°C’de, 100 rpm
hizindaki ¢alkalayicida inkiibe edilmistir (Da Cunha et al.,2021). Enzim aktivitesi 6l¢timii

icin her gilin fermantasyon ortamindan aseptik kosullar altinda 1 mL 6rnek alinmstir.
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a - b.

Sekil 3.1. a) Asilama igin besiyeri yilizeyinden alinan pargalar, b) Bes mm ¢apindaki pargalarin alinmasinda

kullanilan aparat

Inkiibasyon sonrasinda hem hiicre ici hem de hiicre dis1 enzim aktivitesi varligim
belirlemek i¢in miseller fermantasyon ortamindan ayrilmistir. Bu islem steril Whatmann
filtre kagidi igeren huniler yardimiyla alev basinda aseptik kosullar altinda
gergeklestirilmistir. Ardindan 10000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmis ve iistsivi hiicre dist

enzim aktivitesi 6l¢timiinde kullanilmistir.

Hiicre i¢i enzim aktivitesi i¢in toplanan miseller once fermantasyon sivisinin
uzaklastirilmasi i¢in iki kez steril destile sudan gegcirilip yikanmistir. Her yikamadan sonra
10000 rpm de 4°C’ de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek {ist kisim uzaklastirilip miseller
toplanmistir. Yikanan miseller, fosfat tamponu igerisine alinmistir. 6,5 g misele 15 mL
tampon eklenecek sekilde tartim yapilmistir. Ardindan sonikatdrde %40 titresim genliginde,
60 saniye 3-8 dongii, 70W kosullarinda pargalama islemi yapilmistir (Sekil 3.2) (Costa-Silva
et al., 2018). Yeniden 10000 rpm’de 4°C’de 20 dakika santrifiijlenerek, toplanan iistsivi

hiicre i¢i enzim aktivite dl¢limiinde kullanilmigtir.



33

Sekil 3.2. Sonikasyon igsleminden bir goriinti

3.2.4. L-asparajinaz aktivite tayini

L-asparajinaz enziminin aktivitesi serbest kalan amonyak miktarinin 6lgiilmesine
dayanan yontem olan Nesslerizasyon yontemi ile belirlenmistir. Bu yontem kullanilarak hem

hiicre i¢i hem hiicre dis1 enzim aktiviteleri dl¢tilmiistiir.

Enzim aktivitesinde; 60 uL L-asparajin (0,04 M), 96 uL fosfat tamponu (0,05 M, pH
6) ve 24 uL enzim ¢ozeltisi 40°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan reaksiyonu
durdurmak i¢in 60 uLL TCA (1,5 M) eklenmistir. 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten
sonra, 15 pL tistsividan alinarak iizerine 15 uLL Nessler’s reaktifi (Isolab, 951.02P, Almanya)
ve 120 uL destile su eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Olgiim
icin 150 uL 96 kuyulu plakalara alinarak 450 nm dalga boyunda 6l¢iimler yapilmistir. Kor
olarak enzim ¢ozeltisi TCA ile durdurularak kullanilmigtir. Bir Unit L-asparajinaz aktivitesi
40°C’de 1 dakikada 1 pmol amonyak hidrolize eden enzim miktari olarak tanimlanir (Dias

and Sato, 2016). Tiim olgtimler en az 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Enzim aktivite tayininde kullanilmak amaciyla amonyum siilfat ile kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Amonyum siilfat su ile reaksiyona girdiginde 2 mol NHz iyonu
olugmaktadir. Hazirlanan 10 mM amonyum siilfat stok ¢ozeltisinden sirasiyla 0,5, 1, 1,5, 2,

3, 4 ve 8 mM konsantrasyonlarinda seyreltmeler yapilarak kalibrasyon egrisi
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olusturulmugtur. Kalibrasyon egrisi grafigi denklemi kullanilarak salinan NHs miktar
belirlenmistir. Enzim aktivitesi agagidaki formiille hesaplanmistir:

salinan NH3 miktarni*V1
V2*¥T*V3

Unit/mL enzim=

V1= Aktivite tayininde kullanilan toplam hacim (ml)
V2= Final enzim hacmi (ml)
T= Aktivite tayini siiresi (dakika)

V3= Kullanilan fermantasyon sivist hacmi (ml)
3.2.5. Glutaminaz aktivite tayini

Glutaminaz aktivitesi Boliim 3.2.4’te anlatilan L-asparajinaz aktivite yontemi ile

belirlenmistir. Substrat olarak 0.04 M asparajin yerine 0.04 M glutamin kullanilmistir.
3.2.6. Ureaz aktivite tayini

Ureaz aktivitesi Bolim 3.2.4’te anlatilan L-asparajinaz aktivite yontemi ile

belirlenmistir. Substrat olarak 0.04 M asparajin yerine 0.04 M iire kullanilmustir.
3.2.7. Toplam protein tayini ve spesifik enzim aktivitesi

Her asamada toplam protein tayini Bradford yontemi ile belirlenmistir. Standart
grafik 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,35, 0,4, 0,45 ve 0,5 mg/mL konsantrasyonlarda Bovine
Serum Albumin (BSA) (Merck, 1.12018, Almanya) ile hazirlanmistir. Protein tayin

yonteminin adimlari;

- Protein tayini i¢in 6rneklerden 10 pL alinarak 96’lik mikro plaka kuyucuklarina
pipetlenmistir.

- Her 6rnegin iizerine 200 pL Bradford reaktifi (Merck, 1.10306, Almanya)
eklenmistir (Bradford, 1976).

- 10 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlikta bekletilmistir.

- Reaksiyona ait renk degisimi 595 nm dalga boyunda okutulmustur.
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Kor olarak ornek yerine fermantasyon ortami kullanilmistir. Enzim aktivitesi ve
protein tayini hesaplamalarinin ardindan spesifik enzim aktivitesi asagidaki formdl ile

hesaplanmustir.

toplam enzim aktivitesi (U)

spesifik enzim aktivitesi= ——
toplam protein miktar1 (mg)

3.2.8. Enzimin kismi saflastirilmasi

3.2.8.1. Ultrafiltrasyon

Boliim 3.1.2°de regetesi verilen L-asparajinaz fermantasyon ortami kullanilarak 100
rpm, 28+2°C’de 3 giin boyunca gergeklestirilen inkiibasyon sonrasi toplanan 150 mL
fermantasyon ortami 10 kDa membran (Sartorius, Sartocon Slice 200) kullanilarak
ultrafiltrasyon islemiyle +4°C’de konsantre edilmistir (Sekil 3.3). Konsantre edilen
fermantasyon sivisi ardindan santrifugal filtre (Vivaspin 20 Sartorius, 10 kDa) kullanilarak

5000 rpm’de 45 dakika santrifiijlenmis ve hacim daha da azaltilmistir.

i

]

Sekil 3.3. Ultrafiltrasyon igleminden bir goriintii
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3.2.8.2. Aseton ile coktiirme islemi

Konsantre edilen fermantasyon sivisinin igerdigi proteinlerin ayrilmasi i¢in aseton
ile ¢oktiirme islemi yapilmistir. Bunun i¢in -20°C’de sogutulan aseton 1:1 oraninda enzim
¢ozeltisi ile karistirilmustir. Aseton enzim ¢6zeltisi lizerine yavas yavas eklenmis, islem buz
tizerinde gerceklestirilmis ve 30 dakika bekletilmistir. Ardindan numune 13000 rpm’de 10
dakika santrifiijlenmis ve dibe ¢oken protein pelletine dikkat ederek iistsivi ayri bir falkona
alimmustir. Bu iistsiviya protein tayini yapilarak gerekliyse bu kisma yukaridaki basamaklar
yeniden uygulanmistir. Pelletler iizerinde kalan asetonun buharlagmasi icin pelletler fazla
kurutulmadan oda sicakliginda bekletilmis ve santrifiijde 1 dakika dondiiriilerek asetonun
ucmasi saglanmistir. Son olarak pellet en az hacimle (1,5 mL) fosfat tamponu (pH 6) ile

¢Ozdiirilmiistiir.

3.2.9. L-Asparajinaz kismi karakterizasyonu

3.2.9.1. Optimum sicakhik

Sicakligin enzim aktivitesi tizerindeki etkisi 20, 30, 37, 40, 50, 60 ve 70°C araligindaki
sicakliklarda enzim aktivite prosediirii uygulanarak test edilmistir. Olgiimler ii¢ tekrarli

olarak gerceklestirilmistir.

3.2.9.2. Termal stabilite

Termal stabilitenin belirlenmesi amaciyla, enzim 20, 30, 37, 40, 50 ve 60 °C arasinda
degisen sicakliklarda 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan standart kosullarda enzim aktivitesi
Olciilmiistiir. Kontrole gore rezidiiel aktivite (% bagil aktivite) degeri belirlenmistir.

Olgiimler ii¢ tekrarl olarak gergeklestirilmistir.

3.2.9.3. Optimum pH

pH'nin enzim aktivitesi tizerindeki etkisi farkli tampon sistemleri kullanilarak test
edilmistir. Bunun i¢in glisin-HCI tamponu (50 mM, pH 3) asetat tamponu (50 mM, pH 4-5)
fosfat tamponu (50 mM, pH 6-7) ve Tris HCI tamponu (50 mM, pH 8-9) kullanilmistir. Tiim

Olctimler ti¢ tekrarh olarak gergeklestirilmistir.
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3.2.9.4. pH stabilitesi

Enzimin pH stabilitesinin belirlenmesi amaciyla, enzim pH 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9
araliginda 1 saat +4°C’de inkiibe edilmistir. Ardindan standart kosullarda enzim aktivitesi
Olciilmiistiir. Kontrole gore rezidiiel aktivite (% bagil aktivite) degeri belirlenmistir. Tiim

Olctimler ti¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

3.2.9.5. SDS-PAGE

SDS-PAGE prosediiriic Laemmli metoduna gore gergeklestirilmistir (Laemmli,
1970). Bu yontem proteinlerin molekiil agirliklarinin saptanmasinda kullanilmaktadir (Sekil
3.4). Yontem igin gerekli olan kimyasallar Boliim 3.1.3’te verilmistir. Uygulanan adimlar

asagidaki gibidir:
Jelin hazirlanmasi

- SDS-PAGE i¢in kullanilan cam pargalar yikanip iyice kurulanmis ardindan

tizerlerinde leke kalmamasi i¢in izopropil alkol ile silinmistir.

- Diizenegin camlar ve kasetleri uygun sekilde birlestirilerek SDS-PAGE diizenegi

kurulmustur.

- Ardindan Boliim 3.1.3’de anlatildig1 ilizere hazirlanan ayirma jeli mikropipet
yardimiyla tek noktadan yavas yavas doldurulmustur. Jelin katilasmasi i¢in 20 dakika

beklenmistir.

