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OZET

L-asparajinazlar, L-asparajinden aspartik asit ve amonyak olusumunu kataliz eden
amino hidrolaz grubuna ait enzimlerdir. Bu enzimler giinimiizde kemoterap6tik ajan
olarak ila¢ endustrisinde ve L-asparajini hidroliz etme yeteneginden dolayr gida
iriinlerinin  kizartilmasi1 swrasinda akrilamid olusumunun inhibisyonu ile gida

endustrisinde kullanilmaktadir.

L-asparaginaz gibi ila¢ ve gida endiistrilerinde 6nemli uygulamalar1 olan enzimler
cevresel etmenlere karsi oldukg¢a duyarhidir. Enzimlerin inaktivasyonlar1 veya
etkinliklerinin azalmasi sicaklik, ortam pH’Si, denatiire edici ajanlar gibi birgok
faktoriin etkisi ile gergeklesir. Bu nedenle enzimlerin stabilizasyonu aktivitelerinin
korunmasi agisindan zorunlu hale gelmistir. Protein agregasyonu hem gida hem de
ilag endiistrisinde 6nemli bir sorundur. Protein stabilitesini arttirmak i¢in kullanilan
popiiler stratejilerden biri, katlanmis proteinleri destekleyen sekerler, polioller ve

nétr amino asitler gibi kiiciik organik molekiller olan ozmolitlerin kullanilmasidir.

Bu tez ¢alismasinda Geobacillus kaustophilus’tan elde edilen GKASNaz enziminin
ozmolitler ile kullanarak stabilitesinin korunmasi ve ayni zamanda akrilamid
giderimindeki etkinliginin arttirilmasi amaclanmistir. Secilen ozmolitler arasinda
GkASNaz 30 gunlik depolama suresinde en yiiksek kararliligi maltoz ve arjinin
varliginda gostermistir. Maltoz 37°C ve 55°C’de, diisiik pH araliginda (pH 5.0 ve pH
7.0) aktivitesini yaklasik 2 kat arttirmistir. Maltoz ve arjinin ozmolitlerin varliginda
enzimin optimum sicakligi degismemis ayrica 55°C sicakligin altinda ve istiindeki
derecelerde enzim aktivitesi artis géstermistir. 2 gin ozmolitler varliginda +4°C’da
inkiibe edilmis olan GKASNaz’in Kn degerleri 37 ve 55°C’da kontrollerine kiyasla
azalmis ve Vmax degerleri artmistir. Bu sonuglar, enzimin katalitik etkinliginin
osmolitlerin varligiyla arttigmi ve maltozun arjininden daha etkili oldugunu
gostermistir. GKASNaz’in arjinin aracili stabilizasyonu, enzimatik aktiviteyi
arttirmustir; 12. sa’tin sonunda 37°C’de %83, 55°C’de ise %77 olarak belirlenmistir.
Ozmolitler varhiginda +4°C’da 2 giin inkiibe edilen GKASNaz 15 dk’lik reaksiyonda

akrilamid giderimini 1.7 kat arttirmistir.

Anahtar kelimeler: L-asparajinaz, Geobacillus kaustophilus, Ozmolit, Akriamid,

Arjinin, Maltoz.



ABSTRACT
L-asparaginases are enzymes belonging to the group of amino hydrolases that
catalyse the formation of aspartic acid and ammonia from L-asparagine. These
enzymes are currently used in the pharmaceutical industry as chemotherapeutic
agents and in the food industry by inhibition of acrylamide formation during frying
of food products due to its ability to hydrolyse L-asparagin. L-asparaginase, which
have important applications in pharmaceutical and food industries, are very sensitive
to environmental factors. Inactivation or decrease in the activity of enzymes occurs
under the influence of many factors such as temperature, ambient pH, denaturing
agents. Therefore, stabilisation of enzymes has become mandatory for the
preservation of enzyme activity. Protein aggregation is an important problem in both
food and pharmaceutical industries. One of the popular strategies used to increase
protein stability is the use osmolytes, which are small organic molecules such as

sugars, polyols and neutral amino acids that support folded proteins.

In this thesis, it was aimed to maintain the stability of GKASNase enzyme obtained
from Geobacillus kaustophilus by using osmolytes and to increase its efficiency in
acrylamide removal. Among the selected osmolytes, GKASNase showed the highest
stability in the presence of maltose and arginine during 30 days of storage. Maltose
increased its activity about 2-fold at 37 and 55°C in the low pH range (pH 5.0 and
pH 7.0). In the presence of maltose and arginine osmolytes, the optimum temperature
of the enzyme did not change and enzyme activity increased at temperatures below
and above 55°C. Kn values of GkASNase incubated at +4°C in the presence of
osmolytes for 2 days decreased and Vmax values increased at 37 and 55°C compared
to controls. These results showed that the catalytic activity of the enzyme increased
with the presence of osmolytes and maltose was more effective than arginine.
Arginine-mediated stabilisation of GkASNase at elevated temperature helped to
maintain the enzymatic activity; at the end of 12 h, the enzyme activity was 83% at
37°C and 77% at 55°C. At 55°C. GKASNase incubated at +4°C for 2 days in the
presence of osmolytes increased acrylamide removal 1.7 times in 15 minutes

reaction.

Keywords: L-asparjinase, Geobacillus kaustophilus, Osmolyte, Acrylamide,

Arjinine, Maltose.
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TESEKKUR

Tez ¢aligmam siiresince bilgi ve deneyimleri ile yardimini hi¢bir zaman esirgemeyen,
sabirla ve ozveriyle her konuda fikir veren, tez ¢alismam siiresince oniimde rehber
olan saygideger damigman hocam Dog. Dr. F. inci OZDEMIR e,

Tez calismamin akrilamid giderimi ile ilgili enstrimental analiz bolimlerinde bilgi,
deneyim ve desteklerini esirgemeyerek bu konular1 6grenmemde katkilar1 biiyiik olan
sevgili hocam Prof. Dr. Deniz YILDIRIM’a

Tez calismama katki ve elestirileri ile destek veren, tez jurisinde bulunan degerli
hocalarim Prof. Dr Melek Ozkan ve Dr. Ogr. Uyesi Ahmet TULEK e

Yiksek lisans tez strecimde ortak laboratuvari paylastigimiz, giler yiiziini
esirgemeyen hocam Prof. Dr. Sedef TUNCA GEDIK ve ekibine,

Calismalarim boyunca karsilastigim her tiirlii zorlukta yanimda olan, tecrtibelerinden
yararlandigim ve yiiksek lisansin bana kazandirdigi en degerli arkadasimlarim olan,
Go6zde SUKUR ve Burcu KARAASLAN’a

Yiiksek lisans tez slirecimde bana destegi ile her zaman yanimda olan degerli
mudarim Nihan UYSAL ve tiim ekip arkadaslarima,

Her zaman yanimda en kiymetli destek¢im olan ve gostermis oldugu fedakarlik ve
sabrindan dolay1 sevgili esim Ozgecan DEMIRTAS a,

Son olarak bana c¢alismalarim ve egitim hayatim boyunca maddi ve manevi
desteklerini hi¢ esirgemeyen daha da oOnemlisi duyduklar1 giivenle her zaman
yanimda olduklarmi hissettiren babam Muammer OZDEL, annem Havva Ozdel’e

tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

L-asparajinaz enzimi (EC 3.5.1.1., L-ASNaz) L-asparajin amino asidini L-aspartat ve
amonyuma parcalayan bir amidohidrolazdir. Bu enzim, diger hidrolazlardan farkli
olarak karbon-azot baglari lizerinde etki gostermekte ve L-asparajin amino asidinin
amid yan zincirinin bir molekiill H-O ile hidrolizini Kkatalizleyerek bir molekil

amonyak ve bir molekil L-aspartik asit agiga ¢ikarmaktadir.

Hem L-asparajin amino asidi hem de L-ASNaz enzimi bakterilerden memeli
hayvanlara kadar tiim organizmalarda 6nemli roller Gstlenmektedir. Gunlimiize kadar
mikroorganizmalardan (bakteri, mantar, maya ve aktinomiset) daha yuksek
organizmalara (bitki, omurgali ve hayvan dokular1) kadar ¢ok ¢esitli kaynaktan izole
edilen L-asparaginazlar bulunmakla beraber mantar ve bakteri kaynakli L-
asparajinazlar, gorece basit Uretim metotlar1 ile  yiiksek  miktarda
iretilebildiklerinden, diger organizmalara ait L-asparajinazlara tercih edilmektedirler
(Kumar ve ark., 2012; Batool ve ark., 2016).

L-ASNaz aktivitesine sahip enzimler gen dizilerine ve yapisal homolojilerine
dayanarak tip I ve tip II olarak adlandirilan bakteriyel ve tip III olarak adlandirilan
bitki kokenli olmak iizere iki aileden olusmaktadir (Michalska ve ark., 2006). Tip |
asparajinazlar belli oranda surekli olarak sentezlenen sitoplazmik enzimlerdir, tip Il
asparajinazlar ise bakterinin biliylime sartlarma bagli olarak periplazmaya salgilanan
enzimlerdir (Borek ve ark., 2001; EIl-Naggar ve ark., 2014). Tip | ve tip Il
asparajinazlar L-asparajin ve L-glutamin enzimatik aktivite ile karakterize
edilmektedirler. Bununla birlikte, tip 11 asparajinazlar L-asparajine karsi daha yiiksek

6zgul afinite géstermektedir (Costa ve ark., 2016).

L-asparajinazlar mono-, di- ve hekzamerik formlarda bulunsa da bu enzim icin en
yaygm formu birbirine es 4 alt birimin bir araya gelerek olusturdugu bir tetramerik
yapidir (Batool ve ark., 2016; Muneer ve ark., 2020). Alt birimlerin biiyikligi
organizmadan organizmaya farklilik gostermekle birlikte, bir L-ASNaz molekuliinin
molekiiler agirligi 140 ile 160 kDa arasinda degismektedir (Aung ve ark., 2000;
Aghaiypour ve ark., 2001; Kozak ve ark., 2002). Her bir monomer, biyik bir N-

terminal domaini ile kiguk bir C-terminal domaininde duzenlenmis 8 a-heliks ve 14

1



B-iplik olusturan yaklasik 330 amino asitten meydana gelmektedir. Enzimin aktif
bolgesi iki bitisik monomer arasinda bulunmaktadir. Bu nedenle L-ASNaz tetrameri,
iki dimerden olugan bir dimer olarak diisliniilebilir ancak enzim sadece tetramer
formundayken aktiftir (Swain ve ark., 1993; Khushoo ve ark., 2004; Batool ve ark.,
2016).

1.1. L-Asparaginazin Hidroliz Mekanizmasi

L-ASNaz’in hidroliz mekanizmas1 kesin olarak bilinmemekle birlikte simdiye kadar
onerilen iki farkli kavram mevcuttur. Birinci mekanizmaya gore, bir niikleofil olarak
Thr, L-Asn'nin karboksamid karbonuna atakta bulunur ve ardindan amonyak salinir.
Bu katalitik adim, amonyak aktif bolgeyi terk ettiginden geri doniisim
gerceklesemez. ikinci niikleofilik saldir1, dogrudan bir su molekiilii tarafindan
meydana gelir ve ikinci driin olan L-Asp'nin salinmasimna neden olur. Onerilen ikinci
mekanizma, klasik serin proteazlar iki asamali pinpon mekanizmasina benzer. Bu
mekanizmaya gore L-ASNaz, iki reaksiyon yolunun farkli adimlarinda ¢alisan iki
katalitik Gc¢lu icerir (Escherichia coli tip Il L-ASNaz'da sirasiyla Thrl12-Tyr25-
Glu283 ve Thr89-Asp90-Lys162). Ik adimda, Thr12'nin L-Asn'nin karboksamid
karbonu tizerindeki niikleofil saldirisi, bir kovalent asil-enzim ara Uriinii ve ardindan
amonyak salmimi ile sonug¢lanir. Bir sonraki adimda, ikinci {i¢liinlin treonin su
molekiiliinii ayn1 karbon {izerindeki niikleofilik saldiris1 i¢in aktive eder, bu da asil-
enzim ara Uriiniiniin kirilmasina ve ikinci liriin olan L-Asp'in salinmasina neden olur
(Swain ve ark., 1993; Batool ve ark., 2016; Lubkowski ve ark., 2020; Jia ve ark.,
2021). Katalitik mekanizmay1 belirlemeye yonelik yapilan bu calismalar farklh
smiflardaki asparajinin enzimatik hidroliz mekanizmalarinin da farkli olabilecegini
gostermistir (Pokrovskaya ve ark., 2022). Diger enzimlerde oldugu gibi L-
ASNaz’larn katalitik siiregte rol oynayan en 6nemli amino asit kalintilariin tahmin
edilmesi ve enzimin ozelliklerinin gelistirilmesi teorik ¢aligmalar ve pratik deneyim

ile miimkiin kilmistir.

1.2. L-Asparaginazlarin Uygulama Alanlan

L-Asparaginaz, ilag ve gida endiistrilerinde ¢esitli uygulamalar1 olan onemli bir

enzimdir.



1.2.1. L-ASNaz’in Kemoterapotik Etkisi

L-Asparjinaz enzimi ilk kez 1904 yilinda bir Alman kimyager olan Ernst Abbe
tarafindan sigir pankreas dokularinda tespit edilmistir. Karl Lang'in kesfi, daha sonra
Clementi tarafindan dogrulanip, 1922 yilinda yayimlanmistir. Clementi'nin ¢aligmast,
L-asparjinaz enziminin amido-hidrolitik aktivitesinin sadece omnivor hayvanlarin
tim dokularinda bulundugunu ve etgil hayvanlarin organlarinda bulunmadigini
gostermistir (Clementi, 1922). L-Asparjinaz'in anti-kanser etkileri, William J. Kidd
tarafindan daha ayrintili bir sekilde arastirilmistir. Kidd, kobay serumunun anti-
timor Ozelliklerini inceleyerek L-Asparjinaz'm kanser hiicrelerinin biiylimesini
durdurma veya azaltma yetenegini kesfetmistir. Bu calismalar, L-Asparjinaz'in
kanser tedavisinde potansiyel bir ara¢ olarak kullanilmasina yol agmistir (Kidd ve
ark., 1953). Neuman ve McCoy 1956 yilinda yaptiklar1 ¢alismada L-asparajinin
varligi ve yoklugunun tiimor hiicreleri ile normal hiicreler arasindaki metabolik
farkliliklar1 gostermislerdir (McCoy ve ark., 1956). Broom ve diger arastirmacilar,
kobay serumunun anti-timor aktivitesini L-asparjinaz enzimi tarafindan L-asparajin
tiketimiyle iliskilendirmislerdir. Bu arastrmalar, L-ASNaz enziminin kanser
hlcrelerinin buytumesini engellemek icin L-asparajini yikarak, kanser hicrelerinin
ihtiya¢ duydugu bu amino asidi tiketerek calistigini gostermistir. Kobay
serumundaki L-ASNaz, kanser hiicrelerinin biiyiimesini etkili bir sekilde kontrol
edebilir ve bu nedenle kanser tedavisinde kullanilan bir ajan haline gelmistir

(Broome ve ark., 1963).

