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OZET

L-asparajinaz enzimi (E.C 3.5.1.1), asparajin amino asidini hidroliz ederek
aspartik asit ve amonyak olusumunu saglayan onemli bir endustriyel enzimdir.
Gunlimuzde bu enzim, akut lenfoblastik 16semi (ALL) gibi cesitli kanser tirlerinin
tedavisinde terapotik ajan olarak kullaniimaktadir. Bununla birlikte son vyillarda
ozellikle gida endustrisinde akrilamid giderici ajan olarak dikkatleri tizerine ¢cekmistir.
Akrilamid, gidalarin yiksek sicaliklarda kizartilmasi sonucu asparajin  6ncil
maddesinden olusmaktadir. L-asparajinaz enziminin asparajini hidroliz ederek olusan
akrilamid miktarini azaltmasi bir gida enzimi olarak potansiyelini ve 6nemini ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte gida endustrisinde kullanilacak asparajinazlarin yiksek
sicaklik ve genis pH araliklarinda kararli olmalari ve yeniden kullanilabilir olmalariarzu
edilen dzellikleridir. istenilen bu 6zellikler enzimin uygun bir matrise immobilizasyonu
ile saglanabilmektedir. Bu nedenle yapilan tez calismasinda, termofilik Geobacillus
kaustophilus’tan elde edilen serbest L-asparajinaz’in ¢ok duvarli karbon nanotip
(MWCNT) Gzerine immobilize edilmesi ve hem serbest hem de immobilize enzimin
akrilamid giderim potansiyelinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda
GkASNaz enzimi, E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicrelerinde yiuksek miktarda eksprese
edilerek Ni-NTA afinite kromatografisiyle 6.14 kat saflagtirnlmistir. Saflastirilan
GkASNaz enzimi, MWCNT Uzerine kovalent olarak immobilize edildikten sonra her iki
enzim karsilastirmali olarak karakterize edilmistir. Karakterizasyon sonuclari serbest
ve immobilize enzim igin optimum pH’in 8.5 oldugunu gostermistir. Bununla birlikte
optimum sicaklik degeri serbest enzim igin 55 °C iken immobilize enzim igin 65 °C
olarak bulunmustur. Termal inaktivasyon deneyi, immobilize enzimin termal
stabilitesinin serbest GkASNaz’'a kiyasla 65 °C'ta 42.6 kat arttigini gbstermistir. Tekrar
eden 20 kullanim sonunda ise immobilize enzim baslangi¢ aktivitesinin %93’Un{
korumustur. Ayrica serbest ve immobilize enzimin akrilamid olusumunu 60 dakikada

%100 oraninda azalttig tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: L-asparajinaz, MWCNT, immobilizasyon, Akrilamid giderimi.



SUMMARY

L-asparaginase enzyme (E.C 3.5.1.1) is an important industrial enzyme that
hydrolyzes the asparagine to form aspartic acid and ammonia. Today, this enzyme is
used as a therapeutic agent in the treatment of various types of cancer, such as acute
lymphoblastic leukemia (ALL). However, in recent years, it has attracted attention as
an acrylamide mitigation agent, especially in the food industry. Acrylamide is formed
from the precursor of asparagine as a result of frying foods at high temperatures. The
fact that the L-asparaginase enzyme reduces the amount of acrylamide formed by
hydrolysis of asparagine reveals its potential and importance as a food enzyme.
However, there is a need for asparaginases that are stable and reusable at high
temperatures and wide pH ranges in the food industry. These desired properties can
be achieved by immobilization of the enzyme to a suitable matrix. Therefore, in the
thesis study, it was aimed to immobilize free L-asparaginase obtained from
thermophilic Geobacillus kaustophilus on multi-walled carbon nanotube (MWCNT)
and to examine the acrylamide mitigation potential of both free and immobilized
enzyme. For this purpose, GkASNase enzyme was highly expressed in E. coli Rosetta™
2 (DE3) cells and purified 6.14-fold by Ni-NTA affinity chromatography. After the
purified GkASNase enzyme was covalently immobilized on MWCNT, both enzymes
were characterized comparatively. Characterization results showed that the
optimum pH for free and immobilized enzyme was 8.5. However, the optimum
temperature value was found to be 55 °C for free enzyme and 65 °C for immobilized
enzyme. The thermal inactivation experiment showed that the thermal stability of
the immobilized enzyme increased by 42.6 folds at 65 °C compared to free GkASNase.
After 20 repeated uses, the immobilized enzyme preserved 93% of its initial activity.
In addition, it was determined that free and immobilized enzyme reduces acrylamide

formation by 100% in 60 minutes.

Keywords: L-asparaginase, MWCNT, Immobilization, Acrylamide mitigation.
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1. GIRIS

Akrilamid, 1994 yilinda Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan
insanlar icin muhtemel kanserojen madde olarak siniflandiriimis, genotoksik ve
norotoksik etkileri de bulunan toksik bir maddedir. Bundan 20 yil dnce isvegli bir grup
arastirmacinin kizartilmis karbohidrat bakimindan zengin gidalarda akrilamid varligini
tesadiifen ortaya koymasi gida glivenligi agisindan diinya ¢apinda biyik bir endiseye
sebep olmustur. Akrilamid, glnlik olarak tiketilen nisasta icerigi zengin gidalarin
ylksek sicakliklarda isleme tabii tutulmasiyla birlikte gidalarda bulunan serbest L-
asparajinin, indirgenen sekerle (glikoz ve fruktoz gibi) reaksiyona girmesi sonucu aciga
¢ikmaktadir [Pedreschi vd., 2010; Adebo vd., 2017].

Akrilamidin 6zellikle patates cipsi (%6-46), kahve (%13-39), ekmek (%10-30) ve
unlu mamuller (%10-20) gibi sik¢a tiiketilen gida maddelerinin hazirlanisi sirasinda
ylksek miktarda olusmasi saglk acisindan tehlike arz etmektedir. Bu nedenle yaygin
olarak tuketilen bu gida maddelerinde akrilamidin varligi endise uyandirmis ve
olusumunun engellenmesine yonelik stratejilerin gelistirilmesi hiz kazanmistir.
Gidalarda akrilamid olusumu, indirgeyici sekerlerin igeriginden, pH, sicaklik, siire ve
nem gibi faktorlerden etkilenmektedir. Bu nedenle akrilamidin olusumunu 6nlemek
ya da azaltmak icin kullanilan yontemlerin hemen hemen hepsi baslangic
asamasindaki hazirlk islem parametrelerine dayanmaktadir. Ancak bu yontemler
akrilamid miktarini azaltmakla birlikte istenmeyen goriintlii ve lezzet olusumuna
sebep olmakta ve bundan dolayi tercih edilmemektedir [Sanghvi vd., 2016; Correa
vd., 2021].

Son vyillarda gidalarin besleyici 6zelliklerini etkilemeden akrilamid miktarini
azaltmanin en etkili yollarindan biri de L-asparajinaz enziminin kullanilmasidir. L-
asparajinaz enzimi, serbest L-asparajinin aspartik asit ve amonyaga dénlisimini
katalizlemektedir. Dolayisiyla gidalarin isil islemlerden dnce bu enzim ile muamele
edilmesi, akrilamidin éncli molekili olan L-asparajin seviyesini ve olusan akrilamid
miktarini azaltmaktadir [da Cunha vd., 2019]. Bununla birlikte L-asparajinaz enziminin
spesifik olarak L-asparajin amino asidini hidroliz etmesi sonucu gida igerigindeki diger

amino asitler bu islemden etkilenmemektedir. Boylece akrilamid miktari azalirken



besin degerinde herhangi bir kayip gézlenmemektedir. Ayrica isitma islemi sirasinda
enzimin inaktive olmasi gida givenligi acisindan 6nemli avantaj saglamaktadir.
GUnumuizde gida endustrisinde akrilamid giderimi igin FAO/WHO uzman komitesi
tarafindan onerilen ve gida katki maddesi olarak kullanimi glvenli olan iki ticari L-
asparajinaz enzimi bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla Aspergillus oryzae ve Aspergillus
niger mantarlarindan elde edilen Acrylaway® ve PreventASe® enzimleridir [Qeshmi
vd., 2018; lJia vd., 2021]. Patateste Acrylaway ticari enziminin kullanilmasiyla
akrilamid olusumunun %67 oraninda azaldigi géralmustir. Ayni enzimin ekmek, cips
ve biskivi gibi gidalara uygulanmasi sonucu ise akrilamid miktarinin %92’ye kadar

azaldig1 gézlemlenmistir [Sivasankari vd., 2018].

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Ozellikle gida endiistrisinde akrilamid giderim potansiyeline sahip olmasindan
dolayl L-asparajinaz enziminin 6nemi ortadadir. Bununla birlikte endistriyel
uygulamalar i¢in kullanilacak L-asparajinazlarin, yiksek sicakhk ve genis pH
araliklarinda uzun sire stabil olmalari ve yeniden kullanilabilir olmalari istenilen
ozellikleridir [Nunes vd., 2020]. Ancak mikroorganizmalar tarafindan uretilen serbest
L-asparajinazlarin yiksek sicakliklarda kararliliklarini koruyamamasi ve yeniden
kullanilabilirliklerinin distk olmasi enzim kullanimini sinirlamakta ve endistriyel
uygulamalarda maliyeti artirmaktadir. Serbest L-asparajinazlarin bu dezavantajlari
gdz onlne alindiginda oOzellikle son yillarda enzim immobilizasyon teknolojisinin
gelisimi olduk¢a heyecan verici olmustur. Enzim immobilizasyonu, serbest enzimlerin
(termal kararhlik ve tekrar kullanim kararhhgi gibi) istenmeyen kisitlamalarina ¢6zim
sunarken ayni zamanda pH, sicaklik ve depolama kararlligi gibi enzim 6zelliklerini de
iyilestirmektedir. Ayrica immobilize enzimlerin reaksiyon ortamindan geri kazanimi
tek kullanimlik serbest enzimlere kiyasla cok daha ekonomiktir [Orhan ve Aktas
Uygun, 2020].

Daha oOnceden laboratuvarimizda termofilik Geobacillus kaustophilus
organizmasindan elde edilen L-asparajinaz Il (GkASNaz) geni pET-22b(+) vektoriine

klonlanmis ve eksprese edilmistir.



Sunulan bu tez calismasinda, GkASNaz geninin E. coli Rosetta™ 2 (DE3)
hiicrelerinde yiksek miktarda eksprese edilmesi, tiretilen histidin etiketli proteinlerin
Ni-NTA afinite kromatografisi ile saflastirilmasi, saf bir sekilde elde edilen serbest L-
asparajinazin farkh uzunlukta aldehit gruplari iceren ¢ok duvarli karbon nanotip
(MWCNT) Gzerine kovalent olarak immobilize edilmesi ve ardindan hem serbest hem
de immobilize enzimin karakterizasyon calismalarinin (pH, sicaklik, kinetik
parametreler, termal kararlihk ve tekrar kullanim kararlihg gibi) yapilarak gida

endustrisinde akrilamid giderim potansiyellerinin belirlenmesi amacglanmustir.



2. L-ASPARAJINAZ ENZiMI

L-asparajinaz enzimi, ilk olarak 1904 yilinda Lang tarafindan sigir doku
Ozitlerinde kesfedilmistir. 1922 yilinda guinea pig kan serumunda L-asparajinazin
varhginin Clementi tarafindan ortaya konmasi gelecekteki calismalarin 6niini acan
onemli bir adim olmustur [Batool vd., 2016]. 1953 yilina gelindiginde L-asparajinazin
antitimor etkiye sahip oldugu ilk defa Kidd tarafindan kesfedilmistir. Kidd, yaptigi
deneylerde guinea pig kan serumunun fare lenfomalarini oldlrebilecegini
gostermistir. Hicre oldirme yeteneginden sorumlu olan bu faktoriin ise serumdaki
L-asparajinaz aktivitesine sahip bir enzim oldugu 1961 yilinda Broome tarafindan
bildirilmistir [Rigouin vd., 2017]. Elde edilen bu sonuclarla birlikte bircok farkl
organizmada L-asparajinaz enziminin varligi kesfedilmeye baslanmis ve terapotik

amach kullanimiyla ilgili calismalar hiz kazanmistir.
2.1. L-Asparajinaz Enzim Mekanizmasi
L-asparajinaz enzimi (E.C 3.5.1.1), L-asparajin aminoasidinin hidrolizini spesifik

olarak katalizleyerek L-aspartik asit ve amonyak olusumunu saglayan bir

amidohidrolazdir [Zuo vd., 2015] (Sekil 2.1).

e} O
Hah. . #_)JH_ L-asparajinaz HO. o~ _#,,LH
]’# l ou . - N e 'l “OH
[s] MH; H:O NH, o NHz
L-asparajin L-aspartik asit

Sekil 2.1: L-asparajinaz enziminin genel reaksiyon mekanizmasi.

L-asparajinaz  tarafindan gerceklestirilen hidroliz islemi 2 adimda
gerceklesmektedir (Sekil 2.2). ilk adimda; NH; (giiclii bir baz) tarafindan nikleofilik
kalintisi aktif hale getirilen L-asparajinaz enzimi, substratin (genellikle L-asparajin)

amid karbon atomuna saldirarak beta-agil-enzim ara Grlnlni olusturmakta, ikinci



adimda ise; bir su molekili tarafindan aktiflestirilen nikleofilik kalinti, beta-agil-
enzim ara Urdnlinln ester karbonuna saldirarak L-aspartik asit ve amonyak aciga

¢citkarmaktadir [Nunes vd., 2020].

1. basamak N
—Nuc
a "?%
;ég + Amonyak
H
L-asparajinaz L-asparajin
2. basamak

4 ¥
oA
- © OH o yf?:)_ s
O OH NH; ‘@iﬁ-’,&,
[}
Aspartik asit L-asparajinaz

Sekil 2.2: L-asparajinaz enziminin 2 adimli etki mekanizmasi.

Enzimin calisma mekanizmasi, aktiviteleri katalitik Gcli olarak adlandirilan
serin-proteazlara oldukca benzemektedir. Bu katalitik Ggll, hidrojen baglariyla
cevrelenmis bir niikleofilik (Ser), bir bazik (His) ve bir asidik (Asp) aminoasit kalintisi
icermektedir [Cachumba vd., 2016]. Bununla birlikte L-asparajinaz enzimi, cok diislik
verimle de olsa L-glutamin ve B-aspartil peptid amid gibi farkli reaksiyonlari kataliz
etme yetenegine sahiptir. Ornegin, Escherichia coli ve Erwinia chrysanthemi hem
asparajinaz hem de glutaminaz aktivitesine sahiptir. Bu bakteriler tarafindan Uretilen
L-asparajinaz enzimleri, L-glutamin aminoasidinin hidrolizini L-asparajin hidrolizine
benzer mekanizmayla fakat ¢ok daha disik verimle (%5) gergeklestirmektedir

[Cachumba vd., 2016; Shakambari vd., 2018].

2.2. L-Asparajinaz Enziminin Yapisi ve Siniflandirilmasi

L-asparajinazlar, 4 alt birimin bir araya gelmesiyle olusan homotetramer yapiya
sahip proteinlerdir. Ancak elde edildigi kaynaga bagli olarak monomerik, dimerik veya

hekzamerik formlarda da bulunabilmektedir. Enzimin molekiler agirligi 140-150 kDa
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arasinda degismektedir [Pourhossein ve Korbekandi, 2014]. Her bir monomer, biylk
bir N-terminal domaini ile kiictik bir C-terminal domaininde diizenlenmis 8 a-heliks
ve 14 B-iplik olusturan yaklasik 330 aminoasitten meydana gelmektedir. Enzimin aktif
bolgesi iki bitisik monomer arasinda bulunmaktadir. Aktif bélgedeki Thrl5 ve Thr95
kalintilar katalitik aktiviteden sorumlu olan aminoasitlerdir [Batool vd., 2016].
Aminoasit dizi bilgilerine, yapisal ve fonksiyonel homolojilerine dayali olarak
asparajinaz enzimleri; bakteriyel tip, bitki tipi ve Rhizobial tip olmak Gzere 3 aileden

olusmaktadir (Sekil 2.3).

L-ASPARAJINAZLAR

] ] !

Bakteriyel Tip Bitki Tipi Rhizobial Tip
Tip | Potasyum-Bagimli
Tip Il Potasyum-Bagimsiz

Sekil 2.3: L-asparajinaz tipleri.

Bakteriyel tip L-asparajinazlar, hiicrede bulunduklari bolgeye ve substrata olan
afinitilerine gore tip | ve tip Il alt gruplarina ayrilmaktadir. Tip | asparajinazlar
genellikle dimerik formda bulunan, sitozolik enzimlerken; tip Il asparajinazlar
tetramer yapiya sahip periplazmik veya membran bagh enzimlerdir. Tip | L-
asparajinazlar, L-glutamine karsi yilksek afinite gosterirken; tip Il enzimler, L-
asparajine karsl daha yiksek afiniteye sahiptir [Castro vd., 2021].

Yiksek glutaminaz aktivitesine sahip enzimlerin tedavi amagl kullanimi viicutta
ciddi yan etkilere sebep olabilmektedir. Bu durum, disik glutaminaz aktivitesine
sahip tip Il enzimleri klinik uygulamalar icin dikkat cekici hale getirmistir [Lopes vd.,
2019]. Bu nedenle 6zellikle gliniimUizde terapotik uygulamalar i¢in L-glutamine karsi
daha distik afinite gosteren tip Il enzimleri tercih edilmektedir [Safary vd., 2019].

Bitki tipi L-asparajinazlar, yapisal olarak bakteriyel tip asparajinazlardan farkhlik
gostermektedir. Atmosferik nitrojenin asimilasyonunda yer alan bitki asparajinazlari,
L-glutamini hidroliz edemezken; 6zellikle yiksek bitkiler azot metabolizmasi igin L-
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asparajini verimli bir sekilde hidroliz edebilmektedir. Rhizobium etli’den elde edilen
rhizobial tip asparajinazlar ise organizma tarafindan karbon ve azot

metabolizmasinda kullanilmaktadir [Krishnapura vd., 2016].

2.3. L-Asparajinaz Enziminin Elde Edildigi Organizmalar

Dogada bol miktarda bulunan L-asparajinaz enzimi, mikroorganizmalardan
(bakteri, mantar, maya ve aktinomiset) daha yiksek organizmalara (bitki, omurgali ve
hayvan dokular) kadar c¢ok cesitli kaynaktan elde edilebilmektedir [Muneer vd.,
2020]. Bakteri ve mantar kaynakli L-asparajinazlar basit Gretim metotlari ile ylksek
miktarda Uretilebildikleri ve kolay bir sekilde genetik modifikasyona ugratilabildikleri
icin diger organizmalardan elde edilen asparajinazlara tercih edilmektedirler [Castro
vd., 2021].