- Ayirma jeli katilagtiktan sonra yiikleme jeli Bolim 3.1.3’de anlatildigi iizere

hazirlanmis ve dikkatli bir sekilde donan ayirma jeli tizerine doldurulmustur.
- Elektrik bagli sisteme yerlestirilen diizenegin iki kasetinin arasindaki bogsluktan
baslanarak tampon doldurulmustur. Ardindan tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistir.

Orneklerin hazirlanmasi ve jelde yiiriitiilmesi

- Bradford yontemiyle belirlenen protein konsantrasyonlarima goére Ornekler
Eppendorf tiiplerine alinip c¢eker ocak igerisinde lizerlerine 6rnek hacmi kadar (-

merkaptoetanol boyasi eklenmistir. Ardindan 5 dk kaynar suda bekletilmistir.
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- Daha sonra 6rnekler 9000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmis ve kuyucuklara dikkatli

bir sekilde yiiklenmistir. Bu asamada protein markor de yiiklenmistir.

- Diizenegin kapagi kapatilip giic kaynagina baglanarak 2.5 saat 80 V’luk sistemde
yiritilmistir.

- Yiiriitmenin ardindan tampon bosaltilarak kaset vidalar1 ¢ikarilmis ve jel dikkatlice

camdan ayrilmistir.

Jelin boyanmast ve yitkanmasi

- Kasetten ¢ikarilan jel bir kaba alinmis ¢eker ocak igerisinde iizerine stain boyasi
eklenerek calkalayicida 50 rpm’de 30 dk boyunca bekletilmistir. Boya, jeldeki

proteinlerin pozitif yiikleri ile etkilesime girerek proteinleri mavi renge boyamaistir.

- Calkalayicidan alinan boyali jel birka¢ kez destile su ile yikanmis ve iizerine

boyanin fazlasinin uzaklastirilmasi i¢in destain eklenmistir.

-Jel, ¢alkalayicida 50 rpm’de bir gece boyunca bekletilmistir. Daha sonra jel floresan

aydinlatmali cam {izerinde goriintiilenmistir.

Loading wells
Cathode (=) -1 A

e rm————

~ Glass plate

Protein migration

Sekil 3.4. SDS-PAGE uygulamasi (Wangler and Bellen, 2017)
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3.2.10.Sitotoksisite analizi (MTT Testi)

MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid - metil thiazol
tetrazolium) testi ile L-asparajinazin in vitro sitotoksisitesi belirlenmistir (Mosmann, 1983).
Sar1 renkli formazan tuzu olan MTT, ¢ogalan hiicrelerin mitokondriyel dehidrojenaz enzim
aktivitesi ile suda ¢dziinmeyen mor renkli formazan kristallerine doniisiir. Kristaller dimetil
siilfoksit (DMSO) ile ¢oziilerek hiicre canlilig1 spektrofotometrik olarak belirlenmistir. 1ISO
10993-12 standardina gore yapilan testte hiicre canliliginin %30’dan fazla azalmasi

sitotoksik etki olarak kabul edilmektedir. Uygulanan adimlar asagidaki gibidir:
Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi

SH-SYS5Y (insan noéroblastom hiicre hatt1), HaCaT (Keratinosit hiicre hatt1) ve L929
(Fibroblast hiicre hatt1) hiicre hatlar1i, DMEM HG (Dulbecco's modified Eagle’s medium,
4,5 g/L glikoz, Gibco, Ingiltere) besi ortami, %10 (v/v) inaktif fetal sigir serumu (FBS;
Biochrom, Almanya), %1 (v/v) L-glutamin (Biochrom, Almanya) ve %0,1 (v/v)
penisilin/streptomisin ile kiiltive edilmis ve gogaltilmistir. LNCaP (insan prostat kanser
hiicre hatt1) ise RPMI 1640 (Gibco, Ingiltere) besi ortami, %10 (v/v) inaktif fetal sigir
serumu (FBS; Biochrom, Almanya), %1 (v/v) L-glutamin (Biochrom, Almanya) ve %0,1

(v/v) penisilin/streptomisin ile kiiltive edilmis ve ¢cogaltilmistir.

Ege Biyomalzemeler ve 3 Boyutlu Biyoarafazlar Laboratuvart stoklarinda bulunan
hiicreler siv1 azot tankindan (-196°C) alinarak 37°C’deki su banyosu igerisinde ¢oziinene
kadar bekletilmistir. Coziinmiis olan dondurma tiipii (kryovial) laminar kabin igerisine
alkolle silinerek alinmistir. Hiicrelerin tlizerine 2 mL besi ortamindan eklenerek yavasca
karistirtlmistir. Ardindan santrifiyj tiipline alinan hiicreler 1000 rpm’de +4°C 5 dakika
santrifiijlenmistir. Tlpiin igerisindeki iistsivi pipetle ¢ekilerek uzaklastirilmis ve hiicrelerin
lizerine taze besi ortami eklenerek nazikce pipetaj yapilmistir. Ardindan etiketlenen flaska
alinmis, 37°C’de, %5 COz igeren %95 nemli ortamda inkiibe edilen hiicreler 24 saat sonra
morfolojileri ve yiizeye tutunma oranlari ters-faz mikroskop (Olympus, Japonya) ile
degerlendirilmistir. Hiicreler in vitro deneyler dncesinde 2 giinde bir ortam degistirilerek,

%70-80 konfluensiye ulastiginda pasajlanmistir.
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Hiicrelerin ¢cogaltilamast ve pasajlanmast

Hiicrelerin iizerinde bulunan eski besi ortami gekilerek hiicrelerin yiizeyi Ca*?,
Mg*? icermeyen PBS ile yikanmustir. Yikamanin ardindan hiicrelerin iizerine %0,05’lik
tripsin-EDTA (HyClone, USA) eklenmistir. Yiizeye yayilmasi saglanan tripsin 3-4 dakika
37 °C’deki inkiibatorde bekletilmistir. Mikroskop ile gozlem yapilarak tiim hiicrelerin
yiizeyden kalkmasi takip edilmistir. Yiizeyden kalkan hiicreler santrifiij tiipiine toplanarak
1000 rpm 4°C 5 dakika santrifiijlenmistir. Ustsivi uzaklastirilarak santrifiij tiipiiniin
dibindeki hiicreler hafifge vurarak yiizeyden kaldirilmis ve besi ortami ile siispanse
edilmistir. Hiicre slispansiyonu 1:5 oraninda yeni bir flaska alinmis, {izerine taze besi ortami

eklenerek kiiltiire devam edilmistir.
Neubauer lamu ile hiicre sayimi

Yeterince hiicre elde edilene kadar pasajlanan hiicreler, hiicre yogunluklarinin
anlagilmasi i¢in hiicrelere mikroskopta bakilmis ve kag kat seyreltilecegine karar verilmistir.
10 kat seyreltme igin; bir Eppendorf tiip igerisine alinan 50 pL hiicre tizerine 50 pL tripan
mavisi ve 400 uL PBS (Phosphate buffer saline) eklenmistir. Sayimin yapilacagi Neubauer
lam1 alkol ile iyice silinerek temizlenmis ve iizeri lamel ile kapatilmistir. Ardindan
hazirlanan hiicre siispansiyonu dikkatli bir sekilde lama yiiklenmistir. Lam mikroskoba
yerlestirilerek hiicre sayimi yapilmistir. Asagidaki formiil ile toplam hiicre sayisi

belirlenmistir.

8 gbzde sayilan hiicre sayis1 x Seyreltme faktorii x 10*
8

Toplam Hiicre Sayisi=

MTT Testi

Canlandirilan ve hiicre sayimlar1 yapilan LNCaP (insan prostat kanser hiicre hatt1),
SH-SYS5Y (insan noroblastom hiicre hatti), HaCaT (Keratinosit hiicre hatt1) ve L929
(Fibroblast hiicre hatt1) hiicre hatlar1 (her kuyuya 1x10° hiicre) 6 enzim konsantrasyonu (3,75
pg/mL, 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 ug/mL) i¢cin dorder tekrar
olacak sekilde 96 gozlii plakaya ekilmistir.

Hiicreler 37°C, %5 COz igeren %95 nemli ortamda 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
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24 saat sonra kuyulardan eski besi ortami pipet yardimiyla hiicrelere temas etmeden
dikkatli bir sekilde ¢ekilmistir.

IIk kuyucuk hari¢ tiim kuyulara 100 pL besi ortami eklenmistir. Ardindan ilk iki
kuyuya besi ortamu ile seyreltilmis, 100’er pL L-asparajinazdan ekleme yapilmustir. ikinci
kuyucuktan itibaren seyreltmeler gergeklestirilmistir. Kontrol olarak madde eklenmemis

besi ortami1 kullanilmustir.

Hiicreler, 37°C, %5 CO2 igeren %95 nemli ortamda 24 saat boyunca inkiibasyona

brrakilmastir.

Bu siirenin sonunda eski besi ortam1 uzaklastirilmis ve hiicrelere %10 MTT sollisyonu

(5mg/mL) igeren serumsuz besi ortamindan 100 pL eklenmistir.

Ardindan 96 gozli plaka aliiminyum folyoya sarillarak 3 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir.

Ug saat sonunda 96 gozlii plakanin icerigi dokiilerek DMSO’dan 100 uL kuyulara
pipetlenmistir. Plaka karanlikta 400 rpm’de 2 dakika calkalanmistir.

Mikroplate okuyucu yardimiyla 570 nm ve 690 nm dalga boyunda absorbans degerleri

Olciilmiistiir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikroorganizma Aktivasyonlar: ve Stoklama

Calismada kullanilan 94 adet deniz kaynakli filament6z fungus izolati Bolim
3.2.1°de anlatildig1 sekilde aktive edilmistir. Fungus izolatlarinin bazilariin MEA besiyeri

iceren petrilerdeki 3 nokta ekim goriintiileri Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1.Baz1 deniz kaynakli fungus izolatlarinin MEA bulunan besiyerinde goriiniimleri (Soldan saga
MF90, MF14, MF75, MF91)

Yatik agar igerisindeki stoklarin goriiniimleri ise Sekil 4.2°de verilmistir.

F .

Sekil 4.2. Yatik agar igerisinde stoklanan bazi deniz kaynakli fungus izolatlariin gériiniimii (soldan saga
MF5, MF10, MF12, MF13, MF13-B, MF14, MF15, MF16, MF17, MF19, MF20)
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4.2. Hizh Plaka Tarama Cahismalari
L-asparajinaz hizlh plaka tarama ¢alismalar:

L-asparajinaz iiretici deniz kaynakl fungus izolatlarinin hizli bir sekilde belirlenmesi
amaciyla ilk asamada 94 adet deniz kaynakli fungus izolati, Tablo 3.2’de yer alan besiyerine
ekilerek Boliim 3.2.2°de anlatildigr sekilde 24 kuyulu plakalar kullanilarak taranmistir (Sekil
4.3). Bunun sonucunda 89 adet izolatin L-asparajinaz enzim iiretimi acisindan pozitif
sonu¢ verdigi belirlenmistir. L-asparajinaz iiretimi pozitif izolatlarin bazilarinda farkli

tonlarda pembe renk olusumu meydana geldigi icin renk skalasina gore degerlendirilmistir
(Tablo 4.1).