L-asparaginaz en yaygin olarak akut lenfoblastik l6semi (ALL) tedavisinde
kullanilmaktadir. Losemi tiirlerinden biri olan ALL genellikle ¢cocukluk déneminde
goriiliir ve lenfoblast adi verilen gen¢ lenfosit hiicrelerinin anormal bir sekilde
¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikar. L-Asparjinaz, lenfoblast hiicre élimine yol acan
serum asparjinini tiiketir ve dolayisiyla onu ALL i¢in yararli bir kemoterapdtik ilag
haline getirir (Jiang ve ark., 2021). L-Asparjinaz, serum asparajinini aspartik aside
dontistiiriir. Saglikli hiicrelerle karsilagtirildiginda, asparjin, l6semik hiicrelerde
asparjin sentetaz enzimi bulunmadigindan onlar i¢in esansiyel bir amino asit olarak

kabul edilir (Cachumba ve ark., 2016)

L-asparajin sentetaz enzimini eksprese eden saglikli hiicrelerin aksine, ¢ogunlukla

lenfoid kokenli olan kanser hiicreleri, L-asparjin bakamindan oksotrof olduklar1 igin



hizl1 ve malign biiylime, yayilma ve hayatta kalma gibi metabolik ihtiyaglar1 i¢in kan
serumundan eksojen L-asparajin tedarigine gilivenirler (Shakambari ve ark., 2019).
Bu nedenle, kan serumundan L-ASNase tarafindan L-asparajinin hidrolizi, kanser
hiicrelerinin p53'e bagimli apoptozuna yol agarken, saglikli hiicreler etkilenmeden

kalir.

L-asparaginaz lenfoblastik 16semiden basta olmak iizere retikiil sarkomu, Hodgkin
hastaligi, akut miyelositik 16semi, akut miyelomonosit 16semi, kronik lenfositik
16semi ve limfosackoma melanosarkoma gibi hastaliklarda Uzun yillardir saghk
sekoriinde terapotik ajan olarak kullanilmaktadir (Abbas ve ark., 2010; Gulati ve
ark., 1997).

Gilintimiizde FDA onayli akut lenfoblastik ve lenfosarkoma tedavisinde kullanilan 3
tip ila¢ bulunmaktadir. Bunlardan ilki dogal E. coli tlirevli L-ASNaz olarak Elspar®,
Kidrolase®, ikincisi E. coli tirevli L-ASNaz’m polietilen glikol (PEG) ile kovalent
baglanmasi sonucunda olusturulan Oncaspar® (Pegaspargase), Ugiinciisii ise E.
chrysanthemi tlrevli L-ASNaz olarak kullanilan Crisantaspase® ve Erwinase®’dir
(Avramis ve ark., 2006; Izadpanah ve ark., 2018; Chand ve ark., 2020; Muneer ve
ark., 2020).

1.2.2. L-ASNaz’in Gida Endiistrisinde Kullanim

Gidalarin birtakim 6zelliklerini iyilestirmek ve giivenligini artirmak igin sicaklikla
muamele edilmesi ge¢misten giliniimiize evsel ve endiistriyel tiim sektorlerde
uygulanmaktadir. Yiiksek sicaklikla birlikte gidalarda gergeklesen kimyasal
reaksiyonlar yeni bilesiklerin olusmasina neden olmaktadir (Park ve ark., 2009).
Kimyasal tepkime sonucu olusan bu molekiillerin bazilarmin saglik agisindan pozitif
etkilere sahipken bazilarinin ise (akrilamid gibi) toksik etkilere sahip oldugu
bilinmektedir (Studer ve ark., 2004).

Amino ile karbonil gruplarinin etkilesimi sonucu meydana gelen bir reaksiyon olan
maillard reaksiyonu; gidalarin renk, tat ve koku gibi karakteristik ozelliklerini
iyilestirmesine ragmen gidalarin besin degerinde kayiplara neden olmaktadir.
Akrilamid diistik kiitleli, kristal yapida, suda yiiksek coziiniirliige sahip, kendine
0zgl renk ve kokusu olmayan sentetik bir maddedir (Rachwa-Rosiak ve ark.,2015;

Squeo ve ark.,2023). Insan saghg: iizerinde olumsuz etkileri oldugu tespit edilen



akrilamid, 1994 yilinda Uluslararasi Kanser Arastirma Ajanst (IARC) tarafindan
insanlar i¢in olas1 bir kanserojen (Grup 2A) olarak smiflandirmistir (IARC,1994).
Insanlar akrilamide inhalasyon, dermal ve oral yollarla maruz kalmakla beraber en
onemli akrilamid maruziyet yollarindan bir tanesi gida tiiketimidir (Rifai ve ark.,
2020).

Akrilamidin insanlar {izerindeki saglik etkileri tam olarak anlagilamadigindan, asir
islenmis gidalardan kagmmmak ve daha saglikli yontemleri tercih etmek gibi
maruziyeti azaltmak onemlidir.

Kanserojen, genotoksik ve sitotoksik bir bilesik olan akrilamid, asparajin ve indirgen
sekerler gibi karbonil bilesiklerinin reaksiyonu ile olusur. Maillard reaksiyonu,
akrilamid olusumu i¢in birincil stiregtir.  120°C’den  yiiksek sicakliklarda
karbonhidratlar agisindan zengin gidalarin pisirme siirecinde nonenzimatik Maillard
reaksiyonu adi1 verilen tepkime ile serbest haldeki L-asparajin gibi amino asitlerin a-
amino grubu, indirgenen sekerin karboksil grubu ile birleserek akrilamid agiga
cikarmaktadir (Sekil 1.1) (Mottram ve ark., 2002). Serbest ASN ve indirgen
sekerlerin yani sira gida bilesenlerindeki nem igeriginin varlhigi, Maillard reaksiyonu
yoluyla akrilamid olusumuna yol acan en 6nemli faktér olarak kabul edilmektedir
(Brandt ve ark., 2019).

Maillard reaksiyonu ayni zamanda kizarmis ya da firinlanmis gidalardaki istenilen
goriintli ve tadin olusumundan sorumludur. Akrilamidin 6nciil maddesi olan serbest
L-asparajinin, en fazla tiiketilen besin maddelerinden biri olan patatesteki miktarmin
kilogram basina 940 mg olmasi, toplam aminoasit iceriginin %40’ 1 olusturmasi ve
yiiksek miktarda akrilamid olusturma potansiyeli nedeniyle saglik agisindan tehlike
arz etmektedir (Mottram ve ark., 2002). Bu baglamda kizarmis patates, kahve, cips,
biskiivi ve ekmek akrilamid icerigi yiiksek besinler arasinda bulunmaktadir (Rosén

ve ark., 2002).
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Sekil 1.1: Maillard reaksiyonu ile akrilamid olugumu.

Firmeilik drdnleri, patates, cips, kahve gibi ylksek miktarda akrilamid igeren
urunlerin fazla miktarda tiketilmesi bu iirinlerde akrilamidin azaltilmasina yonelik
stratejilerin  gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Akrilamid olusumunu azaltma
stratejileri, ¢esitli yaklasimlar yoluyla indirgen sekerler ve ASN gibi temel onciilleri
kontrol etmeye odaklanmistir. Gidalardaki bu akrilamidin azaltilmasma yonelik bir
ara¢c olarak Ongoriilen asparajinaz enzimi, 1si1l islem parametrelerinde ve iiriin
formiilasyonlarinda herhangi bir degisiklik yapmay1 gerektirmemesi ve duyusal
Ozellikleri korumasi1 gibi nedenlerle iyi bir segenek olarak one ¢ikmaktadir (Lone,

2018).

Bu tez kapsaminda akrilamidin hazir gidalardan giderilmesi pratik bir uygulama
olmadigindan, gidalar pisirilmeden oOnce akrilamidin olusumunun Onlenmesine
yonelik stratejilere odaklanilmistir. Akrilamid olusumunu engellemek amaciyla,
hazirlanma asamasinda siire ve 1s1 degisikligi yapilabilecegi gibi, un bazl firmlanan
gidalarda tariflere sitrik asit ya da kalsiyum iyonunu eklemek, indirgeyici sekerlerin
yerine siikroz kullanmak ya da asparajin igerigi diisiik un kullanmak tercih
edilebilecek uygulamalar arasinda yer almaktadir. Patates bazli gida iiriinleri i¢in ise
diisiikk seker iceren patates tiirlerinin tercih edilmesi, tariflere amino asit ya da
kalsiyum eklenmesi ve pH’m diistiriilmesi s6z konusudur. Bu yontemler akrilamidin
etkili bir sekilde azaltilmasini saglasa da gidanin duyusal Ozellikleri tehlikeye
girmistir. Maillard reaksiyonu gidalarin isitilmasiyla bagladig: i¢in, bu tip azaltma
yonteminde ilk secenek sicakligi ve i1sitma siiresini azaltmaktir. Bununla birlikte,
Maillard reaksiyonu ayni zamanda pismis gidada arzu edilen tat ve kokunun

olusmasindan da sorumlu oldugundan, pisirme sicakligi 6nemli 6l¢lide azaltildiginda



duyusal 6zellikler kabul edilemez hale gelir (Masi ve ark., 2013). Birgok yazar, sitrik
asit gibi bilesikler kullanarak pH" diisiirerek akrilamid olusumunu azaltmistir
(Baumgartner ve ark., 2004) ancak bu yaklasim kullanildiginda iiriin kalitesi genel

olarak olumsuz etkilenmistir (Vinci ve ark., 2012).

Gida friinlerinde enzim destekli akrilamid giderimi i¢in farkli kaynaklardan elde
edilen asparajinazlar 6n isleme tabi tutularak test edilmistir. Sikga tiiketilen besin
maddelerindeki akrilamid olusumunu 6nlemek amaciyla Aspergillus oryzae kaynakli
bir asparajinaz olan Acrylaway ® ve Aspergillus niger kaynakli asparajinaz
PreventASe ® ticari olarak kullanilmaktadir (Batool ve ark., 2016).

Gidalarin kizartilmadan ya da firinlanmadan 6nce belirli bir siire L-ASNaz ile
muamele edilmesinin, sonugta olusan akrilamid miktarmmi %95 oraninda azalttig
goriilmiistiir. L-ASNaz’in secici olarak serbest asparajini aspartik asit ve amonyaga
parcalamasi ile gida maddesi i¢indeki amino asitlerin biiylik cogunlugu bu islemden
etkilenmediginden besin degerinde kayda deger bir diisiis goriilmemektedir. Elde
edilen sonuglara gore karsinojenik 6zellikteki akrilamid giderimini blyik 6lctde
azaltmaktadir (Munir ve ark., 2019).

1.3. Ozmolitler

Biyokatalizorler olarakta bilinen enzimler son zamanlarda biyokimyasal
reaksiyonlar1 endiistriyel 6lgege tasimak igin dikkat ¢ekmektedir (Schmid ev ark.,
2001) Enzimlerin dogasi, yiiksek 6zgiilliik, yiiksek devir sayilar1 (turnover number),
biyolojik olarak pargalanabilirlik ve ticari kimyasallardan gelismis farmasotik ara
iirlinlere kadar tretim gibi oldukca elverisli reaksiyon kosullar1 yaratmaktadir.
Bununla birlikte, enzimlerin karmasik molekiiler yapilar1 ile ilgili bazi
dezavantajlarm ele alinmas1 gerekmektedir. Bu anlamda, yiiksek 6lgekli proseslerde
enzimlerin kararliligmi artrmak i¢in kimyasal modifikasyonlar, immobilizasyon,
mutajenez ve yardimci ¢Ozeltiler veya yardimci c¢oziiciiler olarak bilinen

kimyasallarin eklenmesi gibi farkl stratejiler kullanilmaktadir (Lyer ve ark., 2008).

Osmolitler, proteinlerin katlanmis halini destekledikleri i¢in iyi bilinen biyokatalizor
stabilizatorleridir. Hiicre i¢i kiiglik, ndtr organik molekiillerden olusan bir sinif olan
osmolitler, ozmoz ve diger stres kosullarindan arindirilmalarini 6nleyerek hiicrelerde

birikir. Katlanmamis proteinin serbest enerjisini yiikselterek katlanmig hal



konformasyonunu tercin ederler. Genel olarak ozmolitler, amino asitler,
karbonhidratlar, aminler, siilfonyum vb. olarak alt kategorilere de ayrilmaktadir. Tuz
iyonlarmm aksine, bunlar ¢ogunlukla tiim proteinlerle uyumludur. Osmolitin bu
ozelligi, proteinlerin katlanmasi i¢in itici gii¢, "protein katlanmasi1" adi verilen bir
olgudan kaynaklanmaktadir. Ozmolitin protein katlanmasi i¢in itici giicli artirma
kabiliyeti, katlanmamis durumda aciga ¢ikan peptit omurgasi iizerinde etkili olan
solvofobik etki ad1 verilen bir olgudan kaynaklanmaktadir. Bu, ¢dziinen maddenin
varliginda, suyun protein yiizey gruplariyla etkilesimi icin serbest enerjideki
degisimin, ¢coziinen maddenin proteinle etkilesimi i¢in serbest enerjideki degisimden

daha elverisli oldugu anlamina gelir (Seechurn ve ark., 2015).

Ozmolitlerin stabilize etme mekanizmalari tam olarak bilinmemektedir, ancak bir¢ok
ozmolit wve ilgili ¢b6zinen madde igin evrensel su-¢Oziinen-makromolekdl
etkilesimleri s6z konusudur. Bazi tuz iyonlar1 ve tire gibi destabilize ediciler
genellikle proteinlere baglanarak onlarin agilmasma neden olur, ¢iinkii bu destabilize
ediciler ile proteinler termodinamik olarak uygun baglanmaya maruz kalan daha

fazla grubu a¢iga ¢ikarir. (Siebenaller ve ark., 1989; Yancey ve ark., 1982)

Proteinin katlanmasi c¢evrede tersine cevrilebilen bir ilerlemedir ve ozmolitler,
katlanmamis durumun serbest enerjisini artirarak katlanma simetrisini dogal olarak
katlanmis konformasyonlar yoniinde yonlendirir (Street ve ark., 2006). Bircok
proteinin erime sicakliginin (Tm), ozmolitlerin etkisiyle arttig1 gosterilmistir
(Kaushik ve ark., 1998). Ozmolitler, hiicresel ortamdaki solventin 6zelliklerini
degistirerek islevler gergeklestirir ve dolayisiyla bunlarin ortaya ¢ikisi, sonugta bu

makromolekiillerin giiciinii degistirir (Gekko ve ark., 1981).

Mehrabi ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada (2008) siikroz, sorbitol ve prolin gibi
ozmoliter kullanilmis ve bu osmolitlerin lusiferaz enziminin yiiksek sicakliklardaki
stabilizasyonu ve enzimatik aktivitesini artirma derecesi ve osmolitlerin
eklenmesiyle konformasyonel degisikliklerini kontrol edilmistir. Calismada
ozmolitlerin  atesbocegi lusiferaz  aktivitesinin  termostabilitesini  artirdigi
bulunmustur.  Siikroz, sorbitol ve prolin varhginda, 60 dk sonra enzimin kalan
aktivitesinin serbest enzimden ¢ok daha yiiksek oldugunu ve en iyi sonugun 35 °C'de
60 dk sonra orijinal aktivitenin neredeyse %90'1n1 koruyan 1.5M sukroz ile elde
edildigi tespit edilmistir. Ayrica floresan ve dairesel dikroizm (CD) deneyleri, bu

ozmolitler varliginda ates bocegi lusiferazinin ikincil ve igiinciil yapisinda



degisiklikler oldugunu gostermistir. Lusiferazin katlanma egrileri (uzak-UV CD
spektrumlar1 ile elde edilen), osmolitlerin varhiginda geri doniisiimsiiz bir termal
denatiirasyon ve katlanma ge¢is sicakligmin (Tm) orta noktasinin yiikseldigini

gostermistir (Maryam ve ark., 2008).