GunlUmuzde klinik uygulamalar icin de kullanilan ticari asparajinazlarin ana
Ureticileri E. coli ve Erwinia chrysanthemi bakterileridir. Bununla birlikte
mikroorganizmalar tarafindan (retilen asparajinazlarin tedavi amacl kullanimi
immun inaktivasyonu ve asiri duyarhlik reaksiyonlarina sebep olabilmektedir. Ayrica
sahip olduklari glutaminaz aktivitesi viicutta yan etkilere neden olabilmektedir. Bu
dezavantajlari ortadan kaldirmak icin son vyillarda farkli bakteri tirlerinden ve
Okaryotik organizmalardan daha az yan etkiye sahip L-asparajinaz Uretimiyle ilgili
calismalar devam etmektedir [Chand vd., 2020]. E. coli ve Erwinia chrysanthemi
bakterilerine ek olarak L-asparajinaz Uretiminde kullanilan diger bakteri tiirlerinin

listesi Tablo 2.1'de verilmistir.

Tablo 2.1: L-asparajinaz enziminin elde edildigi bakteri tirleri.

Bakteriyel L-asparajinaz kaynaklari Referans
Pseudomonas fluorescens Kishore vd., 2015
Bacillus licheniformis MTCC 429 Sudhir vd., 2016
Pectobacterium carotovorum MTCC 1428 Kumar vd., 2010
Bacillus subtilis hswx88 Jiavd., 2013
Helicobacter pylori Maggi vd., 2015




Bakteriyel kaynaklarin yani sira ekonomik ve yiiksek uretim verimlerinden
dolay! bir diger yaygin asparajinaz Ureticileri mantar (Aspergillus, Penicillium ve
Fusarium gibi) kaynaklaridir. Mantarlar tarafindan Uretilen L-asparajinazlarin hiicre
disina salgilanmasi saflastirma asamalarinda oldukga ©nemli bir avantaj
saglamaktadir. GlUnimizde Aspergillus oryzae ve Aspergillus niger kaynakh
asparajinazlar gida sektorinde akrilamid giderimi icin yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir [Cachumba vd., 2016].

Bakteri ve mantarlarin disinda Streptomyces ginsengisoli, Streptomyces
griseoluteus gibi aktinomisetler ve Saccharomyces, Candida, Pichia gibi maya tirleri
de bilinen asparajinaz Ureticileridir.

Ekstrem kosullar altinda yasayan termofilik organizmalardan elde edilen
termostabil enzimler, yiksek sicakliklara karsi direngli olabilmekte ve aktivitelerini
kaybetmeden uzun sire oda sicakhginda kararhliklarini koruyabilmektedirler.
Ozellikle endistriyel amaglh kullanilacak enzimler igin termofilik organizmalar,
potansiyel olarak degerli kaynaklardir. Bu nedenle L-asparajinaz enziminin
endustriyel uygulamalardaki kullanilabilirligini artirmak, maliyetini distrmek ve
kimyasal denaturantlara karsi direngliligini artirmak icin yeni termofilik

organizmalarin kesfedilmesi oldukca 6nemlidir [Safary vd., 2019].

2.4. Termofilik Geobacillus kaustophilus’un Ozellikleri

Geobacillus kaustophilus (HTA 426), Mariana Cukuru’nun derin deniz
diplerinden izole edilen termofilik, Gram (+) bir bakteridir. Optimum biylime sicaklig
60 °C olmakla birlikte 74 °C sicakhga kadar dayanabilmektedir. 3.54 Mb biyukliginde
halkasal bir kromozoma ve 47.9 kb blyuklGglnde halkasal plazmit DNA’sina sahiptir.
Genomunun vyaklasik %86’sina denk gelen 3498 adet protein kodlayan dizisi
bulunmaktadir [Takami vd., 2004a; Takami vd., 2004b]. Ozdemir vd., 2022 tarafindan
ilk kez G. kaustophilus DSM 7263T susundan heterolog olarak tretimi gerceklestirilen
ve dizisi belirlenen L-asparajinaz enzimi 323 aminoasitten olusmaktadir ve yaklasik

buyuklGgu 37 kDa’dur (GenBank: ON035784.1, Protein ID: UUB84579.1, NCBI).



2.5. L-Asparajinaz Uretim Yéntemleri

Hem gida hem de farmasotik uygulamalar igin kullanilacak enzimlerin kolay bir
sekilde Uretimi, basit saflagtirma metotlari ile yiksek verimlilikte elde edilmesi ve
Uretimde dulsik maliyet istenilen 6zelliklerdendir. L-asparajinaz enzimi glinimiize
kadar Submerged fermantasyon (SF), Solid-state fermantasyon (SSF) ve rekombinant
DNA teknolojisi kullanilarak bircok farkli organizmadan Uretilmis ve optimize
edilmistir. L-asparajinazin endistriyel Gretiminde, ilk baslarda kolay kullanimi ve
blyik Olgekte enzim Uretimine olanak saglamasindan dolayr Submerged
fermantasyon (SF) teknigi kullanilmistir. Ancak Uretim sonucunda yiiksek miktarda
attk olusumu ve (retim maliyetinin fazla olmasi bu yodntemin kullanimini
sinirlandirmistir. Solid-state fermantasyon (SSF) teknigi de asparajinaz lretiminde
kullanilan diger bir yontemdir. SSF yonteminin, SF yontemine kiyasla ¢cok daha ytiksek
protein verimine sahip olmasi ve lretimin daha az maliyetle saglanmasi bu teknigin
avantajlarindandir [Batool vd., 2016; Jia vd., 2021].

Rekombinant DNA teknolojisi ise son vyillarda yiksek protein verimi, disik
maliyet ve imminojenisite gibi avantajlarindan dolayi tercih edilen bir yontemdir.
Bununla birlikte rekombinant DNA teknolojisinin enzim o6zelliklerini iyilestirmeye
yonelik mutasyon yapabilme imkani saglamasiyla dogal asparajinazlarin kisa yari-
omir ve yuksek immiinojenisite gibi dezavantajlarini ortadan kaldirmasi bir diger
onemli avantajidir [Zuo vd., 2015]. Ginimiizde rekombinant L-asparajinaz
Uretiminde proteinlerin yiiksek miktarda ifade edilmesine olanak saglamasindan
dolayi E. coli konakgi hiicresi ve IPTG (izopropil B-D tiogalaktozit) ile indiiklenen pET

ekspresyon sistemleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

2.6. L-Asparajinaz Enziminin Kullanim Alanlari

2.6.1. Kemoterapétik Ajan Olarak Kullanimi

Saglikh hicrelerin aksine kanser hiicreleri i¢in esansiyel bir amino asit olan L-

asparajin, amino asit tasinmasi/metabolizmasi ve protein biyosentezi gibi hayati



oneme sahip birgok yolakta gérev almaktadir. Basta lenf hiicreleri olmak Uzere ¢ogu
timor hicresi, hizli  bir sekilde bilylyebilmek ve protein sentezlerini
gercgeklestirebilmek icin ylksek miktarda asparajin amino asidine ihtiya¢ duymaktadir
[Shakambari vd., 2018; Ozdemir vd., 2022]. Normal hiicreler asparajin sentetaz
enzimini kullanarak esansiyel olmayan asparajin amino asidini sentezleyebilirken;
kanser hiicreleri asparajin sentetaz enziminden yoksun olduklari icin bu amino asidi
sentezleyemezler. Bu nedenle timor hiicrelerinin hayatta kalabilmeleri ve
cogalmalari dolasimdaki (kan serumu) asparajin seviyesine baghdir [Shrivastava vd.,
2016]. Terapotik ajan olarak kan dolasiminda L-asparajinaz enziminin varhgi ise
buradaki asparajin amino asidini hidroliz ederek kanser hiicrelerinin asparajin amino
asidinden yoksun kalmalarina dolayisiyla protein sentezinin inhibisyonuna ve hiicre
apoptozuna neden olmaktadir. Saghkh hiicreler ise asparajin sentetaz enzimini
kullanarak asparajin Uretebildikleri icin kan serumunda bulunan asparajinaz

aktivitesinden etkilenmemektedirler [Chand vd., 2020] (Sekil 2.4).

L-Asparajin

l L-Asparajinaz

" Hiicreler
—_— Aspartat =l L-Asparajin ) el
Aspartat P Asparajin paraj hayatta kalir

sentetaz

Normal Hiicre

L-Asparajin

!
‘ L-Asparajinaz

Aspartat ——

Tlmor
hiicreleri
olir

Tlimor Hiicresi

Sekil 2.4: Normal ve kanser hiicrelerinde L-asparajinaz mekanizmasi.

L-asparajinaz enzimi, uzun vyillardir akut lenfoblastik [6semi (ALL), Hodgkin
hastaligi, akut miyelositik 16semi ve melanosarkoma gibi hastaliklarin tedavisinde
kemoterapoétik ajan olarak kullaniimaktadir. Glinlimizde ALL hastaliginin tedavisinde
FDA onayl yaygin bir sekilde kullanilan g asparajinaz formilasyonu bulunmaktadir.
Bunlar sirasiyla; E. coli'den iretilen dogal L-asparajinaz (Elspar®), bu enzimin

pegillenmis formu olan (Oncaspar®) ve Erwinia chrysanthemi’den elde edilen L-
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asparajinaz (Erwinase®) enzimleridir [Dias G. vd., 2016]. Ancak bu enzimlerin tedavi
amacl uzun sireli kullanimi asiri duyarhlik reaksiyonlari ve toksisite gibi istenmeyen
yan etkilere sebep olmaktadir.

Asparajinazlarin toksisitesi, enzimin glutaminaz aktivitesiyle
iliskilendirilmektedir. Bu nedenle glutaminaz aktivitesi olmayan ve daha az yan etki
olusturabilecek okaryotik asparajinazlar ile ilgili calismalar hala devam etmektedir.
Bununla birlikte son zamanlarda asparajinaz enziminin enkapsiilasyonu ve farkli
destek materyalleri lGzerine immobilizasyonuyla ilgili calismalar da yapilmaktadir. Bu
calismalar ile asparajinaz enzimi modifiye edilerek 6zelliklerinin iyilestirilmesi ve
immdunojenitesinin azaltilmasi amaglanmaktadir. Ginimiizde nanokapsulli FDA
onayll asparajinaz enzimi bulunmasa da bu modifikasyonlar, enzimin stabilitesini
artirmakla birlikte alerjik reaksiyonlar ve toksisite gibi yan etkileri de ortadan

kaldirmaktadir [Darvishi vd., 2022].

2.6.2. Biyosensor Uygulamalan

Hem gida enduistrisinde hem de ALL ve diger lenfosarkom hastaliklarinin
tedavisinde L-asparajinaz bazli biyosensérler, asparajin seviyesini 6lgmek icin
kullanilmaktadir. Glinimizde L-asparajin analizi igin kullanilan XRD, SEM ve TEM gibi
spektroskopik yontemlerin zorlugu ve bazi dezavantajlari sebebiyle biyosensor
kullanimi bu yontemlere tercih edilmektedir [Batool vd., 2016]. Biyosensoriin ¢calisma
mekanizmasi, asparajinazin asparajini hidroliz etmesi sonucu a¢iga ¢cikan amonyagin
pH’ta bir degisiklige neden olmasi bunun sonucunda da renk ve absorpsiyon
degisikligine sebep olmasidir [Nunes vd., 2020].

2012 yilinda Verma ve arkadaslari, gida 6rneklerindeki asparajin seviyesini
incelemek igin L-asparajinaz Greten bakterileri fenol kirmizisi indikatoriyle birlikte bir
matriks Gzerine immobilize etmistir. Bunun sonucunda pH degisimiyle birlikte renk

degisimini kullanan hiicre tabanli bir biyosensor gelistirmistir [Krishnapura vd., 2016].
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2.6.3. Amino Asit Biyosentezi

L-asparajinaz enzimi, aspartat tlirevli aminoasitlerin biyosentezinde énemli rol
oynamaktadir. Krebs donglsii ya da asparajinaz enziminin hidrolizi sonucu ag¢iga ¢ikan
aspartik asit; lizin, treonin, metionin ve izolésin amino asitlerinin énci molekultddr.
Bu nedenle L-asparajinaz enzimi, amino asit metabolizmasinda da yer alan 6nemli bir

enzimdir [Qeshmi vd., 2018].

2.6.4. Gida Endiistrisinde Kullanimi

L-asparajinaz enzimi, son yillarda gida endustrisinde akrilamid giderici ajan
olarak dikkatleri Gizerine ¢ekmistir [Krishnapura vd., 2016; Dias vd., 2017; Correa vd.,
2021]. 1994 yilinda Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan grup 2A’da
insanlar icin potansiyel karsinojen olarak siniflandirilan akrilamid; suda ¢ozilinebilen,
renksiz, kokusuz, nérotoksik ve genotoksik etkilere sahip bir maddedir [Adebo vd.,
2017; Munir vd., 2019].

2002 vyilinda isve¢ Ulusal Gida Otoritesi ve Stockholm Universitesi
arastirmacilarinin patates ve tahil gibi cok cesitli gida trinlerinde akrilamid varhigini
ortaya koymasi biylk endise uyandirmistir. Bu kesif, bilim insanlarini akrilamid
olusumuna sebep olan faktorleri bulmaya ve akrilamid olusumunu engellemeye
yonelik stratejileri arastirmaya yonlendirmistir.  Akrilamid ¢ig§ gidalarda
bulunmamakla birlikte 6zellikle karbohidratca zengin gidalarin (ekmek ve patates
cipsi gibi) ylksek sicaklik ve diusik nem kosullarinda pisirilmesi veya kizartilmasi
sonucu ac¢iga ¢cikmaktadir [Rifai ve Saleh, 2020; Maan vd., 2022].

Yapilan son arastirmalara gore akrilamid olusum mekanizmalariyla ilgili en ¢ok
kabul goren iki yolak bulunmaktadir. Bunlar; Maillard reaksiyonu ve akrolein
yolagidir. Maillard reaksiyonu, 120 °C ve lzerindeki sicakliklarda isleme tabi tutulan
nisastaca zengin gidalarda dogal olarak bulunan serbest L-asparajinin a-amino grubu
ile indirgenen sekerin (glikoz ve fruktoz gibi) karboksil grubu arasinda gerceklesmekte
ve reaksiyon sonucunda akrilamid acgiga c¢ikmaktadir [Krishnapura vd., 2016;

Sivasankari vd., 2018] (Sekil 2.5). Maillard reaksiyonu, akrilamid olusumunun yani sira
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ayni zamanda firinlanmis gidalardaki kahverengi renk ve kizarmis lezzetin

olusumundan da sorumludur [Baskar ve Aiswarya, 2018].

o
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OH N o
o Glukoz OH OH N
o E 151 (kizartma)  po | OH i i 0
Y\HJ\UH Asit (gastrik) Y\\\
HaN NHz OH OH OH NH3
Asparajin H0 schiff baz Akrilamid

Sekil 2.5: Maillard reaksiyonu sonucu akrilamid olusumu.

Akrilamid, ayrica yagli gidalarin isitilmasi sonucu akrolein 6ncii maddesinden de
olusabilmektedir. Yuksek sicaklikta monoagilgliseroliin bozunmasiyla birlikte akrolein
olusmakta ve ardindan akroleinin oksitlenmesiyle akrilik asit olusmaktadir. Serbest
asparajin varliginda ise akrilik asitin karbon kaynagi, asparajinin de amino grubu
saglamasiyla birlikte toksik akrilamid olusumu gerceklesmektedir [Bachir vd., 2022].

Patates, ekmek, biskiivi ve kahve gibi sikca tliketilen gidalardaki ylksek
akrilamid seviyeleri saghk icin oldukca tehlikelidir. Yetiskin bir insan icin gunlik
ortalama akrilamid alimi 0.3-0.6 mg/kg olarak hesaplanmistir. Bu nedenle yaygin
olarak tuketilen bu gidalarda ylksek miktarda akrilamid bulunmasi endise
uyandirmaktadir [Muneer vd., 2020]. Sik¢a tiiketilen karbohidratca zengin bazi gida

Urlnlerindeki akrilamid icerikleri Tablo 2.2" de verilmistir.

Tablo 2.2: Farkli gida Urlinlerindeki akrilamid miktarlari.

Gida uriinleri Akrilamid igerigi (ng/kg) Referans
Kizarmis patates 375-7024
Cikolata 750 Adebo vd., 2017
Patates cipsi 90-802
Ekmek 90-802
Kavrulmus kahve 45-9359
Unlu mamul ve bisklvi 18-3324 Krishnakumar ve Visvanathan 2015
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Yaygin olarak tiketilen besin maddelerindeki akrilamid miktarini azaltmak igin
uygulanan stratejilerin ¢ogu; pisirme sirasinda sicakligin kontrol edilmesi, pH’In
disurilmesi ve zamanin kontrol edilmesi gibi isleme siireglerine dayanmaktadir [Dias
vd., 2017]. Patates kizartmasinda akrilamid olusumunu engellemek icin agartma
yontemi kullanilmis ve %20-78 oraninda bir azalma goézlemlenmistir. Ancak bu islem
onemli 6l¢lide besin kaybina sebep olmustur [Patial vd., 2022]. Bununla birlikte diistk
L-asparajin veya disik seker icerigine sahip hammaddelerin kullanilmasi gibi
yontemler de akrilamid giderimi icin Onerilmistir. Ancak bu yéntemler, akrilamid
miktarini azaltsa da gida Grinlerinin renk, tat ve doku gibi istenilen oOzelliklerini
olumsuz etkilediginden dolayi tercih edilmemektedir [Cachumba vd., 2016; Xu vd.,
2016].

Gidalarin gorsel ve besleyici 6zelliklerini etkilemeden akrilamid miktarini
azaltmanin en etkili ve basit yollarindan biri ise L-asparajinaz enziminin
kullanilmasidir. Gidalarin kizartilmadan/pisiriimeden 6nce asparajinaz enzimi ile
muamele edilmesi sonucu gidalarda bulunan L-asparajin, aspartik asit ve amonyaga
donidsmektedir. Sonug olarak gida iceriginde akrilamidin 6nci maddesi olan L-
asparajin seviyesinin azalmasiyla birlikte Maillard reaksiyonu gerceklesemediginden
akrilamid olusumu 6nemli 6l¢lide azalmaktadir [Sanghvi vd., 2016; Jia vd., 2021] (Sekil
2.6). Akrilamid gideriminin yani sira L-asparajinaz enzimi ile muamele, gidalarin

lezzetini artiran glutamik asit icerigini de artirmaktadir [Munir vd., 2019].
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Sekil 2.6: L-asparajinaz enzimi ile akrilamid gideriminin sematik gosterimi.
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L-asparajinaz enziminin sahip oldugu bu o6zellikler, arastirmacilarin dikkatini
¢cekmis ve giinlimize kadar birgok farkli mikrobiyal kaynaktan elde edilen asparajinaz
enziminin gidalara muamele edilmesi sonucu akrilamid giderim potansiyelini
inceleyen bircok c¢alisma yapilmistir. Bu c¢alismalardan bazilari Tablo 2.3'te

Ozetlenmistir.