. \ S """s

Sekil 4.3. Fungus izolatlarinin L-asparajinaz aktivitesine ait hizli plaka tarama yonteminden bir goriiniim

Glutaminaz- iireaz hizli plaka tarama ¢alismalart

L-asparajinaz pozitif olan 89 izolat bu asamada degerlendirilmistir. Benzer sekilde
glutaminaz ve ireaz agisindan tarama calismasinda 24 kuyulu plaka kullanilmustir.

Glutaminaz ve lireaz tarama ¢alismasina ait goriiniimler Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te verilmistir.

Bu asamada degerlendirilen 89 izolat icerisinden 10 izolatin glutaminaz negatif
oldugu belirlenmistir. Bunlar sirasiyla; MF17, MF20, MF27, MF35, MF36, MF37,
MF39, MF52, MF75 ve MF91 kodlu izolatlardar.
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Ureaz negatif olarak ise 8 izolat belirlenmistir. Bunlar; MF12, MF20, MF36,
MF58, MF70, MF71, MF75, MF91 Kkodlu izolatlardir. Tiim sonuclar

degerlendirildiginde hem glutaminaz hem iireaz negatif 4 izolat belirlenmistir. Bunlar
MF20, MF36, MF75, MF91 kodlu izolatlardir (Tablo 4.1).

Sekil 4.4. Fungus izolatlarinin glutaminaz aktivitesine ait izl plaka tarama yonteminden bir
gorinim

Sekil 4.5. Fungus izolatlarinin lireaz aktivitesine ait hizli plaka tarama yonteminden bir gériiniim
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Tablo 4.1. L- Asparajinaz pozitif fungus izolatlarinin glutaminaz ve {ireaz iiretimi

Izolatlar A G U [Izolatlar A G U
MF5 ++++  + o+ MF61 ++++  + o+
MF10 ++++  + o+ MF62 ++++  + +
MF12 ++++ + - MF63 ++++  + 4+
MF13 ++++  + o+ MF64 ++++  + o+

MF13-B = ++++ + + MF65 ++++  + 4+
MF14 ++++  + o+ MF66 ++++  + o+
MF15 ++++  + o+ MF67 +++ + o+
MF16  ++++ + +  MF68 + + o+
MF17 ++++ -+ MF69 ++++  + o+
MF19 ++ + o+ MF70 +++ + -
MF20 + - - MF71 ++ + -
MF21 ++++ |+ |+ MF73 ++++ |+ |+
MF23 ++++  + o+ MF74 ++++  + o+
MF24 ++++  + 4+ MF75 ++ - -
MF25 + + o+ MF77 ++++  + o+
MF26 ++++  + o+ MF79 ++++  + o+
MF27 +++ -+ MF80 ++++  + o+
MF29 ++++ |+ 4+ MF81 ++++  + o+
MF30 ++++  + 4+ MF88 ++++  + 4+
MF31  ++++ + +  MF87 ++ + o+
MF32 ++++  + + MF89 ++++  + 4+
MF33 ++++  + 4+ MF90 +++ + o+
MF34 ++++  + o+ MF91 o+ - -
MF35 ++++ -+ MF92 ++++  + +
MF36 ++++ - - MF93 +++ + o+
MF37 +++ -+ MF94 ++ + o+
MF38 + + o+ MF95 ++++  + o+
MF39 ++++ -+ MF99 ++++  + o+
MF40 ++++  + o+ MF101 ++++  + +

MF42-a +++ + o+ MF104 ++ + o+

MF42-b +++ + o+ MF105 ++++  + o+
MF43 ++ + o+ MF106 ++++  + o+

MF43-a ++ + o+ MF107 ++++  + +
MF47 +++ + o+ MF108 ++++  + o+
MF49 +++ + o+ MF109 ++++  + o+
MF50 ++++  + o+ MF110 ++++  + o+
MF51 = ++++ +  + MF111  ++++ + +
MF52 +++ -+  MF112 +H+  + 4
MF53 = ++++ + + MF113  ++++ + +
MF54  ++++ + + MF113-K ++++ + +
MF55 ++++ +  +  MF114-a  ++++  +  +
MF56 = ++++ + + MF115 = ++++ + +
MF58 ++ i MF116 ++++  + +
MF59 = ++++ + + MF117 = ++++ + +
MF60 ++++  + o+

A L-asparajinaz, G: glutaminaz, U: iireaz
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Ileri asama igin segilecek izolatin belirlenmesinde asparajinaz aktivitesinin yari-
kantitatif olarak degerlendirilmesine karar verilmistir. Bunun ig¢in Tablo 4.1°de ++++
seklinde belirtilen giiglii pozitif izolatlar ve glutaminaz ve iireaz negatif 6zellik gosteren

izolatlar belirlenmistir.

Bunun sonucunda hizli tarama yontemi ile renk skalasina gére koyu pembe renk
gosteren (++++) 63 izolat (glutaminaz ve iireaz negatif olarak belirlenen MF36 izolati
icerisinde) belirlenmistir. Tez ¢alismasinda glutaminaz ve/veya lireaz negatif asparajinaz
aktivitesi gosteren bir enzim hedeflendiginden glutaminaz ve iireaz negatif diger 3 izolatta
(gosteren MF20, MF75 ve MF91) degerlendirilerek toplam 66 izolatin zon indeksleri (1-4

giin arasinda zon ve koloni ¢aplari 6lgiilerek) hesaplanmistir (Sekil 4.6, Tablo 4.2).
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1.giin 2.giin 3. giin 4. giin

MF13-B

MFE16 |

MF17

MF30

MF34 ;*“'

MF51

MF89

Sekil 4.6. Bazi izolatlara ait farkli giinlerdeki koloni ve zon ¢aplarimin goriiniimii



48

Zon indekslerinin belirlenmesi calismalar:

Zon indeksleri degerlendirilmesi yapilirken 4 giinlik sonuglar ayr1 ayr
degerlendirilmis ve nihai se¢cim yapilmistir. Bunun i¢in excelde zonlar her giin i¢in ayr1 ayri

siralanmis ve

1. giin zon indeksi 4-2,22 arasinda olan izolatlar,
2. giin 5,88-4,12 arasindaki izolatlar,
3. giin 9-6.56 arasindaki izolatlar,

4. giin ise 9-7,83 arasindaki izolatlar se¢ilmistir.

Yar kantitatif tarama sonrasi en iyi asparajinaz aktivitesi gosteren 15 izolat
(MF5, MF10, MF13, MF14, MF21, MF24, MF29, MF33, MF39, MF50, MF60, MF73,
MF80, MF107, MF114-a) ve glutaminaz ve iireaz negatif 4 izolat (MF20, MF36, MF75,
MF91) da dahil olmak iizere toplam 19 izolat aday iiretici olarak belirlenmistir (Tablo
4.2).
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Tablo 4.2.Fungus izolatlarinin (66 adet) 1-4 giin arasindaki zon indeksleri (gri golgeler secilen aralik i¢inde bulunan degerleri gostermektedir)

Izolat Sl : Izolat g Izolat g
1 2 3 | 4 1 2 3 4 1 2 3 4
MF5 2,40 429 6,56 - MF39 1,00 455 435 519 MF80 4,00 3,33 460 4,62
MF10 @ 2,82 4417 7,67 455 MF40 200 2,95 3,70 2,78 MF81 - 307 455 4,07
MF12 - 100 250 250 MF50 1,00 1,00 750 6,43 MF88 1,00 250 3,21 3,33
MF13 2,83 3,70 450 450  MF51 - 227 341 310 MF89 - 180 2,96 2,27
MF13-B 2,00 3,75 476 692 MF53 100 400 345 608  MF91 - 100 0,89 2,50
MF14 240 150 7,00 W9i008F MF54 1,00 288 400 476  MF92 - 1,70 289 220
MF15 186 350 600 296 MF55 100 313 500 393 MF9 150 3,75 526 7,20
MF16 020 300 232 288 MF5 143 100 267 366 MF99 143 1,00 4,44 6,43
MF17 - 294 357 500 MF59 - 200 3,80 4,00 MF101 1,00 200 351 290
MF20 - - 100 269 MF60 222 500 667 W865F MF105 - 1,86 352 429
MF21 243 348 7,63 - MF61 145 307 500 2,78 MF106 100 348 4,67 450

MF23 - 313 588 519 MF62 - 200 280 320 MF107 2,00 3,00 4,60 -

MF24 222 296 394 48  MF63 100 250 500 7,20 MF108 - 222 286 294
MF26 - 260 500 7,20 MF64 100 1,79 3,17 300 MF109 - 192 3,38 4,10
MF29 186 588 720 720 MF65 100 250 3,85 4,67 MF110 - 1,00 1,00 1,00
MF30 - 286 420 375 MF66 1,00 250 516 581  MFI1l : 1,00 i 2,78 i 6,0 | 5,67
MF31 - 100 290 344 MF69 150 400 379 343 MF113 1,71 250 2,72 3,96
MF32 2,00 400 316 3,75 MF73 1,00 1,82 7,83 7,20 MFI113-K : - 250 : 333 : 3,93
MF33 1,67 4112 600 583 MF74 - 225 333 263 MFIl4a : 3,00 i 4,00 : 550 i 6,00
MF34 - 192 350 284  MF75 - - 1,00 3,00 MF115 - 238 293 4,00
MF35 - 250 333 563 MF77 100 222 286 400 MF116 @ 1,00 2,38 3,57 6,43
MF36 - - 100 1,00 MF79 - 125 2,32 263 MF117 - - 1,00 2,29
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Destile su ve deniz suyu karsilastirma calismalart

Tez kapsaminda kullanilan funguslar deniz kaynakli oldugundan zon indekslerine
gore secilen 19 aday izolatin deniz suyu varhigindaki L-asparajinaz aktiviteleri
degerlendirilmistir. Bunun i¢in destile su ve deniz suyu ile hazirlanmig besiyerlerinde zon
indeksleri belirlenmistir. Sonugta deniz suyu ve destile su ile hazirlanan besiyerlerinde
19 izolatin biiyiime ve zon olusturma acisindan 6nemli bir fark olusturmadig:
goriilmiistiir (Sekil 4.7). Bu nedenle kiiciik olcekli fermantasyon c¢alismalarina

destile su ile devam edilmistir.

s
- 2

< o~ B s /
S~ . S 22 =
— = ’

Sekil 4.7. B1 izolatlarm destile ve deniz suyu iceren siyendeki 2. giin goriintiileri
a; deniz suyu; MF5, MF10, MF13 ve MF14, b; destile su; MF5, MF10, MF13 ve MF14,
¢; deniz suyu MF21, MF24, MF29 ve MF33, d; destile su MF21, MF24, MF29 ve MF33

Elde edilen veriler dogrultusunda 19 izolat i¢erisinde dnceki zon indekslerine gore
ilk ti¢ giinde en yiiksek zon indeksini veren izolatlar olan MF5 ve MF10 ve

glutaminaztiireaz negatif 6zellik gosteren MF20 ve MF75 kodlu izolatlar ile kiigiik

olcek fermantasyon ¢calismalarina gecilmistir.
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MF5, MF10, MF20 ve MF75 izolatlari, daha Onceden yapilan caligmalar

neticesinde tanimlanmistir. Buna gore;

e MFS5; Penicillum crustosum (aksesyon numarasi: KF938375.1),
e MF10; Aspergillus flavus (JF729324 aksesyon numarasi A. flavus strain TEM 32-2),
e MF20; Penicillum canescens (aksesyon numarasi: KF938386.1),
e MF75; Cladosporium cladosporioides (aksesyon numarasi: KF938439)
oldugu tanimlanmis olup National Center for Biotechnology Information (NCBI)
Genbankta kayitlidir.

