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OZET

L-asparajinaz (EC 3.5.1.1) asparajin amino asidinin aspartik asit ve amonyaga
donlslimiini saglayan enzimdir. TUmor hiicreleri asparajini sentezleyemediklerinden
kan dolasimindaki asparajini kullanirlar. Bu sebeple, L-asparajinaz ¢esitli kan kanseri
tiplerinde kemoterapdtik ajan olarak kullaniimaktadir. L-asparajinaz ayni zamanda
yiksek sicaklikta pisirilen gida maddelerinde olusan ve L-asparajinin onciil maddesi
oldugu akrilamidin gideriminde de kullanilmaktadir. Hem ilag hem de gida sektériinde
yiksek sicaklik ve genis pH araliginda aktivitesini kaybetmeyen L- asparajinaz
turlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle ilgili tez calismasinda, yiliksek
sicakliklarda yasayan termofilik bakterilerden biri olan Geobacillus kaustophilus’a ait
olan L-asparajinaz enziminin rekombinant olarak elde edilmesi ve kinetik ve termal
kararliik 6zelliklerinin  ¢alisilmasi amaglanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda
Geobacillus kaustophilus tip Il L-asparajinaz geni pET22b(+) vektoriine BamHI-Sall
enzim cifti kullanilarak klonlanmig ve E. coli Rosetta 2 (DE3) hiicrelerinde ekspresyonu
incelenmistir. Gen Urlintiinin N-terminalinde periplazmik lokasyonu saglayan pelB
sinyal dizisi ve C-terminalinde Hisx6 etiketi bulunmasi amaglanmistir. Boylelikle
hiicrede yiliksek miktarda Uretimi IPTG uyarimiyla saglanan rekombinant L-
asparajinaz enziminin periplazmik bdlgede birikiminin enziminin saflastiriimasina
olan etkisinin karsilastirilmasi amaglanmistir. N-terminalinde pelB sinyal dizisi tagiyan
L-asparajinazin E. coli hiicrelerinde ifade edilmedigi goriilmustiir. Calismalara pelB
sinyal dizisi tagimayan rekombinant L-asparajinaz ile devam edilmigtir. Enzim Ni-NTA
agaroz ile tek basamakta saflastiriimistir. Saflastirilan L-asparajinaz enziminin
optimum aktivite gosterdigi 55°C sicaklikta ve pH 8.5’ta L-asparajin substrati igcin Km
degeri 0.49 mM olarak hesaplanmis; L-glutamin substrati icinse Km degeri 2.5 mM
olarak hesaplanmistir. Yapilan termostabilite deneylerinde enzimin 37°C ve 55°C

sicakliklarinda aktivitesini 6 saat boyunca kaybetmedigi gértlmustar.

Anahtar Kelimeler: L-asparajinaz, enzim kinetigi, termostabilite.
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SUMMARY

L-asparaginase (EC 3.5.1.1) is an enzyme that converts asparagine amino acid
to aspartic acid and ammonia. Since tumor cells cannot synthesize asparagine, they
use asparagine in the bloodstream. L-asparaginase has been used as a
chemotherapeutic agent in various types of blood cancer. L-asparagine is the
precursor of acrylamide formed in high-temperature foodstuffs. Therefore, L-
asparaginase is used in the mitigation of acrylamide. L-asparaginases, which are
stable in high-temperature and wide pH range, are needed in the pharmaceutical and
food sectors. Therefore, our aim is to obtain the recombinant L-asparaginase enzyme
belonging to a thermophilic bacteria Geobacillus kaustophilus, and to study its kinetic
and thermostability properties. For this purpose, Geobacillus kaustophilus type-Il L-
asparaginase gene was cloned into the pET22b(+) vector using BamHI-Sall enzymes
and its expression in E. coli Rosetta 2 (DE3) cells was examined. The pelB signal
sequence providing the periplasmic location at the N-terminus of the gene product
and the Hisx6 tag at the C-terminus was intended. Thus, it was aimed to compare the
effect of the accumulation of recombinant L-asparaginase enzyme in the periplasmic
region on the purification of the enzyme. L-asparaginase bearing the pelB signal
sequence at the N-terminal was not expressed in E. coli cells. The studies were
continued with recombinant L-asparaginase without the pelB signal sequence. The
enzyme was purified with Ni-NTA agarose. Km value for L-asparagine is 0.49mM at
55°C and pH 8.5, Km value for L-glutamine is 2.5mM. Thermostability experiments

showed that the enzyme kept its activity at 37°C and 55°C for 6 hours.