Tablo 2.3: Serbest L-asparajinazin gidalardaki akrilamid giderimi Gzerine etkisi.

Gida Enzim kaynagi Akrilamid giderimi Referans
Acinetobacter soli % 55.9 Jiao vd., 2020
Patates Thermococcus zilligii % 80.5 Zuo vd., 2015
Pseudomonas oryzihabitans % 90 Bhagat vd., 2016
Kahve Penicillium crustosum % 75.8 Khalil vd., 2021
Unlu Fusarium culmorum % 86 Meghavarnam ve
Mamul Janakiraman, 2018
Thermococcus kodakarensis % 60 Hong vd., 2014

Su anda gidalardaki akrilamid olusumunu engellemek icin yaygin bir sekilde
kullanilan iki ticari enzim bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla Aspergillus oryzae ve
Aspergillus niger mantarlarindan elde edilen Acrylaway® ve PreventASe® enzimleridir
[Muneer vd., 2020]. Patateste Acrylaway ticari enziminin kullaniimasiyla birlikte
akrilamid iceriginde %67 oraninda bir azalma gorilmdistir. Ayni enzimin ekmek, cips
ve bisklvi gibi gidalara uygulanmasi sonucu ise akrilamid miktarinin %92’ye kadar
azaldig1 gozlemlenmistir [Sivasankari vd., 2018]. L-asparajinaz enzimi, spesifik olarak
gidalardaki serbest asparajinin hidrolizini katalizlediginden dolayi gida icerigindeki
diger amino asitler bu islemden etkilenmemektedir. Boylece akrilamid miktari

azalirken besin degerinde herhangi bir degisiklik gorilmemektedir.

2.7. Enzim immobilizasyonu

Bircok kimyasal reaksiyonu kataliz etme yetenegine sahip olan enzimler; yiksek
aktiviteleri ve 6zgulliklerinden dolayi gesitli alanlarda genis kullanim potansiyeline

sahiptirler. Ancak stabilitelerinin ve yeniden kullanilabilirliklerinin diisiik olmasi, bu
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alanlarda kullanimlarini sinirlayan 6nemli faktorlerdir. Bu nedenle endustriyel
uygulamalarda kullanilacak enzimlerin, genis sicaklik ve pH araliklarinda kararli
olmalari ve maliyet agisindan tekrar kullanilabilir olmalari arzu edilen 6zelliklerdendir
[Ulu vd., 2016; Nunes vd., 2020].

Mikroorganizmalar tarafindan Uretilen serbest enzimler, cesitli endistrilerde
yaygin bir sekilde kullanilsa da yiksek sicakliklarda kararliliklarini koruyamamalari,
kisa yari 6mre sahip olmalari ve yeniden kullanilabilirliklerinin olmamasi gibi
dezavantajlara sahiptirler [Orhan ve Aktas Uygun, 2020; Noma vd., 2020]. Bu
dezavantajlari ortadan kaldirmak ve enzimlerin 6zelliklerini iyilestirmek icin son
yillarda vyeni stratejiler gelistiriimektedir. Endustriyel uygulamalarda serbest
enzimlerin sahip oldugu sorunlarin Ustesinden gelmek ve enzimleri daha kullanigl
hale getirmek igin gelistirilen en 6nemli stratejilerden biri, enzim immobilizasyon
(hareketsizlestirme) teknolojisidir [Monajati vd., 2018].

Enzim immobilizasyonu, dogal (native) enzimlerin substrat ve tirlinden farkh bir
tasiyict matrikse baglanmasi olarak tanimlanmaktadir. Tasiyict materyal ve
immobilizasyon yontemi immobilize enzimlerin performansini etkileyen 6nemli
faktorlerdir. Bu nedenle tasiyici destek sistemlerinin; biyouyumlu olmasi, uygun
maliyetli olmasi, yeniden kullanilabilir olmasi, kolay ulasilabilir olmasi ve en 6nemlisi
toksik 6zellik gbstermemesi gerekmektedir [Ulu ve Ates, 2017].

Enzim immobilizasyonu ile uygun destek sistemlerine baglanan enzimler,
serbest enzimlerin istenmeyen kisitlamalarina ¢6zim sunarken, tercih edilen
immobilizasyon stratejisine baglh olarak daha iyi secicilik, tekrar kullanilabilirlik,
depolama kararlihg, sicakhk ve pH stabilitesi gibi gelismis 6zellikler de gdstermektedir
[Basso ve Serban, 2019; Federsel vd., 2021]. Ozellikle endiistriyel uygulamalar icin
maliyet, sinirlayici bir faktordir. Bu yiizden tek kullanimlik serbest enzimlere kiyasla
immobilize enzimlerin reaksiyon ortamindan kolayca uzaklastirilarak yeniden
kullanim icin geri kazanimi ¢cok daha ekonomiktir. Ayrica reaksiyon trinlerinin, enzim
molekdlleri ile kontamine olmamasi gida ve saglik endustrilerinde immobilize
enzimlerin kullanim potansiyelini artirmaktadir [Orhan ve Aktas Uygun, 2020; Alam

vd., 2021].
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2.8. Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Uygun immobilizasyon yonteminin sec¢imi, belirli bir reaksiyondaki enzim
aktivitesinin ve ozelliklerinin belirlenmesinde rol oynadigi igin olduk¢a dnemlidir.
immobilizasyon ydntemleri, enzim ve destek sistemi arasindaki etkilesime gore
fiziksel ve kimyasal yontemler olmak Uzere iki grupta siniflandirilmaktadir. Fiziksel
yontemler; hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, van der Waals kuvvetleri ve
iyonik baglanma gibi zayif etkilesimlerken kimyasal yontemler; amid baglar gibi
kuvvetli kovalent etkilesimlerdir. Dolayisiyla fiziksel immobilizasyon yonteminde
enzim ve matriks arasindaki etkilesimler geri donusturilebilirken, kimyasal yontemde
enzim matrikse geri dontisimsiz bir sekilde baglanir ve aktivitesini kaybetmeden
tasiyict matriksten ayrilamaz.

Enzimlerin immobilizasyonunda kullanilan en yaygin teknikler; adsorpsiyon,
kovalent baglama, ¢apraz baglama ve tutuklama’dir [Gongalves Filho vd., 2019].
Immobilizasyonda kullanilan diger yéntemler, Sekil 2.7’de sematik olarak

gosterilmistir.

’ Enzim immobilizasyon Yontemleri ‘

’ Kimyasal Yontemler ‘ | Fiziksel Yontemler ‘
‘Kovalent Baélama‘ ‘ Capraz Baglama ‘ ’ Tutuklama ‘ ‘ Adsorpsiyon ‘ ‘Enkapsﬂlasyon
s O
e \® @/
<S9S/

Sekil 2.7: Enzim immobilizasyon yéntemleri.

2.8.1. Kovalent Baglama Yontemi

Bu yontemde; enzimler, tasiyici destek materyaline kovalent baglarla geri
donisimsiz bir sekilde baglanmaktadir. Diger yontemlerle karsilastirildiginda

kovalent baglar, enzim ile destek arasinda gii¢li bir baglanma sagladigindan dolayi
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enzimin yeniden kullanilabilirligini artirmakta ve enzimin reaksiyon ortamina kolay bir
sekilde salinmasini 6nlemektedir [Mohamad vd., 2015]. Ayrica proteinin (¢ boyutlu

yapisini korudugu igin de immobilizasyonda en iyi yontemlerden biri olmustur.

2.8.2. Capraz Baglama Yontemi

Capraz baglama, enzimlerin stabilitesini artirmak icin kullanilan ve enzimlerin
baglanmasinda herhangi bir tasiyict matriks gerektirmeyen immobilizasyon
yontemidir. Bu immobilizasyon islemi, enzimin yilizeyinde bulunan spesifik amino asit
gruplariyla capraz baglayict  bir reaktif kullanilarak gerceklestiriimektedir.
Glutaraldehit, capraz baglama yonteminde en yaygin kullanilan baglayici ajandir.
Glutaraldehitteki aldehit gruplarinin enzimin serbest amino gruplariyla reaksiyona

girmesiyle baglanma gerceklesmektedir [Gongalves Filho vd., 2019].

2.8.3. Fiziksel Adsorpsiyon Yontemi

Yaygin olarak kullanilan bu yontem, hidrofobik ylizeylere pasif adsorpsiyon veya
yukli ylzeylerle elektrostatik etkilesimleri icermektedir. Kovalent olmayan bu
immobilizasyon yontemi, zayif ve geri donistirulebilirdir. Bu durum enzimlerin
destek materyalinden sizmasina ve zamanla enzim aktivitesinin azalmasina sebep
olmaktadir [Homaei vd., 2013]. Ancak disik maliyetli olan bu yontem ile enzimler

kolay bir sekilde destek materyaline yeniden baglanabilmektedir.

2.8.4. Enkapsiilasyon Yontemi

Bu yontemde enzimler, kiiciik molekillerin gegisine izin veren gozenekli
polimerik yapilarda tutulmaktadir. Enzim molekdilleri substrat ve Uriinlerden daha
blyuk boyutta oldugundan dolayi membrandan gegemez ve zarin igerisinde kalir. Bu
durum enzimlerin uzun siire stabil kalmalarina olanak saglamaktadir [Goncalves Filho

vd., 2019].
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2.8.5. Tutuklama Yontemi

Tutuklama, enzimin kapali bir ag icerisinde fiziksel olarak kisitlanmasi seklinde
tanimlanmaktadir. Bu yontem, substrat ve Urlnlerin gecisine izin vermekte ancak i¢
yaplyl korumaktadir. Boylece enzim sizintisi en aza indirilirken enzimin polimer
yapiyla etkilesime girmemesi denaturasyonu da onlemektedir. Toksik olmamasi ve
hafif jellesme 06zelliginden dolayl aljinatlar tutuklama yodnteminde en yaygin

kullanilan polimerlerdendir [Mohamad vd., 2015].

2.9. L-Asparajinaz immobilizasyonu

L-asparajinaz enzimi; gida, farmasoétik, ilag ve biyosensér gibi alanlarda yaygin
kullanim potansiyeline sahip endustriyel bir enzimdir. Bununla birlikte endstriyel
uygulamalarda enzimlerin yiksek sicakliklarda isleme tabii tutulmasi nedeniyle
asparajinazlarin stabilitesi ve yeniden kullanilabilir olmasi olduk¢a onemlidir. Bu
nedenle immobilizasyon yontemleri kullanilarak asparajinazlarin termal stabilitesi,
aktivitesi ve substrat afinitesi gibi dogal ozellikleri gelistirilmekte ve endustriyel
uygulamalar icin daha uygun hale getirilmektedir [Jia vd., 2021].

Gunlmiuze kadar, L-asparajinaz enzimi organik, inorganik ve hibrit malzemeler
(kitosan, aliminyum oksit pellet, agaroz kiireler ve manyetik nanopartikiller) gibi
cesitli tasiyict matriksler tizerine immobilize edilmistir [Ulu ve Ates, 2017]. Literatiirde
L-asparajinazin; biyobozunabilir p(MAA-co-MMA)- nisasta kompoziti (Ulu vd., 2016),
aliiminyum oksit peletleri (Agrawal vd., 2018) ve NHS-modifiye agaroz kireleri (Li vd.,

2020) tzerine immobilizasyonu rapor edilmistir.
2.9.1. L-Asparajinaz immobilizasyonunda Nanotasiyici Malzemeler

Enzimlerin gesitli matriksler tGzerine immobilizasyonu; daha iyi kinetik, stabilite
ve vyeniden kullanilabilirlik 6zellikleri kazandirdigl icin enzimlerin endustriyel
uygulamalarda kullanimini kolaylastirmistir [Alam vd., 2021]. Su ana kadar yukarida

belirtildigi gibi enzim immobilizasyonu igin, organik veya sentetik polimerler,
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hidrojeller, silika jeller ve mezogbzenekli malzemeler tasiyici matriks olarak
kullaniimistir.

Son on yilda ise nanomalzemeler ve nanoyapllar, yiiksek yizey alanlari, yliksek
biyokatalitik verimlilikleri ve ylksek enzim/protein yikleme kapasiteleri nedeniyle
enzimler veya proteinler icin tasiyicilar olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
[Costa wvd., 2018]. Literatlirde L-asparajinaz immobilizasyonu icin farkli
nanomalzemeler kati destek sistemleri olarak bildirilmistir.

Nanomalzemeler arasinda ozellikle manyetik nanopartikiiller; yiksek ylzey
alani, genis yuzey/hacim orani, dusik toksisite, ylksek biyouyumluluk ve
sliperparamanyetizma gibi benzersiz Ozelliklerinden dolayi enzim
immobilizasyonunda buyuk ilgi gormektedir. Sahip olduklari manyetik 6zellik
sayesinde bir miknatis kullanilarak reaksiyon ortamindan kolay bir sekilde
ayrilabilmeleri yeniden kullanimlari agisindan 6nemli avantajlarindan biridir. Bununla
birlikte manyetik nanopartikillerin bir polimer ile kaplanarak sentezlenebilmesi ve
ylzeyinde farkl fonksiyonel gruplari bulundurabilmesi gesitli alanlarda siklikla tercih
edilmesini saglayan 6nemli 6zelliklerindendir [Ulu vd., 2019a].

Dikkatleri ceken bir diger nanomalzeme, grafen oksit (GO)’tir. Ayirt edici
elektriksel, termal ve mekanik Ozelliklerinden dolayr nanoelektronik cihazlarda,
nanokompozit malzemelerde ve biyosensér alanlarinda vyaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Grafen oksitlerin islevsellestirilerek toksisitesinin azaltiimasi onlarin
enzim immobilizasyonunda tasiyici matriks olarak kullanilmasini saglayan onemli
avantajidir [Monajati vd., 2018].

Son zamanlarda ise Ozellikle silindirik grafen levhalardan olusan karbon
nanotlp (CNT)’ler; katmanli ici bos yapilari, diisik maliyeti, ylksek kimyasal ve termal
kararhliklar, yiksek mekanik dayanikliklar, yiksek enzim yilklenmesi,
biyouyumlulugu ve genis ylizey alani gibi olaganistl 6zelliklerinden dolayl enzim
immobilizasyonunda popller desteklerden biri olmustur [Ulu vd., 2019b; Habimana
vd., 2021]. Bununla birlikte CNT’lerin toksisitesi, endistriyel uygulamalari agisindan
endiseye sebep olmakta ve kullanimlarini kisitlamaktadir. Ancak CNT ylzeylerinin
islevsellestiriimesi yoluyla toksisitenin azaldigi bildirilmistir. Son vyillarda yapilan
calismalarda ylzey karboksil gruplari ne kadar fazla ise toksisitenin o kadar az oldugu

ve toksisitenin islevsellestirme yogunluguna bagh oldugu gosterilmistir. Tim bu
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Ozellikler, immobilizasyon igin CNT’lerin etkili bir destek sistemi oldugunu ortaya
koymaktadir [Almeida vd., 2021].

CNT’ler agik veya kapali uglu bir (tek duvarli karbon nanotiip, SWCNT) veya daha
fazla katmandan (¢ok duvarli karbon nanotiip, MWCNT) olusan kesintisiz silindirlerle
birlestirilmis karbon atomlarindan olusmaktadir [Cristovao vd., 2020]. Enzimlerin CNT
Uzerine immobilizasyonu, ya zayif etkilesimler kullanilarak fiziksel adsorpsiyon yoluyla
ya da oksitlenmis CNT’lerin Uzerine kovalent immobilizasyon vyoluyla
gerceklesmektedir [Almeida vd., 2021]. Enzimlerin CNT’ler izerine immobilizasyonu;
stabiliteyi, raf émriinli, depolama kararliligini, seciciligi ve yeniden kullanilabilirligi
gelistirdigi icin onemli destek sistemlerinden biri olmustur [Costa vd., 2018].

Tim bu 6zellikler goéz 6niine alindiginda L-asparajinaz enzimi, daha iyi katalitik
etkinlik, termal kararlilik ve yeniden kullanilabilirlik igin farklh nanomalzemeler
Uzerine basarili bir sekilde immobilize edilmistir. Bu immobilizasyon ¢alismalarindan

bazilari Tablo 2.4’te 6zetlenmistir.

Tablo 2.4: L-asparajinazin farkli nanomalzemeler izerine immobilizasyonu.

L-asparajinaz Tasiyicl immobilizasyon Referans
Kaynagi Matriks Yontemi
E. coli Manyetik poli Kovalent Orhan ve Aktas

(Sigma-Aldrich)

(HEMA-GMA) NP

Iimmobilizasyon

Uygun, 2020

E. coli

Aspartik asit islevselli

Fiziksel

Monajati vd.,

(Medac®, Wedel) GO nanotabaka Adsorpsiyon 2018
Aspergillus Altin nanopartikul Fiziksel Baskar vd.,
terreus (AuNP) Adsorpsiyon 2018

E. coli Aliminyum oksit Fiziksel Agrawal ve
(Sun-pharma.) nanopartikil (AONP) Adsorpsiyon Kango, 2019
E. coli FesO; @ altin Fiziksel Tarhan vd.,,
(ProSpec) nanopartikil Adsorpsiyon 2020

E. coli Cok Duvarli Karbon Fiziksel Cristovao vd.,
(Deltaclon S.L.,) Nanotip (MWCNT) Adsorpsiyon 2020

E. coli Kalsiyum-Aljinat/ Tutuklama Ulu vd., 2019b
(ProSpec) MWCNT-COOH

Aspergillus Oksitlenmis MWCNT Fiziksel Haroun vd.,
versicolor Adsorpsiyon 2020

E. coli Nitrik asit islevselli Fiziksel Almeida vd.,
(ProSpec) MWCNT Adsorpsiyon 2021
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2.9.2. immobilize L-Asparajinazlarin Gida Endiistrisindeki Uygulamalari

L-asparajinaz enzimi; gida, farmasotik ve biyosensor gibi alanlarda yaygin
kullanim potansiyeline sahip olsa da ¢evresel kosullardan etkilenmesi ve maliyetinin
ylksek olusu gibi kullanimini kisitlayan bazi dezavantajlara sahiptir. Son yillarda bu
dezavantajlarin Ustesinden gelmek icin enzim immobilizasyon teknolojisi gelistirilmis
ve L-asparajinaz enzimi de farkli tasiyici matriksler Gzerine basarili bir sekilde
immobilize edilmistir. immobilize asparajinazlarla ilgili ¢ogu calisma tibbi
uygulamalara odaklanmistir. Gida enddustrisinde kullanimiyla ilgili yalnizca birkag
calisma bulunmaktadir. Bizim de c¢alismamizi olusturan immobilize L-asparajinazin
gida endustrisinde akrilamid giderimindeki potansiyelini inceleyen calismalardan
bazilari bu boliimde sunulmustur.