4.3. Kiiciik Olcek Fermantasyon Calismalari

Yan kantitatif taramalar sonucu se¢ilen P. crustosum MF5, A. flavus MF10, P.
canescens MF20 ve C. cladosporioides MF75 suslar ile gergeklestirilen kiigiik 6lgek
fermantasyon islemlerinde farkli zamanlarda (24 saat, 48 saat, 72 saat) 6rnekler alinarak
enzim aktiviteleri Ol¢iilmustir. A. flavus MF10’un kiigiik O6l¢ek fermantasyon

calismalarindan bir goriintii Sekil 4.8’de verilmistir.

Sekil 4.8. A. flavus MF10un LAF besiyerinde ¢alkalamali kiiltiiriin 3. giin goriintisii
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L-asparajinaz aktivitesi Boliim 3.2.4’de anlatilan Nesslerizasyon yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Boliim 3.2.5 ve Boliim 3.2.6°de anlatildig1 gibi glutaminaz ve

iireaz aktiviteleri de Nesslerizasyon yontemiyle belirlenmistir.

Enzim aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in olusturulan amonyum stilfat standart

egrisi Sekil 4.9 verilmistir.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
04
0,3
0,2
0,1

© y=0,4459x + 0,0148
R2 = 0,9907

ABS-450nm

0 0,5 1 15 2 25
pmol NH,

Sekil 4.9. Amonyum siilfat standart egrisi

L-asparajinaz aktivitelerinin Olglimleri mikroplaka okuyucuda 450 nm’de 9
tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Olusturulan amonyum stilfat standart egrisi denklemi
ile (y=0,4459x + 0,0148) amonyak miktar1 belirlenmistir. Ardindan Bo6lim 3.2.4° te
verilen formiil ile U/mL miktar1 hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.3° de

verilmistir.

Tablo 4.3. Secilen suglarin farkli fermantasyon siirelerine ait enzim aktiviteleri

Enzim Aktivitesi (U/mL)

24 saat 48 saat 72 saat
P. crustosum MF5 - 0,22 0,309
A. flavus MF10 1,004 0,456 2,82
P. canescens MF20 0,25 0,32 0,4
C. cladosporioides MF75 - - 0,473

Sonuglara bakildiginda her sus i¢in en yiiksek L-asparajinaz aktivitesi 72. saatte

Ol¢lilmiistiir. Bununla birlikte en yiiksek aktivite degerinin ise A. flavus MF10’a ait
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oldugu belirlenmistir. Bu sonug¢lar dikkate alinarak ileri calismalara A. flavus MF10

ile devam edilmesine karar verilmistir.

A. flavus MF10’un 72 saat fermantasyonu sonrasi hiicre i¢i enzim aktivitesi de
degerlendirilmistir. Bunun i¢in toplanan biyokiitle sonikatoérde %40 titresim genliginde,
70W, 60 saniye 3 dongii ve 8 dongii olmak iizere 2 farkli islem ile pargalanmis ve elde

edilen iistsivi enzim aktivite tayininde kullanilmigtir.

Ayrica A. flavus MF10’un spesifik aktivitesinin belirlenmesi i¢in toplam protein
tayini de yapilmistir. Bunun i¢in olusturulan BSA standart egrisi Sekil 4.10’da
sunulmustur. Protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in Boliim 3.2.7°de anlatildig1 iizere
BSA ile olusturulan standart egri denklemi (y= 0,9829x + 0,0269) kullanilmistir (Sekil
4.10).

0,6

05 y =0,9829x + 0,0269
R2=0,9863

ABS-595nm

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
BSA Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.10. BSA standart egrisi

Bu islemler sonucunda 3 dongii ile yapilan sonikasyon isleminde hiicre igi
aktiviteye rastlanmamistir. Sekiz dongii sonikasyon islemi sonrasi enzim aktivitesi
Ol¢tilmiistiir. A. flavus MF10’un hiicre i¢i ve hiicre dig1 enzim aktivite ve protein sonuglari

Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. A. flavus MF10’un hiicre i¢i ve hiicre dis1 enzim aktivite ve protein degerleri

MF10

Hiicre i¢i Hiicre dis1
Enzim aktivitesi (U/mL) 0,534 2,77
Protein (mg/mL) 0,185 0,056
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L-asparajinazin hiicre i¢i ve hiicre dis1 aktivite sonuclar: degerlendirildiginde
hiicre dis1 enzim aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle

ilerleyen ¢calismalara hiicre dis1 enzim aktivitesi ile devam edilmistir.
4.4. Kismi Saflastirma Islemleri

Kismi saflastirma igin kii¢iik 6l¢ek fermantasyon iglemleri ile elde edilen 150 mL
fermantasyon sivis1 kullanilmistir. Hiicreler santrifiij ile ayrildiktan sonra fermantasyon
stvisinda enzim aktivitesi ve protein konsantrasyonu olgiilmiis ve sirasiyla 3,66 U/mL ve

0,068 mg/mL olarak belirlenmistir.

Fermantasyon sivisi (150 mL) 10kDa’luk membran sistemi ve ultrafiltrasyon
cihaz1 kullanilarak 35 mL'ye konsantre edilmistir. Ardindan konsantrasyon islemine
santrifugal filtre (Vivaspin 20 Sartorius, 10kDa) ile devam edilmis ve 35 mL ornek 2,5
mL'ye konsantre edilmistir. Bu asamada retentat kismina enzim aktivitesi tayini yapilmis
ve aktivitenin yaklasik 10 kat artarak 37,16 U/mL oldugu belirlenmistir. Konsantre
fermantasyon sivisinda protein miktart ise 0,734 mg/mL olarak OSl¢iilmiistiir. Enzim
aktivitesi ve protein tayini retentatin yani sira permeat i¢in de 6l¢iilmiis ve beklenildigi

gibi permeat kisminda enzim aktivitesi bulunmamastir.

Kiigiik o6lcek fermantasyon islemlerinden elde edilen fermantasyon ortami
kullanilarak glutaminaz ve iireaz aktivite tayini sonucunda her iki enzim i¢in de aktivite
olglilememistir. Ancak konsantre edilen 6rnekte glutaminaz aktivitesi L-asparajinaz
aktivitesinden yaklasik 30 Kkat diisiik -1.27 U/mL- olarak o6l¢iilmiis, iireaz
aktivitesine ise rasttanmamstir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. A. flavus MF10’a ait glutaminaz ve iireaz aktiviteleri

Glutaminaz (U/mL) Ureaz (U/mL)

A. flavus MF10 1,27 -

Ardindan konsantre edilen fermantasyon sivisinin aseton ile ¢oktiirme islemi
gerceklestirilmistir. Coktiirme sonrasi pellet 1,5 mL fosfat tamponu ile siispanse edilerek

enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Es zamanli protein tayini de yapilarak toplam protein
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miktart (mg) ve spesifik aktivite (U/mg) degerleri belirlenmistir (Tablo 4.6). Bunun
sonucunda izole edilen L-asparajinaz aseton ile ¢oktiirme sonras1 %14,73 verimlilik

ile 4.82 kat saflastirilnstir.

Tablo 4.6. Kismi saflastirma iglemleri

L-asparajinaz aktivitesi
Spesifik
Enzim Toplam Toplam aktivite
Protein aktivitesi protein aktivite (U/mg Verim Saflastirma

Saflastirma (mg/ml)  (U/ml)  (mg) (U)  protein) (%)  katsayist
Kiltiir filtrati 0068 3,66 102 549,15 5380 100 1
Ultrafiltrat 0734 37,16 1835 9289 5062 16,91 0,94
Aseton ile

coktiirme 0208 53,92 0312 8088 25923 1473 4,82

L-asparajinazin molekiiler agirhiginin belirlenebilmesi amaciyla yapilan SDS-
PAGE islemi sonras1 fermantasyon sivisi, ultrafiltrasyon sonrasi konsantre enzim ve
aseton ile ¢oktiirme sonrasi enzimin jeldeki bant goriintiileri Sekil 4.11°de verilmistir.
GelAnalyzer (version 19.1) program kullanilarak enzimin yaklasik 100 kDa oldugu

belirlenmistir.

35 -
25

15 |

mﬁ FS K AC

Sekil 4.11. SDS-PAGE goriintiisii (M:marker, FS: fermantasyon sivisi, K: Konsantre enzim, AC: asetonla
¢oktiirme)
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4.5. Karakterizasyon Islemleri

L-asparajinaz enziminin kismi karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen

veriler Sekil 4.12°de verilmistir.

Optimum sicakligin belirlenmesi i¢in 20°C, 30°C, 37°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C
sicakliklarda inkiibe edilen enzimin aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Optimum sicakhik 40°C
olarak belirlenmistir. Viicut sicakligi olan 37°C’de de enzim aktivitesi diger sicakliklara
gore yiiksektir. Ancak 40°C iizerinde ve altindaki sicakliklarda aktivitenin kademeli

olarak diistiigli goriilmektedir.

L-asparajinazin optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 pH
degerlerinde hazirlanan farkli tamponlar ile aktivite 6l¢iimii yapilmistir. Enzim aktivitesi
olciimleri sonucunda optimum pH degerinin 8 oldugu goriilmektedir. Enzimin pH
4’lin altinda ve pH 8’in lizerindeki degerlerde aktivitesinin onemli Ol¢lide diistiigii

belirlenmistir.