Key Words: L-asparaginase, enzyme kinetics, thermostability.
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1. GIRIS

L-asparajin esansiyel olmayan bir amino asit olup, hiicre icerisinde asparajin
sentetazlar tarafindan sentezlenmektedir. Bir¢cok timor hiicresi, 6zellikle lenfatik
tumor hiicreleri, hizh malignant bldyime icin yiksek miktarda L-asparajine ihtiyac
duymaktadirlar. Saglkli hicrelerden farkh olarak timoér hicreleri L-asparajini
sentezleyememekte ve bu nedenle beslenmeleri icin kan dolasimindaki L-asparajine
ihtiyac duymaktadirlar (Lanvers ve ark., 2002). L-asparajin eksikliginde protein sentezi
engellenmekte ve timor hiicreleri apoptoza ugramaktadir. Bu nedenle, L-asparajinaz
enzimi ile kandaki L-asparajin havuzunun yok edilmesine yonelik ¢alismalar kanser
tedavisi agisindan bliyik 6nem arz etmektedir. L-asparajinaz ayni zamanda gida
endustrisinde kanserojen ve norotoksik bir madde olan akrilamit olusumunun
onlenmesinde kullaniimaktadir. Akrilamit, ytksek sicakliklarda islem géren gidalarda
L-asparajin amino asidinin indirgen sekerler ile tepkimeye girmesi sonucu
olugsmaktadir (Pedreschi, F., 2009). Pisirme 6ncesi gida L-asparajinaz ile muamele
edilerek L-asparajin L-aspartik aside donistirilmekte ve pisirme sonrasi meydana
gelen akrilamit seviyesini 6nemli 6lgtide distirmektedir.

Bugiine kadar E. coli ve Erwinia conotovara’dan elde edilen L-asparajinaz
enzimleri 6zellikle 16semi tedavisinde kullanilmaktadir (Phillips, RM ve ark., 2013;
Warangkar, SC., 2010). Enzimin uzun sireli kullanimi sonucunda, hastalarda
anafilaktik sok, pankreatit, |6kopeni gibi rahatsizliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bununla
birlikte, gida enddstrisinde kullanilan L-asparajinazlarin ylksek sicaklik ve genis pH
araliginda aktivitesini yitirmeden stabil kalmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica hem
gida sanayinde hem de hastalik tedavisinde yari émri uzun L-asparajinazlarin
gerekliligi ortadadir. Glinimuizde kullanilan L-asparajinazlar ise hem bu ihtiyaglari tam
karsilayamamakta hem de yeterli verimde Uretilememektedir. Yiiksek sicakliklarda
yasayan termofilik organizmalardan elde edilen termostabilitesi yiksek enzimler,
mezofilik organizmalardan elde edilen kaynaklara gére daha uzun yari 6mre sahip
olabilmekte ve oda sicakliginda aktivitelerini vyitirmeden daha wuzun siire
dayanabilmektedirler. Bunun yaninda, bu enzimler kimyasal denaturantlara karsi

daha direngli olabilmektedirler. L-asparajinazlarin ilag¢ ve gida sanayindeki 6énemi ve
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mevcut L-asparajinazlarin dezavantajlari goz o6niline alindiginda, termofilik
kaynaklardan elde edilen L-asparajinazlarin sahip oldugu potansiyel heyecan vericidir.

L-asparajinaz enzimi, kanser, 6zellikle ALL (akut lenfoblastik I6kemi) tedavisinde
kullanilan terapdétik bir ajandir. Enzim bugline kadar Aerobakter sp., Erwinia sp.,
Serratia sp., Xanthomonas sp., Pectobacterium sp., Photobacterium sp., Streptomyces
sp. ve Aspergillus sp. gibi bircok farkl bakteri tiiriinden saflastirilmis olsa da klinik
uygulamalarda E. coli ve Erwinia chrysanthemi organizmalarindan elde edilen tirleri

ylksek afiniteleri nedeniyle tercih edilmektedir.