Ravi ve Gurunathan (2017), vyaptiklari calismada Aspergillus terreus
mantarindan elde ettikleri L-asparajinaz enzimini glutaraldehit kullanarak kitosan
Uzerine kovalent olarak immobilize etmislerdir. Kitosan-immobilize asparajinazin
proton nikleer manyetik rezonans spektroskobu (*H-NMR), taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve fourier-donisimli kizilotesi spektroskobu (FTIR) kullanarak
enstrimental analizini gergeklestirdikten sonra akrilamid giderimini belirlemek igin
hem serbest hem de kitosan-immobilize asparajinaz enzimini kochchi kesel muz
dilimlerine 6n muamele etmislerdir. Kochchi kesel muz dilimleri hem serbest hem de
immobilize enzim (5U/mL) siispansiyonlarinda 60 °C’'ta 20 dakika bekletilmis ardindan
180 °C'ta 25 dakika kizartilmistir. Serbest enzimle karsilastirildiginda kitosan-
immobilize asparajinaz ile muamele edilen kizarmis kochchi kesel’lerin akrilamid
miktarinin yaklasik %49 oraninda azaldigi yiksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC) ile belirlenmistir.

Aiswarya ve Baskar (2017), yapmis olduklari calismada Aspergillus terreus
kaynakl L-asparajinaz enzimini glutaraldehit kullanarak manyetik nanopartikdl
lizerine immobilize etmislerdir. immobilizasyondan sonra akrilamid giderimi icin
immobilize asparajinaz enzimini (4U/mL) patates dilimlerine 6n muamele ederek 170
°C’ta 15 dakika kizartmislar ve akrilamid miktarini HPLC ile belirlemislerdir. Deney
sonucunda patates cipsindeki akrilamid miktarinin yaklasik %75 oraninda azaldigini
gostermislerdir.
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Agrawal vd., (2018), vyaptiklari g¢alismada L-asparajinazin stabilitesini,
aktivitesini artirmak ve patates cipsinde akrilamid miktarini azaltmak icin E. coli L-
asparajinazini ¢apraz baglayici ajan olan glutaraldehit kullanarak aliminyum oksit
peletleri (AIOP) lizerine kovalent olarak immobilize etmislerdir. FTIR ve SEM analizleri
ile enzim immobilizasyonunu dogruladiktan sonra pH ve sicaklik gibi karakterizasyon
deneylerini yapmislardir. immobilize enzimin serbest enzime kiyasla daha iyi sicaklik
ve pH kararlihg! gosterdigini ve dokuz dongii sonunda bile aktivitesinde ¢ok fazla
azalma olmadigini tespit etmislerdir. Ayrica immobilize enzimle muamele edilen
patates cipslerindeki L-asparajin seviyesinin azaldigi ince tabaka kromatografisi (TLC)
ile gozlemlenmistir. Akrilamid miktarinin ise %80,5 oraninda azaldigi rapor edilmistir.
Elde edilen sonuglar L-asparajinazin aliminyum oksit peletleri Gzerine kovalent
immobilizasyonunun nisastali gidalardaki akrilamid miktarini azaltmada 6nemli
oldugunu gostermektedir.

Alam vd., (2018), yapmis olduklari g¢alismada manyetik (demir oksit)
nanopartikllleri APTES (3-Aminopropiltrietoksisilan) ile modifiye ederek L-
asparajinaz immobilizasyonu icin taslyici matriks olarak kullanmislardir. Bacillus
aryabhattai’den elde ettikleri L-asparajinazi glutaraldehit kullanarak APTES ile
modifiye edilmis manyetik nanopartikiller Uzerine kovalent olarak immobilize
etmislerdir. immobilize enzimin enstriimental analizini (SEM, TEM ve FTIR) ve her iki
enzimin karakterizasyonunu yaptiktan sonra serbest ve immobilize enzimin nisasta-
asparajin gida modelinde akrilamid giderimini test etmislerdir. immobilize enzimin 5
dongliden sonra %90 aktivitesini korudugunu ve substratina karsi daha iyi afinite
gosterdigini bulmuslardir. Akrilamid giderimi icin hem serbest hem de immobilize
asparajinazi (18U) gida ile 30 dakika muamele etmisler ve 180 °C'ta 5 dakika
kizarttiktan sonra akrilamid olusumunu HPLC ile belirlemislerdir. Serbest enzimle
muamele edilen gidada akrilamid olusumu %60 oraninda azalirken, immobilize enzim
ile muamele edilen gidada %99 oraninda azaldigi belirlenmistir. Elde edilen bu veriler
immobilize asparajinazin nisasta-asparajin gida modelinde akrilamid gideriminde
etkili bir biyokatalizér oldugunu gostermektedir.

Li vd., (2020), yaptiklari galismada gida alaninda glivenli bir tasiyici destek olan
N-hidroksistiksinimit (NHS) esterleri ile aktive edilmis dogal polisakkarit agaroz

kiireleri L-asparajinaz immobilizasyonunda tasiyici matriks olarak secmisler ve
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akiskan gida modelinde akrilamid miktarini azaltmak igin kullanmiglardir. Satin
aldiklari ticari L-asparajinazi hazirladiklari bu matrikse kovalent olarak immobilize
etmisler ve sonrasinda immobilize enzimin karakterizasyonunu ve yapisal analizlerini
(SEM, FTIR) gerceklestirmislerdir. immobilize enzimin 6 déngii sonunda aktivitesini
%93 korudugunu ve 28 giin boyunca depolamadan sonra aktivitesini %72 oraninda
korudugunu tespit etmislerdir. Ayrica immobilize asparajinazin (96U) 0.1 M nisasta
ile muamele edilerek 180 °C’ta 10 dakika kizartildiktan sonra akrilamid olusumunun
%89 oraninda azaldigini géstermislerdir.

Alam vd., (2021), yapmis olduklari calismada amin-islevli silan degistirici olan
APTES’i kullanarak, E. coli L-asparajinazini manyetik nanopartikil Gizerine immobilize
etmislerdir. Enzimin tasiyici matriks lGzerine immobilizasyonunu SEM, TEM, FTIR ve
XRD kullanarak dogrulamiglardir. Sonrasinda serbest ve immobilize enzimin kinetik
parametrelerini, termal kararliliklarini, yeniden kullanilabilirliklerini ve patates
cipsinde akrilamid giderimini incelemislerdir. 12 U serbest ve immobilize enzimi
patates ile 20 dakika muamele ettikten sonra 180 °C’ta 5 dakika kizartmislar ve
akrilamid giderimini HPLC ile analiz etmislerdir. Serbest enzim ile muamele edilen
patates cipslerinde akrilamid olusumu %45 azalirken, immobilize enzim ile muamele
edilen patates cipslerinde akrilamid olusumunun %95’ten fazla azaldigi gérilmdstar.
Bu sonuglar dogrultusunda immobilize enzimin gida endustrisinde akrilamid
gideriminde umut verici oldugu distnilmektedir.

Yassin vd., (2022), yaptiklari ¢calismada Aspergillus fumigatus mantarindan elde
ettikleri L-asparajinazi, biyouyumlu dekstran ve kitosan polimerlerine kovalent olarak
immobilize etmislerdir. FTIR analizi ile immobilizasyon islemi dogrulandiktan sonra
hem serbest hem de immobilize enzimin biyokimyasal ozelliklerini ve kinetik
parametrelerini belirlemislerdir. immobilize asparajinazin  kizarmis patateste
akrilamid giderimini belirlemek icin hem serbest hem de immobilize enzimler patates
dilimleri ile 40 °C’'ta 1 saat inkiibe edildikten sonra 180 °C'ta 5 dakika kizartiimis ve
akrilamid icerikleri HPLC ile belirlenmistir. Serbest enzimle muamele edilen patates
cipsinde akrilamid olusumu %48 azalirken kitosan-immobilize asparajinaz ile

muamele edilen patates cipsinde bu oran %87-90 olarak tespit edilmistir.
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3. MALZEME ve YONTEM

3.1. Malzemeler

3.1.1. Kullanilan Mikroorganizma Susu ve Plazmit Vektor

Yuksek miktarda gen ekspresyonu icin kullanilan E. coli Rosetta™ 2 (DE3)
hiicreleri ve rekombinant Geobacillus kaustophilus L-asparajinaz (GkASNaz) geninin
ekspresyonu icin kullanilan pET-22b(+) vektéri Novagen, Merck (Cat. No. 69744-3)
firmasindan temin edilmistir. pET-22b(+) vektori, proteinlerin periplazmik bolgeye
lokalizasyonunu saglayan bir N-terminal pelB sinyal dizisine ve proteinlerin
saflastiriimasinda kullanilabilecek C-terminal His-tag dizisine sahiptir. Vektore
klonlanan genler, T7 promotor bdlgesi igerdiginden dolayr konak¢i T7 RNA
polimerazlari tarafindan eksprese edilmektedir (Sekil 3.1 ve 3.2).

pET-22b(+)/GkASNazll rekombinant susu daha 6nceden laboratuvarimizda elde
edilmistir. GkKASNaz geni vektorde Ndel/BamHI-HF restriksiyon enzim kesim bolgeleri

arasina klonlanmistir.

TT promoder primer #50048-3
Baill T7 promoter - lac operator Xbal fro
M| DscM pelB loader ecl bl Barmi | EcoRt | Sac|
A Fra .. i t [
Eagl FI i - signal pepbidase
Sall Hind Il Natl Xhol Hiis=Tag Baul102 | B
T7 terminator T7 teminalor primer #85337-3

Sekil 3.1: pET-22b(+) vektorinin klonlama ve ekspresyon bolgesi.
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Sekil 3.2: pET-22b(+) vektoriniin dairesel haritasi.

3.1.2. Kullanilan Enzimler ve Kitler

Sonikasyondan o©nce hicreleri pargalamak igin kullanilan Lizozim enzimi
Thermo Scientific™ (Waltham, Massachusetts) firmasindan, BamHI-HF Restriksiyon
Endoniikleaz, Ndel Restriksiyon Endoniikleaz ve 10X CutSmart tampon NEB, BiolLabs
(USA) firmasindan temin edilmistir.

Plazmit izolasyonu icin kullanilan (Monarch® Plasmid Miniprep Kit) NEB,
BiolLabs (USA) firmasindan, BCA yontemi ile protein miktar tayin kiti (Pierce™ BCA

Protein Assay Kit) Thermo Fisher Scientific firmasindan temin edilmistir.
3.1.3. Kullanilan DNA ve Protein Molekiiler Belirtegleri

Agaroz jel elektroforezi goérintileri icin GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific) ve SDS-PAGE gérintileri icin PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder,

10 to 250 kDa (Thermo Scientific, USA) molekiiler belirtecleri kullanilmistir (Sekil 3.3).
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3 GeneRuler 1 kb DNA Ladder b kDa
~250
bp ng/0.5ug %
- ~130
10000 30 6
8000 30 6
70 14 ~100
5000 30 6 70
4000 30 6 : 54
3500 30 6
3000 70 14 ~55
2500 25 5
S — 2000 25 5
B 1500 25 5 35
—1000 60 12 an
—750 25 5 _— ~E
—500 25 5
= ?7 ) 2) 5 ’“‘]5 | —
9_7)
o ~10
g, Gel Blot
3~}
0.5 pg/lane, 8 cm length gel, 4-20% Tris-glycine SDS-PAGE
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 3.3: Kullanilan molekdler belirtegler. a) Molekiler DNA belirteci (Thermo
Scientific, 1 kb DNA Ladder); b) protein molekiler belirteci (Thermo Scientific).

3.1.4. Saflastirmada Kullanilan Malzemeler

Proteini saflastirmak icin HisTrap™ FF, 5 mL (GE Healthcare Biosciences) kolonu
kullanilmistir. HisTrap™ FF kolonu, Ni*2 metal iyonlarini icermektedir. Béylece
saflastirilacak rekombinant proteinde bulunan histidin aminoasitlerine kovalent
olarak baglanarak bu proteinlerin kolona tutunmasini saglamaktadir.

Saflastirma sonrasinda tampon degisimi icin kullanilan (10 kDa Amicon® Ultra-

15 Centrifugal Filter Unit), Merck firmasindan temin edilmistir.

3.1.5. Kullanilan Besiyerleri

Bu calismada kullanilan besiyerleri ve icerikleri Tablo 3.1’de listelenmistir. Tim
besiyerleri kullanimdan 6nce 121 °C’ta 20 dakika boyunca otoklav ile sterilize

edilmistir.

27



Tablo 3.1: Kullanilan besiyerleri ve igerikleri.

Besiyeri icerik
Luria-Bertani (LB) Broth (pH 7.5) | 5 g maya 0zitl, 10 g tripton ve 10 g NaCl
karistirilarak distile su ile 1 L'ye tamamlanir.

Luria-Bertani (LB) Agar (pH 7.5) | LB sivi besiyerine %1,5 oraninda agar eklenerek
hazirlanir.

%2 tripton, %0,5 maya 6ziti, 10 mM NaCl, 2,5
SOB Besiyeri mM KCI, 10 mM MgCl, ve 10 mM MgSO4
karistirilarak distile su ile 1 L'ye tamamlanir.

SOB besiyerine son konsantrasyonu 20 mM
SOC Besiyeri olacak sekilde filtre ile sterilize edilmis glikoz
eklenerek hazirlanir.

%10 Polietilen glikol (PEG) 6000 g/mol, %5
TSS Tamponu DMSO ve 50 mM MgCl, karistirilarak LB sivi
besiyeri ile 50 mL’ye tamamlanir.

3.1.6. Kullanilan Soliisyonlar ve Tamponlar

Tez calismasinda kullanilan sollisyon ve tamponlarin icerikleri Tablo 3.2’de

belirtilmistir.

Tablo 3.2: Kullanilan sollisyon ve tamponlar.

Protein Saflagtirmada Kullanilan Soliisyonlar

Lizis Tamponu (pH 8.0) | Baglanma Tamponu (pH 7.4) | Eliisyon Tamponu (pH 7.4)

NaH;P04 20 mM NaH;PO4 tamponu 20 mM NaH;PO4 tamponu 20 mM
NaCl 500 mM imidazol 20 mM imidazol 500 mM
imidazol 5 mM NaCl 0.5 M NaCl 0.5 M

Agaroz Jel Elektroforezi igin Kullanilan Soliisyonlar

50X TAE Tamponu (200 mL) %0,8'lik Agaroz Jel (40 mL)
Tris48,4 g Agaroz 0,32 g

Glasiyal Asetik Asit 11,42 mL 1X TAE tamponu 40 mL
0,5 M EDTA (pH 8.0) 20 mL RedSafe 3 pL
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Tablo 3.2: Devam.

SDS-PAGE igin Kullanilan Soliisyonlar

10X SDS Yiiritme Tamponu (1 L)
Tris30,3 g

Glisin 144,4 g

SDS10¢g

4X Ornek Tamponu (10 mL)

1 M Tris-HCI (pH 6.8) 2 mL
SDS0,8¢g

%100 Gliserol 4 mL

14,7 M B-merkaptoetanol 0,4 mL
0,5MEDTA1mL

1,194 M Bromofenol mavisi 8 mg

Coomassie Blue Boyama Soliisyonu (1 L)
Coomassie Brillant Blue R2501 g
Metanol 450 mL

Glasiyal Asetik Asit 100 mL

Boya Uzaklastirma Soliisyonu (1 L)
Metanol 50 mL
Asetik asit 70 mL

Distile su 880 mL

%12’lik S

DS-PAGE

Ayirma Jeli (Alt Jel)

Distile su 3,2 mL

%30 Akrilamid 4 mL

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2,6 mL
%10 SDS 100 pL

%10 APS 100 pL

TEMED 10 pL

Yiikleme Jeli (Ust Jel)

Distile su 2,975 mL

%30 Akrilamid 0,67 mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 0,625 mL
%10 SDS 50 pL

%10 APS 50 plL

TEMED 5 pL

Asparajinaz Aktivite Tayini

icin Kullanilan Soliisyonlar

50 mM Tris-HCI (pH 8.5)
0,605 g Tris
100 mL distile su

40 mM L-asparajin Soliisyonu
0,05 g L-asparajin
10 mL 50 mM Tris-HCI (pH 8.5)

1.5 M TCA Soliisyonu
2,45 g TCA

10 mL distile su

Stok Ampisilin (100 mg/mL, 10 mL)
1 g ampisilin 10 mL distile su ile ¢ozilir.

0,22 uM’lik filtre ile sterilize edilir.

Stok IPTG (0.5 M, 5 mL)
0,59 g IPTG 5 mL distile su ile ¢gozulir.
0,22 uM’lik filtre ile sterilize edilir.
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3.1.7. Kullanilan Kimyasallar

Nessler ayiraci, agaroz, sodyum dodesil siilfat (SDS), B-merkaptoetanol, sodyum
klorir (NaCl), magnezyum klortr (MgCl), sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit
(HCI), polietilen glikol (PEG), Coomassie Brillant Blue-R250, 2-propanol, etanol,
metanol ve asetik asit kimyasallari Merck (Germany) firmasindan; RedSafe (Intron)
Fisher Bioreagents (USA) firmasindan; agar, tripton ve yeast extract Biolife (Italiana)
firmasindan; IPTG, Ampisilin ve lizozim neoFroxx (GmbH) firmasindan; amonyum
persiilfat (APS), glisin, TEMED, EDTA ve Bis-akrilamid AppliChem (Germany)
firmasindan; DMSO, gliserol, potasyum kloriir (KCI) ve sodyum fosfat (NaH;POa)
Riedel-de-Haen (Germany) firmasindan; Imidazol, tris, bovine serum alblimin (BSA),
bromofenolblue, akrilamid, glikoz, trikloroasetik asit (TCA) ve L-asparajin kimyasallari
Sigma-Aldrich (USA) firmasindan; MWCNT-OH destek sistemi Nanografi (Tirkiye)

firmasindan temin edilmistir.

3.1.8. Kullanilan Cihazlar

+4 °C ve -20 °C buzdolabi (Arcelik), -80 °C derin dondurucu (Thermo, Forma-86
°C ULT Freezer), steril kabin (Heraeus, HP48), masa Usti santriftij (VWR, Microsent
17R), calkalayici inkiibatér (New Brunswick Scientific Innova®40 Incubator Shaker
Series), manyetik karistirici (Heidolph MR Hei-Standard), ultrasantrifiij (Beckman
Coulter® Optima™ Max-XP Ultracentrifuge), sonikatér (Branson 450 Digital Sonifier®
Cell Disruptor), spektrometre (SHIMADZU UV-1280 UV-VIS Spectrometer), glic
kaynagi (BIO-RAD, PowerPac Basic), otoklav (HIRAYAMA, HICLA HVE-50), dikey
elektroforez sistemi (Bio-Rad Mini-Slab Cell CT), UV gorintileme cihazi (Azure
Biosystems, Gel Imaging System c600), pH metre (Hana Instruments, pH 211
Microprocessor pH Meter), su banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette), buz makinasi
(BAR-LINE BF85), floresan spektrometre (FLUOstar Omega, BMG Labtech),
mikrodalga firin (Samsung), bloklu isitici (WiseTherm), AKTA Prime Plus Purification
system (Cytiva Life Science, GE Healthcare), HPLC (SHIMADZU Prominence HPLC UFLC
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20), taramali elektron mikroskobu (SEM, Philips XL30 SFEG), Fourier dénisimli

kizilotesi spektroskopisi (Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR).