Van-Thuoc ve arkadaslarmin 2012 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda, ektoinlerin pH
stresine karst koruyucu etkisini, Bacillus halodurans'tan rekombinant bir ksilanaz
model olarak kullanilarak incelemistir. Enzim stabilitesi ektoinler varhiginda diisiik
(4.5 ve 5.0) ve yiiksek pH'da (11 ve 12) artis gostermistir. Ksilanaz pH 10'da 50 mM
hidroksiektoin ile 65 °C'de 5 sa inkiibe edildiginde, orijinal aktivitenin yaklagik
%40" korunurken, katki maddesi yoklugunda veya ektoin ya da trehaloz varliginda
hicbir artik aktivite tespit edilmemistir. Ksilanaz aktivitesi 25 mM ektoin varliginda
hafifce uyarilmis ve daha sonra ektoin konsantrasyonundaki artigla kademeli olarak
azalmistir. Uyumlu ¢6ziinenlerin varliginda enzimin termal agilimi, denatiirasyon
sicakliginda miitevazi bir artig gosterirken kalorimetrik entalpide daha biiyiik bir artis

gostermistir (Van-Thuoc ve ark., 2013).

2018 yilinda yayinlanan bir ¢alismada (Huei-Fen ve ark., 2018) dort farkli biyolojik
ozmolitin (gliserol, sorbitol, sikroz and TMAO (trimethylamine-N-oxide)) Bacillus
licheniformis y-glutamil transpeptidaz (BIGGT) U(zerindeki stabilize edici etkisi
arastirilmistir. BIGGT 'nin 40°C'nin altindaki sicakliklarda stabil oldugu goriilmiistiir,
ancak enzim 60°C'de aktivitesinin %10'undan daha azmi korumustur. Test edilen
ozmolitler sicakliga kars1 farkli etkinlik dereceleri sergilemistir ve siikrozun bunlar
arasinda en etkili oldugu bulunmustur. BIGGT'nin ikincil yapist dairesel dikroizm
spektroskopisinin kullanilmasi ile belirlenmis ve protein molekiiliiniin sicakliga bagli
konformasyonel degisiminin ozmolitler tarafindan Onlenebilecegini ortaya
koyulmustur. Calisilan biyolojik ozmolitlerin, 6zellikle de siikrozun, BIGTT'nin
yapisal stabilizasyonuna baskin bir katkida bulundugunu acik¢a goézlemlenmistir

(Huei-Fen ve ark., 2018).

Wlodarczyk ve grubu tarafindan yapilan bir ¢alismada (2019) ozmolitlerin Erwinia
chrysanthemi‘den (ErA 11) elde edilen rekombinant L-ASNaz II'nin kinetik ve
stabilitesi iizerindeki etkisini, ayrica enzimin agregasyon profilleri nanotracking
partikul analizi ve dinamik 1s1k sa¢ilimi ile analiz edilmistir. Test edilen ozmolitlerin
cogu enzimin spesifik aktivitesini ve stabilitesini artirirken, siikroz ve sorbitol enzim

aktivitesinin neredeyse %70'ini artrmustir. Poliol toplam enzim aktivitesini 30 giin



boyunca korurken, sukroz bu slre boyunca toplam enzim aktivitesini %81.1 + 5.3
oraninda korumustur. Siikkroz ve sorbitol kinetik parametreyi (Km) Onemli Olctde
degistirmemis ve sonu¢ olarak ErA II'nin genel katalitik etkinligi (KcarKm) ayni
kalirken, bu osmolitler 30 giin boyunca protein stabilitesini artirmigtir. Sonug olarak,
sorbitol ve siikrozun enzimin dogal durumun biyofarmasotik aktivitesini etkilemeden
enzim stabilizasyonuna yol actig1 i¢in bu ozmolitlerin, ErA II formiilasyonlar1 igin

ideal oldugunu agik¢a belirtmislerdir (Samarina ve ark., 2019).

2020 yilinda paylasilan bir ¢alismada Joghee ve arkadaslari, Ne-asetil L-lizinin a-
amilazin termodinamik kararliligi ve enzim aktivitesi ilizerindeki etkilerini, yaygin
olarak bilinen diger ozmolitlerle (ektoin, prolin, glisin betain, trehaloz ve siikroz) ile
karsilagtirarak arastirmustir. pH 37' de incelenen tiim ozmolitlerin enzim optimum
sicakligini arttirdigit ve enzimin termodinamik stabilitesini gelistirdigi tespit
edilmistir. pH 3.0’de, Ne-asetil L-a lizin ve ektoinin enzimin hem katalitik hem de
termodinamik stabilitesini gelistirdigi ve bu durumun, enzimin pH 3.0'da 15 dk
inkiibasyonundan sonra kalan enzim aktivitesinde sirasiyla %60 ve %63.5 oraninda
ve katlanma gecisinin orta nokta sicakliginda sirastyla 11°C ve 10°C oraninda artisa
yansidigimi1 gostermislerdir. Sonug olarak, asidik kosullarda Ne-asetil L-o lizin ve
ektoin ilavesinin o-amilazin hem aktivitesi hem de stabilitesi iizerindeki 6nemli
koruyucu etki gdstermesinin bu ozmolitleri biyoteknolojik uygulamalar igin ilging

adaylar haline getirdigini belirtmislerdir (Joghee ve ark., 2020).

2020 yilinda yayinlanan bagka bir calismada Norouzi ve arkadaglari trehaloz ve
prolinin PersiXyn2'nin aktivitesi, stabilitesi ve konformasyonu Uzerindeki etkileri
incelenmistir. Calismada her iki ozmolitin varligi, kontrol PersiXyn2'ye kiyasla daha
yiiksek bir katalitik verimlilikle sonuc¢lanmistir. Trehaloz ve prolin, PersiXyn2'nin
optimum pH'm1 diislirmiis ve aktivitesinin optimum sicakligini artirmistir. Bu
ozmolitler 24 gunlik uzun bir sire boyunca PersiXyn2 depolama stabilitesini
gelistirmistir. Ayrica, her iki ozmolit de farkli konsantrasyonlarda metal iyonlar
varhginda enzimin katalitik aktivitesini korumus, ancak trehaloz en ¢ok Mg**
varhiginda, prolin ise Mn?* varhgmda en énemli etkiye sahip olmustur. Ayrica, prolin
ve trehaloz varliginda deterjanlarin enzim lizerindeki etkisi PersiXyn2'nin aktivitesini

arttrmustir (Norouzi ve ark., 2020).

Bazilar1 ozmolitlerin protein omurgast peptidleri veya amino asit yan zincirleri ile

dogrudan etkilesime girdigine inanmaktadir; ancak ozmolitler dogal proteinlerin
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yapilarint 6nemli Olglide degistirmez (Brandau ve ark., 2003). Buglne kadar
yaymlanan arastirmalarin ¢ogu, uyumlu ozmolitlerin protein tersiyer yapisi ve

stabilitesi lizerindeki etkisini tanimlamaya calismistir.

Bu ozmolitler, kesin mekanizma tartismali olsa da proteinin amid omurgasini hedef
alan bir mekanizma yoluyla protein kivrimlarini etkiler (Ufnal ve ark., 2015; Yuewen
ve ark., 2018) Stabilize edici ozmolitler, protein omurgasina yonelik termodinamik

bir hosnutsuzluk nedeniyle tercihen protein ylizeylerinden dislanir.

1.3.1. Ozmolitlerin Etki ve Stabilizasyon Mekanizmasi

Ozmolitler sulu ¢ozeltideki yogunlugunu korurken, bu molekiiller proteine yardime1
olur ve denatiire bir proteinin katlanmis konformasyonunun geri kazanilmasinda
onemli bir rol oynar. Ozmolit, proteinin katlanma kararliligina katkida bulunarak
(Kushwah ve ark, 2020) protein stabilitesini saglar. Olumsuz g¢evresel faktorlerin
istenmeyen etkileri ortamda ozmolitin varlig1 ile proteinlerin dogal bir yapiya
katlanmasma neden olduguna inanilmaktadir. Bir ozmolitin proteini stabilize etme
egiliminin serbest enerji aktarimina bagli olarak, peptit omurgasi ile ozmolit
arasindaki olumsuz etkilesimlerden kaynaklandigi varsayilmaktadir (Chandelve ark.,
2017; Chhabra ve ark., 2017)

Ozmolitler, 6zellikle biyokimyasal sutreclerde o6nemli olan belirli organik
molekdillerdir. Bu ylzden termodinamik prensiplerini anlamak, 6zellikle de serbest
enerji degisimleri ozmolitlerin roliinii ve etkilesimlerini anlamak i¢in kritiktir
(Knierbein ve ark., 2019). Ozmolitlerin ¢6zelti igindeki davranislari, ¢6zeltinin

termodinamik 6zelliklerini etkileyebilir.

Amino asitler, lizin ve arginin yaygin olarak kullanilan ozmolitler arasinda yer
almaktadir. Bu nedenle ozmolitlerin ayni zamanda proteinler i¢in iyi katlanma

mekanizmasi yoneticisi ve iyi stabilizatorler oldugu da bilinmektedir (Singh ve ark,
2011).

Ozmolitlerin stabilize etme mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir, ancak birgok
ozmolit wve ilgili c¢codzlinen madde icin evrensel su-¢dzunen-makromolekil
etkilesimleri s6z konusudur. Bazi tuz iyonlar1 ve lire gibi destabilize ediciler
genellikle proteinlere baglanarak onlarin agilmasma neden olur, ¢linkii bu destabilize

ediciler ile proteinler termodinamik olarak uygun baglanmaya maruz kalan daha
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fazla grubu ag¢iga ¢ikarir (Canchi ve ark., 2010).

Proteinin katlanmasi ¢evrede tersine cevrilebilen bir ilerlemedir ve ozmolitler,
katlanmamis durumun serbest enerjisini artirarak katlanma simetrisini dogal olarak
katlanmig konformasyonlar yoniinde yonlendirir (Street ve ark., 2006). Birgok
proteinin erime sicakligmin (Tm), ozmolitlerin etkisiyle arttigr gosterilmistir
(Kaushik ve Bhat, 1998). Ozmolitler, hiicresel ortamdaki solventin o6zelliklerini
degistir ve degisen Ozelliklerle birlikte bu solventi olusturan makromolekillerin
gucund etkiler (Gekko ve ark., 1981).

Bu molekiiller, proteinin sulu ¢ozeltideki giiciinii korumasina destek olur ve denatiire
bir proteinin katlanmis konformasyonunun geri kazanilmasinda onemli bir rol
oynar. Ozmolit, katlanmamig durumun serbest enerjisini artirarak, katlanmamis
durumdan dogal olarak katlanmis konformasyona dogru katlanma stabilitesine dogru

ilerler (Mojtabavi ve ark., 2019).

1.3.2. Ozmolit-Protein Etkilesiminin Molekiiler Mekanizmasi

Hiicreler kendilerini zorlu c¢evre kosullarindan korumak ic¢in kiigiik molekiilll
ozmolitleri kullanir. Bu molekiiller hiicresel altyapiy1 denatiirasyon ve agregasyona
kars1 korur. Hiicresel proteinlerin toplanmasi ve denatiirasyonu ¢esitli fizyolojik
arizalara ve yasami tehdit eden hastaliklara yol agmasi bakimindan 6nemlidir.
Ozmolitler ortamda bulunan proteinlerin katlanma yoniine dogru iterek stabilitelerini
arttirr, bu nedenle siklikla “kimyasal saperonlar” olarak adlandirilirlar (Welch ve

ark., 1996)

Ozmolitlerin protein stabilitesini artiric1 etkileri, farkli stres kosullarina karsi proteini
koruma amaciyla arastirildigi ve endiistriyel uygulamalarda onemli bir etki yarattig
bircok alanda dikkat cekmektedir. Proteinlerin aktivite ve termodinamik stabilitesi
tibbi ve endiistriyel uygulamalar agisindan ¢ok 6nemli bir rol oynar ve bu konular,
bir dizi smirlama ile birlikte zorluk icerebilir. Benzer sekilde, enzim katalizli
reaksiyonlarin verimliligi ve maksimum verimi, enzimlerin stabilitesi/aktivitesi ve
termodinamik dengeleri ile sinirlanabilir (Voges ve ark., 2017). Bu nedenle, stresli
kosullarla miicadelede ve hastaliklarda organik ozmolitlerin islevlerini ve bunlarm
molekiiler etkilesimlerini anlamak, bunlarin etki bicimleri hakkinda ayrmtili bilgi

gerektirir (Held ve ark., 2016). Ozmolitlerin protein stabilizasyonunda kullanimini
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optimize etmek i¢in, bunlarin molekiiler etkilesimleri (C. Held ve ark., 2016),
reaksiyon kinetigindeki rolleri (Wangler ve ark.,, 2018) ve enzim Kkatalizli
reaksiyonlarin reaksiyon dengesi (\Voges ve ark., 2017) hakkindaki bilgiler énemli

konular1 olusturmaktadir.

Protein ve ozmolitin etkilesiminde ¢esitli kuvvetler rol oynar. Ozmolitlerin ¢esitli
protein molekiilleri ile farkli bir sekilde etkilesime girdigi ve etkilesen kuvvetlerin
dogasma bagli olarak, makromolekiliin stabilizasyonu veya destabilizasyonunun

nihai sonug olabilecegi dikkate alinmalidir (Singh ve ark., 2017).

Ozmolit-protein etkilesimlerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar karmasiktir
ve cesitli molekiiller arasi kuvvetleri ve yapisal degisiklikleri icerir. Kesin
mekanizmalar 1ilgili ozmolite ve proteine bagli olarak degisebilir. Ancak
genellestirilebilecek bazi ortak prensipler ve mekanizmalar vardir. Hidrojen baglari
bu mekanizmalardan biridir. Hidrojen baglar1 (H-baglar1) protein katlanmasi igin
onemlidir (Gao ve ark., 2009; Adhikary ve ark., 2014). Ozmolitler genellikle
hidrojen bag1 yoluyla proteinlerle etkilesime girer (Li ve ark., 2020). Hem hidrofilik
hem de hidrofobik ozmolitler, protein yiizeyindeki polar amino asit kalintilariyla
hidrojen baglar1 olusturabilir. Bu etkilesimler, dogru katlamay:1 siirdiirerek
denatiirasyonu Onler ve protein yapisinin stabilize edilmesine yardimct olur (Sundar
ve ark., 2021) Diger bir mekanizma ise su molekiiliin yer degistirmesidir. Ozmolitler,
protein yuzeyindeki su molekdllerinin yerini alabilir (Fedotova, 2019). Protein
Uzerindeki hidrofobik amino asit kalintilar1 tipik olarak su molekiilleri ile etkilesime
girer (Martini ve ark., 2013). Ozmolitler, 6zellikle hidrofilik gruplara sahip olanlar,
bu kalmtilara baglanmak icin suyla rekabet edebilir ve onlar1 sudan etkili bir sekilde
koruyabilir. Bu, proteinin hidrofobik maruziyetini azaltir ve topaklanmay1 6nler (Das
ve ark., 2007). Bazi ozmolitler ise proteini ¢evreleyen su molekiillerinin yapisini
degistirebilir. Hidrasyon kabugundaki su molekiillerinin organizasyonunu etkileyerek
protein ylizeyi etrafindaki solvent Ozelliklerini etkileyebilirler. Su yapisinin bu
modulasyonu, protein ¢ézlinmesi ve stabilitesi Gzerinde derin bir etkiye sahip olabilir
(Kossowska ve ark., 2018). Bazi ozmolitler, 6zellikle iyonlar, elektrostatik
etkilesimler yoluyla protein yilizeyindeki yiiklii amino asit kalintilariyla etkilesime
girebilir. Bu etkilesimler, ilgili yiiklerin dogasma ve giicline baglh olarak proteini
stabilize edebilir veya dengesini bozabilir (Govrin ve ark., 2018) Ozmolitlerin

konsantrasyonu, protein stabilitesi Uzerindeki etkilerini belirlemede kritik bir
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faktordiir. Diisiik konsantrasyonlarda ozmolitlerin protein yapisi iizerinde minimum
etkisi olabilirken, yuksek konsantrasyonlarda dengeleyici etkileri daha belirgin hale
gelir (Qu ve ark., 1998) Bazi durumlarda ozmolitler proteinlerde konformasyonel
degisikliklere neden olabilir. Bu degisiklikler, protein stabilitesine katkida bulunan
alfa-sarmal olusumu veya beta-yaprak stabilizasyonu gibi proteinin ikincil

yapisindaki degisiklikleri igerebilir (Jahan ve ark., 2019).
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2. MALZEME ve YONTEM

2.1.Malzemeler

2.1.1. Kullanilan Mikroorganizma Susu ve Plazmit Vektor

Geobacillus kaustophilus L-ASNaz (GkASNaz) geni daha 6nce laboratuvarimizda
PET-22b (+) vektdriine klonlanmis (pET-22b (+) /GKASNazll ve E. coli Rosetta™2
(DE3) hicrelerine tranforme edilmistir. E. coli Rosetta™2 (DE3) hiicreleri, genetik
olarak degistirilmis bir E. coli susudur ve yiiksek diizeyde protein ekspresyonu igin

kullanilmaktadir.