Enzimin termal stabilitesinin belirlenmesi amaciyla 6rnekler 20, 30, 37, 40, 50,
60°C araliginda 1 saat inkiibe edilmis ve ardindan enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. 4°C’de
bekletilen enzim kontrol olarak kullanilmigtir. L-asparajinaz, 20°C’de termal
stabilitesini neredeyse tamamen korurken, 30°C’de yaklasik %87 korundugu
belirlenmistir. Ancak sicakliklar yiikseldiginde termal stabilitenin de kademeli sekilde

azaldig1 goriilmektedir.

L-asparajinazin pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in farkli tampon sistemlerinde ve
pH degerlerinde (pH 3, 4, 5, 7, 8 ve 9) 1 saat 6n inkiibasyonun ardindan enzim aktiviteleri
Olglilmiistiir. Sonugta pH stabilitesinin en yiiksek oldugu deger 7 ve 8 olarak

belirlenmistir.



N
aktlyitesi (Ufmty) -,
o O o1 O g o U

=
o

Enzim aktivitesi

o o

60 80

40
Sicaklik (°C)

w
o O

b)

NN W
o o

(¢, ]

Enzim Aktivitesi (U/mL)
=
o

o o,

=
N
o

()
~

99,30

o
o

[0
o

D
o

N
o

Rezidiiel Aktivite (%)

N
o

o

10 20 60 70

30 40 50
Sicaklik (°C)

[y
N
o

98,7 100,2
d)

Jany
o
o

(o]
o

60

40

Rezidiiel Aktivite (%)

20

pH

Sekil 4.12. L-asparajinazin a) optimum sicaklik, b) optimum pH, c)termal stabilite ve d)pH stabilitesi
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4.6. Sitotoksisite Analizi

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) testi ile
L-asparajinazin LNCaP (insan prostat kanser hiicre hatt1), SH-SY5Y (insan néroblastom
hiicre hatt1), HaCaT (insan keratinosit hiicre hatt1) ve L.929 (fare fibroblast hiicre hatti)
hiicre hatlar1 lizerinde 24 saat sonrasi hiicre canlilik oranlar1 belirlenmistir (Sekil 4.13 ve

Sekil 4.14).

ISO 10993-12 standardina gore yapilan testte hiicre canliliginin %30’dan fazla
azalmasi sitotoksik etki olarak kabul edilmektedir. Sitotoksisite analizi sonucunda 24 saat
sonrasinda kismi saflastirilan enzim preparatinin fibroblast hiicre hatt1 (L929) {izerinde
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilememistir. Enzim preparati
L929 saghkh hiicre hatti iizerinde sitotoksik etki gostermemistir. HaCaT hiicre
hattinda ise 100 pg/mL enzim uygulamasi kontrole gore istatistiksel olarak anlamh
sekilde hiicre canhihgin diisiirmiistiir. S0 pg/mL kontrole gore istatistiksel olarak

anlamh fark olmakla birlikte hiicre canlilig1 acisindan kabul edilebilir diizeydedir.

L-asparajinazin kanser hiicre hatlarinda hiicre canlilik etkilerine bakildiginda
LNCaP ve SH-SY5Y hiicrelerinin artan enzim konsantrasyonlarinda kontrole gore
istatistiksel olarak anlamh sekilde hiicre canhih@nin diistiigii goriilmektedir. 100
pg/mL ve 50 pg/mL konsantrasyonda uygulanan L-asparajinazin LNCap’in hiicre
canlilig1 tizerindeki etkisi sirasiyla %61 ve %67 olarak gézlenmistir. Bununla birlikte 100
ug/mL ve 50 ug/mL konsantrasyonda uygulanan enzimin SH-SY5Y ’nin hiicre canliligini
strastyla %43 ve %64 e diisiirdiigii belirlenmistir. Sonuc¢lara bakildiginda SH-SY5Y’in
LNCaP hiicre hattina gore daha fazla etkilendigi belirlenmistir.
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Sekil 4.13. L-asparajinazin saglikl hiicre hatlarinda konsantrasyona bagli 24 saat sonras1 % canlilik
(**** p< 0,0001, *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05)
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Sekil 4.14.L-asparajinazin kanser hiicre hatlarinda konsantrasyona bagli 24 saat sonrasi % canlilik
(**** p< 0,0001, *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05)
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5. GENEL SONUCLAR VE TARTISMA

Enzimler ¢esitli islevlere sahip olan proteinlerdir ve ilgili reaksiyonlari
katalizlemektedirler. Giiniimiize kadar yiizlerce farkli enzim tanimlanmis ve bir¢ogu
onemli Ol¢lide karakterize edilmistir. Enzimler metabolizmanin katalitik temel tasi
olduklarindan birgok firetim siirecinde oldugu kadar saglik alaninda da 6nemli role

sahiptirler.

Losemi tedavisinde 6ne ¢ikan L-asparajinaz son 40 yilda bir ¢ok makalenin odak
noktast olmustur (Batool et al., 2016;Qeshmi et al., 2018). L- asparajinaz, L-asparajinin
L-aspartat ve amonyaga doniisiimiinii katalizlemektedir. Uzun yillardan beri 16semi
tedavilerinde kullanilan bir enzimdir. Lésemi hiicreleri ve normal hiicreler metabolik
ihtiyaglarini karsilamak i¢in L-asparajine ihtiyag duymaktadir. L-asparajinazin asparajini
pargalamasiyla timor hiicreleri, metabolik ihtiyaglarini karsilayamaz ve bu durum protein
sentezinin inhibisyonuna neden olarak kanser hiicrelerinin apoptozuna yol agar. Saglikli

hiicreler ise ihtiyacglar1 olan asparajini, asparajin sentetaz enzimi sayesinde iiretirler.

Giintimiizde Akut Lenfoblastik Losemi tedavisinde kullanilan FDA tarafindan
onayli 3 tip ila¢g bulunmaktadir ve bu ilaglar E. coli ve E. chrysanthemi bakterilerinden
elde edilir. Bunlar sirasiyla dogal E.coli tiirevli L-asparajinaz (Elspar®, Kidrolase®), E.
coli tiirevli L-asparajinazin PEG ile kovalent baglanmasi ie olusturulan Pegasparaz
(Oncaspar®) son olarak E. chrisanthemi tiirevli L-asparajinaz (Crisantaspase®,
Erwiniase®)’dir (Avramis and Panosyan, 2005; Chand et al., 2020; Muneer et al., 2020).
E.coli tirevli L-asparajinaz uzun siireli kullanimda hiperglisemi pankreatit, kan
pihtilagsma faktorlerinin bozulmasi gibi ¢esitli rahatsizliklara yol acar. Bu nedenle asiri
duyarlilik gésteren hastalar igin E. chrysanthemi tiirevli L-asparajinaz kullanilmaktadir.
2006 yilindan itibaren E.coli tiirevli L-asparajinazin PEG ile kovalent baglanmasi sonucu
olusturulan ilag ise ALL hastalarinda ilk tedavi basamagi olarak onaylanmistir (Dinndorf
et al., 2007; Batool et al., 2016).

Deniz ortam1 zengin kimyasal ve biyolojik ¢esitlilik kaynagidir. Tez kapsaminda
kullanilan denizden izole edilmis filamentdz fungus suslari karasal esdegerleri ile
karsilastirildiginda ekstrem sicaklik, pH toleransi, ultraviole 1s1k, basing, dalga kuvveti,

ve substratlara erisim agisindan farkli bir yagam alanindan gelmektedir. Ayni zamanda
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baz1 habitatlarda insan kan plazmasma yakin olan tuz seviyeleri ile basa g¢ikmak
zorundadirlar (Qeshmi et al., 2018). Bu farkli kosullara adapte olabilmeleri ve yapisal
cesitlilikleri, deniz kaynakli funguslardan elde edilen enzimlerin ve sekonder
metabolitlerin hem ticari iirtin imalatinda hem de saglik sektoriinde ilgili biyoteknolojik
uygulamalarda kullanilmasi agisindan ilgi ¢ekici kilmaktadir (Qeshmi et al., 2018;
Gladfelter et al., 2019). Ayn1 zamanda farkli bolgelerden elde edilen ayni tiir deniz
kaynakli funguslarin farkli metabolit profillerini de tiretebildigi bilinmektedir (Jones et
al., 2019). Bu da cevresel kosullarin 6nemini gostermektedir. Bu baglamda deniz
ortamindan izole edilmis funguslar L-asparajinaz igin potansiyel bir kaynak olabilir

(Nageswara et al., 2014).

Yapilan bu ¢calisma ile ilk asamada L-asparajinaz enzim iireticiligi acisindan
taranan 94 adet deniz kaynakh filamentoz fungus izolatinin 89’unun (%94.7’si) L-
asparajinaz iireticisi oldugu belirlenmistir. Bu durum deniz kaynakli funguslarin
potansiyel L-asparajinaz iireticisi olabileceklerini dogrulamaktadir. Thirunavukkarasu ve
arkadaslarinin 2011 yilinda deniz kaynakli funguslarla yaptigi ¢calismada 82 izolattan 64
(%78.04)’iinilin hiicre dis1 L-asparajinaz i¢in pozitif oldugu goriilmiistiir. Bu izolatlarin
biiyiikk ¢ogunlugunun Aspergillus sp. oldugu bunun yaninda Fusarium, Penicillum ve
Cladosporium cinslerine ait suslar oldugu da bildirilmistir. Benzer sekilde bu tez
calismasinda da secilen 4 aday sus Penicillum crustosum (MF5), Penicillum
canascens (MF20), Cladosporium cladosporioides (MF75) ve Aspergillus flavus
(MF10)’tur. Ayni zamanda hiicre dig1 asparajinaz calisilan diger caligmalarda da
cogunlukla Aspergillus, Penicillium ve Fusarium genuslarinin rapor edildigi
goriilmektedir (Micu et al., 2020; Muneer et al., 2020).