3.2. Yontemler

Daha Onceden laboratuvarimizda Geobacillus kaustophilus L-asparajinaz tip Il
geni (GkASNazll), pET-22b(+) vektérine klonlanmis ve E. coli Rosetta™ 2 (DE3)
ekspresyon hticrelerine transforme edilmistir. Bu tez calismasinda E. coli Rosetta™ 2
(DE3) ekspresyon hiicreleri, yeniden asparajinaz genini iceren pET-22b(+)/GkASNazll
ve geni icermeyen pET-22b(+) vektorleri ile transforme edilmistir. Geni icermeyen

pET-22b(+) vektori, asparajinaz ekspresyonunda kontrol grubu olarak kullanilmistir.

3.2.1. Kompetan E. coli Rosetta™ 2 (DE3) Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Kompetan E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicrelerinin hazirlanmasinda Chung ve ark.
(1993) tarafindan tarif edilen TSS tamponu ile kompetan hiicre hazirlama yontemi
kullanilmistir. Taze kati besiyerinden alinan E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicreleri 1 mL
Luria-Bertani (LB) sivi besiyerine ekilerek 1 gece boyunca 37 °C’ta 200 rpm’de
inklibasyona birakilmistir. Ertesi giin bu kiltirden 100 pL alinarak 10 mL LB sivi
besiyerine ekim yapilmis ve optik yogunlugu (OD) 600 nm dalga boyunda 0.4’e gelene
kadar 37 °C’ta inkiibe edilmistir. Kiltir, istenilen yogunluga ulastiktan sonra +4 °C'ta
3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek slipernatant atilmistir. Hiicre peletine, son
kiltir hacminin %10’u kadar TSS tamponu eklenmis ve buz igerisinde yavasca
¢Ozdirulmustir. Hazirlanan kompetan hiicreler daha sonra kullaniimak (zere -80

°C’ta saklanmigtir.

3.2.2. pET-22b(+)/GkASNaz ve pET-22b(+) Vektorlerinin Kompetan E.
coli Rosetta™ 2 (DE3) Hiicrelerine Transformasyonu

2 uL pET-22b(+)/GkASNaz ve pET-22b(+) vektori, taze hazirlanmis 50 plL E. coli
Rosetta™ 2 (DE3) kompetan hiicrelerine eklenerek hafifce karistirilmis ve buz

icerisinde 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra 42 °C’ta 45 saniye 151 soku
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uygulanmis ve ardindan buz lzerinde 2 dakika bekletilmistir. Isi sokundan sonra
hiicrelerin Gzerine 950 pL SOC besiyeri eklenerek 80 dakika boyunca 37 °C'ta, 150
rpm’de inkiibe edilmistir. inkiilbasyon sonrasi hiicreler 3000 g'de 2 dakika
¢Oktiurilerek slpernatantin bir kismi atilmistir. Kalan besiyeri ile hicreler
cozdirildukten sonra 100 pg/mL ampisilin iceren kati LB besiyerine ekilmis ve 37
°C’ta 16 saat inkibasyona birakilmistir. Ertesi glin olusan rekombinant koloniler yeni
kati LB besiyerine (100 pg/mL Amp) ekilerek saf kiltir elde edilmistir. pET-
22b(+)/GkASNaz ve pET-22b(+) vektorlerini iceren kolonileri dogrulamak icin bu
kiltlrlerden plazmit izolasyonu yapilmis ve elde edilen plazmitler, uygun restriksiyon

endonikleazlari ile kesilmistir.

3.2.3. Plazmit izolasyonu

PET-22b(+)/GkASNaz ve pET-22b(+) plazmitini tasiyan rekombinant
kolonilerden plazmit DNA izolasyonu, kit (Monarch® Plasmid Miniprep Kit, BioLabs)
protokoliine gore gergeklestiriimistir. Elde edilen plazmitler, BamHI-HF ve Ndel

restriksiyon enzimleri ile kesilmistir.

3.2.4. pET-22b(+)/GkASNaz ve pET-22b(+) Plazmitlerinin Restriksiyon
Endoniikleazlar ile Kesimi

izole edilen plazmitlerin dogrulugunu kanrtlamak icin hem tek (BamHI-HF) hem
de cift (BamHI-HF ve Ndel) restriksiyon endonikleazlari ile kesim reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. Tek kesim icin 2 uL plazmit DNA, 10X CutSmart tampon (NEB,
BioLabs), 20U BamHI-HF (NEB, BiolLabs) endonikleaz iceren 10 ul’lik reaksiyon
karisimi 37 °C’ta 1 saat inkiibe edilmistir. Cift kesim i¢in 2 puL pET-22b(+)/GkASNaz
plazmiti, 10X CutSmart tampon (NEB, BiolLabs), 20U BamHI-HF ve 20U Ndel (NEB,
BioLabs) endoniikleazlarini iceren 10 pL’lik reaksiyon karisimi 37 °C'ta 1 saat inkilibe
edilmistir. inkiibasyondan sonra enzim kesimleri %0,8’lik agaroz jel elektroforezine
molekiler DNA belirteci ile yliklenmistir. Restriksiyon kesimleri ile geni iceren (pET-
22b(+)/GkASNaz) ve igcermeyen plazmitler dogrulandiktan sonra ekspresyon ve

saflastirma ¢alismalarinda kullaniimistir.
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3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Restriksiyon enzim kesimi uygulanan plazmitler, 6X DNA yikleme boyasi ile
kanistirilarak 3 uL RedSafe (Intron) iceren 40 mL %0,8’lik agaroz jele yiiklenmis ve 1X
TAE tamponu igerisinde 90 Volt'ta 45 dakika boyunca vyiritilerek molekiler
agirhklarina goére ayristinlmigtir. Jel gorintlilemek igin Azure biosystem c600
goruntileme cihazi kullaniimistir. DNA belirteci olarak 1 kb DNA Marker (GeneRuler
1 kb DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific) kullaniimistir.

3.2.6. Asparajinaz Enziminin Ekspresyonu

L-asparajinaz enzimini kodlayan geni yliksek miktarda eksprese edebilmek icin
rekombinant pET-22b(+)/GkASNaz plazmitini iceren E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicreleri
100 pg/mL ampisilin iceren kati LB besiyerine ekilmis ve 37 °C’ta bir gece boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi glin kati besiyerinden alinan rekombinant koloniler
sivi LB besiyerine (100 ug/mL ampisilin) ekilerek 16 saat boyunca 37 °C’ta, 200 rpm’de
inkiibe edilmistir. Sivi besiyerinde inkiibasyondan sonra 1:100 oraninda taze LB
besiyerine ekilen ikincil kiltlrler ODggo degeri 0.5-0.6’ya gelene kadar 37 °C'ta
bilyiimeye birakilmislardir. istenen OD degerine ulasan kiiltiirler, son konsantrasyonu
1 mM olacak sekilde izopropil-1-thio-B-D-galaktozit (PTG) ile uyarilarak 4 saat 37 °C’ta
blyutidlmaustir. IPTG ile uyarilmadan 6nce ve uyarildiktan sonra 2. ve 4. saatlerde
kilturlerden 6rnekler alinmigtir. 4. saatin sonunda hiicre kiltirleri toplanarak +4
°C’ta, 4000 rpm’de, 30 dakika santrifij ile coktlrtlmustir. Hicre peletleri saflastirma
yapilana kadar -20 °C’ta saklanmustir.

Kontrol grubu olarak, hem GkASNaz genini icermeyen pET-22b(+) plazmiti ile
transforme edilmis E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hicreleri (Yontem 3.2.2) hem de plazmit
tasimayan bos E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicreleri kullanilmistir. Tim kalturler benzer
sekilde 1 mM IPTG ile uyarilarak 4 saat 37 °C’ta blyutulmuastir. Kiltlrlerin IPTG ile
uyarim oncesi ve sonrasindaki ekspresyon profilleri %12’lik sodyum dodesil siilfat-

poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile gorintllenmistir.
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3.2.7. Asparajinaz Enziminin Saflastirilmasi

Saflastirma 6ncesi hiicre peletleri buz icerisine alinarak gram basina 4 mL olacak
sekilde liziz tamponu (pH 8.0; 5 mM imidazol, 500 mM NaCl ve 20 mM Sodyum fosfat
tamponu) ile ¢ézdurilmistir. Hicre ¢ozeltisine 1 mg/mL lizozim enzimi eklenerek
buz icerisinde 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiilbasyondan sonra hiicreler, buz
icerisinde 20 saniye atis - 10 saniye bekleme olacak sekilde 4 dakika boyunca
sonikasyona tabii tutularak parcalanmistir. Elde edilen homojenat, +4 °C’ta, 10 000
rom’de, 1 saat santriflij edilerek hicre kalintilarinin uzaklastiriimasi saglanmistir.
Rekombinant proteinin oldugu distnilen sivi Ust faz -20 °C’'ta saflastirma yapilana
kadar saklanmistir. Ayrica 6xHis-GkASNaz proteinlerini iceren hicre 6zltleri SDS-
PAGE ile goriintllenmistir.

C-terminalinde 6xHis kuyrugu iceren GkASNaz proteinleri, hiicre 6zitinden
HisTrapFF™ (5 mL) kolonu kullanilarak bir immobilize metal afinite kromatografi
(IMAC) yontemi olan Ni-NTA afinite kromatografisi ile saflastirilmistir (AKTA Prime
Plus Purification sistem). Sistem, sirasiyla 5 kolon hacminde %20 etanol ve ultra saf
su ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra kolon, 5 kolon hacminde 5 mL/min akis
hizinda, 20 mM imidazol iceren baglanma tamponu (pH 7.4) ile dengeye getirilmistir.
Ardindan 0.45 pM’lik filtreden gecirilen protein ornegi kolona vyiklenmistir.
Baglanmayan proteinleri uzaklastirmak icin kolon, 5 kolon hacminde baglanma
tamponu ile yikanmistir. Spesifik olarak kolona baglanan 6xHis-GkASNaz proteinleri
ise 500 mM imidazol iceren eliisyon tamponu (pH 7.4) ile kolondan ayristirilarak 1
mL’lik elisyon fraksiyonlari halinde toplanmistir. Toplanan eliisyon fraksiyonlari
%12’lik SDS-PAGE ile analiz edildikten sonrailgili proteinin oldugu ellsyonlar bir araya
getirilmistir.

Elisyon tamponunun icerdigi fosfat, enzimin aktivitesini negatif
etkileyebileceginden dolayi ellisyon hacminin 3 kati kadar 50 mM Tris-HCI (pH 8.5)
tamponu ile 10 000 MWCQ’luk ultrafiltrasyon falkonu (10 kDa Amicon® Ultra-15
Centrifugal Filter Unit, Merck) kullanilarak +4 °C’'ta tampon degisimi yapiimis ve
protein konsantre edilmistir. Protein konsantrasyonu BCA kit (Pierce™ BCA Protein

Assay Kit, Thermo Fisher Scientific) kullanilarak belirlenmistir.
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3.2.8. SDS-PAGE Analizi

SDS poliakrilamid jel elektroforezi, proteinleri molekiler biyukliklerine gore
ayirmak igin kullanilan bir yontemdir. %0,1’lik anyonik deterjan (SDS) varliginda
%12’lik ayirma ve %5’lik yiukleme jeli hazirlanarak gergeklestirilmistir. Dikey jel
elektroforezi icin Bio-Rad Mini-Slab Cell CT (Bio-Rad Laboratories, USA) sistemi
kullanilmistir.

15 plL protein 6rnekleri, 5 puL 4X 6rnek tamponu ile karigtirilmis ve proteinlerin
denaturasyonu igin 95 °C sicaklktaki su banyosunda 5 dakika bekletilmistir. Ardindan
ornekler, protein molekiler agirlik belirteci (PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder, 10 to 250 kDa) ile birlikte jele yiklenerek 1X SDS-PAGE yiiriitme tamponu
icerisinde 95 Volt'ta ylrutilmdistir. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel,
Coomassie Brillant Blue-R250 ile 30 dakika boyanmistir. Ardindan boya uzaklastirma
solisyonu ile 2-3 kez yikanarak boyadan arindirilmistir. Elde edilen protein bantlarinin
blyuklikleri, molekuler agirlik belirtecinde agirhigi bilinen protein bantlari ile

karsilastirilarak belirlenmistir.

3.2.9. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Saflastiran ve konsantre edilen enzimlerin miktari, BCA (Bikinkoninik asit)
yéntemi ile Pierce™ BCA Protein Assay Kiti kullanilarak belirlenmistir. 96 kuyulu
mikroplate tabakasina 10 uL protein 6rneklerinden konularak Gzerlerine 200 ulL taze
hazirlanmis BCA sollisyonundan (50:1 A sollisyonu:B sollisyonu) eklenmistir. Standart
olarak 25-2000 pg/mL araliginda, degisen konsantrasyonlarda hazirlanan sigir serum
albiimini (BSA) kullanilmistir. Ornekler 37 °C’ta 30 dakika inkiibe edildikten sonra
absorbanslari eliza okuyucuda (FLUOstar Omega, BMG Labtech) 562 nm dalga
boyunda olgllmustir. Her bir érnekteki protein konsantrasyonu, hazirlanan BSA

standart egrisine gore hesaplanmistir.
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3.2.10. Saflastirilan Asparajinaz Enziminin Karbon Nanotiip Uzerine
Kovalent immobilizasyonu

3.2.10.1. immobilizasyon i¢in Karbon Nanotiiplerin Hazirlanmasi

GkASNaz enziminin MWCNT {zerine immobilizasyonu, Cukurova Universitesi
Kimya Bolimi’nden Prof. Dr. Deniz Yildirnm ve ekibi tarafindan gerceklestirilmistir.
Ticari olarak satin alinan MWCNT-OH destek sistemi, yizeyinde farkh uzunlukta
aldehit gruplari olusturmak icin asagidaki isleme tabii tutularak enzimin kovalent
immobilizasyonu igin hazir hale getirilmistir.

1 gram MWCNT-OH desteginin tzerine 0,34 g NaBH4 iceren 10 mL 1.7 M NaOH
¢ozeltisi eklenmis ve hazirlanan ¢ozelti buz izerinde sogutulduktan sonra tizerine 3.6
mL epiklorohidrin damla damla ilave edilmigtir. Karisim 24 saat karistirildiktan sonra
destek, stizgec¢ kagidindan suziilerek saf su ile yikanmistir. Elde edilen destek oda
sicakhginda kurutulduktan sonra destek (izerinde aldehit gruplari elde etmek igin 1
gram destek materyaline, 10 mL 1M asetik asit ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 12
saat karistinlmistir. Stizgecg kagidindan sizilip oda sicakhiginda kurutulduktan sonra
1 gram destek materyali lzerine saf su icerisinde hazirlanmis 25 mL sodyum
metaperiyodat eklenmis ve 2 saat karistirilmistir. Stizge¢ kagidindan sizildiikten

sonra elde edilen destek kullanilincaya kadar saklanmistir.

3.2.10.2. immobilizasyon islemi

Destek materyali hazirlandiktan sonra GkASNaz'in immobilizasyonu Alagoz ve
ark. (2021) tarafindan bildirilen yonteme gore gergeklestirilmistir. Hazirlanan 1 gram
destek materyaline farkh derisimlerde GkASNaz iceren (0.1-1 mg protein/mL) 4 mL
fosfat tamponu (25 mM, pH 7,0) ilave edilerek karisim oda sicakliginda 2 saat
karistinlmistir. Daha sonra immobilize GkASNaz ornegi slizilerek saf su ile
yikanmistir. Toplanan slpernatant, protein analizi i¢cin kullanilmistir. GkASNaz
enziminin immobilizasyonu igin elde edilen destek ve immobilizasyon islemi Sekil

3.4’te sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.4: GkKASNaz immobilizasyonunun sematik gosterimi.

3.2.11. immobilize Enzimin Enstriimental Analizi

3.2.11.1. SEM, SEM-EDS Analizi

GkASNaz enzimi destek materyali (izerine immobilize edildikten sonra tasiyici
matriksin seklini, boyutunu ve ylizey morfolojisinde meydana gelen degisiklikleri
analiz etmek icin taramali elektron mikroskobu (SEM, Philips XL30 SFEG)
kullanilmistir. SEM 15 kV’ta galistirilmis ve 6rneklerin gorintileri farkli biyitmelerde
(500x-50000x) alinarak kaydedilmistir. Ayrica bir enerji dagitici X-isini spektrometre
modll (SEM-EDS) ile immobilizasyondan dnce ve sonra taslyici matriksin elementel

bilesimleri test edilerek GkKASNaz immobilizasyonu kanitlanmistir.

3.2.11.2. FT-IR (Fourier Donlisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi) Analizi
Serbest ve immobilize GKASNaz 6rneklerinin karakteristik gruplarini belirlemek

ve GkASNaz immobilizasyonunu dogrulamak icin FT-IR analizi yapilmistir. Orneklerin

kizilotesi spektrumlari, bir Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR spektrometresi

kullanilarak oda sicakhginda, 4000-500 cm™ araliginda taranarak belirlenmistir.
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3.2.12. Serbest ve immobilize L-Asparajinazin Aktivite Tayini

L-asparajinaz enziminin aktivitesi Nessler reaksiyonu ile olctlmustir.
Nesslerizasyon olarak adlandirilan bu yontem ile L-asparajinaz enziminin, substrati (L-
asparajin) hidroliz etmesi sonucu acgiga c¢ikan amonyak miktari tayin edilmistir.
Toplam reaksiyon hacmi 400 uL olacak sekilde 2,5 pL serbest enzim veya 5 mg
immobilize enzim, 50 mM Tris-HCI (pH 8.5) tamponu igerisinde 5 mM L-asparajin
substrati eklenerek 55 °C'ta 10 dakika reaksiyonun gerceklesmesi icin inkiibe
edilmistir. Ardindan reaksiyonlar 150 uL, 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) eklenerek
durdurulmus ve proteinlerin ¢okmesi icin 12 000 g’'de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Elde edilen berrak sipernatant, Nessler reaksiyonu icin kullaniimistir. Nessler
reaksiyonu icin; 1400 pL distile su, 150 pL stipernatant, 200 pL Nessler reaktifi cam
tiplerde karistirilarak oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra acgiga cikan
amonyak miktari UV spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda blank’a karsi
okunarak olgulmustir. Amonyak konsantrasyonu, hazirlanan amonyum siilfat
standart egrisine gére hesaplanmistir.