2.1.2. Kullanilan Enzimler ve Kitler

Sonikasyondan once bakteri hiicre duvarini zayiflatmak amaci ile 6nce hicreleri
parcalamak icin kullanilan lizozim enzimi Thermo Scientific™ (Waltham,
Massachusetts) firmasindan temin edilmistir. Protein konsantrasyonlarmi belirlemek
icin BCA yontemi kullanilmis ve protein miktar tayin kiti (Pierce™ BCA Protein

Assay Kit) Thermo Fisher Scientific firmasmdan temin edilmistir.

2.1.3. Kullanilan Protein Molekiiler Belirteci

SDS-PAGE goruntuleri icin PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder, 10 to
250 kDa (Thermo Scientific, USA) molekiiler belirteci kullanilmustir (Sekil 2.1)

15



~15 ——

Gel W Blot

4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil 2.1: Protein molekdler belirteci (Thermo Scientific).

2.1.4. Saflastirmada Kullanilan Malzemeler

Proteini saflastrmak icin HisTrap™ FF, 5 mL (GE Healthcare Biosciences) kolonu
kullanilmistir. HisTrap™ FF kolonu, GE Healthcare Life Sciences tarafindan
iiretilen ve protein saflastirma icin kullanilan kromatografi kolonudur. Bu tiir bir
kolon Ozellikle histidin etiketi tasiyan rekombinant proteinlerin saflastirilmasinda
yaygin olarak kullanilir. HisTrap™ FF kolonu, histidin etiketli proteinlerin 6zgiil
olarak tutunmasmi ve daha sonra kolondan elde edilmesini saglamak i¢in nikel
(Ni*?) iyonlarina bagli olan bir histidin baglayic1 6zellige sahiptir. Histidin etiketli
proteinler, kolona uygulandiginda nikel iyonlarina baglanir ve diger kontaminanlar
ve proteinler kolon Uzerinden gecer. Daha sonra hedef protein, 6zel bir tampon

kullanilarak kolondan elde edilir.

Saflastirma sonrasinda protein saflastrma tamponunun degisimi ve proteinin
konsantre edilmesi -icin 10 kDa Amicon® Ultra- 15 Centrifugal Filter Unit, Merck

firmasmdan temin edilmistir.

2.1.5. Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

i.Kullamlan Besiyerleri

Kullanilan tiim besiyerleri kullanimdan Once otoklav ile 121°C’ta 20 dk boyunca

sterilize edilmistir.
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e LuriaBroth (1L, pH7.5)

- Tripton 10 g

- Maya Oziitii 5 g

- NaCl 10 g kanstirilarak dH20 ile 1 L’ye tamamlanir ve otoklavlanir.

e Luria-Bertani (LB) Agar (pH 7.5)

- LB s1v1 besiyerine %1,5 oraninda agar eklenerek hazirlanir ve otoklavlanir.
i. Diger ¢ozeltiler

e Ampisilin (5 mL, 100 mg/ml):

-0.5 g Ampisilin

-dH20 ile 5 mI’ye tamamlanir. Filtreden gegirilerek sterilize edilir.

e IPTG (100 mM, 10 mL):

-0.238 g IPTG

-10 ml dH20 ile ¢ozuldir. Filtreden gecirilerek sterilize edilir.
ii. Ni-NTA Saflastirma I¢in Kullanilan Soliisyonlar:

e Lizis Tamponu (pH 8.0)

- Sodyum Fosfat Tampon 20 mM

- NaCl 500 mM

- Imidazol 5 mM

e Baglanma Tamponu (pH 7.4)

- Sodyum Fosfat Tampon 20 mM

-NaCl0.5 M

- Imidazol 20 mM

e Elisyon Tamponu (pH 7.4)

- Sodyum Fosfat Tampon 20 mM

-NaCl0.5M

- Imidazol 500 mM
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iii. Agaroz Jel Elektroforezi i¢in Kullanilan Soliisyonlar:
e 50X TAE Tamponu (200 mL)
-Tris48.4 ¢
-Glasiyal Asetik Asit 11.42 mL
0,5 M EDTA (pH 8.0) 20 mL
e %0.8’lik Agaroz Jel (40 mL)
-Agaroz 0.32 g
-1X TAE tamponu
-40 mLRedSafe 3 pL
iv. SDS-PAGE I¢in Kullanilan Soliisyonlar:

e 10X SDS Yurutme Tamponu (1 L)

-Tris 30,3 g

-Glisin 144,4 g

-SDS 10 g

e 4X Ornek Tamponu (10 mL)

-1 M Tris-HCI (pH 6.8) 2 mL
-SDS 0.8 g

-% 100 Gliserol 4 mL

-14.7 M B-merkaptoetanol 0,4 mL
-0.5 MEDTA1mL

-1,194 M Bromofenol mavisi 8 mg
e Coomassie Blue Boyama Solusyonu (1 L)
-Coomassie Brillant Blue R250 1 g
-Metanol 450 mL

-Glasiyal Asetik Asit 100 mL

e Boya Uzaklastirma Solusyonu (1 L)
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-Metanol 50 mL
-Asetik asit 70 mL
-Distile su 880 mL
o %12’lik SDS-PAGE
e Ayirma Jeli (Alt Jel)
-Distile su 3.2 mL
-%30 Akrilamid 4 mL
-1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.6 mL
-9%10 SDS 100 pL
-%10 APS 100 pL
-TEMED 10 pL
e Yikleme 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 pL
-TEMED 5 pL
v. Asparajinaz Aktivite Tayini Igin Kullanilan Soltisyonlar
-50 mM Tris-HCI (pH 8.5)
-0.605 g Tris
-100 mL Distile su
e 40 mM L-Asparajin Solusyonu
-0.05 g L-Asparajin
-10 mL 50 mM Tris-HCI (pH 8.5)

e 80 mM L-Asparajin Soliisyonu
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0.1 g L-Asparajin
e -10 mL 50 mM Tris-HCI (pH 8.5)
1.5 M TCA Soliisyonu
-2.45 9 TCA
-10 mL Distile su

vi.  Kullanilan Ozmolit Soliisyonlar1
e Maltoz 1M (2.5 mL)
-0.9 g Maltoz
-2.5 mL steril distile su
e Siikroz 1M (2.5 mL)
-0.85 g Siikroz
-2.5 mL steril distile su
e Trehaloz 1M (2.5 mL)
-0.85 g Trehaloz
-2.5 mL steril distile su
e Sorbitol 1M (2.5 mL)
-0.455 g Sorbitol
-2.5 mL steril distile su
e Glisin 1M (2.5 mL)
-0.075 g Glisin
-2.5 mL steril distile su
e Arjinin 1M (2.5 mL)
174 g Arjinin

2.5 mL steril distile su



2.1.6. Kullanilan Kimyasallar

Nessler ayiraci, agaroz, sodyum dodesil sulfat (SDS), B-merkaptoetanol, sodyum
Klortir (NaCl), magnezyum klortr (MgCly), kalsiyum klorur(CaClz), mangan Klordr
(MnCl2) sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI), Coomassie Brillant Blue-
R250, 2-propanol, etanol, metanol ve asetik asit kimyasallart 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 persulfat (APS), glisin, TEMED, EDTA ve Bis-
akrilamid AppliChem (Germany) firmasindan; DMSO, gliserol, potasyum kloriir
(KCI) ve sodyum fosfat (NaH2PO.) Riedel-de-Haen (Germany) firmasindan;
Imidazol, tris, bovine serum albumin (BSA), bromofenolblue, akrilamid, glikoz,
trikloroasetik asit (TCA) ve L-asparajin kimyasallar1 Sigma-Aldrich (USA) sorbitol,
maltoz, siikroz ve arjinin Merck (Germany), trehaloz ve glisin Sigma Aldrich

firmasindan temin edilmistir.

2.1.7. Kullamlan Cihazlar

+4°C ve -20°C buzdolab1 (Argelik), -80°C derin dondurucu (Thermo, Forma -86T
ULT Freezer), steril kabin (Heraeus, HP48), masa st santrifuj (VWR, Microsent
17R), calkalayici inkiibator (New Brunswick Scientific Innova®40 Incubator Shaker
Series), manyetik karistirict (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), guc kaynagi (BIO-RAD, PowerPac Basic), otoklav (HIRAYAMA,
HICLA HVE-50), dikey elektroforez sistemi (Bio-Rad Mini-Slab Cell CT), UV
gorintuleme cihazi (Azure Biosystems, Gel Imaging System ¢600), pH metre (Hana
Instruments, pH 211 Micropr°Cessor pH Meter), buz makinasi1 (BAR-LINE BF85),
floresan spektrometre (FLUOstar Omega, BMG Labtech), mikrodalga firin
(Samsung), bloklu sitict (WiseTherm), AKTA Prime Plus Purification system
(Cytiva Life Science, GE Healthcare), Jasco marka J-815 model CD spektrometre
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2.2. YOntemler

2.2.1. GKASNaz Enziminin Ekspresyonu

Calismamizda kullandigimiz Geobacillus kaustophilus L-ASNaz tip Il enzimini
kodlayan GkASNazll geni daha oOnce laboratuvarimizda pET-22b(+) vektdriine
klonlanmis (pET-22b(+)/GkASNaz) ve E. coli Rosetta™ 2 (DE3) ekspresyon
hiicrelerine transforme edilmistir (Ozdemir ve ark., 2022). 80°C’dan alman stok
hiicreler 100 pg/mL ampisilin iceren taze LB-Agar plakalarina ekilmis ve 37°C’ta bir
gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin kat1 besiyerinden alinan tek koloni10 ml
LB besiyerine (100 pg/mL ampisilin) ekilmis ve 16 sa boyunca 37°C’ta, 200 rpm’de
inkiibe edilmistir. Gece boyu inkiibasyondan sonra 1:100 oraninda taze LB
besiyerine ekilen ikincil kiltiirler ODsoo degeri 0.5-0.6’ya gelene kadar 37°C’ta
bilylimeye birakilmistir. Istenen OD degerine ulasan Kiiltlrler, son konsantrasyonu 1
mM olacak sekilde izopropil-1-thio-B-D-galaktozit (IPTG) ile uyarilarak 4 sa 37°C’de
biiyiitiilmistiir. IPTG ile uyarilmadan 6nce ve uyarildiktan sonra 4. sa’te kultiirden
ornek almmustir. 4. sa’in sonunda hicre kilturleri toplanarak +4°C’de, 4000 rpm’de,
30 dk santrifuj ile ¢oktiirtilmistiir. Hlcre peletleri saflastirma yapilana kadar -20°C’ta

saklanmustir.

L-asparaginaz gen ekspresyonu GKASNaz genini icermeyen pET-22b(+) plazmiti ile
transforme edilmis E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicreleri ve plazmit tasimayan bos E.
coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicreleri kullanilarak kontrol edilmistir. Tiim kiiltiirler
benzer sekilde 1 mM IPTG ile uyarilarak 4 sa 37°C’de biyiitilmistiir. Tim
kulttrlerin IPTG ile uyarim oncesi ve sonrasindaki ekspresyon profilleri %12’1lik
sodyum dodesil silfat- poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile

goriintiilenmistir.

Ornekler 20 dk boyunca buz iizerinde inkiibe edildi. Lizis asamasindan sonra
hiicreler, darbe 10 saniye boyunca acik ve 10 saniye boyunca kapali olacak sekilde
%10 amplitlid ile 2.5 dk stireyle buz (izerinde sonikasyon yoluyla bozuldu. Homojenat
daha sonra +4°C'de, 12000 rpm'de 1 sa 30 dk santrifiij edilerek berraklastirildi.
Santriftij sonrast 15 mL protein siipernatanti, kullanima kadar saflastirilmak tizere -

20°C'de saklanan temiz cam tlplere aktarildi.
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2.2.2. Asparajinaz Enziminin Saflastirilmasi

Ekspresyon sonrasinda elde edilen hiicre peletlerini parcalamak amaciyla, 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 ¢ozdiiriilmistiir.
Hicre solisyonuna 1 mg/mL lizozim enzimi eklenerek 30 dk buz (lzerinde inkiibe
edilmistir. Lizis asamasindan sonra hiicreler, 20 saniyelik bir atis ve ardindan 10
saniyelik bir duraklama ile buz tzerinde 4 dk siireyle sonikasyon yoluyla pargalandi.
Elde edilen homojenat, hiicre artiklarmi uzaklastirmak i¢in +4 °C'de ve 10.000 rpm'de
1 sa boyunca santrifiijlenmis ve iist faz saflastirilmak {izere -20°C'de saklanmustir.
GkASNaz proteinlerini  iceren  hucre  Ozltleri  %12°'lik SDS-PAGE’de

goruntilenmistir

Hiicre Ozltlinden C-terminalinde 6xHis kuyrugu igeren GkASNaz proteinleri
saflagtrmak amaciyla bir immobilize metal afinite kromatografisi (IMAC) yontemi
olan Ni-NTA afinite kromatografisi kullanilmistir. GkASNaz, HisTrapFFTM kolonu
(5 mL) kullanilarak hiicre ekstraktlarindan tek basamakta saflastiriimistir (Akta Prime
Plus Purification Plus System). Sistem Oncelikle, kolon hacminin 5 kat1 kadar %20
etanol ve- ultra saf su ile yikanmus, ardindan kolon (5 mL), 5 kolon hacminde 20 mM
imidazol (pH 7.4) igeren baglanma tamponu ile 5 mL/dk akis hizinda dengelenmistir.
Ornekler kolona yiiklenmeden dnce 0.45 pM’lik membrandan gegirilerek filtrelenmis;
ardindan kolona yiliklenmistir. Kolona baglanmamis proteinleri kolondan
uzaklastirmak i¢in kolon 5 kolon hacmi baglama tamponu ile yikanmistir. Kolona
baglanan C-terminalinde 6xHis kuyrugu igeren GkASNaz proteinleri 500 mM
imidazol iceren bir eliisyon tamponu (pH 7.4) ile kolondan 1 mL’lik fraksiyonlari
halinde toplanmustir. Toplanan eliisyon fraksiyonlarinda protein varligi %12’lik SDS-

PAGE ile analiz edilmis ve ilgili proteinin oldugu eliisyonlar bir araya getirilmistir.