Tez cgalismasinda ileri asamaya A. flavus asparajinazi ile devam edilmistir. Bu
nedenle buradan sonra tartismada Aspergillus tiirlerine 6ncelik verilmistir. Aspergillus
tirleri arasinda L-asparajinaz i¢in ¢ogunlukla Aspergillus niger, Aspergillus terreus,
Aspergillus orzyae ile yapilan ¢alismalar dikkat ¢cekmektedir (Luhana et al., 2013; Dias
et al., 2016; Da Cunha et a., 2021). Aspergillus tiirleri, bir veya daha fazla aflatoksin
tiretebilmektedir ve aflatoksin iireten tiirlerin ¢ogu Flavi bdliimiinde bulunmaktadir.
Ancak Flavi bolimiindeki tim tiirler aflatoksin iiretmez; A. caelatus, A. oryzae, A.
tamarii ve A. sojae (Frisvad et al., 2018). A. flavus dogada yaygin olarak bulunur ve

skleroit boyutuna gore 2 sinifa (L susu ve S susu) ayrilmaktadir. Her iki sus B1 ve B2



63

aflatoksinleri iiretir ayrica S suslar1 aflatoksin G1 ve G2’ yi lretebilmektedir (Amaike
and Keller, 2011). A. flavus, mikotoksin tireterek, tarla ekinlerine zarar verir ve insanlarda
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Ancak tiim A. flavus suslar1 aflatoksin tiretmez.
Aflatoksin yolundaki genlerde dogal olarak meydana gelen mutasyonlar veya gen
kayiplari ile genetik olarak aflatoksin iiretimi inhibe edilir (Moore et al., 2021). Ornegin
iki aflatoksijenik olmayan A. flavus susu (AF36 ve NRRL 21882) su anda biyokontrol
ajani olarak ABD Cevre Koruma Ajansi tarafindan kayitlanmistir (Chang et al., 2019). A.
flavus aflatoksinlere ek olarak bir¢cok sekonder metabolit iiretir ve bu bilinmeyen
sekonder metabolitler potansiyel farmasotik kullanim igin aragtirilabilir. Daha da
onemlisi A. flavus ¢ok sayida karmasik organik polimeri pargalayabilir (Cleveland et al.,
2009). A. flavus NRRL 3357 ve onunla yakindan iligkili genomlarinda yakin dizi
benzerligi olan A. oryzae RIB 40’taki gen ekspresyonu gergeklestirilmis ve seliilozik
enzimleri kodlayan A. flavus genlerinin A. oryzae’ den iki kat daha yiiksek diizeyde
eksprese ettigi gosterilmistir. Bu yiikksek diizeyde eksprese edilen genler amilaz,
glukanaz, ksilenaz, kitinaz, hidrolaz proteinlerini kodlayan dizileri icermektedir. Her iki
tirde de ayn1 genler bulunsa da A. flavus’un bu genleri daha yiiksek seviyede ifade
edebildigini gostermistir (Cleveland et al., 2009). A. flavus’tan a-amilaz, pektinaz,
proteaz, glukoamilaz, ksilanaz, proteinaz, seliilaz ve lipaz gibi ¢esitli enzimlerin tiretimi
rapor edilmistir (Rhodes et al., 1990; Abou-Zeid et al., 1997; Gomes et al., 2005; Oyeleke
et al., 2010; Guimaraes et al., 2013). Farkli yillarda yapilan farkli ¢aligmalarda A.
flavus tan L-asparajinaz izolasyonu gergeklestirilmistir (Shrivastava et al., 2010; Patro et
al., 2014; Pendharkar et al., 2021) Tiim bunlarin yaninda A. flavus ¢esitli enzimler igin
gen kaynagi olarak kullanilarak enzimlerin rekombinant iiretimler gergeklestirilebilir.
Ornegin giiniimiizde 16semi tedavilerinde kullanilan Rasburikaz, A. flavus susundan
tirikaz1 kodlayan tamamlayict DNA (cDNA)’nin modifiye edilmis bir Saccharomyces
cerevisiae susunda eksprese edilmesi ile iiretilir. Bu sekilde rekombinant {iretilen ilag,
l6semi gibi hematolojik kanserler icin kemoterapi alan hastalarda timor lizis
sendromunun Onlenmesi ve bu nedenle ortaya ¢ikan gut ve hipergliseminin tedavisi
amactyla ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan kullanimi onaylanmistir (Ueng, 2005;
Imani and Shahmohamadnejad, 2017). Ayrica kullanilan ilacin yan etkilerinin azaltilmasi
amaciyla A. flavus iirikazinin farkli konakgilarda ekspresyonu denenmektedir (Fazel et
al., 2014). Tez kapsaminda iireaz icermeyen ve diisiik glutaminaz aktivitesine sahip
nitelikli bir L-asparajinaz iireticisi olan A. flavus’un asparajinaz baglaminda énemli

bir kaynagi oldugu diisiiniilmektedir.
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L-asparajinazin glutaminaz ve iireaz aktivitesi de gostermesi bazi dezavantajlar
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle tez kapsaminda L-asparajinaz aktivitesi ile birlikte
fungal izolatlarin glutaminaz ve fireaz aktiviteleri de degerlendirilmistir. L-
asparajinazlarda bulunan ikincil aktivite glutaminin hidrolizine neden olan glutaminaz
aktivitesidir. Bazi c¢alismalarda optimal asparajin deaminasyonu i¢in glutamin
deaminasyonunun gerekli oldugunu gosterilmistir ancak daha yakin tarihli diger
calismalar, L-glutaminaz aktivitesinin, 1osemik hiicreler {izerinde L-asparajinazin
sitotoksisitesine katkisini gostermistir (Nguyen et al., 2018). Hem asparajinin hem de
glutaminin hidroliziyle aciga amonyak ¢ikar. Glutamin viicutta en fazla bulunan
aminoasitlerden biri oldugundan hidrolizi sonrasi ortaya ¢ikan amonyak miktarinin
kandaki konsantrasyon iizerinde daha derin bir etkisi olur. Bu da hastalarda
hiperamonyemiye neden olmaktadir. Glutamin hidrolizi ile ortaya ¢ikan glutamat hastalar
iizerinde ekstravaskiiler sistemde toksisiteye yol acarken iireaz aktivitesi ise bas
agrisindan komaya kadar ¢esitli rahatsizliklarla sonuglanan kanda yiiksek amonyak
seviyelerine yol agmaktadir (Prakash et al., 2020a; Chakraborty and Shivakumar, 2021).
Glutaminaz ve ilireaz gibi enzimlerin birlesmesi ile meydana gelen bu yan etkilerin
ortadan kaldirilmas: i¢in ilave saflastirma basamaklari gerekmektedir (Ashok et al.,
2019). Bu nedenle son yillarda diisiik glutaminaz ve iireaz aktivitesi gisteren veya
glutaminaz ve lireaz aktivitesi gostermeyen L-asparajinaz kaynaklarinin belirlenmesi
konusunda c¢aligsmalar 6nem kazanmistir. 2019 yilinda Ashok ve arkadaslar tarafindan
yapilan ¢alismada 33 farkli ¢cevreden toplanan 55 fungus izolati arasindan 30 tanesinin
glutaminaz ve lireaz icermeyen L-asparajinaz iireticisi olduklart belirlenmistir. 2021
yilinda ise Arumugam ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada Chaetomium sp.,
tarafindan {Uretilen L-asparajinaz enziminin glutaminaz ve {reaz icermedigi
belirlenmistir. Bu L-asparajinazin insan kan kanseri (MOLT-4) hiicreleri iizerinde
antikanser aktivite sergiledigi gosterilmistir (Arumugam et al., 2021). Tez kapsaminda

hizh tarama testlerinde glutaminaz aktivitesi gostermeyen 10 izolat (MF17, MF20,

MF27, MF35, MF36, MF37, MF39, MF52, MF75 ve MF91) ve iireaz aktivitesi
gostermeyen 8 izolat (MF12, MF20, MF36, MF58, MF70, MF71, MF75 ve MF91)

tespit edilmistir. Her iki enzim aktivitesini de gdstermeyen ortak tiirler Penicillum
canascens MF20 ve Cladosporium cladosporioides MF75 kiigiik dlgek fermantasyon
caligmalari icin se¢ilmistir. Ancak bu tiirlerden elde edilen L-asparajinazin kiigiik 6lgek

fermantasyon caligmalarinda yiiksek miktarda iiretilememesi sonucunda calismalara A.
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flavus MF10 ile devam edilmistir. A. flavus MF10 tarafindan iiretilen L-asparajinaz
fermantasyon ortamu ile yapilan enzim aktivitesi belirlenmesinde glutaminaz ve
iireaz aktivitesine rastlanmamistir. Konsantre enzim (37,16 U/mL) ile yapilan
calismada diisiik glutaminaz aktivitesine (L-asparajinaz aktivitesinden yaklasik 30
kat daha az, 1,27 U/mL) rastlanirken iireaz aktivitesine rastlanmamistir. Bu durum
A. flavus MF10’dan iiretilen L-asparajinazin potansiyel bir ila¢ kaynag
olabilecegini gostermektedir. Mahajan ve arkadaslar1 tarafindan 2014 yilinda
yayinlanan bir ¢alismada diisiik glutaminaz aktivitesi gOsteren L-asparajinazin akut
16semi tedavisinde potansiyel ilag olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (Mahajan et
al.,, 2014). Yapilan diger bir ¢alismada diisiik glutaminaz koaktivitesine sahip L-
asparajinazin in vivo hem T hem B hiicreli akut lenfolastik 16semilere karsi1 oldukea etkili
oldugu belirlenmistir. Bu enzimin FDA tarafindan onaylanan ilag tedavisinde kullanilan
yiiksek glutaminaz aktiviteli L-asparajinaz enzimlerine gére daha az toksik oldugu rapor

edilmistir (Nguyen et al., 2018).