Bir Unite (U), yukarida belirtilen kosullar altinda, dakikada 1 pmol amonyak
aciga cikaran L-asparajinaz aktivitesi olarak tanimlanmaktadir. Enzimin aktivitesi,

forml 3.1 kullanilarak hesaplanmistir.

[NH3 (uM)xreaksiyon hacmi (ul)]

Enzim Aktivitesi (unit/ul) =

[supernatant hacmi (ul)xreaksiyonsiiresi (dk)xenzim miktart (ul)]

(3.1)

3.2.13. Serbest ve immobilize Enzimin Karakterizasyonu

Enstriimental analizler ile GkKASNaz enziminin immobilizasyonu dogrulandiktan
sonra hem serbest hem de immobilize enzimin karakterizasyon deneyleri yapilmis ve
birbirleri ile karsilastirilmistir. Tim deneylerde asparajinaz aktivitesi sonucu agiga
¢tkan amonyak miktari, Nesslerizasyon reaksiyonu ile dlciimistir. Karakterizasyon
calismalarinda her bir deney en az Ug kez tekrarlanmis ve sonuglar Ggli dlgiimlerin

ortalamasi alinarak ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.
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3.2.13.1. pH’In Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Serbest ve immobilize GKASNaz aktivitesi lizerine pH’in etkisi, 50 mM sodyum
fosfat tamponu (pH 5.0-5.5-6.0-6.5-7.0), 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.5-8.0-8.5-
9.0) ve 50 mM glisin tamponu (pH 9.5-10.0) igerisinde 55 °C'ta, 5 mM L-asparajin
substrati kullanilarak ayri ayri incelenmistir. Maksimum aktivite %100 olarak kabul
edilmis ve enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri deger, optimum pH degeri

olarak belirlenmistir.

3.2.13.2. Sicakhgin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Sicakligin serbest ve immobilize enzim aktivitesi Uzerine etkisi, belirlenen
optimum pH’ta, 5 mM L-asparajin substrati kullanilarak, 35-85 °C araligindaki artan
sicakliklarda enzim aktiviteleri 6lglilerek incelenmistir. Maksimum aktivite %100
olarak kabul edilmis ve enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri deger, optimum

sicaklik degeri olarak belirlenmistir.

3.2.13.3. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize asparajinaz 6rneklerinin kinetik parametreleri, optimum
pH ve sicakhkta L-asparajinin farkli konsantrasyonlari (0.5-10 mM) kullanilarak
belirlenmistir. Her bir reaksiyonda enzimlerin aktivitesi Nessler reaksiyonu ile
Olclilmiis ve belirlenen aktivite degerleri kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi
cizilmistir. Michaelis-Menten sabitleri (K») ve maksimum aktiviteleri (Vmax) denklem

3.2 kullanilarak hesaplanmistir.

Km 1 1

1= z (3.2)
14 Vmax S Vmax
Enzimin katalitik etkinligi (kcat) ise denklem 3.3 kullanilarak hesaplanmistir.
kcat = Vmax X [Er] (3.3)
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3.2.13.4. Termal Kararliligin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize GkASNaz enzimlerinin termal kararhliklari, 50 mM Tris-
HCI (pH 8.5) tamponu icerisinde farkli zaman araliklarinda (0-24 saat) en yilksek
aktivite gosterdikleri sicaklikta (serbest enzim 55 °C; immobilize enzim 65 °C) inkiibe
edilerek belirlenmistir. Belirtilen zaman araliklarinda 5mM substrat eklenerek enzim
aktiviteleri olgtlmus ve sifir zamandaki aktiviteleri %100 olarak kabul edilerek kalan
aktiviteleri sirasiyla belirlenmistir. Enzim 6rneklerinin birinci dereceden inaktivasyon
sabitleri (kg) ve yari o6mir (ti/2) gibi termal kararlihk parametreleri, Alagéz ve ark.
(2021) referans alinarak sirasiyla asagidaki formiillere (3.4 ve 3.5) gore
hesaplanmistir. 55 ve 65 °C'taki stabilizasyon faktorleri (SF) ise immobilize
asparajinazin yari dGmrindn ayni sicakliktaki serbest enzimin yari dmriine boliinmesi

ile hesaplanmistir.

InAt = Indo — kd X t (3.4)

Ao ve At ifadeleri sirasiyla baslangi¢ aktivitesini ve belirli bir zaman sonra kalan

aktiviteleri temsil etmektedir.

In(2

In(2) ifadesi baslangi¢ aktivitenin %50’sini ifade etmektedir.

3.2.13.5. Depolama Kararliliginin Belirlenmesi

Enzimlerin depolanmasi, endstriyel uygulamalar icin 6nemli faktorlerden
biridir. Bu nedenle depolama kararlihgini belirlemek icin serbest ve immobilize
GkASNaz enzimlerinin aktiviteleri +4 °C ve oda sicakligi olmak lizere iki farkli sicaklikta,
5 glin araliklarla 30 glin boyunca 6lgulerek incelenmistir. Baslangi¢ aktiviteleri %100

olarak kabul edilmistir.
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3.2.13.6. immobilize Enzimin Tekrar Kullanim Kararliliginin Belirlenmesi

immobilize GkASNaz enziminin yeniden kullanim kararlihigi, maksimum aktivite
gosterdigi 50 mM Tris-HCI (pH 8.5) tamponunda ve 65 °C’ta kesikli reaktor icerisinde
gerceklestirilmistir. Belirlenen miktarda immobilize enzim kolona yliklenerek tzerine
substrat ilave edilmis ve bir sire sonra immobilize GkASNaz kolondan ayrilarak
aktivitesi olcilmustir. Her tekrar eden dongliden sonra immobilize enzim, saf su ile
yikanmis ve taze substrat ¢ozeltisi eklenmistir. Bu islem 20 kez tekrarlanmis ve ilk

kullanim sonunda enzimin aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir.

3.2.14. Akrilamid Giderim Potansiyelinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize GkASNaz enzimlerinin nisasta Uzerindeki akrilamid
giderim potansiyelleri HPLC ile belirlenmistir. Akrilamid giderimi igin, 1 mL L-asparajin
(%2 (w/v)) ve 1 mL nisasta (%2 (w/v)) enzim reaksiyon karisimina eklenmis ve 60
dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyonun sonunda bu karisimdan 0.5 mL siipernatant
alinarak yag banyosunda 180 °C’ta 5 dakika isitilmistir. Sogutulduktan sonra karisimin
akrilamid icerigi, C-18 kolonu ve Diode Array dedektori kullanilarak 205 nm’de HPLC

ile belirlenmistir. Hareketli faz olarak su/asetonitril (90/10, v/v) karisimi kullanilmistir.

41



4. SONUCLAR

4.1. GkASNaz Genini iceren ve Iicermeyen pET-22b(+)
Vektorlerinin Transformasyonu ve Dogrulanmasi

PET-22b(+) ve pET-22b(+)/GkASNaz plazmitleri kompetan E. coli Rosetta™ 2
(DE3) ekspresyon hiicrelerine 1s1 soku yontemi ile transforme edilmistir.
Transformasyonun sonunda hiicreler ampisilinli LB agar besiyerine ekilmis ve 37 °C'ta
bir gece boyunca bliyimeye birakilmistir. Ertesi glin petrilerde olusan kolonilerin
plazmitleri icerip icermedigini dogrulamak icin plazmit DNA izolasyonu yapilmis ve
BamHI-HF restriksiyon endontikleazi ile tek kesim reaksiyonu kurulmustur. BamHI-HF
restriksiyon endonikleazi ile dogrusal hale getirilen plazmitler, %0,8’lik agaroz jel
elektroforeziile gorintilenmistir. Sekil 4.1 a’da gorildiugi gibi sirasiyla pET-22b(+) ve
PET-22b(+)/GkASNaz plazmitlerinin BamHI-HF restriksiyon endontikleazi ile tek kesim
reaksiyonu sonucu beklenen biyikliklerde (~5493 bg¢ ve ~6465 bg) fragmanlar
gozlemlenmistir. Ayrica pET-22b(+)/GkASNaz plazmitinin BamHI-HF ve Ndel
restriksiyon endoniikleazlar ile ¢ift kesim reaksiyonu sonucu beklenen biyiklikte

(~972 bg) GkKASNaz fragmani Sekil 4.1 b’de gozlemlenmistir.

a) M 1 2 b) M1 2 3 4
10000 bg ~6465 bg
6000 bg ~5493 bg
1000 bg ~972 bg

1000 bg

Sekil 4.1: Tek ve cift restriksiyon endoniikleaz kesim analizi. a) 1: pET-22b(+)
plazmitinin, 2: pET-22b(+)/GkASNaz plazmitinin BamHI-HF ile tek kesimi,
b) 1: Kesilmemis plazmit, 2: BamHI-HF, 3: Ndel ile pET-22b(+)/GkASNaz’in tek
kesimi, 4: pET-22b(+)/GkASNaz’'in BamHI-HF ve Ndel ile ¢ift kesimi, M: DNA belirteci.
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4.2. GkASNaz Enzimini Kodlayan Genin Ekspresyonu

L-asparajinaz enzimini kodlayan genin ekspresyonu igin rekombinant pET-
22b(+)/GkASNaz plazmitini tasiyan E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicreleri 100 pg/mL
ampisilin iceren LB sivi besiyerinde bly(tiilmis ve optik yogunluklari 0.6’ya geldigi
zaman IPTG ile uyarilmistir. Hiicreler IPTG ile uyarildiktan sonra 2. ve 4. saatlerde
ornekler alinmistir. Hiicrelerin IPTG ile uyarimi dncesi ve sonrasi protein ekspresyon
profili, gen tasimayan kontrol grubu ile birlikte SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Sekil
4.2'de gorildugi gibi jel analizi sonucunda pET-22b(+)/GkASNaz plazmitini taslyan E.
coli Rosetta™ 2 (DE3) hucrelerinde yaklasik 37 kDa buyukluginde GkASNaz
proteininin 4. saatte ylksek miktarda eksprese oldugu gozlemlenmistir. Gen
icermeyen pET-22b(+) plazmitini tasiyan E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicreleri ve plazmit
tasimayan bos E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicrelerinde ise belirgin ekspresyon bandi

gozlemlenmemistir.

70
55

GkASNaz
35 ~37 kDa
25

Sekil 4.2: GkASNaz ekspresyonunun SDS-PAGE (%12) gorintisi. 1-3: Bos E. coli
Rosetta™ 2 (DE3) hiicrelerinin, 4-6: E. coli Rosetta™ 2 (DE3)/pET-22b(+)
hicrelerinin, 7-9: pET-22b(+)/GkASNaz’in E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicrelerinde IPTG
ile uyarimi sonrasi 0, 2 ve 4. saatte alinan drnekler, M: Molekiiler protein belirteci.
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4.3. GkASNaz Enziminin Saflastiriimasi

Rekombinant proteinin ekspresyonu dogrulandiktan sonra saflastirma igin
bliylk 6lcekte protein ekspresyonu gerceklestirilmistir. 4 saatlik ekspresyon sonunda
toplanan hiicreler sonikasyon ile parcalanarak hiicre 6ziiti elde edilmis ve 0,45 uM’lik

filtreden gecirilmistir (Sekil 4.3).

kDa

70
55

35 «—~37 kDa

25

Sekil 4.3: Rekombinant E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicrelerinden elde edilen hiicre
6z0itlnin %12’lik SDS-PAGE analizi. M: Protein belirteci, 1: IPTG ile uyarim dncesi,
2: IPTG ile uyarim sonrasi 4. saatte alinan 6rnek, 3: Hiicre 6zlit(.

C-terminalinde 6x-His kuyrugu bulunan rekombinant protein, HisTrapFF™
kolonuna yuklenerek hiicre 6zlitiinden Ni-NTA afinite kromatografisi yontemi ile
saflastirilmistir. Saflastirma sonucu elde edilen ellisyon fraksiyonlarindaki protein
varligl %12’lik SDS-PAGE ile analiz edilmistir. C-terminalinde histidin etiketi ile ellye
edilen GkASNaz proteini ~37 kDa molekiler agirlikta kalin bir bant olarak

gozlemlenmistir (Sekil 4.4).
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55
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Sekil 4.4: Saflastirma sonrasi elde edilen ellisyon fraksiyonlarinin SDS-PAGE analizi.
M: Protein belirteci, 1-6: Eltisyon fraksiyonlari.

llgili rekombinant proteinin bulundugu eliisyon fraksiyonlari bir araya
getirildikten sonra 10000 MWCO Amicon® Ultra-15 ultrafiltrasyon falkonu
kullanilarak proteinin icinde bulundugu fosfat tampon soliisyonu (pH 7.4), Tris-HCI
(pH 8.5) tampon sollisyonu ile degistirilmis ve konsantre edilmistir (Sekil 4.5).
Saflastirilan ve konsantre edilen protein miktarlari BCA yontemi ile sirasiyla 0.38 ve

0.61 mg/mL olarak belirlenmistir.

70
55

~37 kDa
35

25

Sekil 4.5: Saflastirilmis proteinin SDS-PAGE (%12) analizi. M: Protein belirteci,
1: Saflastirilmis protein, 2: Konsantre edilmis protein.
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4.4. Asparajinaz Aktivitesinin Belirlenmesi

L-asparajinaz enziminin aktivitesi, enzimin substrat olarak L-asparajini hidroliz
etmesi sonucu agiga ¢ikan amonyak miktarinin élgtlmesiyle belirlenmigtir. Amonyak
miktarinin belirlenmesi icin farkli konsantrasyonlarda (0-3 mM) amonyum silfat
standart grafigi hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisinin denklemi y=0,3405x olarak
hesaplanmistir. Nessler reaksiyonu sonucu 6rnekler 450 nm dalga boyunda 6l¢lilerek
elde edilen absorbans degerleri denklemde yerine yazilmis ve aciga ¢ikan amonyak
miktari umol olarak hesaplanmistir. Enzim aktivitesi ise yontemlerde verilen denklem

3.1’e gore U/uL cinsinden hesaplanmistir.

[NH3 (uM)xreaksiyon hacmi (ul)]

Enzim Aktivitesi (unit/pl) =

[supernatant hacmi (ul)xreaksiyonsiresi (dk)xenzim miktart (ul)]

(3.1)

Saflastiriimis ve konsantre edilmis GkASNaz enzimlerinin aktivitelerini
belirlemek icin 2,5 pL enzim, 50 mM Tris-HCI (pH 8.5) tamponu icerisinde 5 mM L-
asparajin substrati ile 55 °C’ta 10 dakika inkiibe edilmis ve agiga ¢ikan amonyak
miktari Yontem 3.2.12’de verilen Nesslerizasyon yontemi ile belirlenmisgtir.

Ni-NTA afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilan GkASNaz enzimi, 357.84

U/mg protein spesifik aktivite ve %34.01 verim ile elde edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: GkASNaz enziminin saflastirma sonuclari.

Saflastirma Hacim Total Total Spesifik Saflastirma  Aktivite
Basamaklari (mL) Protein Aktivite Aktivite (Kat) Verimi
(mg) (V) (U/mg protein) (%)
Hiicre oziitii 7.5 28.03 1617.62 57.70 1.0 100
Saflastiriimis 6 2.32 820.44 354.15 6.14 50.72
protein
Konsantre 2.5 1.54 550.17 357.84 6.20 34.01
protein
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4.5. GkASNaz Enziminin immobilizasyonu

Hazirlanan destek materyali (izerine GkASNaz enziminin immobilizasyonu,
yontem 3.2.10.2’ de verilen reaksiyona gére gerceklestirilmistir. immobilizasyon
isleminin  gerceklesip gerceklesmedigi yapilan enstrimental analizler ile

kanitlanmistir.

4.6. iImmobilize GkASNaz Enziminin Enstriimental Analizleri

4.6.1. SEM, SEM-EDS Analizi

Enzim bagh olmayan MWCNT destek yapisinin ve immobilize GkASNaz
enziminin ylzey morfolojisinde meydana gelen degisikliklerin analizi SEM ile
karakterize edilmis ve farkl blyltmelerde alinan SEM gorintileri Sekil 4.6’da
gosterilmistir. GkASNaz immobilizasyonundan sonra elde edilen MWCNT-
Ald@GkASNaz enziminin ylizey morfolojisinin bos MWCNT yapisina kiyasla ¢cok daha

plrazli ve kalin oldugu gézlemlenmistir.

Sekil 4.6: Farkli biylitmelerde alinan SEM goriintileri. a-c: Bos MWCNT,
d-f: MWCNT-Ald@GkASNaz.
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immobilizasyon isleminden 6nce ve sonra MWCNT ve MWCNT-
Ald@GkASNaz'in elementel bilesimlerini tespit etmek icin ise EDS analizi yapiimistir
(Sekil 4.7). EDS spektrumunda bos MWCNT destek sisteminin sadece karbon (C) ve
oksijen (O) elementlerini icerdigi Sekil 4.7 a’da gosterilmistir.