Fosfat igeren eliisyon tamponu, eliisyon hacminin 3 kat1 kadar 50 mM Tris-HCI (pH
8.5) tamponu ile 10 000 MWCO’luk ultrafiltrasyon falkonu (10 kDa Amicon® Ultra-
15 Centrifugal Filter Unit, Merck) kullanilarak (+4°C) tampon degisimi yapilmis ve

protein konsantre edilmistir.
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2.2.3. SDS-PAGE Analizi

Proteinin safligin1 ve molekiiler boyutunu analiz etmek i¢in sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi kullanilmistir. Proteinlerin molekiil agirliklarini
belirlemede en yaygm olarak kullanilan poliakrilamid jel elektroforez tipidir.
Sodyum dodesil siilfat bir anyonik deterjan olup proteinlere sikica baglanarak

proteinlerin denaturasyonunu saglar.

%]12’lik ayrma jeli hazirlandi, plakalar arasindaki bosluga dokiildi ve
polimerizasyon igin 10 dk bekletildi. Hava kabarciklarin1 gidermek ve jeli
diizlestirmek i¢in izopropanol (3-4 damla) eklenmistir. Coziicii jel katilastiktan sonra,
IPA kagit mendille uzaklastirilmis ve plakalardaki ¢oziicii jele 4 mL %5'lik yikleme
jeli eklenmistir. Yiikleme jelinin lizerine hemen bir tarak yerlestirilmistir. Jel plakasi
jel tankina yerlestirildi ve SDS yiikleme tamponu ile tamamen dolduruldu. Protein
ornekleri (15 pL), 4X oOrnek tamponu (5 pL) ile karigtirilarak 95°C'de 5 dk
denatlirasyon igin bekletildi.

Ornekler ve 10 ila 250 kDa araliginda olan protein molekiiler agirhk belirteci
(PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder) ile isaretleyici elektroforez igin
kuyucuga yiiklenmistir. Baslangigta 5 dk boyunca 80 volt voltaj uygulandi ve
ardindan 1 sa boyunca 180 volta yiikseltilmistir. Elektroforez tamamlandiktan sonra
jel dikkatlice ¢ikarilmis ve 30 dk boyunca Coomassie Brillant Blue-R250 boyasi
iceren bir kutuya yerlestirilmistir. Boyanma isleminden hemen sonra boya
uzaklastirma soliisyonu ile 2-3 kez yikanarak boyadan armndirilmistir. 30 dk sonra jel

gbdzlemlendi ve fotograf ¢ekildi.

2.2.4. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Enzim fraksiyonlarmin protein konsantrasyonu Pierce™ BCA Protein Assay Kiti
kullanilarak tahlil edilmistir. BCA (Bicinchoninic Acid) yontemi, protein
konsantrasyonlarin1 belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir biyokimyasal tayin
yontemidir. Bu yontem, bir protein 6rneginde bulunan peptit baglarinin bir bakir tuzu
olan BCA ile reaksiyona girmesi prensibine dayanir. Bu reaksiyon sonucunda ortaya

cikan renk, 6rnekteki protein konsantrasyonuyla orantilidir.

Saflastirilan enzimden 96’1 mikroplate kuyucuklarin her birine 10 pL olacak sekilde
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eklendi. Uzerin kit igerigindeki A reaktifi ile B reaktifinin 50:1 oraninda
karistirilmasiyla hazirlanan BCA belirtecinden 200 pL, eklenerek 37°C’de 30 dk
bekletildi, ardindan 562 nm’de kor 6rnege (saf su) karsi absorbans Olgiimii alindi
(FLUOstar Omega, BMG Labtech). Kit i¢inde bulunan sigir serum albumini (BSA)
standart1 ile farkli konsantrasyonlarda standartlar hazirlanarak bu standartlarla bir
standart grafigi olusturulmustur. Standart grafigin olusturulmasinda ise kit
igerisindeki sigir serum albumini (Bovine Serum Albumin, BSA) standart1 ve kor
ornek olarak saf su kullanildi. Elde edilen 6l¢iim verileri, olusturulan standart grafige

gore hesaplanarak, 6rneklerdeki protein konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

2.2.5. GkKASNaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Serbest enzimin aktivitesi Nesslerizasyon yontemi kullanilarak ol¢iilmiistiir. L-
ASNaz, L-asparajini L-aspartik asit ve amonyaga pargalamaktadir. Nessler reaktifi
ortamda bulunan amonyak ile tepkimeye girerek dogrudan amonyak tayini

yapilmaistir.

pH: 8.5 Tris-HCL tamponundan 347.5 uL ependorf tiiplerine alinarak iizerine L-
ASNaz enziminden 2.5 uL ve toplam reaksiyon hacmi 400 pL sekilde substrat olarak
hazirlamis oldugumuz L-asparajin 50 uL (5 mM) eklenmistir. Daha sonra 1sitici
blokta hem 55°C hem de 37°C’de 12 dk reaksiyonun gergeklesmesi icin inkibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra serbest enzimin aktivitesini durdurmak igin
Uzerlerine 1.5 M 150 uL TCA (trikloroasetik asit) ¢ozeltisi eklenip karistirilmistir.
Reaksiyon durdurulduktan sonra ¢éken proteinler 12000 g’de 5 dk santriflij edilerek
proteinlerin ¢okmesi saglanmistir. Son olarak elde edilen berrak stipernatant, Nessler
reaksiyonu i¢in kullanilmistir. Nessler reaksiyonu igin; 1400 pL distile su, 150 pL
stipernatant, 200 pL Nessler reaktifi cam tiiplerde karistirilarak oda sicakliginda 10
dk bekletildikten sonra agiga ¢ikan amonyak miktar1 UV spektrofotometrede 450 nm
dalga boyunda okunarak olglilmistir. Amonyak konsantrasyonu, hazirlanan

amonyum sulfat standart egrisinden elde edilen formiile gére hesaplanmustir.

Bir iinite (U) yukarida belirtilen kosullar altinda dk’da 1 pumol amonyak agiga

¢ikaran Lasparajinaz aktivitesi olarak tanimlanmaktadir (Zou ve ark., 2014).
Enzim aktivitesi asagida verilen formiile gore hesaplanmustir:

Enzim Aktivitesi (unitful) _ [NH3 (UM)Xreaksiyon hacmi (UL)]
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[Supernatant hacmi (UL)xreaksiyonsiresi (dk)xenzim miktart (UL)]

(2.1)

2.2.6. Farkhh Ozmolit Konsantrayonlarnmn GkASNaz Aktivitesi
Uzerindeki Etkisi

Ozmolitlerin  etkinligini  test etmek igin GkASNaz  aktivitesi  farkli
konsantrasyolardaki ozmolitler (10 mM, 30 mM, 60 Mm ve 90 mM) varliginda

yukarida belirtilen sartlarda analiz edilmistir.

2,5 ul saflagtirilmig (0.002 mg) farkli konsantrasyonlaraki ozmolitler varliginda pH
8.5’te, 5 MM L-asparajin substrat1 kullanilarak 37°C ve 55°C’de 12 dk inkiibe
edilmis ve L-ASNaz aktivitesi sonucu agiga ¢ikan amonyak miktari, Yontem 2.5.5’te
belirtilen Nesslerizasyon reaksiyonu ile Ol¢iilmiistiir. Her bir deney en az iki kez
tekrarlanmis ve sonuclar ikili 6l¢iimlerin ortalamasi almarak ortalama + standart
sapma olarak ifade edilmistir. Ozmolit icermeyen enzim aktivitesi %100 olarak kabul
edilmistir. Goreceli aktivite ozmolitler ile inkiibe edilmis enzimin etkinligi,

ozmolitler ile muamele edilmemis olan enzime orani olarak ifade edilmistir.

2.2.7. Ozmolitler varh@inda GKASNaz aktivitesi iizerine pH’1in Etkisi

Ozmolitlerin varliginda pH’in GKASNaz aktivitesi tizerine etkisini belirlemek amaci
ile 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 tamponlar1 (pH 9.5-10.0)
hazirlanmistir.  Enzim farkli pH tamponlar1 iginde ozmolitler varliginda ve
yoklugunda 5 mM L-asparajin substrati kullanilarak 37°C ve 55°C’de 12 dk inkiibe
edilmistir. Maksimum aktivite %100 olarak kabul edilmis ve enzimlerin maksimum

aktivite gosterdikleri deger, optimum pH degeri olarak belirlenmistir.

pH kararliligimi belirlemek i¢in enzim ozmolitler varliginda ve yoklugunda farkli pH
tamponlar1 icerisinde, +4°C sicaklikta 2 giin inkiibe edilmistir. Enzimin kalan
aktivitesi, 5 mM L-asparajin kullanilarak 37°C ve 55°C’de 12 dk inkube edilerek

belirlenmistir. Ozmolit icermeyen enzim aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir.
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2.2.8. Ozmolitlerin Varh@inda GkASNaz Aktivitesi Uzerine
Sicakhigin EtKisi

Sicakligin enzim aktivitesi lizerine etkisini belirlemek i¢in enzim ozmolitler
varliginda ve yoklugunda belirlenen optimum pH’da 5 mM L-asparajin substrati
kullanilarak, 35°C-45°C-55°C-65°C-75°C-85°C sicakliklarda 12 dk inkiibe edilmis
ve enzim aktivitesi Nessler yontemi ile Olgiilerek belirlenmistir. Maksimum aktivite
%100 olarak kabul edilerek, enzimlerin maksimum aktivite gosterdikleri deger,

optimum sicaklik degeri olarak belirlenmistir.

2.2.9. Ozmolit Varhginda GkASNaz’in Kinetik Parametrelerin
Belirlenmesi

Ozmolitler (10 mM) varhginda GKkASNaz’m kinetik parametreleri 0.5-10 mM
arasinda farkli konsantrayonlarda L-asparajin kullanilarak belirlenmistir. Kisaca,
enzim 10 mM ozmolit iceren ve icermeyen 50 mM Tris-HCI tamponunda (pH 8.5)
+4°C’da 2 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda farkli konsantrasyonlarda
L-asparajin substrati ilave edilerek reaksiyon baslatilmis ve 37°C ve 55°C’da 12 dk
inkiibasyonun ardindan her bir reaksiyonda enzimlerin aktivitesi Nessler reaksiyonu
ile dl¢iilmiistiir. Enzimin kinetik parametleri Michaelis-Menten grafigi kullanilarak
belirlenmistir. Enzimin Michaelis-Menten sabitleri (Km), maksimum aktiviteleri
(Vmax) ve turnover sayilari (Kcat) GraphPad Prism siirtim 5.0 yazilimi kullanilarak

hesaplanmastir.

2.2.10. Ozmolit Varhginda GkASNaz’in Termal Kararhhgimin
Belirlenmesi

GkASNaz’in termal kararliligini belirlemek i¢in enzim, 55°C ve 37°C sicaklikta 24
sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 0. dk, 2., 4., 8., 12. ve 24. sa’lerinde alinan
orneklere 5 mM substrat eklenerek bu sicakliklarda 12 dk’lik enzim reaksiyonu
gerceklestirilmis ve enzim aktivitesi Nessler reaksiyonu ile belirlenmistir. Enzimin
sifir zamandaki aktiviteleri % 100 olarak kabul edilerek enzimin kalan aktivitesi

sirasiyla belirlenmistir.

Enzim 6rneklerinin birinci dereceden inaktivasyon sabitleri (kd) ve yar1 dmiir (t1/2)
gibi termal kararlilik parametreleri, (Alagéz D., 2021) referans alinarak sirasiyla

asagidaki formiillere (2.2 ve 2.3) gore hesaplanmistir. 37°C ve 55°C’taki
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stabilizasyon faktorleri (SF) ise ozmolit varliginda L-asparajinazin yari dmriiniin
ayni sicakliklardaki ozmolit igermeyen enzimin yari Omriine bdliinmesi ile

hesaplanmuigtir.
InAt= Indo—kd xt (2.2)

Ao ve At ifadeleri sirasiyla baslangi¢ aktivitesini ve belirli bir zaman sonra
kalan aktiviteleri temsil etmektedir.

t1/2 = =2 (2.3)

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

2.2.11. Ozmolit Varhginda GkANazin Depolama Kararhhginin
Belirlenmesi

Ozmolit varliginda ve yoklugunda uzun siireli saklama sirasinda GkASNaz’in
stabilitesi, enzimin 30 giin boyunca 4°C’de bekletildikten sonra belirlenmistir.
Enzim 10 mM ozmolit iceren ve icermeyen 50 mM Tris-HCI tamponunda (pH 8.5)
+4°C’da 30 giin inkiibe edilmistir. 2. giin, 10. giin, 20. giin ve 30. gilinlerin sonunda
enzim Orneklerine 5 mM L-asparajin ilave edilerek 37°C ve 55°C’da 12 dk inkibe
edilmistir. Her bir reaksiyon i¢in enzim aktivitesi Nessler reaksiyonu ile dl¢iilmiistiir.

Baslangi¢ aktiviteleri %100 olarak kabul edilmistir.

2.2.12. Ozmolit Varh@inda Metal Iyonlarimin GKASNaz Aktivitesi
Uzerindeki Etkisi

Cesitli metal iyonlarmm (CaClz, MgCl2, MnCl> ve NaClz) ozmolit olarak secilen
maltoz ve arjinin varhgimda GKASNaz aktivitesin Uzerindeki etkisini belirlemek icin
metal iyonlar1 (5 mM) son konsantrasyonu 30 mM olacak sekilde ozmolit igceren
enzim tamponuna ilave edilmis ve enzim ile birlikte oda sicakliginda 1 sa inkiibe
edilmistir. Daha sonra enzim reaksiyonu 5 mM L-asparajinin ilavesi ile baglatilmis,
hem 37°C hem de 55°C’de kurulan reaksiyonlarin gergeklesmesi i¢in 12 dk inkiibe
edilmistir. Kalan enzim aktivitesi, metal iyonu ve ozmolit icermeyen reaksiyon

sonucu olusan aktivitenin ylizdesi olarak ifade edilmistir.

28



2.2.13. Ozmolit Varhginda  Enzimin  Akrilamid Giderim
Potansiyelinin Belirlenmesi

Ozmolitler varhiginda GKASNaz 6rneklerinin akrilamid azaltma aktivitesi Alam ve
arkadaslar1 tarafindan tarif edilen yonteme gore nigasta-asparajin gida model sistemi
kullanilarak belirlenmistir (S. Alam, 2018). Akrilamid giderimi dncesinde enzim 10
mM ozmolit iceren enzim tamponunda 2 giin inkiibe edilmistir. Akrilamid giderimi
icin enzim reaksiyon karisimina 1 mililitre L-asparajin (%2 (w/v)) ve 1 mL nisasta
(%2 (w/v)) eklenerek 60 dk 37°C ve 55°C’de inkiibe edilmistir. Reaksiyonun
sonunda karigimdan 0.5 mL siipernatant alinarak yag banyosunda 180°C’ta 5 dk
isitilmistir. Oda sicakliginda sogutulduktan sonra karisimdan 20 pLL 6rnek alinmis ve
akrilamid analizi i¢in su/asetonitril karisimi (90/10, v/v) ile 100 pL'ye seyreltilmistir.
Karisimin akrilamid igerigi yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HLPC)

kullanilarak belirlenmistir.