Funguslardan elde edilen L-asparajinazlar yaygin olarak hiicre disit tretilir. Bu
durum alt akim proseslerini kolaylastirmaktadir (Qeshmi et al., 2018; Chand et al., 2020;
Wang et al.,, 2021). Bu nedenle L-asparajinaz aktivitesinin belirlenmesinde fungal
kaynaklarla ¢alisilan denemelerde genelde hiicre dis1 enzim aktivitesine odaklanilmistir
(Qeshmi et al., 2018). Bu tez kapsaminda hizli plaka yontemi sonrasinda secilen fungal
izolatlarda ilk olarak hiicre dis1 enzim aktiviteleri degerlendirilmistir. Bunun sonucunda
hiicre dis1 en yiiksek enzim aktivitesi gosteren A. flavus MF10 tiiriinde hiicre i¢i enzim
aktivitesi de degerlendirilmistir. A. flavus MF10 kullanilarak yapilan Kiiciik dl¢cek
fermantasyonu sonucunda hiicre dis1 enzim aktivitesi 2.77 U/mL iken, hiicre ici
aktivitesi 0,534 U/mL olarak bulunmustur. Bu sonug¢lar dogrultusunda ¢alismalara
hiicre dis1 enzim aktivitesi ile devam edilmistir. Ikinci asamada 150 mL
fermantasyon ortamm kullanilarak gerceklestirilen L-asparajinaz iiretimi sonrasi
ultrafiltrasyonun ve aseton ile ¢oktiirmenin ardindan enzim aktivitesi 53,92 U/mL
olarak ol¢iilmiistiir. Literatiirde funguslar ile yapilan L-asparajinaz ¢alismalarinda farkli
enzim aktivite degerleri belirlenmistir. Dias ve Sato tarafindan 2016 yilinda Aspergillus
oryzae CCT 3940 ile yapilan calismada enzim aktivitesi 67.49 U/mL olarak belirlenmistir
(Dias and Sato 2016). Aspergillus terreus MTCC 1782 ile yapilan bir ¢alisma da enzim
aktivitesi 33.25 U/mL olarak rapor edilmistir (Baskar et al., 2010). Cladosporium ile
yapilan bir ¢alismada 3.74 U/ mL olarak belirlenmistir (Kumar and Manonmani, 2013).
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L-asparajinaz aktivitesinin test edilmesi amaciyla nitel ve nicel teknikler
kullanilmaktadir Aktivitenin belirlenmesi i¢in, reaksiyon sirasinda ¢ikan amonyagin
Olclimiine dayanan spektrofotometrik, kinetik enzimatik yontem olan gaz algilama
elektrodu, kagit elektroforezi, kromatografi gibi farkli yontemler gelistirilmistir. Ancak
kinetik enzimatik yontemin pahaliligi, kagit elektroforezi ve kromatografinin zaman alici
olmas1 nedeniyle L-asparajinaz aktivitesinin tayininde Nesslerizasyon yontemi yaygin
kullanilmaktadir (Batool et al., 2016; Souza et al., 2017). Bu yontem asparajinazin
asparajini hidroliz etmesi sonucunda ortama Salinan amonyagin Nessler reaktifi ile
Olglilmesine dayanmaktadir (Imada et al., 1973). Yaygin olarak nesslerizasyon
yontemiyle yapilan spektrofotometrik deneyler iyi kurulmus olup iyi tekrarlanabilir
sonuglar verse de titiz bir ¢alisma gerektirir. Ayn1 zamanda Nessler’in duyarliligindan
dolayr ayni numunenin analiz edildigi farkli laboratuvarlarda aktivite degerlerinde
farkliliklar ¢ikabilmektedir bu durum da L-asparajinaz aktivite miktarinin oldugundan
farkli tahmin edilmesine yol agabilir (Batool et al., 2016; Souza et al., 2017). Co?*, Fe?*
Mg?*, Mn?* ve Ni?*tuzlarinin Nessler reaktifi ile etkilesime girip amonyak miktar tayinine
etki ettigi, Ca?*, Cu?* Mo?*, Na* ve Zn?* tuzlarmin ise amonyak miktarini etkilemedigi
belirlenmistir (Simas et al., 2021). Tez ¢alismasinda tiim pipetlemeler ¢ok dikkatli
yapilmis ve en az ii¢ en fazla 9 tekrarli olarak enzim aktivite Ol¢limleri

gerceklestirilmistir.

Makromolekiillerin immiinojenikligi, molekiiliin molekiiler agirligi, kimyasal
karmasiklig1 ve homojenligi ile yakindan iligkilidir. 6 kDa’dan biiyiik olan bilesikler
immunojenik  olarak  adlandirilirlar ~ (Krishnapura  et.al.,, 2016).  Farkh
mikroorganizmalardan ve suslardan elde edilen L-asparajinazlarin molekiiler
agirliklarindaki degisimler fazladir (Krishnapura et. al., 2016). Dolayisiyla farkli
kaynaklardan elde edilen L-asparajinazin 6zellikleri ve immunojenitesi farklilik gosterir.
Literatiirde farkli fungal kaynaklarla elde edilen L-asparajinazin 25 ila 133.7 kDa
arasinda oldugu belirlenmistir (Da Cunha et al., 2018). A. flavus ile yapilan bir ¢alismada
saflagtirilmis enzimin molekiiler agirligi 100 kDa olarak belirlenmistir (Patro et al., 2014).
Benzer sekilde calismamizda A. flavus MF10 aseton ¢oktiirme sonrasi 100 kDa yakin
degerlerde bir bant elde edilmistir. Bu bandin L-asparajinaza ait oldugu
diisiiniilmektedir. Chaetomium sp. ile 2022 yilinda yapilan bir c¢alismada kismi
saflagtirllmis L-asparajinazin yaklasik 66 kDa oldugu tespit edilmistir (Arumugam and
Thangavelu, 2022). Fusarium equiseti AHMF4 tiirii kullanilarak yapilan ¢alismada L-
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asparajinazin molekiiler agirligi 45.7 kDa olarak belirlenmistir (EI-Gendy et al., 2021).
Yapilan diger ¢alismalara bakildiginda A. niger, Aspergillus sp., A. oryzae CCT 3940, A.
terreus, A. fumigatus tiirlerinin molekiiler agirliklar1 sirasiyla, 136 kDa, 25 ve 31 kDa,
115 kDa, 85 kDa ve 35 kDa olarak belirlenmistir (Rahiman et al., 2014; Abbas Ahmed et
al., 2015; Dange and Peshwe, 2015; Dutta et al., 2015; Dias et al., 2016; Hassan et al.,
2018).

L-asparajinaz’in karakterizasyon calismalar1 sonucunda enzimin 40°C’de
optimum aktivite gosterdigi belirlenmistir, sicaklik miktar: arttikca enzim aktivitesi
diismektedir. Benzer sekilde deniz kaynakli A. terreus ile yapilan bir ¢aligmada optimum
sicaklik 40°C olarak rapor edilmistir ayn1 zamanda sicaklik artisiyla enzim aktivitesinin
diistiigii gozlenmistir (Hassan et al., 2018). 2015 ve 2021 yillarinda yapilan ¢aligsmalar
sonucunda A. niger ve Chaetomium sp.’den elde edilen enzimin optimum sicakligi 40°C
olarak belirlenmistir (Dange and Peshwe, 2015; Arumugam et al., 2021). Aspergillus
tiirleri ile yapilan diger ¢alismalarda optimum sicakligin genelde 40-50°C oldugu rapor
edilmistir (Patro et al., 2014; Abbas Ahmet et al., 2015; Dutta et al., 2015; Dias et al.,
2016).

Karakterizasyon c¢alismalar1 sonucunda L-asparajinaz’im pH 7,0-8,0
degerlerinde yiiksek aktivite gosterdigi goriilmektedir. Optimum pH degeri 8 olarak
belirlenmistir. Dias ve arkadaslar1 tarafindan 2016 yilinda A. oryzae CCT 3940 ile
yapilan ¢alismada optimum pH 8,0 olarak rapor edilmistir (Dias et al., 2016). Benzer
sekilde Penicillium brevicompactum NRC 829°den elde edilen L-asparajinazin optimum
pH degeri 8 olarak belirlenmistir (EI-Shafei et al., 2012). Patro ve arkadaslar1 tarafindan
Aflavus ile yapilan caligmada asparajinaz aktivitesi i¢in optimum pH 7,0 olarak
belirlenmistir (Patro et al., 2014). A. niger ile yapilan bagka bir ¢alismada da optimum pH
7,0 olarak belirlenmistir (Vala et al., 2018). F. equiseti AHMF4, Penicillium sp., P.
digitatum, Chaetomium sp., Mucor hiemalis, Trichoderma viride gibi farkli fungus
kaynaklart ile yapilan ¢alismalarda da bu enzim i¢in optimum pH degeri 7,0 olarak rapor
edilmistir (Patro and Gupta, 2012; Shrivastava et al., 2012; Thakur et al., 2014; Lincoln
etal., 2015; Arumugam et al., 2021; EI-Gendy et al., 2021). Fungal organizmalardan elde
edilen asparajinazin optimum pH degerinin genel olarak 7-8 oldugu goriilmektedir. Elde

ettigimiz optimum pH degerinin literatiir calismalari ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Enzimin termal stabilitesinin degerlendirilmesi sonucunda 20°C’de bir saat
bekletilmesinin ardindan aktivitesini %99.30 oraminda korudugu belirlenmistir.
Enzim 50°C’de aktivitesini %59,7 oraninda Kkorumustur. Dias ve arkadaslar
tarafindan 2019 yilinda yapilan ¢alismada ¢esitli Aspergillus tiirleri ile ¢alisilmis ve her
Aspergillus tiiriinden elde edilen enzimin bir saat 20°C’de enzim aktivitesini korudugu
gozlenmistir. Ayni1 zamanda A. oryzae LBA 01’in 50°C’de bir saat bekletilmesiyle enzim
aktivitesinin bu tez calismasindakine uyumlu bir sekilde %60 oraninda korundugu rapor
edilmistir. Bu tez kapsaminda A. flavus’tan elde edilen enzimin 60°C’de aktivitesini %35
oraninda korudugu goriilmustiir. Benzer olarak A. orzyae LBA 01 ve A. orzyae CCT 3940
tiirleri enzim aktivitelerini 60°C’de %20-40 oraninda korudugu belirlenmistir (Dias et al.,
2019).

Enzimin pH stabilitesinin belirlenmesi ¢alismasinda farkh tamponlarda bir
saat 6n inkiibasyon sonrasinda nétr ve baza yakin pH (8) degerlerinde daha kararh
oldugu goriilmektedir. pH 7,0 degerinde enzim aktivitesinin %98,7 oraninda
korundugu belirlenmistir. El-Gendy ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada Fusarium
equiseti AHMF4 tarafindan iiretilen enzimin aktivitesini pH 7,0’de (%100) korudugu
gozlenmistir. Benzer olarak baska bir ¢alismada A. oryzae LBA 01 ve A. niger LBA
02’nin pH 7,0 ve 9,0 araliginda oldukga stabil oldugu rapor edilmistir (Dias et al., 2019).
Bu tez calismasinda pH 8’de stabilitesini %100 oraninda koruyan asparajinazin,
optimum aktiviteyi pH 8’de gostermesi ile de uyumlu oldugu goriilmektedir. Bu
caligmay1 dogrular nitelikte A. terreus KLS2 ile yapilan ¢alismada enzim aktivitesinin
alkali pH'ta (8,0) 30 dakika ve 60 dakika inkiibasyon sonras1 %100’iinii korudugu rapor
edilmistir (Siddalingeshwara and Lingappa, 2011).