GkASNaz'in immobilizasyonundan sonra ise MWCNT-Ald@GkASNaz yapisinda
Cve O elementlerine ek olarak azot (N), kikdrt (S) ve fosfor (P) elementlerinin varlig
gozlemlenmistir (Sekil 4.7 b). Yapidaki N, S ve P elementlerinin varhgi GkASNaz’'in

MWCNT Uzerine basaril bir sekilde immobilize edildigini gostermistir.

a)

b)

M o

[ 700 B0 9w

Sekil 4.7: immobilize yapilarin EDS spektrumlari. a: Bogs MWCNT,
b: MWCNT-Ald@GkASNaz.
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4.6.2. FT-IR Analizi

Serbest GkASNaz, bos MWCNT ve MWCNT-Ald@GkASNaz’ in 4000-500 cm™
araligindaki FT-IR spektrumlari Sekil 4.8’de gésterilmistir. 4000-3600 cm™ araligindaki
genis bant serbest enzimlerin —NH; gruplarinin gerilimini géstermektedir. Bu band
genellikle O-H (~3300 cm™?) geriliminin oldugu yerde gorulur fakat cok daha genis ve
siddetli olmasi ile ayirt edilmektedir. 1635 cm ™ deki pik, serbest enzimin amid bagina
atif yapmaktadir (Sekil 4.8 a). 2846 cm™deki pik C-H gerilimini ifade etmektedir.
Yaklasik 1717 cm™Yde gérilen titresim piki karboksil grubunun (C=0) titresiminden
kaynaklanmaktadir (Sekil 4.8 b ve c). 1200-800 cm* araligindaki titresimler ise amino

asit yapisindaki C-N, C-O ve C-C gerilimlerine karsilik gelmektedir (Sekil 4.8 c).
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- ‘ S = W J
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- I/ S— | | |
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= C-N/N-H 0 = \ | ‘ | |
& Amidm 78| & (] o
80 J
=y 705 T 29174 [
(7} | @ ~_\ |
o | (G) -\ i
. VAN w 1539 )
SN 2118 c=C S
1635 2816\ || | 0
. N CH | ‘ [
3320 | | Amid | 2661 |/ Vo 4 N
on- | | A \ | /“4‘/ 1239
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| 3778
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» ™ i 1994 525
oy 3629 |} 2661 |H.‘;;'
o NH, [ [
VA 1717 1240
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\ 558
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CH 2343 '.\‘,u
— . . 77I7/}I
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Sekil 4.8: Serbest ve immobilize enzimin FT-IR spektrumlari. a: Serbest GkASNaz,
b: Bos MWCNT, c: MWCNT-Ald @ GkASNaz.
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4.7. Serbest ve Immobilize GkASNaz’in Biyokimyasal
Karakterizasyonu

4.7.1. pH'1n Serbest ve immobilize GkASNaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Hem serbest hem de immobilize GkASNaz enzimlerinin optimum pH degerleri
55 °C'ta, 5 ile 10 arasinda degisen cesitli pH araliklarinda enzim aktivitelerinin
Olgllmesiyle belirlenmistir. Farkh pH’larin serbest ve immobilize MWCNT-
Ald@GkASNaz aktivitesine olan etkisi Sekil 4.9’da gosterilmistir. Serbest ve
immobilize GkASNaz ornekleri icin optimum pH degeri 8.5 olarak belirlenmistir.
Serbest GkASNaz, pH 7.0 ve altindaki pH degerlerinde ¢ok disiik enzim aktivitesi
gosterirken pH degeri 7.0’den 8.5’e dogru arttirlldiginda aktivitede énemli bir artis
gozlemlenmistir. Serbest enzimle karsilastirildiginda  immobilize MWCNT-
Ald@GkASNaz enzimi pH 5.0-8.0 araliginda serbest enzimden daha yiksek bagil
aktivite gostermistir. Bu durum GkASNaz enziminin 3 boyutlu yapisinin
immobilizasyon isleminden sonra pH degisimlerine karsi korundugunu gostermistir.
pH 9.0 ve uzerindeki degerlerde hem serbest hem de immobilize enzimin
aktivitesinde bir azalma gozlemlenmistir. pH 10.0’da serbest GkASNaz, aktivitesini
%60 oraninda korurken, MWCNT-Ald@GkASNaz’'in aktivitesini %72 oraninda

korudugu belirlenmistir.

100 -o- Serbest GkASNaz
§ 80 = MWCNT-Ald@GkASNaz
r
=
2 60
ey
X~
< 40-

00
©
0 20
0 T( T T T T T
4 5 6 7 8 9 10 1
pH

Sekil 4.9: Serbest ve immobilize GKASNaz aktivitesi lizerine pH’in etkisi.
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4.7.2. Sicakhgin Serbest ve immobilize GkASNaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Serbest ve immobilize GkASNaz enzimlerinin optimum sicaklhigini belirlemek igin
enzim aktiviteleri, optimum pH degerinde (pH 8.5), 35-85 °C araliginda degisen farkh
sicakliklarda ol¢tilmusttr. Sekil 4.10°da gosterildigi gibi serbest GKASNaz’'in aktivitesi
35-55°C araliginda artis gostermis ve 55 °C’ta maksimum aktivite degerine ulasmistir.
55 °C ve Uzerindeki sicakliklarda ise aktivitede azalma gozlemlenmistir. GKASNaz’in
kovalent immobilizasyonundan sonra ise sicaklik degisimlerine karsi direncinde ve
optimum sicaklik degerinde artis beklenmekteydi. Grafikte de gorildigl gibi
immobilize MWCNT-AlId@GkASNaz’in maksimum aktivite gosterdigi optimum sicaklik
degeri 65 °C olarak belirlenmistir. 85 °C’ta serbest GkASNaz %8 kalan aktivite
gosterirken, MWCNT-Ald@GkASNaz enziminin aktivitesini %46 oraninda korudugu

gozlemlenmistir.

100 -~ Serbest GkASNaz
¥ g0 = MWCNT-Ald@GKASNaz
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S 60
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<< 40
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Sekil 4.10: Serbest ve immobilize GkASNaz aktivitesi lizerine sicakhgin etkisi.

4.7.3. Serbest ve immobilize Enzimin Kinetik Parametrelerinin
Belirlenmesi

Serbest ve immobilize GkASNaz enzimlerinin kinetik parametreleri, substrat
olarak L-asparajinin kullanilmasi ile belirlenmistir. Enzimlerin Michaelis-Menten sabiti
(Km) ve maksimum hiz (Vma) parametrelerinin hesaplanmasi icin substrat
konsantrasyonu ve spesifik aktivite degerlerinden elde edilen verilere gore 1/V'ye

karsi 1/S dogrusal Lineweaver-Burk grafigi cizilmistir (Sekil 4.11). Denklem (3.2)
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kullanilarak serbest GkASNaz ve MWCNT-Ald@GkASNaz igin Kn degerleri sirasiyla
1.33 ve 0.93 mM olarak hesaplanmistir. Serbest GkASNaz ile karsilastirildiginda
immobilize enzimin K, degerinde digls gorilmesi substratina karsi daha yiksek
afiniteye sahip oldugunu gostermistir.

Serbest GkASNaz ve MWCNT-AId@ GkASNaz icin hesaplanan Vmax degerleri ise
sirasiyla 112.4 ve 55.2 U/mg protein olarak belirlenmistir. immobilizasyon isleminden
sonra serbest GkASNaz'a kiyasla immobilize enzimin maksimum hiz degerinde disls
gozlemlenmistir. Bu durumun substratin immobilize enzimin aktif bdlgesine

erisiminin kisith olmasindan kaynaklanabilecegi diistintGlmustur.
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.__.-'6;665
-1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5
1/s (mM)
b) -E- 0,06
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o o R®=0,9858 .~
(=%
oo 0,04
£
o 003
— .
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:T 0,02... -
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-1,5 -1 0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5
1/s (mM)

Sekil 4.11: Serbest ve immobilize enzimlerin Lineweaver-Burk grafikleri.
a: Serbest GkASNaz, b: MWCNT-Ald@GkASNaz.

Ayrica hem serbest hem de immobilize enzim icin ke, ve katalitik etkinlik

degerleri hesaplanarak Tablo 4.2'de gosterilmistir. Serbest GkASNaz ve MWCNT-
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Ald@GkASNaz enziminin ke: degerleri sirasiyla 4.1x10° ve 2.0x10° dk! olarak
bulunmustur. Buna karsilik gelen katalitik etkinlikleri 3.1x103 ve 2.2x10°> mM? dk*
olarak belirlenmistir. Katalitik etkinlik orani ise MWCNT-Ald@GkASNaz igin 0.71

olarak hesaplanmistir.

Tablo 4.2: Serbest ve immobilize GkASNaz enzimlerinin kinetik parametrelerinin
karsilastiriimasi.

Enzim Km Vimax Keat keat /Km Katalitik
(mM) (U/mg protein) (dk?) (mM dkl) etkinlik orani

Serbest GkASNaz 1.33 112.4 4.1x10% 3.1x103 -

MWCNT-Ald@GkASNaz 0.93 55.2 2.0x10° 2.2x103 0.71

4.7.4. Serbest ve Iimmobilize Enzimin Termal Kararhliklarinin
Belirlenmesi

Serbest GkASNaz ve MWCNT-Ald@GkASNaz'in 55 ve 65 °C'taki termal
kararlihklari Sekil 4.12’de gosterilmistir. Serbest GkASNaz, 55 °C'ta 8 saatlik
inkiibasyon sonunda %10 oraninda aktivitesini korurken 16 saatlik inkiibasyon
sonrasinda aktivitesinin tamamini kaybetmistir. MWCNT-AlId@GkASNaz enzimi ise
ayni kosullarda 8 saatlik inkiibasyon sonunda baslangi¢ aktivitesini %91 oraninda
korurken, 16 saatlik inkibasyondan sonra aktivitesini %87 oraninda korudugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.12 a). 65 °C’'ta serbest GkASNaz, baslangic aktivitesini hizla
kaybetmis ve 8 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra enzim aktivitesi gézlenmemistir.
immobilize MWCNT-Ald@GkASNaz’'in ise 65 °C’'ta 8 ve 16 saatlik inkiibasyondan

sonra siraslyla %88 ve %84 kalan aktivite gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.12 b).
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Sekil 4.12: Serbest ve immobilize GkASNaz enzimlerinin termal kararhliklari.
a: 55 °C sicaklik, b: 65 °C sicaklik.

Serbest GkASNaz ve MWCNT-Ald@GkASNaz'in termal kararhilik parametreleri
ise Tablo 4.3’te gosterilmistir. 55 °C’taki t1/2 degerleri sirasiyla 2.8 ve 59.6 saat olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar, 55 °C'ta 21.3 kat daha yiksek stabilizasyon elde
edildigini gostermistir. 65 °C’taki ti/2 degerleri ise sirasiyla 1.1 ve 46.9 saat olarak
belirlenmistir. 65 °C’ta stabilizasyondaki artislar ise MWCNT-Ald@ GkASNaz icin 42.6
kat olmustur. Elde edilen bu sonuclar immobilizasyondan sonra GkASNaz'in termal

kararhiliginin arttigini géstermistir.

Tablo 4.3: Serbest ve immobilize GkKASNaz enzimlerinin 55 ve 65 °C’'taki termal
kararhlik parametreleri.

Serbest MWCNT-AIld
GkASNaz @GkASNaz
Sicaklik
°C) 55 65 55 65
kq (saat™) 0.248 0.630 0.0116  0.0148
t1/2 (saat) 2.8 1.1 59.6 46.9
SF 1.0 1.0 21.3 42.6
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4.7.5. immobilize Enzimin Tekrar Kullanim Kararliiginin Belirlenmesi

immobilize  enzimin  yeniden  kullanilabilirligi ~ &zellikle  endiistriyel
uygulamalarda maliyeti disliren ve enzimin degerini ortaya koyan onemli
ozelliklerinden biridir. MWCNT-Ald@GkASNaz'in tekrar kullanim kararliligini
belirlemek icin immobilize enzim, her reaksiyon sonunda geri kazanilarak bir sonraki
reaksiyon icin yeniden kullanilmis ve déngii 20 defa tekrarlanmistir. immobilize
enzimin tekrar kullanim sayisina bagh kalan aktivitesi Sekil 4.13’te gésterilmistir. ilk
12 dongl boyunca immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesinin tamamini korudugu
gozlemlenmistir. Tekrar eden 20 dongl sonunda ise MWCNT-Ald@GkASNaz’'in

baslangig aktivitesini %93 oraninda korudugu belirlenmistir.

Bl MWCNT-Ald@GkASNaz

104

100

@0
[<2]
1

92+

Bagil Aktivite (%)

1 2 3 45 6 7 8 910111213 14 1516 17 18 19 20
Tekrar sayisi

Sekil 4.13: immobilize GkKASNaz enziminin tekrar kullanim kararhlig.

4.7.6. Serbest ve immobilize Enzimin Depolama Kararhliklarinin
Belirlenmesi

Serbest GkASNaz ve MWCNT-Ald@GkASNaz’in depolama kararliliklari, +4 °C ve
oda sicakhgl olmak Gzere iki farkli sicaklikta, 30 giin boyunca enzim aktivitelerinin
Olctlmesiyle belirlenmis ve zamana bagli kalan aktiviteleri Sekil 4.14’te gosterilmistir.

Serbest GkASNaz'in oda sicakliginda depolanmasiyla birlikte baslangi¢ aktivitesinin

55



hizli bir sekilde dustiglu ve 30 ginlik depolamadan sonra %33 kalan aktivite
gosterdigi gozlemlenmistir. Ayni kosullarda MWCNT-Ald@GkASNaz'in 30 ginlik
depolamadan sonra baslangi¢ aktivitesini %76 oraninda korudugu belirlenmistir (Sekil
4.14 a). +4 °C'ta 30 ginlik depolama sonrasi ise serbest GkASNaz baslangi¢
aktivitesini %60 oraninda korurken, immobilize MWCNT-Ald@GkASNaz'in ilk glinden
itibaren basglangig aktivitesinin neredeyse tamamini korudugu ve %97 kalan aktivite
gosterdigi gozlemlenmistir (Sekil 4.14 b). Bu sonuglar MWCNT-Ald@GkASNaz’'in

serbest enzime kiyasla uzun siireli depolamada ¢ok daha stabil oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.14: Serbest ve immobilize GkKASNaz’'in depolama kararliliklari.
a: Oda sicakligindaki, b: +4 °C’taki depolama.

4.8. Serbest ve immobilize Enzimin Akrilamid Giderim
Potansiyelinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize enzimin akrilamid giderimi sekil 4.15’te gosterilmistir.
Serbest GkASNaz ve MWCNT-Ald@GkASNaz'in akrilamid giderim potansiyeli,

asparajin-nisasta gida modeli kullanilarak HPLC ile test edilmistir. Akrilamid giderimi
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icin 10 Unite serbest ve immobilize enzim kullaniimis ve 60 dakikalik reaksiyon siiresi
sonunda her iki enzimin de olusan akrilamid miktarini %100 oraninda azalttig
belirlenmistir. Bu sonuglar hem serbest hem de immobilize enzimin akrilamid

gideriminde etkili oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.15: Serbest ve immobilize GKASNaz'in akrilamid giderim potansiyeli.
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5. TARTISMA

L-asparajin amidohidrolaz olarak da bilinen L-asparajinaz enzimi (E.C 3.5.1.1), L-
asparajin amino asidinin aspartik asit ve amonyaga donisimini katalizleyen
endustriyel bir enzimdir. Asparajini hidroliz etme 6zelligi sayesinde L-asparajinazlar,
uzun yillardan beri ALL gibi gesitli kanser tlrlerinin tedavisinde terapdétik ajan olarak
kullanilmaktadir. Son yillarda ise gida endistrisinde, akrilamid giderim potansiyeli ile
dikkatleri Gzerine ¢ekmistir. Akrilamid, nisasta bakimindan zengin gidalarin yiksek
sicakliklarda kizartilmasi sonucu asparajin 6nciil maddesinden olusmakta ve gida
glvenligi acisindan ciddi endiselere sebep olmaktadir. Bu baglamda L-asparajinaz
enzimi, L-asparajini hidrolize ederek gidalarda olusan akrilamid miktarini azaltmakta
boylelikle enzimin enddstriyel dnemini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte 6zellikle
gida endustrisinde yliksek sicaklklarda inkiibasyona ve 6n isleme tabi tutulan L-
asparajinazlarin uzun sire stabil kalmalari ve yeniden kullanilabilir olmalari oldukga
onemlidir. Ancak mikroorganizmalar tarafindan Uretilen serbest asparajinazlarin
ylksek sicakliklarda stabilitelerinin diisiik olmasi ve tek kullanimdan sonra geri
donustirilememesi, endustriyel kullanimini sinirlamakta ve maliyeti artirmaktadir.
Enzim immobilizasyon teknolojisi ise serbest enzimlerin sahip oldugu bu
dezavantajlari ortadan kaldirmakta ve enzim 6zelliklerini iyilestirmektedir.

Bu bulgular, mikrobiyal L-asparajinaz enzimini immobilize sistemlere
baglayarak daha kararli hale getirmeyi ve yeniden kullanilabilir enzim elde etmeyi
duslindirmustir. Bugline kadar yapilan ve literatirde yer alan calismalarin ¢ogu
immobilize L-asparajinaz enziminin farmasoétik uygulamalardaki kullanimini
kapsamaktadir. immobilize asparajinazin gida endiistrisinde kullanimiyla ilgili yalnizca
birkac calisma bulunmaktadir.

Bu nedenle sundugumuz tez calismasinda, termofilik bir bakteri olan
Geobacillus kaustophilus’tan elde edilen serbest L-asparajinazin (GkASNaz) cok
duvarli karbon nanotiip (MWCNT) (lizerine kovalent olarak immobilize edilmesi ve
hem serbest hem de immobilize L-asparajinazin gida enddistrisinde akrilamid giderim

potansiyelinin incelenmesi amaglanmistir.
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Bu amagla, ¢alismamizin ilk asamasinda daha 6nceden pET-22b(+) vektoriine
klonlanan GkASNaz geni, E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicrelerinde IPTG (1 mM) ile
uyarilarak yuksek miktarda eksprese edilmistir. SDS-PAGE analizi sonrasi pET-
22b(+)/GkASNaz plazmitini tasiyan hicrelerde beklenen biyukliukte (~37 kDa) yiiksek
miktarda rekombinant protein ekspresyon bandi gbzlemlenirken geni icermeyen
kontrol hiicrelerinde belirgin ekspresyon bandi gozlenmemistir. Karboksi-
terminalinde 6x-His kuyrugu ile birlikte fizyon protein seklinde Uretilen GkASNaz
enzimi, Ni-NTA afinite kromatografisi ile tek basamakta saflastirilmis ve Tris-HClI
tamponu icinde konsantre edilmistir. Saflastirma sonrasi elde edilen fraksiyonlar SDS-
PAGE ile analiz edilmis ve GkASNaz’'in ~37 kDa molekiler agirliga sahip monomer
yapida bir protein oldugu gosterilmistir. Elde edilen sonuglar daha once
laboratuvarimizda yapilan klonlama ve ekspresyon calismalarini desteklemistir
[Ozdemir vd., 2022].