Mobil faz su/asetonitril karisimi (90/10, v/v) ve C-18 kolon kullanilmigtir. Akrilamid
tespiti 205 nm'de bir Diyot Dizi Dedektorii kullanilarak gergeklestirilmistir.

Akrilamid azaltimi (%) asagida verilen denkleme (2.4) gore hesaplanmustir.

) = (AB-AE)
" ABx100

Akrilamid giderimi(% (2.4)

burada AB, bos (islem gérmemis) reaksiyon i¢cin olusan akrilamid miktar1 ve AE,
ozmolit varliginda veya yoklugunda GkASNaz isleminden sonra kalan akrilamid

miktaridir.
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3. SONUCLAR

3.1. GkASNaz Enziminin Ekspresyonu ve Saflastiriimasi

GkASNaz’in ekspresyonu ve saflastirilmasi nceki ¢alismalarimizda bildirildigi gibi
yapilmustir (Ozdemir ve ark., 2022). pET- 22b(+)/GKASNaz plazmitini tasiyan E.
coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicreleri 100 pg/mL ampisilin iceren LB siv1 besiyerinde
biiyiitiilmiis ve optik yogunluklar1 0.6’ya geldigi zaman IPTG ile uyarilarak L-
ASNaz enziminin sentezlenmesini saglanmistir. Hiicrelerin IPTG ile uyarimi 6ncesi
ve sonrasi protein ekspresyon profili SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Sekil 3.1° de
goriildigi gibi jel analizi IPTG uyarimi sonucunda 4. sa’te alinan 6rnekte ~ 36 kDa
biiyiikliigiinde GKASNaz proteininin eksprese oldugu gozlemlenmistir. Ekspresyon
sonunda toplanan hicreler sonikasyon ile parcalanarak hiicre 6zutu elde edilmis ve
elde edilen hiicre 6zutl 0.45 uM’lik filtreden gegirilmistir.

70
55

35 =~ 36 kDa

25

Sekil 3.1: Rekombinant E. coli RosettaTM 2 (DE3) hiicrelerinden elde edilen htcre
ozitiiniin %12°’lik SDS-PAGE analizi. M: Protein belirteci (kDa), 1:
IPTG ile uyarim 6ncesi, 2: IPTG ile uyarim sonrasi 4. sa’te alinan ornek,
3: Hucre 0zUta.

C-terminalinde 6x-His ile eksprese edilen GkASNaz proteini, 8.17 mL hicre
6zltunden bir Ni-NTA kolonu olan His-Trap FF (5ml) kullanilarak tek basamakta
saflagtirilmistir. Saflagtirma sonucu elde edilen eliisyon profili %12’lik SDS-PAGE
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ile analiz edilmis ve GKASNaz proteini yaklasik ~36 kDa biiyiikliigiinde kalin tek bir
band olarak gozlemlenmistir (Sekil 3.2).

«— ~36 kDa

Sekil 3.2: Afinite kromatografisi eliisyon fraksiyonlariin SDS-PAGE analizi.
M: Molekdler protein belirteci, 1-8 Eliisyon fraksiyonlari.

Beklenen biiyiiklige sahip rekombinant GKASNaz proteinlerin bulundugu eliisyon
fraksiyonlar1 birlestirilmis ve daha sonra 10 kDa MWCO Amicon® Ultra-15
ultrafiltrasyon filtresi kullanilarak proteinin i¢inde bulundugu saflastirma tamponu
(5.5 mL) 50 mM Tris-HCI (pH 8.5) tampon soliisyonu ile degistirilmis ve konsantre
edilmistir (Sekil 3.3). Saflastirilan ve konsantre edilen protein miktarlar1 BCA
yontemi ile sirasiyla 0.163 ve 0.228 mg/mL olarak belirlenmistir.

«— ~36 kDa

Sekil 3.3:Saflagtirilmis proteinin SDS-PAGE analizi. M: Molekdler protein belirteci
1: Saflagtirilmig protein 2: Konsantre edilmis protein.
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3.2. Asparajinaz Aktivitesinin Belirlenmesi

GkASNase'in aktivitesi, Nessler reaktifi kullanilarak amonyak miktarinin 6lgiilmesi
ile belirlenmistir. GKASNaz’in enzim aktivitesi L-asparajin substratii hidrolize
etmesi sonucu agiga ¢ikan amonyak miktarmin 6l¢iimii ile belirlenmistir. Amonyak
miktarmm belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda (0-3 mM) ve farkli
sicakliklarda (37°C ve 55°C) amonyum sulfat standart grafigi hazirlanmistir.
Kalibrasyon egrisinin denklemi 37°C igin y=0.159x-0.0379, 55°C i¢in y=0.1906x-
0.0232 olarak hesaplanmistir. Nessler reaksiyonu sonucu 6rnekler 450 nm dalga
boyunda olgiilerek elde edilen absorbans degerleri denklemde yerine yazilmis ve
aciga cikan amonyak miktart pmol olarak hesaplanmistir. Enzim aktivitesi ise

yontemlerde verilen Esitlik 3.1’e gére U/uL cinsinden hesaplanmustir.

Enzim Aktivitesi (unitflL) _ [NH3 (uUM)*xReaksiyon hacmi (UL)]
[Supernatant hacmi (UL)XReaksiyon suresi (dk)xEnzim miktart (UL)]

3.1)

Saflastirilmis 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
substrat1 ile 37°C ve 55°C sicakliklarda 12 dk inkiibe edilmis ve a¢iga ¢ikan
amonyak miktar1 Yontem 2.5.5°te yer alan Nesslerizasyon yontemi ile belirlenmis ve

sonuglar Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1: GKASNaz enziminin saflastirma sonuglari.

Total Total

Protein  Aktivite SpesifikAktivite Saflastirma  AktiviteVerimi

Saflasgtirma  Hacim

Basamaklarn  (mL) (mg/mL) L) (U/mg protein)  (Kat) (%)
Hicre 6ziiti 817 1245 4212 43.12 1.0 100
Saflastirilmis g ¢ 090 2616 221.77 5.14 62.1
Protein
Konsantre 3 069 1613 231.39 5.37 38.3
Protein
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3.3. Farkh  Ozmolit Konsantrayonlarimm  GkASNaz
Aktivitesi Uzerindeki Etkisi

Ozmolitlerin  saflastirllmis  GkASNaz  aktivitesi  Uzerine  etkisi  farkhi
konsantrasyonlarda maltoz, sorbitol, trehaloz, glisin, siikroz kullanilarak
belirlenmistir. Ozmolitler ¢ozeltilere dogrudan uygulanmistir. GKASNaz ozmolitlerin
varliginda ve yoklugunda 37°C ve 55°C’de 12 dk inkiibe edilmis ve enzim

aktiviteleri belirlenmistir.

Test edilen seker kaynakli ozmolitler olan maltoz, sorbitol ve siikroz varliginda
37°C’da artan konsanstrasyon miktarina paralel olarak enzim aktivitesinde artis
gozlenmistir (Sekil 3.4a). 55°C’da ise sadece maltoz ve siikroz varliginda
konstrasyona bagli olarak artis gozlenmistir (Sekil 3.4b). Amino asit kaynakli
ozmolitler arasinda arjinin 55°C’da ozmolit icermeyen enzim aktivitesine oranla
yaklagik 2 kat artig géstermis ve artan arjinin konsantrayonlarinda enzim aktivitesi
ayni oranda korunmustur. Glisin amino asit varliginda ise artan konsantrasyolara
bagl olarak enzim aktivitesinde azalma gozlenmistir. 37°C’da ise arjinin en yiiksek
aktiviteyi 10 mM konsantrasyonunda gostermis ancak glisin ozmolit igermeyen

enzim ile karsilastirildiginda artan konsantrasyonlarda enzim aktivitesinde degisiklik

gostermemistir.
1) b)
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Sekil 3.4: Cesitli ozmolitlerin farkli konsantrasyonlarinin GkASNaz aktivitesi
Uzerine etkisi. a) 37°C, b) 55°C
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3.4. Ozmolit Varhginda GkASNaz’in Depolama
Kararhhklarimin Belirlenmesi

Ozmolitler varliginda enzimin depolama kararliligi, enzimin 10 mM ozmolitler
varhiginda ve yoklugunda 30 giin boyunca + 4°C’da inkiibe edilerek belirlenmistir.
Inkiibasyonun 2. 10. 20. ve 30. giinlerinde GKASNaz aktivitesi hem 37°C hem de
55°C’de olgiilerek karsilastirilmustir (Sekil 3.5). Ozmolit icermeyen GkASNaz
aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir. Ozmolit yoklugunda 37°C’da GkASNaz
aktivitesini 30. giiniin sonunda %78 oraninda korurken ayni sicaklikta ozmolit
icermeyen enzim aktivitesi ile karsilastirildiginda maltoz varliginda enzim aktivitesi
2. glnin sonunda 1.5 kat artis gostermis ve 30 giin boyunca enzim aktivitesini
korumustur. En yiiksek enzim aktivitesi maltoz varliginda 2. giin (%166 oraninda) ve
10. (%177 oraninda) giinde gézlenmistir. Benzer sekilde siikroz varliginda en yiiksek
enzim aktivitesi 2. giin (%153 oraninda) artis gozlenirken enzim aktivitesi 30 giin
boyunca korunmustur. Sorbitol ise koruma etkisi géstermemistir. Benzer sekilde
glisin amino asidi koruma etkisi gdstermezken, en fazla koruma etkisini arjinin

varhiginda %187 oraninda 2. giin gdzlenmistir (Sekil 3.5 a).

Ozmolitler en yiiksek korumay1 55°C’de gostermistir. Enzim ozmolit yoklugunda
enzim aktivitesini 30. giin %52 oraninda kaybederken, maltoz varliginda 30. gin

enzim aktivitesini %97 oraninda arjinin varhginda ise %122 oraninda korumustur

(Sekil 3.5 b).
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Sekil 3.5: GkASNaz’in ozmolitler varhginda ve yoklugunda +4°C’de depolama
kararliligi. 37°C, b) 55°C’de Goreceli Enzim Aktiviteleri.
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3.5. Ozmolit Varhginda pH’in GKASNaz Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Enzimin stabilitesi maltoz ve arjinin varliginda diger ozmolitlere oranla daha yiiksek
oldugu icin ¢alismalara bu ozmolitler ile devam edilmistir. Cesitli pH kosullarinda
(pH 5.0-10.0) enzimin ozmolitlerin varlig1 ve yoklugunda 12 dk inkiibe edilmesinin

ardindan kalan aktivite belirlenmis ve Sekil 3.6’da gosterilmistir.

37°C’da GkASNaz’m maksimum aktivitesi (%100) maltoz igeren ve igermeyen
durumlarda pH 9.0’ da belirlenirken, arjinin varhiginda enzimin maksimum
aktivitesinde artis goézlenmistir ve pH 9.5 olarak belirlenmistir. 55°C’de ise
ozmolitlerin varhginda ve yoklugunda GkASNaz maksimum aktiviteyi pH 8.5°te
gostermis. Bununla birlikte maltoz varliginda enzim aktivitesi pH 5.0-8.0 araliginda

artiy gosterirken, arjinin tim pH degerlerinde enzim aktivitesini yaklasik 2 kat

arttrmistir.
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Sekil 3.6: Maltoz ve arjinin varhiginda pH’in GKASNaz aktivitesi tzerindeki etkisi.
37°C, b) 55°C’de goreceli enzim aktiviteleri.

GkASNazmn ozmolitler varlhiginda pH stabilitesi Sekil 3.7° de gosterilmistir. Enzim
ozmolitler varhgmda +4°C’da 2 giin inkiibe edildikten sonra, enzim aktivitesi 37°C
ve 55°C’de olgiilerek belirlenmistir. pH stabilite deneyleri sonucunda GkASNaz
arjinin varhiginda 37°C’ da maltoz igeren ve ozmolit igcermeyen enzime oranla en
yuksek aktiviteyi pH 7.5-9.0 arasinda goéstermis, maltoz varliginda ise pH 5.0-7.0

arasinda enzim stabilitesinde yaklasik 2 kat artis gézlenmistir. 55°C’de maltoz enzim
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stabilitesini pH 5.0-7.0 araliginda arttirirken arjinin varliginda ozmolit igermeyen

enzime gore stabilitesi 1-1.5 kat arttirmugtir.
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Sekil 3.7: GkASNazin maltoz ve arjinin varhginda pH stabilitesi. a) 37°C, b)
55°C’de goreceli enzim aktiviteleri.

3.6. Osmolit Varhginda Sicakhgin GkASNaz Aktivitesi
Uzerine Etkisi

GkASNaz ozmolitler varhiginda optimum sicakligini belirlemek i¢in enzim pH
8.5’te,, 35-85°C araliginda degisen farkli sicakliklarda 12 dk inkibe edilerek
aktiviteleri belirlenmistir. Sekil 3.8’de gosterildigi gibi GKASNaz aktivitesi maltoz
ve arjinin varhiginda tiim sicaklik araliklarinda artis gdstermis ve her lic ortamda

optimum sicaklik 55°C’de tespit edilmistir.
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Sekil 3.8: Maltoz ve arjinin varliginda sicakligin GKASNaz aktivitesi Gizerine etKisi.

3.7. Osmolit Varhginda Enzimin Kinetik Parametrelerinin
Belirlenmesi

Michaelis-Menten  denklemi, enzim kinetiginde reaksiyon hizinin substrat
konsantrasyonuna bagl olarak gerceklesen degisimini gosterir. Enzimin maksimum
hizinin yaris1t Km olarak ifade edilmektedir. Km degeri, bir enzimin substrat ile
etkilesim giiciinii ve etkinligini degerlendirmek icin 6nemli bir parametredir ve her
enzim i¢in farklhidir. Dolayisi ile substratin enzime olan ilgisinin bir 6lgiisti olarak
gorilmektedir. GKASNaz’in ozmolitler varliginda ve yoklugunda Km Ve Vmax
parametrelerinin hesaplanmasi i¢in artan substrat konsantrasyonlarinda hem 37°C
hem de 55°C’deki spesifik aktivite degerlerinden elde edilen veriler kullanilarak
dogrusal olmayan Michealis—Menten grafikleri ¢izilmistir (Sekil 3.9). Sekil 3.9’da
yer alan enzimin maltoz ve arjinin varhginda ve yoklugunda belirlenen kinetik

parametreleri Tablo 3.2°de de gosterilmektedir.
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Sekil 3.9: Maltoz ve arjinin varlhiginda GKASNaz’in Michaelis-Menten grafikleri. a-

b) GkASNaz, sirasiyla 37°C, 55°C,
37°C, 55°C e-f) GKASNaz+Arjinin, sirastyla 37°C, 55°C.