Calisma kapsaminda LNCaP, SH-SYS5Y, olmak tiizere 2 farkli kanser hiicre
hattinda ve 1.929 ile HaCaT olmak iizere 2 farkli saglikli hiicre hattinda L-asparajinaz
enziminin hiicre canliligina etkisi incelenmistir. Sitotoksisite analizi sonucuna 24 saat
sonrasinda sonuglara bakildiginda kanser hiicreleri i¢inde hiicre canlilig1 en ¢ok etkilenen
SH-SY5Y hiicreleri olmus ve 100 pg enzim/mL ile hiicre canliligi %43 e diismiistiir. Ilk
4 konsantrasyonda kontrole gore anlamli sekilde hiicre canliliginin azaldig1 belirlenmistir.
LNCaP hiicrelerinde ise 100 pg enzim/mL'de canlihig %61°e diisiirmiistiir= Ik iki
konsantrasyonda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sekilde hiicre canliliginin

diistiigli gozlenmistir. Saglikli hiicre hatlarinda ise 1929 higbir L-asparajinaz enzim
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konsantrasyon uygulamasindan etkilenmeyerek hiicre canliligini korumustur. HaCaT
hiicresi ise en yiiksek enzim konsantrasyonundan etkilenerek hiicre canliligi %63 olarak
belirlenmistir. 50 ug enzim/mL'de kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark elde
edilmissede hiicre canlilig1 agisindan kabul edilebilir diizeydedir. 2011 yilinda yapilan bir
calismada A. flavus’tan kismen saflastirilmis olan L-asparajinazin = farkl
konsantrasyonlart MTT testi ile MCF7 (meme kanser hiicre hatti) iizerinde test edilmistir.
1.953 pg/mL konsantrasyonda %4,78’°lik minimum etki, 1000 pg/mL' de ise maximum
inhibisyon (%67.85) gozlenmistir (Rani et al., 2011). Fusarium equiseti AHMF4
tarafindan tretilen hiicre dis1 L-asparajinaz enziminin HelLa (insan rahim agzi kanser
hiicre hatt1), Hep-2 (larenks karsinoma hiicre hatt1), HCT-116 (insan kolorektal kanser
hiicre hatt1), HepG-2 ( insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatt1) ve MCF-7 insan kanser
hiicre hatlar1 iizerinde etkileri degerlendirilmistir. Saglikli hiicre olarak WI-38 hiicre hatt1
kullanilmis ve 100 pg/mL konsantrasyondan 5 pg/ml'ye L-asparajinaz uygulamasi
yapilmistir. MCF-7’nin diger kanser hiicre hatlarina gore daha direngli oldugu
goriilmiistiir. HeLa hiicre hattinda 10 pg/mL L-asparajinaz uygulamasinda hiicre canlilig
kalmamigtir. Bu kaynaktan tiretilen L-asparajinaz insan normal hiicreleri olan WI-38’¢
kars1 zayif sitotoksisite gostermistir (E1-Gendy et al., 2021). EI-Gendy ve arkadaslari
tarafindan 2017 tarafindan yapilan diger bir ¢caligmada ise HCT-116 ve HEPG-2 hiicre
hattina farkli konsantrasyonlarda (2,5,10,15,20,30 pg/mL) L-asparajinaz uygulanmistir.
A. nomius tarafindan iiretilen L-asparajinazin sitotoksisitesine A549 hiicre hatti izerinde
bakilmistir en yiiksek sitotoksik etki 160 pg/mL konsantrasyonda belirlenmistir
(Prabavathy, 2020). Chaetomium sp. tarafindan iiretilen L-asparajinaz MOLT-4 (insan T
hiicre lenfoblasti; akut lenfoblastik 16semi) hiicre hatti lizerinde 72 saat uygulanmasi
sonras1 12.13 pM’dan yiiksek konsantrasyona maruz kalan hiicrelerin canliliginda dikkate
deger bir diisme oldugu rapor edilmistir (Arumugam et al., 2021). Calismamizda da
kismi saflastirllan enzim preperatinin kanser hiicre hattinda etkileri oldugu
gosterilmis sitotoksisite standart yonteminde kullanilan 1.929 saghkl hiicre hattini
etkilemedigi ancak HaCaT hiicre hatti iizerinde hiicre canhh@m etkiledigi

belirlenmistir.

Bu tez calismasinda 94 adet deniz kaynakh fungus izolatinin %95’inin L-
asparajinaz iireticisi oldugu bunlarin %67’sinin (63 adet) renk skalasina gore giiclii
iiretici, %20’sinin (19 adet) ise zon indeksine gore iyi iiretici oldugu belirlenmistir.

izolatlarin %11’inin glutaminaz negatif (10 adet), %8,5’inin iireaz negatif (8 adet)
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ve %4.2’sinin glutaminaz ve iireaz negatif (4 adet) L-asparajinaz iireticisi oldugu
belirlenmistir. Deniz suyu varhi@1 enzim aktivitesinde belirgin bir artisa neden
olmamistir. Secilen A. flavus MF10 susu ile iiretilen enzimin iireaz negatif ve diisiik
glutaminaz aktivitesi gosterdigi, 100 kDa boyutunda optimum 40°C ve pH 8’de etkin
oldugu, 40°C’de aktivitesinin %70’ini korudugu, pH 7 ve 8 de stabil oldugu
belirlenmistir. SH-SYSY ve LNCap kanser hiicre hatlarinda hiicre canliliginin -100
ng protein/mL'de - %43 ve %61’ e diistiigii belirlenmistir. Enzim preparati L929
hiicrelerinde sitotoksik etki gostermezken HaCaT hiicrelerinde en Yyiiksek

konsantrasyonda sitotoksik etki gostermistir.
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6. ONERILER

e Secilen izolatlar ile biyoproses optimizasyonu yapilarak {retim verimi
arttirilabilir.

e Daha ileri saflagtirma adimlar1 gergeklestirilerek farkli inhibitor ve aktivatorlerin
enzim tizerindeki etkileri belirlenebilir.

e Enzimin pegilasyon islemi gergeklestirilerek immunojenite veya yart Omrii
arttirma caligsmalar1 yapilabilir.

e Invivo ¢alismalar gergeklestirilebilir

e A. flavus MF10 asparajinaz gen kaynagi olarak kullanilarak rekombinant protein
tiretimi planlanabilir.

e Diger aday {ireticiler ile L-asparajinaz tiretim ¢aligmalar1 gergeklestirilebilir.
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Hayvan Hiicre Kiiltiirii Laboratuvar1 6grencilerine,

Lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca yanimda olan biricik dostum Sibel
ARSLAN’a, her zaman yanimda olduklarini hissettiren canim arkadaslarim Beyza EFE
ve Kardelen KALMAZ’a, desteklerini esirgemeyen ayni laboratuvari paylastigim

Medikal Biyoteknoloji grubuna,

Egitim hayatim boyunca yanimda olan ve beni her kosulda destekleyen, maddi ve

manevi yardimlarini esirgemeyen canim aileme en igten tesekkiirlerimi sunarim.
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OZGECMIS
ZEYCAN NURCE
EGITIM BILGILERI
2018-2022, Yiiksek Lisans: Ege Universitesi, Biyomiihendislik Béliimii
Medikal Biyoteknoloji Laboratuvart
2020-Devam ediyor, Lisans: Anadolu Universitesi
Saglik Yonetimi
2014-2018, Lisans: Ege Universitesi, Biyomiihendislik Bolimii
Yiiksek Onur Derecesi (3.63): Boliim Uciinciiliigii
2009-2013, Lise: [zmir Karsiyaka Lisesi
YETKINLIKLER

Bilgisayar: Microsoft Office Programlari- (Word, Powerpoint, Excel)
Design Expert 7.0.0
MATLAB (Baslangi¢)
GraphPad Prism

Dil: Anadil-Tirkce
Ingilizce (Intermediate)

Almanca (Baslangic)
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IS/STAJ DENEYIMLERI

10/2020-02/2022:  Ege Universitesi, Biyomiihendislik Boliimii, izmir

Yiiksek lisans tez 6grencisi- Medikal Biyoteknoloji Laboratuvari

FYL-2020-22265 no’lu BAP projesi- Arastirmaci

Is paketinde yer alan yetkinlikler: — Mikroorganizmalarin aktivasyonu, iiretimi, enzim
aktivitesi, kismi saflagtirma ve karakterizasyon
islemleri, sitotoksisite testi

01/2020-11/2021:  Ege Universitesi, Biyomiihendislik Béliimii, Izmir

Hayvan Hiicre Miihendisligi ve Biyoproses Laboratuvari

TUBITAK 1001- Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini
Destekleme Programi- Bursiyer

Is paketinde yer alan yetkinlikler: ~ Hayvan  hiicrelerinin  pasajlanmasi, — Hiicre
dondurma/ ¢ozdiirme islemleri, Biyoaktivite testleri:
Sitotoksisite testleri ve Apoptik ¢alismalar
kapsaminda; MTT Testi, Hoechst 33342 boyamasi,
Laktat Dehidrogenaz  (LDH) testi, DNA
Fragmentasyon, Caspase 3/7 testi

03/2017-06/2018:  Ege Universitesi, Biyomiihendislik Béliimii, Izmir

Goniillii stajyer/Lisans Tez 6grencisi- Endiistriyel Mikrobiyoloji
Laboratuvari

TUBITAK 2209-A- Universite Ogrencileri Arastirma Projeleri

Is paketinde yer alan yetkinlikler: Mikroorganizmalarin (fungus ve bakteri) aseptik
sartlarda tiretimi, mikrobiyal DNA izolasyonu, PCR
islemleri, antimikrobiyal testlerin yapilmast ve yeni
prosediirlerin gelistirilmesi.

07/2017-08/2017:  Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dah,
Izmir

Stajyer- Tibbi Genetik - Molekiiler Genetik Laboratuvari

DNA Izolasyonu, PCR islemleri, Strip Testler: FMF, CVD, FACTOR V, Hemokromatozis,
Kistik Fibrozis, Yeni nesil DNA dizileme ¢alismalari (Sanger, lon Torrent, Miseq).



97

SEMINERLER VE SERTIFiKALAR

04/2020:

05/2019:

12/2018:

12/2018:

12/2018:

12/2018:

03/2018:

03/2017:

05/2016:

03/2015:

Ege Universitesi, Biyomiihendislik Boliimii, “ Mikrobiyal L-Asparajinaz
Uretimi ve Uygulama Alanlar1” Konulu Yiiksek Lisans Seminer Sunumu

Ege Universitesi, Biyomiihendislik Boliimii, 7. Ulusal Biyomiihendislik
Ogrenci Kongresi, izmir, Tiirkiye.

TSC Yonetim Sistemleri Akademisi
1ISO 9001:2015 Kalite Yonetim Sistemi Sertifikasi

TSC Yonetim Sistemleri Akademisi

ISO/IEC 17025:2017 Deney ve Kalibrasyon Laboratuvarlariin Yeterliligi
Sertifikas1

TSC Yonetim Sistemleri Akademisi
GLP-lyi Laboratuvar Uygulamalar: Sertifikasi

TSC Yonetim Sistemleri Akademisi
GMP-1yi Uretim Uygulamalar Sertifikas1

TMMOB Kimya Miihendisleri Odas1

TS-EN-ISO 9001-2015 Kalite Yonetim Sistemi Bilgilendirme Egitimi
Katilim Sertifikas1

Ege Universitesi, Biyomiihendislik BSliimii

“Senden ne olur? Kariyer Planlama ve Elalem” Etkinligi Katilim Sertifikas:

Ege Universitesi,13. Biyomiihendislik Giinleri

Marmara Univgrsitesi, Biyomihendislik ~ Bolimii, 3.  Ulusal
Biyomiihendislik Ogrenci Kongresi, Istanbul, Tiirkiye