Saflastirilmis ve konsantre edilmis GkKASNaz'in aktivitesi, enzimin substrat
olarak L-asparajini hidroliz etmesi sonucu agiga ¢ikan amonyagin tayin edilmesiyle
Olclilmustiir. Calismamizda Ni-NTA afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilan
GkASNaz enzimi, 357.84 U/mg protein spesifik aktivite 6.2 saflastirma kati ve %34.01
verim ile elde edilmistir. L-asparajinaz enzimlerinin molekiler agirliklari ve saflastirma
verimleri elde edildikleri mikroorganizma kaynagina ve saflastirma yontemine goére
farkhlik gostermektedir. Literatiirde bulunan diger calismalara bakildiginda; El-
Naggar vd., (2018), Streptomyces brollosae NEAE-115 susundan saflastirdiklari L-
asparajinaz enzimini (67 kDa) amonyum sulfat diyalizi ve iyon degisim kromatografisi
basamaklarindan sonra 76.67 U/mg protein spesifik aktivite, 7.8 saflastirma kati ve
%7.3 verim ile elde ettiklerini bildirmislerdir. Jiao vd., (2020), Acinetobacter soli’'den
elde ettikleri rekombinant L-asparajinazi (35 kDa) Ni-NTA afinite kromatografisi ile
saflastirip, enzimin spesifik aktivitesini ve saflastirma katini sirasiyla 400 U/mg ve 11.4
olarak rapor etmislerdir. El-Gendy vd., (2021), ise yapmis olduklari ¢alismada
Fusarium equiseti AHMF4 susundan saflastirdiklari L-asparajinaz (45.7 kDa) enzimini
amonyum sllfat ¢oktlirmesi, anyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kolonu
adimlarindan sonra 488 U/mg protein spesifik aktivite, 2.67 saflastirma kati ve %48

verim ile elde ettiklerini bildirmislerdir.
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Galismamizin ikinci asamasinda, saflasgtirilan GkASNaz enzimi MWCNT (zerine
kovalent olarak immobilize edilmis ve immobilizasyonun dogrulanmasindan sonra
serbest enzimle karsilagtirmali olarak karakterize edilmistir. Enzimlerin uygun tasiyici
matris Uzerine immobilizasyonu termal stabilite, yeniden kullanilabilirlik ve substrat
afinitesi gibi 6zellikleri gelistirmekte ve endistriyel uygulamalar icin daha uygun hale
getirmektedir [Jia vd., 2021]. Bu nedenle ilgili tez calismasinda GkASNaz enzimi,
nanotaslyici bir malzeme olan MWCNT Uizerine kovalent olarak immobilize edilmistir.
Literatirde L-asparajinaz enziminin ¢ok duvarli karbon nanotlp {zerine
immobilizasyonu ile ilgili yalnizca birkag calisma bulunmaktadir. Bunlardan; Cristovao
vd., (2020), E. coli L-asparajinazinin MWCNT Uzerine, Haroun vd., (2020), Aspergillus
versicolor L-asparajinazinin oksitlenmis MWCNT Uzerine ve Almeida vd., (2021), E. coli
L-asparajinazinin nitrik asit islevselli MWCNT Uzerine fiziksel adsorpsiyon yontemi ile
immobilizasyonunu rapor etmislerdir. Ulu vd., (2019b), ise yapmis olduklari ¢alismada
E. coli L-asparajinazinin Kalsiyum-Aljinat/MWCNT-COOH (zerine tutuklama
yontemiyle immobilizasyonunu  bildirmislerdir. Bu c¢alismalarda enzimin
immobilizasyonu icin kullanilan adsorpsiyon ve tutuklama gibi fiziksel immobilizasyon
yontemleri zayif etkilesimlerle gerceklestiginden dolayi geri donustlirebilirdir. Bu
durum, enzimlerin destek sisteminden kolay bir sekilde ayrilmasina sebep olmaktadir
[Homaei vd., 2013]. Literatlirde L-asparajinaz enziminin MWCNT {zerine
immobilizasyonunda, kimyasal yontemin kullanildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu nedenle g¢alismamizda GkASNaz enzimi, kimyasal bir yontem olan kovalent
baglama yontemi kullanilarak hazirlanan destek lizerine immobilize edilmistir. Bu
yontem diger yontemlerle karsilastirildiginda enzim ile destek arasinda gligli bir
baglanma sagladigindan dolayi enzimin yeniden kullanilabilirligini artirmakta, enzimin
destek sisteminden sizmasini engellemekte ve ¢ boyutlu yapisini korumaktadir
[Mohamad vd., 2015].

GkASNaz enzimi MWCNT Uzerine immobilize edildikten sonra immobilizasyon
isleminin gerceklesip gerceklesmedigi SEM, SEM-EDS ve FT-IR analizleri ile
dogrulanmistir. immobilizasyon isleminden sonra yiizey morfolojisinde meydana
gelen degisikliklerin analizi SEM ile karakterize edilmis ve farkli blyitmelerde alinan
SEM goruntilerinde enzim bagli olmayan MWCNT ile karsilastirildiginda enzim bagli
MWCNT-Ald@GkASNaz'in ¢ok daha pulrizli ve kalin oldugu gozlemlenmistir.
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Literatlirdeki calismalarla karsilastirildiginda, L-asparajinazin farkli tasiyr matrisler
Uzerine immobilizasyonundan sonra da ylizey morfolojisinde benzer degisikliklerin
meydana geldigi rapor edilmistir [Agrawal vd., 2018; Monajati vd., 2018; Baskar vd.,
2018]. Bununla birlikte bos MWCNT ve MWCNT-Ald@GkASNaz'in elementel
bilesimlerini tespit etmek icin SEM-EDS analizi yapilmistir. Bos MWCNT, sadece C ve
O elementlerini icerirken, immobilizasyon isleminden sonra MWCNT-
Ald@GkASNaz'in bu elementlere ek olarak aminoasit yapisinda bulunan N, S ve P
elementlerini icerdigi gbdzlemlenmistir. Ayrica serbest ve immobilize GkASNaz
enzimlerinin karakteristik gruplarini belirlemek ve immobilizasyonu dogrulamak icin
FT-IR analizi yapilmistir. immobilize MWCNT-Ald@GkASNaz yapisinda 1240 ve 3629
cmVde gozlemlenen karakteristik pikler sirasiyla enzimin amid Il bagina ve NH;
gerilimine  karsilik  gelmektedir. Bu piklerin varligi GkASNaz enziminin
immobilizasyonunu dogrulamistir. Elde ettigimiz FT-IR sonuglari, Ulu ve
arkadaslarinin 2019 yilinda yayinladiklari calisma ile benzerlik géstermektedir [Ulu
vd., 2019b]. Yapilan tim bu enstrimental analiz sonuglari GkASNaz enziminin
MWCNT Uzerine basarih bir sekilde immobilize edildigini kanitlamistir.

Enzim immobilizasyonu dogrulandiktan sonra serbest ve immobilize enzimin
karakterizasyon calismalari yapilmis ve elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. pH ve
sicaklik enzim aktivitesini etkileyen 6nemli cevresel faktorlerdendir. Calismamizda
serbest GkASNaz ve MWCNT-AId@GkASNaz igin optimum pH degerleri 8.5 olarak
belirlenmistir. Bununla beraber immobilize enzimin pH: 5.0-8.0 araliginda serbest
enzimden daha yiksek bagil aktivite gosterdigi gdzlemlenmistir. Bu durum, GkASNaz
enziminin 3 boyutlu yapisinin immobilizasyon isleminden sonra pH degisimlerine
karsi korundugunu gostermistir. Optimum sicaklik degerleri ise serbest ve immobilize
enzim icin sirasiyla 55 ve 65 °C olarak belirlenmistir. Bu sonug, serbest enzimin
kovalent immobilizasyonundan sonra sicaklik degisimlerine karsi toleransinin ve
optimum sicaklik degerinin arttigini gostermistir. Literatirdeki diger calismalarla
karsilastirildiginda; Noma vd., (2020), E. coli L-asparajinazinin amino ve karboksil ile
islevsellestirilmis manyetik Fes04/SiO> nanopartikilleri (izerine immobilizasyonu
sonucu serbest ve immobilize formlar igin optimum pH degerlerini sirasiyla 8.0, 7.5
ve 8.5 olarak optimum sicaklik degerlerini ise 45, 55 ve 50 °C olarak bildirmislerdir.

Ulu vd., (2016), L-asparajinazin biyocoziiniir nisasta kompositi lizerine immobilize
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edilmesi sonucu hem serbest hem de immobilize enzimin optimum pH degerinin 8.5,
optimum sicakligin ise serbest enzim icin 45, immobilize form icin 35 °C oldugunu
rapor etmislerdir.

Serbest GkASNaz ve MWCNT-Ald@GkASNaz‘in kinetik parametreleri, substrat
olarak L-asparajinin kullanilmasiyla belirlenmistir. Serbest ve immobilize enzim icin
Km degerleri sirasiyla 1.33 ve 0.93 mM, Vmax degerleriise 112.4 ve 55.2 U/mg protein
olarak hesaplanmistir. Enzimin kovalent immobilizasyonundan sonra hem K, hem de
Vmex degerinde dists gozlemlenmistir. Ky, degerindeki azalma MWCNT-
Ald@GkASNaz‘in substratina karsi daha yiksek afiniteye sahip oldugunu gostermistir.
Bununla birlikte immobilize enzimin Vmex degerindeki azalmanin, substratin
immobilizasyondan sonra enzimin aktif boélgesine erisiminin kisith olmasindan
kaynaklanabilecegi distnllmustir. Literatliirde yapilan c¢alismalara bakildiginda
benzer durumla karsilasiimistir. Monajati vd., (2018), E. coli L-asparajinazinin ve
immobilize formu olan aspartik asit islevselli grafen oksit’in K, degerlerini sirasiyla
6.08 ve 5.7 mM, karsilik gelen Vmax degerleriniise 237.2 ve 204.7 U/mg protein olarak
hesaplamislardir. Vmax degerindeki distsiin enzim-substrat kompleksinin olusmasi
icin gerekli olan enzim esnekliginin azalmasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Termal inaktivasyon deneyi, serbest ve immobilize GkASNaz'in maksimum
aktivite gosterdikleri 55 ve 65 °C sicakhklarda 24 saat inkiibe edilmesiyle
belirlenmistir. 55 °C’ta serbest GkASNaz, 16 saatlik inkiibasyondan sonra baslangig
aktivitesinin  tamamini  kaybederken, MWCNT-Ald@GkASNaz %87 oraninda
aktivitesini korumustur. 65 °C’'ta ise serbest enzim 8 saatlik inklibasyon sonrasi
aktivitesini tamamen kaybederken, immobilize enzimin aktivitesini %88 oraninda
korudugu belirlenmistir. Bu sonuglar immobilizasyondan sonra enzimin termal
stabilitesinin arttigini  gostermistir. Orhan ve Aktas Uygun, (2020), serbest
asparajinazin 55 °C’'ta 10 saatlik inklibasyon sonrasi baslangi¢ aktivitesinin tamamini
kaybettigini, immobilize formu olan manyetik poli (HEMA-GMA) nanopartikiliinin
ise ayni kosullarda aktivitesini %50 oraninda korudugunu bildirmistir. Tarhan vd.,
(2020), ise serbest asparajinazin 55 °C'ta 3 saatlik inkiibasyon sonrasi baslangig
aktivitesini %50 oraninda korudugunu, immobilize formu olan maltoz islevselli
manyetik Fe304@Au nanopartikullerinin ise ayni kosullarda baglangig aktivitesini %90

oraninda korudugunu bildirmiglerdir.
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immobilize enzimlerin yeniden kullanilabilirligi, tek kullanimlik serbest
enzimlere kiyasla endistriyel uygulamalarda maliyeti diistiren 6nemli avantajlarindan
biridir. Calismamizda MWCNT Uzerine kovalent bir sekilde immobilize edilen
MWCNT-Ald@GkASNaz'in, ilk 12 déngli boyunca aktivitesinin tamamini korudugu ve
tekrar eden 20 dongi sonunda baslangic aktivitesinin sadece %7’sini kaybederek
%93’lnl  korudugu belirlenmistir. Aktivitede gozlemlenen azalmanin enzimin
denatlire olmasindan kaynaklanabilecegi dustnilmistir. Daha Once yapilan
calismalara bakildiginda Agrawal ve Kango, (2019), aliiminyum oksit ve titanyum oksit
nanopartikilleri izerine kovalent olarak immobilize edilen L-asparajinazin 9 dongi
boyunca ortalama aktivitelerinin sirasiyla %91.8 ve %95.1 oldugunu ve aktivitedeki
azalmanin benzer sekilde enzim denatiirasyonundan kaynaklandigini bildirmislerdir.
Alam vd., (2018), manyetik demir oksit nanopartikilleri Gzerine immobilize edilen L-
asparajinazin 5 dongi sonunda baslangic aktivitesini %90 oraninda korudugunu,
Tarhan vd., (2020), ise manyetik Fe30s@Au nanopartikiilleri izerine immobilize
edilen L-asparajinazin tekrar eden 5 doéngliden sonra %78 oraninda aktivitesini
korudugunu rapor etmislerdir.

Enzimlerin uzun sireli depolanmasi, onlarin endistriyel uygulamalardaki
kullanimini artiran bir diger nemli avantajidir. Bu nedenle ¢calismamizda hem serbest
hem de immobilize enzim, +4 °C ve oda sicakliginda 30 glin boyunca depolanmis ve
stabiliteleri incelenmistir. Serbest GkASNaz, oda sicakliginda 30 glinlik depolamadan
sonra %33 kalan aktivite gosterirken, ayni kosullarda immobilize enzim aktivitesini
%76 oraninda korumustur. +4 °C’'ta depolamada ise 30 glin sonunda serbest enzim
%60 oraninda aktivitesini korurken, immobilize enzimin %97 oraninda aktivitesini
korudugu belirlenmistir. MWCNT-Ald@GkASNaz'in her iki sicaklikta da uzun sireli
depolama sonrasi daha vyiksek bagil aktivite gostermesi enzimin kovalent
immobilizasyonu ile stabilitesinin arttigini gostermistir. Literatirdeki calismalara
bakildiginda Ulu vd., (2019a), manyetik Fes02s@MCM-41-Cl nanopartikilleri Gzerine
immobilize edilen L-asparajinazin +4 ve 25 °C'ta 4 haftalilk depolamadan sonra
sirasiyla %47 ve %32.5 oraninda aktivitesini korudugunu, serbest asparajinazin ise
siraslyla %32.2 ve %16 oraninda aktivitesini korudugunu bildirmislerdir. Noma vd.,
(2020), ise amino ve karboksil ile islevsellestiriimis manyetik Fe304/SiO;

nanopartikllleri Gizerine immobilize edilen L-asparajinazin +4 °C'ta 4 haftalik
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depolamadan sonra sirasiyla %79 ve %57 oraninda aktivitelerini korudugunu, serbest
asparajinazin ayni kosullarda depolama sonrasi aktivitesini %30 oraninda korudugunu
rapor etmislerdir.

L-asparajinaz enziminin akrilamidin 6éncli molekili olan L-asparajini hidroliz
etmesi, bir gida enzimi olarak potansiyelini ortaya koymustur. Bu nedenle
¢alismamizin son asamasinda hem serbest hem de immobilize enzimin nisasta-
asparajin gida modelinde akrilamid giderim potansiyelleri incelenmistir. Her iki
enzimden 10 Unite kullanilarak gergeklestirilen 60 dakikalik reaksiyon sonunda ise
akrilamid miktarinin %100 azaldigi HPLC ile gozlemlenmistir. Literatlirde yapilan
calismalara bakildiginda Ravi ve Gurunathan, (2017), Aspergillus terreus L-
asparajinazini kitosan Uzerine kovalent olarak immobilize etmis ve 5 Unite enzimin
kullanilmasiyla 20 dakikalik inkiibasyon sonrasi kochchi kesel’lerde akrilamid
miktarinin %49 oraninda azaldigini belirlemislerdir. Ayni yil Aiswarya ve Baskar,
(2017), Aspergillus terreus L-asparajinazini manyetik nanopartikll Gzerine immobilize
etmis ve 4 Unite enzimin muamele edilmesiyle patates cipsinde olusan akrilamid
miktarinin %75 oraninda azaldigini gostermislerdir. Agrawal vd., (2018), E. coli L-
asparajinazini aliminyum oksit pelletleri tizerine kovalent olarak immobilize etmis ve
enzimin kullanilmasiyla patates cipsinde olusan akrilamid miktarinin %80.5 oraninda
azaldigini bildirmislerdir. Ayni yil Alam vd., (2018), Bacillus aryabhattai L-
asparajinazini manyetik demir oksit nanopartikilleri Gzerine kovalent olarak
immobilize etmis ve nisasta-asparajin gida modelinde akrilamid giderimini
incelemislerdir. 18 linite serbest ve immobilize enzimin kullaniimasi ile 30 dakikalik
inkibasyon sonucu akrilamid miktarinin sirasiyla %60 ve %99 oraninda azaldigini
rapor etmislerdir. Li vd., (2020), vyaptiklari calismada L-asparajinazi N-
hidroksistiksinimit esterleri ile modifiye edilmis polisakkarit agaroz kireleri izerine
kovalent olarak immobilize etmis ve 96 Uinite immobilize enzimin muamele edilmesi
sonucu nisastada olusan akrilamid miktarinin %89 oraninda azaldigini
gostermislerdir. Bir baska calismada Alam vd., (2021), E. coli L-asparajinazini manyetik
nanopartikll Gzerine immobilize edip patates cipsinde akrilamid giderimini test
etmislerdir. 12 (nite serbest ve immobilize enzimin kullaniimasi ile 20 dakikalik
inkiibasyondan sonra olusan akrilamid miktarinin sirasiyla %45 ve %95 oraninda

azaldigini belirlemislerdir. Son olarak Yassin vd., (2022), Aspergillus fumigatus L-
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asparajinazini biyouyumlu kitosan ve dekstran polimerlerine kovalent olarak
immobilize etmis ve hem serbest hem de immobilize enzimin 1 saat muamele
edilmesi sonucu patates cipsinde olusan akrilamid miktarinin sirasiyla %48 ve %87-90
oraninda azaldigini rapor etmislerdir.

Sonug olarak, calismamizda termofilik bir bakteriden elde edilen rekombinant
GkASNaz enzimi kovalent baglama yontemi kullanilarak MWCNT {zerine immobilize
edilmis ve enzimin baglanmasi SEM, EDS ve FT-IR analizleri ile dogrulanmistir. Elde
edildigi kaynaktan dolayr calismamizda kullandigimiz serbest GkASNaz enzimi
mezofilik kaynakl enzimlere gore daha ylksek pH, sicaklik ve depolama kararhligi
gostermistir. Ancak serbest enzim ile karsilastirildiginda GkASNaz'in kovalent
immobilizasyonu enzimin 6zelliklerini iyilestirerek daha iyi katalitik etkinlik, yeniden
kullanilabilirlik ve termal kararliik ozellikleri saglamistir. MWCNT-AlId@ GkASNaz
Uzerinde immobilize edilen GKASNaz’'in termal kararhhgi, 65 °C'ta 42.6 kat artmistir.
Tekrar eden 20 doéngl sonrasi immobilize enzim baglangi¢ aktivitesinde énemli bir
kayip olmadan aktivitesini %93 oraninda korumustur. Bununla birlikte MWCNT
Uzerine immobilize edilen GkASNaz'in nisasta-asparajin gida modeli sisteminde
akrilamid giderimi icin etkili bir biyokatalizor oldugu kanitlanmistir. Karakterizasyon
ve akrilamid giderim sonuglari g6z onine alindiginda immobilize MWCNT-
Ald@GkASNaz, gida endlstrisindeki uygulamalarda umut verici bir gelecege sahiptir.
Ancak MWCNT’lerin toksik o6zellik gostermesi endiselere sebep olabilmektedir.
Gahsmamiz akrilamidi azaltmak igcin MWCNT-AlId@GkASNaz’in kullanilmasina yonelik
bir 6n ¢calisma niteligindedir. Bu nedenle 6zellikle gida endustrisinde akrilamid giderici
ajan olarak kullanimini saglamak igin toksisite ¢alismalari gibi daha ayrintili ek

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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