38

c-d) GkASNaz+Maltoz, sirasiyla




Tablo 3.2: Maltoz ve arjinin varliginda GkASNaz’in kinetik parametrelerinin

karsilastirilmasi.
Vmax Km Kcat Keat/ Km Katalitik
Sicakhk Enzim (Umg) | (mM) | (mint) | (mM* Etkinlik
mint) Orani
GkASNaz | 0.195 1.075 7.05 6.56 --
GkASNaz | 0.245 0.371 8.86 23.88 3.6
37°C + Arjinin
GkASNaz | 0.394 0.206 14.25 69.17 10.5
+ Maltoz
GkASNaz | 0.457 2.049 16.52 8.06 --
GkASNaz | 0.577 1.074 20.88 19.44 2,4
55°C + Arjinin
GkASNaz | 0.737 0.870 26.65 30.64 3.8
+ Maltoz

GkASNazn, 37°C’de ozmolit icermeyen Km degeri 1.075 mM olarak belirlenirken,
arjinin ve maltoz ozmolitler varliginda Ky degerleri sirasiyla 0.371 ve 0.206 olarak
hesaplanmistir. 55°C’de ise GKASNazin Km degerleri sirasiyla 2.049, 1.074 ve 0.870
olarak bulunmustur. Her iki sicaklik degeri ve her iki ozmolit varliinda enzimin
substrat1 L-asparjine olan afinitesinde artis gdzlemlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore, arjinin ve maltoz varliginda enzimin katalitik etkinlik oraninda artis
gozlenmistir. Arjinin ile kiyaslandiginda maltoz varhiginda enzimin katalitik
etkinliginde goriilen artis 37°C’de yaklasik 3 kat, 55°C’de ise 1.6 kat olarak

hesaplanmastir.

3.8. Ozmolit Varhginda Enzimin Termal Kararhhiklarinin
Belirlenmesi

Ozmolitler katlanmamis durumun serbest enerjisini yiikselterek katlanmis durum
konformasyonunu destekler. Maltoz ve arjinin ozmolitleri varliginda ve yoklugunda

GkASNaz’in 37°C ve 55°C’taki termal kararliliklar1 Sekil 3.10°da gosterilmistir.
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Sekil 3.10: Maltoz ve arjinin varhigimda GKASNaz’in termal kararliligi. (a) 37°C ve
(b) 55°C.

GkASNaz, 37°C’de 24 sa’in sonunda aktivitesini %66 oraninda korurken, 55°C’ta
ise 4 sa’lik inkiibasyon sonunda aktivitesinin yaklasik %70’ini kaybetmistir. Arjinin
varliginda her iki sicaklikta enzim aktivitesinde artis goézlenmistir. GKASNaz
aktivitesi 37°C’da 12. Sa’in sonunda baslangi¢ aktivitesini %73 oraninda korurken,
55°C sicaklikta ise bu oran %77 olarak bulunmustur. Maltoz varliginda ise 37°C

sicaklikta 12 sa’e kadar baslangi¢ aktivitesini %59 oraninda korurken 55°C’de enzim

aktivitesinin tamamini kaybetmistir.

Tablo 3.3: GKASNazin maltoz ve arjinin varhiginda termal stabilite parametreleri.

GkASNaz GkASNaz +Maltoz | GkASNaz+Arjinin
Sicakhik 37°C 55°C 37°C 55°C 37°C 55°C
ka(h-1) 0.029 0.248 14.5+0.09 | 0.198 0.029 0.032
t2(h) 24+0.01 | 2.8+0.02 14,5 3.5+0.06 | 23.6+0.1 | 22+0.03
5
SF 1 1 0.6 1.25 0.98 7.86

Elde edilen sonuglar incelendiginde; sicakligim 37°C’ dan 55°C’a ylikselmesiyle
birlikte kq degerinin de arttig1 goriilmektedir. GKASNaz’in 37 °C kg degeri 0.029 iken
55 °C kg degeri 0.248 olarak Ol¢iilmiistiir. Bununla beraber sicakliga baglh olarak kq
degerindeki artisin  enzimin yarilanma Omriinde azalmaya neden oldugu
bilinmektedir. GKASNaz’in maltoz ve arjinin varligindaki ti, degerleri, 37 °C’de

arjinin varhiginda aynm kalirken maltoz varliginda ise 2 kat azalmistir. Bu ¢aligmada
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da artan sicaklik t1/» degerinde azalmaya neden olmustur. Sicakligin 37 °C ve 55 °C
oldugu kosullarda enzimin ti degeri sirasiyla 24 ve 2.8 dk olarak belirlenmistir
Bununla birlikte 55 ‘C’da enzimin yarilanma Omiir degerleri maltoz varhiginda

yaklasik 1.3 oraninda arjinin varliginda ise yaklasik 7.9 oraninda artig gostermistir.

3.9.0zmolit Varhiginda Cesitli Metal Iyonlarinmin (5 mM) L-
Asparaginaz Aktivitesine Etkisi

Cesitli metal iyonlarinin ozmolitler varliginda GKASNaz aktivitesi Uzerine etkilerini
belirlemek amaciyla GKASNaz metal iyonlar: (5 mM) ve ozmolitler (30 Mm) iceren
50 mM TrisHCI tamponu (pH 8.5) i¢inde oda sicakliginda 1 sa inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonunda enzimin hem 37°C hem de 55°C’deki aktivitesi yontem
2.5.5’te belirtilen kosullarda oOl¢iilmiis ve sonuclar Sekil 3.11°de gosterilmistir.
Enzim aktiviteleri ozmolit icermeyen enzim aktivitesinin yuzdesi olarak ifade
edilmistir. Enzim 37°C’da en yiiksek aktiviteyi MgCl> varliginda gosterirken (%
295), 55°C’de ise en yiksek aktivite MnCly varhiginda (%212) g6zlenmistir.
37°C’da maltoz varliginda MgCl, enzim aktivitesi lizerindeki etkisini yaklagik %40
oraninda korurken diger metal iyonlarinin enzim aktivitesi tizerinde dnemli bir etkisi
goriilmemistir. Benzer bir sekilde arjinin varlifinda metal iyonlarmin enzim
aktivitesi tzerinden 6nemli birbetkisi gézlenmemistir. Maltoz varliginda 55°C’de ise
MgCl, ve MnCl.’iin enzim aktivitesi lizerinde gosterdigi etki sirasiyla %33 ve %54

oraninda azalirken arjinin varliginda MgCl,’un inhibe edici etkisi gdzlenmistir.
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350 250
300
200
2 250 z
£ 200 £ 150
= =
% g
g = & 100
£ 100 i
# s
50
0 0
GkASNaz MgCl: MnCl: CaCl: NaCl GkASNaz MgCl: MnCl: CaCl: NaCl
Metal fyon (5 mM) Metal hyon (5 mM)
uGEASNaz  wGhkASNaz+tMaltoz GEASNaz+Arjinin

Sekil 3.11: Arjinin ve maltoz varliginda metal iyonlarmin GkASNaz aktivitesi
Uzerine etkisi. a) 37°C, b) 55°C.
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3.10. Ozmolit Varhginda Enzimin Akrilamid Giderim
Potansiyeli Uzerine EtkKisi

Maltoz ve arjinin varliginda ve yoklugunda 2 giin 4°C’da inkiibe edilen GKASNaz’in
GkASNaz’in akrilamid giderim potansiyeli, asparajin-nisasta gida modeli
kullanilarak HPLC ile test edilmistir. Akrilamid giderimi i¢in 0.5 0nite enzim
kullanilmis ve 15, 30 ve 60 dk’lik reaksiyon siiresi sonunda akrilamid giderimi Sekil
3.12°’de gosterilmistir. GKASNaz’in baglangig aktivitesi i¢in 15, 30 ve 60 dk
muamele siireleri uygulandiginda, akrilamid azaltma degerleri serbest enzim i¢in
sirastyla %57+1.2, %83+0.9 ve %93+0.8 iken, maltoz varliginda GkKASNaz igin
%96.5+0.9, %97.1+1.1 ve %98+0.8, arjinin varliginda GKASNaz igin %95.4+0.6,
%96.5+1.3 ve %97.3+0.8 olarak belirlenmistir.

3100- B GkASNaz
=]
TE 80- B GkASNaz+maltoz
- ] GkASNaz+arjinin
B 60
o
7 401
3
£ 20
g

0_

15 30 60
Zaman (dk)

Sekil 3.12 Arjinin ve maltoz varliginda metal GKASNaz’in akrilamid giderim
potansiyeli.
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4. TARTISMA VE SONUC

L-asparajinaz, ilag ve gida endiistrisinde Onemli uygulamalari olan dolayisiyla
ekonomik degeri yiiksek bir enzimdir. L-asparajinaz, esas olarak L-aspartik asit ve
amonyumdaki asparajin hidrolizini katalize eden bir enzimdir.  Basta akut
lenfoblastik 16semi olmak {izere lenfoid sistemin malign hastaliklar1 ve Hodgkin
lenfomalar1 gibi farkli kanserlerin tedavisinde bir alternatif olarak ila¢ endiistrisinde
onemli uygulamalar1 bulunmaktadir. L-asparajinazin  antineoplastik  etkisi,
dolagimdaki plazma havuzunda bulunan L-asparajin igeriginin L-aspartik asit ve
amonyaga indirgenmesine baglanmaktadir. Tiimor hiicreleri alisilmadik derecede
yuksek L-asparajin gereksinimine sahiptir ancak ¢ok diisiik seviyelerde L-asparajin
sentetaz igerirler ve bu nedenle hizli malign blyumelerini stirdirmek icin plazma L-
asparajine bagimlidirlar (Luhana ve ark., 2013). Harici terap0tik L-asparajinaz,
plazma L-ASN'nin tikenmesine neden olarak timoér hicrelerinin  beslenme
yoksunlugu nedeniyle 6liimiiyle sonuglanir (Ando ve ark., 2005). Bununla birlikte,
saglikli hiicreler L-aspragine sentezleyebildikleri icin etkilenmeden kacarlar.
Terapdtik kullaniminin yani sira, L-asparaginaz son zamanlarda gida endiistrisinde
akrilamid azaltic1 bir ajan olarak dikkat ¢ekmektedir. Benzer sekilde L-asparajinaz,
L-asparajinin hidrolizini katalize etme yolu ile ticari kizarmis gidalarda indirgeyici
sekerlerin bu aminoasit ile reaksiyona girmesine izin vermeyerek akrilamid
seviyelerini azaltmakta ve bunun yaninda gidalarm 6zelliklerini (renk, lezzet, doku,

guvenlik vb.) korumaktir (Capuano ve ark., 2011)

L-asparaginaz gibi ila¢ olarak kullanilan protein yapida olan enzimler g¢evresel
etmenlere karsi olduk¢a duyarlidir. Enzimlerin inaktivasyonlar1 veya etkinliklerinin
azalmasi sicaklik, ortam pH’1, denatiire edici ajanlar gibi bircok faktoriin etkisi ile
gerceklesir (Pande ve ark., 2000) Bu nedenle enzimlerin stabilizasyonu enzimin
aktivitesinin korunmasi agisindan zorunlu hale gelmistir. (Mateo ve ark., 2003)
Protein agregasyonu hem gida hem de ilag endiistrisinde 6nemli bir sorundur. Protein
agregasyonu, protein molekiillerinin istenmeyen ve genellikle geri doniisii olmayan
kiimelenmesini veya bir araya toplanmasini ifade eder (Frank ve ark., 1972). Bu
sureg, Urlnlerin kalitesini, stabilitesini ve etkinligini tehlikeye atabilecek agregatlarmn

veya fibrillerin olusmasma yol agabilir. Bu nedenle protein stabilitesi konusu,
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proteinlerin genellikle endiistriyel, tibbi ve farmasotik sektorlerde kullanilmasi
nedeniyle sulu c¢ozeltilerdeki stabilitesini arttrmanin olasi yollarini arastirmak igin

bilim adamlar1 i¢in 6nemli bir konu haline gelmistir.

Karmasgik bir sistem olarak proteinler, katlanmig hallerinde ¢esitli konformasyonlarda
bulunur. Bir proteinin termodinamik olarak kararli yapisi, amino asit dizilerinin,
amino asit zincirlerinin hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklerine ve bunlarin birbirleri ve
cevrelerindeki ¢ozeltiyle olusturduklari etkilesimlere dayanir (Yoshioka ve ark.,
2011; Gruebele .,1999).

Protein stabilitesini arttrmak i¢in kullanilan popiiler stratejilerden biri, katlanmis
toplulugu destekleyen sekerler, polioller ve ndtr amino asitler gibi kii¢iik organik
molekiiller olan yardimc1 ¢dziiciilerin (ozmolitler) kullanilmasidir (Mojtabavi ve ark.,
2019). Ozmolitlerin herhangi bir yan etkisi olmayan terapdtik kullanimlari
(Wlodarczyk ve ark., 2018) proteinlerin toplanma hikayesi ag¢isindan onlar1

digerlerinden ayirmaktadir.

Bu bilgiler 1s131da, mikrobiyal L-ASNaz enzimini ozmolitler ile birlikte kullanarak
stabilitesinin korunmasi ve ayni zamanda akrilamid giderimi konusunda daha verimli
kullanilmay1 diisindiirmiistiir. Ozmolitlerin, ¢esitli enzimlerin depo kosullarinda
stabilitesini korudugunu gosteren literatiirde bircok calisma yer almasma ragmen
bilgilerimiz dahilinde L-asparaginaz ile yapilan sadece bir ¢alisma bulunmaktadir
(Wlodarczyka ve ark, 2019). Aym zamanda ozmolitlerle birlikte asparajinazin

akrilamid giderimi konusunda da literatiirde bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu calismada, Geobacillus kaustaphilus DSM7263" L-asparaginaz enziminin gesitli
osmolitler (maltoz, sikroz, trehaloz, glisin ve arjinin) varliginda aktivitesi, kinetik

parametreleri, stabilitesi ve akrilamid giderimindeki etkisi ¢alisilmasi amaglanmistir.

Calismamizin ilk asamasinda laboratuvarimizda daha once pET-22b(+) vektorine
klonlanmis olan GKASNaz geni, E. coli Rosetta™ 2 (DE3) hiicrelerinde IPTG (1
mM) ile uyarilarak yiiksek miktarda eksprese edilmisti. GKASNaz’m ifadesi,
proteinin molekiiler agirhigmin yaklasik 36 kDa oldugunu gosteren hiicre dziitiinden
SDS-PAGE ile dogrulanmigtir. Daha sonra karboksi-terminalinde 6x-His kuyrugu
tastyan enzim, Ni-NTA afinite kromatografisi ile tek basamakta saflagtirilmis ve
filtrasyon iglemi ile Tris-HCI tamponu i¢inde konsantre edilmistir. Yaklasik olarak

36 kDa molekiiler agirhiga sahip monomer yapida bir protein Saflastirilmis enzim,
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elektroforez jelinde 36 kDa biyiikligiinde kalm bir bant olusturarak
laboratuvarimizda daha Once uygulanan ekspresyon calismalarint desteklemistir
(Ozdemir ve ark., 2022). GKASNaz aktivitesi enzimin L-asparajini hidrolizi sirasinda
aciga ¢ikan amonyak miktarmin Olg¢iilmesiyle belirlenmistir.  Enzim 5.7 Kkat

saflastirilmis ve saflastirmanin spesifik aktivitesi %38.3 verimle 231.39 U/mg’dur.

Calismamizin  ikinci asamasinda, ozmolitlerin (amino asitler, polioller ve
karbonhidratlar) saflastiriimis GKASNaz enziminin spesifik aktivitesi Uzerindeki
etkisini degerlendirdik. L-asparaginaz enzimin yukarida bahsedildigi gibi iki 6nemli
uygulama alanmi bulunmaktadir. Bu anlamda ozmolitler ile yapilan caligmalarda
enzim reaksiyonlar1 enzimin fizyolojik sartlarda aktivitesini belirleyebilmek i¢in
37°C’de, enzimin akrilamid giderimindeki etkisini gozlemleyebilmek igin de
55°C’de gergeklestirilmistir. Her ozmolitin konsantrasyonuna ve/veya ortamin
pH'ma (¢dziicli kosullari) bagh olarak spesifik olarak etki ettigi iyi bilinmektedir. Ik
olarak, segilen ozmolitlerin artan konsantrasyonlardaki (0, 10, 20, 30, 60, 90 mM)
enzim aktivitesi tizerindeki etkisi arastirilmistir. Her iki sicaklikta artan ozmolit
konsantrasyonlarinda enzime gore yiiksek aktivite maltoz, slikroz ve arjinin
varhiginda gozlenmistir. Sorbitol 37°C’da artan konsantrasyonlara bagli olarak
yuksek aktivite gosterirken 55°C’de ozmolit igermeyen enzime gore 6nemli bir artis

gostermemistir.

Ozmolitler ile yaptigimiz c¢alismada, GkASNaz tim ozmolitlerin 10 mM
konsantrasyon varliginda yiliksek aktivite gostermistir. Bir sonraki adimda bu
konsantrasyondaki ozmolitler varliginda enzim aktivitesinin korunmasi incelenmistir.
Buna gore, enzim 10 mM ozmolitler iceren reaksiyon tamponunda +4°C’da 30 giin
inkiibe edilmis ve farkli zaman araliklarinda enzim aktiviteleri dl¢lilmiis ve ayni
sartlarda ozmolit yoklugunda enzim aktivitesi ile karsilastirilmistir. 37°C’da yapilan
Olglimlerde enzim 2. giinlin sonunda enzim aktivitesini %95 oraninda korurken 30.
giin sonunda %78’ini korumaya devam etmistir. Maltoz ve arjinin varliginda
GkASNazin depolama stabilitesinin arttig1 gdzlenmistir. Bu artis maltoz varhiginda 2.
gin %166 ve 30. giin %116, arjinin varhiginda ise 2. giin %187 olarak tespit
edilmistir. Arjinin ile birlikte 37°C’da 20. ve 30.giinlerde enzime negatif etkide
bulunmustur. 55°C’de yapilan Olgiimlerde ise hem maltoz hem arjinin varliginda
depolama stabilitesinin arttigi gozlenmistir. Bu artis enzim ile karsilastirildiginda 30.

giiniin sonunda maltoz varliginda 2 kat arjinin varliginda ise 2.5 kat olarak
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belirlenmistir.

Elde ettigimiz veriler sonucunda bundan sonraki ¢aligmalarimiza GKASNaz aktivitesi
Uzerinde arttirict etki gosteren ve ayni zamanda literatiirde olaganiistii bir protein
stabilizatorii oldugu bilinen ve enzimlerin aktivitesinin korunmasina yardimci olan

dogal ozmolitler; arjinin (Khan ve ark., 2010) ve maltoz ile devam edilmistir.

Bir proteinin ¢oziniirliigii, protein ylizeyindeki hidrofobik ve hidrofilik kalintilarin
dagilimma baghdir. Coziiniirligii belirleyen diger temel faktorler pH, sicaklik,

tampon bilesimi, konformasyon ve stabilitedir (Maity ve ark., 2009).

Ozmolitlerin enzimin pH etkinligi iizerindeki etkisine bakildiginda maltoz hem 37
°C’da hem de 55°C’de, pH 7.5 ile pH 10.0 araliginda enzim ile benzer davranislar
sergilemistir ancak maltoz her iki sicaklik derecesinde diisiik pH araliginda (pH 5.0
ve pH 7.0) aktivitesini arttirmistir. Bu artig 37°C’da yaklagik 3 kat olarak
belirlenmistir.  Arjinin varhiginda 37°C’de tim pH degerleri enzim aktivitesinin
altinda kalirken enzimin optimum pH’s1 9.0 ‘dan pH 9.5’a yiikselmistir. Bununla
birlikte 55°C’da arjinin enzim aktivitesinde etkisini géstermis ve enzim aktivitesinde
yaklastk 2 kat artis saglamistir. Benzer sckilde ektoin varliginda Bacillus
halodurans'tan rekombinant bir ksilanaz ile yapilan ¢alismada bu ozmolitin diisiik
(4.5 ve 5.0) ve yiiksek pH'da (11.0 ve 12.0) artis gosterdigi bulunmustur (Van-Thuoc
ve ark., 2012).

GkASNaz optimum sicaklik degeri maltoz ve arjinin varliginda degismemis ve her
lic ortamda optimum sicaklik 55°C’de tespit edilmistir. Her iki ozmolit varliginda
55°C’nin altinda ve istiindeki sicaklik derecelerinde enzim aktivitesi artis
gostermistir. Bu artis maltoz varliginda 45°C’da 1.9, 75°C’da 1.3 85°C’da ise 1.5 kat
olarak belirlenmistir. 2020 yilinda yayinlanan bir ¢aligmada Joghee ve arkadaslari,
Ne-asetil L-lizinin a-amilazin pH 5.0' de incelenen ektoin, prolin, glisin betain,
trehaloz ve siikkroz ozmolitlerinin varliginda enzimin 40°C olan enzim optimum
sicakligin1 50°C’a arttirdig1 ve enzimin termodinamik stabilitesini gelistirdigi tespit
edilmistir (Joghee ve ark., 2020). Benzer sekilde literatirde, RNaz-A ve hekzokinaz
icin sorbitol, RNaz-A ic¢in glukoz, lizozomlar icgin trehaloz, ve laktat dehidrojenaz
icin dimetilglisin gibi ozmolit ilavesiyle enzimlerin denatiirasyon sicakliginda kayda
deger artiglar oldugu bildirilmistir (Ishrat ve ark., 2018; Xie ve ark., 1997; Jeong ve
ark.,2021; Goller ve Galinski, 1999; Ishrat ve ark., 2018; Xie ve ark., 1997; J. Jeong
ve ark., 2021; Goller ve ark., 1999.)
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Osmolitler, proteinlerin katlanmis halini destekledikleri i¢in iyi bilinen biyokatalizor
stabilizatorleridir. Ozmolit ilavesiyle enzimlerin denatiirasyon sicakliginini
arttirmanin  yani sira ozmolitler enzim katalizli reaksiyonlarin kinetigini ve
termodinamigini de etkilemektedir (Gajardo-Parra ve ark., 2022). Biyoreaksiyonlarin
kinetigini iyilestirmek i¢in, yardimci ¢oziicli ilavesi, Vmax degerini sabit (veya
artirilmis) tutarken Kp'yi azaltmayr amaglamaktadir (Wangler ve ark., 2019).
GkASNaz’in hem maltoz hem de arjinin varhginda kinetik parametreleri, substrat
olarak L-asparajinin kullanilmasiyla belirlenmistir. Enzim reaksiyon dncesinde 2 giin
ozmolitler varliginda +4°C’da inkiibe edilmistir. Sonuglara gére GKASNaz’in K
degerleri hem 37°C hem de 55 °C’de kontrollerine kiyasla azalmis ve Vmax degerleri
artmistir. Her iki sicaklikta maltoz varliginda arjinine oranla daha disik Km
degerleri ile sonuclanmistir. Bu sonuglar, enzimin katalitik etkinliginin osmolitlerin
varligiyla arttigini ve maltozun arjininden daha etkili oldugunu gostermektedir.
Farkli olarak Erwinia chrysanthemi'den (ErA 11) elde edilen rekombinant L-
asparaginaz II’nin siikroz ve sorbitol varhiginda kinetik parametreyi (Km) onemli
Olglide degistirmemis ve sonug olarak ErA II'nin genel katalitik etkinligi (kcat’/Km)
ayni kalmustir (Wlodarczyk ve ark., 2019).

Termal inaktivasyon deneyi, GKASNaz’in 37 ve 55°C sicakliklarda 24 sa inkiibe
edilmesiyle belirlenmistir. 37°C’ta GKASNaz, 12 sa’lik inkiibasyonun ardindan
baslangi¢ aktivitesinin %73inii korurken 55°C’da %96 kaybetmistir. Her iki
sicaklikta GKASNaz arjinin varliginda enzim stabilitesini 12. sa’in sonunda 37°C’da
%83, 55°C ise %77 korumus, 24. sa’in sonunda ise her iki sicaklikta da %50 kalan
aktivite gostermistir. Sonu¢ olarak, GKASNaz yapisinin arjinin aracili stabilizasyonu,

yiiksek sicaklikta enzimatik aktivitenin korunmasina kesinlikle yardimc1 olmustur.

Metal iyonlarmin, enzimin aktivitesini yiiksek sicaklikta termal denatiirasyondan
koruyarak muhafaza etmede 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (EI-Naggar ve
ark., 2018). Bir dizi metal iyonunun (MgClz, MnCl, CaCl, ve NaCl;) maltoz veya
arjinin varliginda ve yoklugunda GkASNaz aktivitesi Uzerindeki etkileri
incelenmistir. GKASNaz aktivitesi 37 ve 55°C sicakliklarda CaCl> ve NaCly gibi
metal iyonlarindan etkilenmedigi gdzlenmistir. O zmolitler varlifinda bu metaller
enzim aktivitesinde ¢ok Onemli bir degisiklik gostermemistir. MgClz her iki
sicaklikta enzim aktivitesini arttirken 37°C’da maltoz varliginda artis gdstermekle

beraber enzime gore daha az aktivite gostermistir. GKASNaz’mn 37°C’de MnCl;
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varliginda %15 oraninda azalirken sadece arjinin varliginda enzim aktivitesinde %20
artis gozlenmistir. 55°C’de ise enzim hem MgCl, hem de MnCl, varliginda yliksek
oranda artiy gostermis ancak ozmolitler varliginda sadece MgCl. ile ¢ok diisiik
oranda artig gézlenmistir (maltoz %6, arjinin %18). MnCl., ise 55°C’da ozmolitlerin
varliginda enzime inhibe edici etki gostermistir. Bu oran maltoz i¢in %3 iken arjinin
icin %78 olarak belirlenmistir. Farkli olarak Norouzi ve arkadaslarinin trehaloz ve
prolin ilavesiyle PersiXyn2 enzimi ile yaptiklar1 ¢alismada metal iyonlarinin dnemli
etki gosterdigini gormiislerdir. 40°C’da yapilan caligmalarda MgClz'nin varhgi,
enzimatik aktiviteyi %86.79 oraninda inhibe edilirken trehaloz varliginda %135.52
oraninda artig géstermis, prolinin varhiginda iseinhibe edici etki gostermistir. Enzim
aktivitesini 2 kat arttiran MnCl her iki ozmolit varhiginda enzim aktivitesini daha da

arttirmustir (Sara Norouzi ve ark., 2020)

Akrilamid, karbonhidrat agisindan zengin gidalarin yiiksek sicaklikta iglenmesi veya
pisirilmesi sirasinda olusur. Bu sebeple gida endiistrisi, tahil taneleri (cavdar,
bugday, yulaf, musir), yumrular (patates), fasulye, tohumlar ve depo kokleri gibi
cesitli Uriinlerden elde edilen gidalarda akrilamid varligi sorunuyla kars1 karstyadir
(Ciesarova, 2016). Enzimler, 6zellikle de asparajinaz, islenmis iiriinlerde akrilamid
olusumunu azaltmada etkili olmustur. Asparajinaz son Urin kalitesini olumsuz
etkilemeden L-asparajinazi hidroliz etme yolu ile gidalardaki akrilamid seviyesini
diisiirmektedir. GKASNaz ile yaptigimiz daha dnceki calismalarda (Ozdemir ve ark.,
2023, 2024) enzimin akrilamid giderimindeki etkinligini belirledik. Bu ¢alismada ise
ozmolitlerin GkASNaz enzimi Uzerindeki koruyucu etkisini enzimin akrilamid
gideriminde goOstermeyi amacladik. GKASNaz’in ozmolitler varliginda akrilamid
azaltma performanslari nisasta ile test edilmistir. Ozmolit varliginda +4°C’da 2 giin
inklibe edilen GkASNaz ile gergeklestirilen 15 dk’lik reaksiyon sonunda ozmolit
icermeyen enzime goOre yaklasik 1.7 kat artis gOstererek akrilamid miktarinin
yaklasik %97 oraninda azaltigt HPLC ile gozlemlenmistir. 60 dk’lik reaksiyon
sonunda ise enzimin akriamid giderim performans: ozmolit yoklugunda artarken

(%95) maltoz ve arjinin varhginda ise korunmustur (%97).

GkASNaz’in ozmolit varliginda Olgiilen enzim aktivitesi sonuglarina gore 55°C
sicaklikta gida endiistrisinde akrilamid giderimi i¢in O6nem olusturuken, 37°C
sicaklikta ise ilag sektorlinde enzimlerin stabilitesini korumasmi agisindan dnem

teskil etmektedir.
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Genel olarak osmolitler, proteinler igin denatlirasyon veya agregasyonu Onleyebilen
guglii stabilizatorler/koruyuculardir. Ozmolitler ayn1 zamanda farmasdétik tirlinlerin
stabilizasyonu gibi biyoteknolojik uygulamalarda da kullanilarak {iirtin kalitesi ve
verimliligi tizerinde olumlu etkileri vardir (Arakawa ve ark., 2006). Bu molekdllerin
cogu, dogal protein konformasyonunu destekleyebilir (Stirtzel ve ark., 2016) Grin
performansimi gelistirebilir veya daha etkili ve giivenli bir ila¢ saglayabilir (Elder,
2016). Arginin, FDA onayli biyolojik ilaglar arasinda en sik kullanilan {gilincii
amino  asittir. Konsantrasyonuna  bagli  olarak stabilizator olarak  gorev
yapabilen arginin, stabilitesinden 6diin vermeden proteinlerin ¢oziintirliigiini artirir
(Platts, 2015) . Aynm1 zamanda proteinleri inkliizyon cisimciklerinden c¢ozer ve

kromatografik saflastirma adimlar1 sirasinda topaklanmay1 onler.

Enzimlerin aktivitesi depolama ve endiistriyel uygulamalar sirasindaki stabilitelerine
baghdir (Misset, 1993). Protein yapisindaki ilaglarin hazirlanmasi ve hastaya
verilmesi suresince ortamdaki enzimin aktivitesini negatif etkileyen faktorleri
ortadan kaldrmak amaciyla ozmolitlerden faydalanabilir. Ozmolitlerin ilaglarla
birlikte kullanilabilmeleri gelecege yonelik biiyiik bir perspektif olabilir. Bu organik
ozmolitlerle kullanilan protein bazli ilaglarda stabilitenin saglanmasma ve bununla
birlikte enzim aktivitesini koruyarak ilacin etkisini arttrmada onemli bir strateji

olarak one ¢ikmaktadir (Mojtabavi ve ark., 2019).

Her bir unlu mamul igin degerlendirilen akrilamid azaltim stratejilerine L-
Asparaginaz enziminin ozmolitler varliginda akrilamidin gerekli olabilecek referans
seviyelerinin altma diisiiriilmesi konusunda sektdre yol gosterecektir. Bu g¢alisma
sonucunda, asparajinaz enzimini ozmolit varliginda kullanilarak firmcilik tirinlerinde
yiiksek oranlarda akrilamid indirgenmesi saglanmistir. Bu strateji, gida endiistrisine
firmcilik iiriinlerinde akrilamidin azaltmasi i¢in bir kilavuz olarak kullanilabilir.
Akrilamid azaltma stratejisi icin bir ara¢ olarak 6ngoérilen asparajinaz enziminin
ozmolit ile kullanimi, 1s1l islem parametrelerinde ve iirlin formiilasyonlarinda
herhangi bir degisiklik yapmay1 gerektirmemesi, duyusal 6zellikleri korumasi gibi

nedenlerle iyi bir segenek olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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