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Bu tez calismasinda Geobacillus kaustophilus’a ait L-asparajinaz enziminin
rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak Uretilmesi ve temel kinetik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaclanmaktadir. Yapilan literatlir arastirmasina goére, Geobacillus
kaustophilus organizmasindan elde edilen L-asparajinaz ile ilgili kinetik analizler
iceren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu amac¢ dogrultusunda rekombinant protein
uretiminde siklikla kullanilan, gram-negatif bir bakteri olan E. coli konakgi hiicre
olarak secilmistir. E. coli’'nin, eksprese edilen rekombinant proteinlerin yonlendirilip
birikebilecegi periplazmik bolgeye sahip olmasi, dogru katlanmis rekombinant
proteinlerin saflastirilmasi sirasinda karsilasilan sorunlarin giderilmesinde bir avantaj
saglamaktadir. Periplazmik bolgeden protein saflastiriimasi, sitoplazmik proteinlerin
saflastirilmasina nazaran daha basittir. Proteinin periplazmik bdlgeye salgilanmasi
klonlanan gen uriinlerinin stabilitesini arttirmaktadir (Lee ve Choi., 2004). Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda, periplazmik bosluga salgilandiginda rekombinant proinsilin
proteinin yari dGmrindn 10 kat arttig1 gosterilmistir. Geobacillus kaustophilus’a ait L-
asparajinaz geninin klonlanacagl pET22b(+) ekspresyon vektori pelB (pectate lyase
B) adi verilen ve Erwinia carotovora’da kesfedilen, proteinlerin N-terminaline
eklenerek onlari periplazmik bolgeye yonlendiren 22 amino asit uzunlugunda bir
sinyal dizisi icermektedir. Sinyal dizisi, protein periplazmik bdlgenin membranina
ulastiginda buradaki bir reseptore baglanarak proteinden ayrilir. Sinyal dizisinden

ayrilan protein periplazmik bolge icinde kalir. pelB sinyal dizisi ile birlikte eksprese



edilen ve periplazmik bolgede lokalize olmasi beklenen enzimin saflastirma veriminin;
pelB sinyal dizisi olmadan eksprese edilen rekombinant enziminki ile karsilastirilmasi
hedeflenmistir. Termofilik bir bakteri olmasindan dolay, Geobacillus
kaustophilus’tan elde edilen L-asparajinaz enziminin termostabilitesinin yuksek
olmasi beklenmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, termofilik bir bakteri olan G. kaustophilus’tan L-asparajinaz
geninin  pET22b(+) vektorine aktarilarak, rekombinant proteinin hicrenin
periplazmik bolgesinde birikerek daha kolay ve verimli sekilde saflastiriimasini
saglamasi icin proteini periplazmik lokasyona yonlendirecek olan pelB sinyal dizisi
icerecek sekilde E. coli Rosetta 2 (DE3) hiicrelerinde eksprese edilmesi, 6xHistidin
etiketli proteinin Ni-NTA agaroz kullanilarak saflastirilmasi, kinetik degerlerinin

hesaplanmasi, isil kararliliginin belirlenmesi amacglanmistir.



2. L-ASPARAJINAZLAR

L-asparajinin, L-aspartat ve amonyuma enzimatik hidrolizi ilk olarak Lang
tarafindan 1904 yilinda sigir dokularinda goézlemlenmistir. 1910 yilinda Firth ve
Friedmann at ve domuza ait organlarda asparajinaz aktivitesini dogrulamistir. 1961
yilina gelindiginde ise antitimor etkiye sahip oldugu gozlemlenen guinea pig
serumunun bu o0zelligini L-asparajinaz aktivitesine borc¢lu oldugu anlasiimasiyla,
bakteriler gibi bir¢ok farkl organizmada L-asparajinaz enziminin varhgi kesfedilmeye
ve enzim akut lenfoblastik [6kemi (ALL) tedavisinde kullanilmaya baslanmistir.

L-asparajinaz enzimi (EC 3.5.1.1.) L-asparajin amino asidini L-aspartat ve
amonyuma pargalayan bir amidohidrolazdir. L-asparajinazlar diger hidrolazlardan
farkli olarak karbon-azot baglari Gzerinde etki gostermekte ve L-asparajin amino
asidinin amid yan zincirinin bir molekdl H,O ile hidrolizini katalizleyerek bir molekdil
amonyak ve bir molekiil L-aspartik asit aciga c¢ikarmaktadirlar. L-asparajinazlarin
¢alisma prensibi genellikle aktivitesi katalitik Ggli olarak adlandirilan Ser-His-Asp
amino asit dizisi ile saglanan alisilagelmis serin proteazlara benzemektedir (Carter &
Wells, 1988). Bu amino asit dizisi hidrojen baglari ile gevrili bir adet niikleofilik rezidl
(Ser), bir bazik rezidi (His) ve bir asidik rezidi (Asp) icermektedir. Enzimdeki
nukleofilik rezidi, substrattaki (genellikle L-asparajin) amid bagindaki karbon

atomuna saldirarak NH; grubunu OH ile degistirmektedir (Sekil 2.1).

L-Asparaginase L-Asparaginase

Muc

MH, " (

Nuc:
m )\/<
L-asparagine )_\ [_\
Beta-acyl-enzyme -aspartate

MH3 intermediate

L- Asparaglnase Muc

Sekil 2.1: L-asparajinazin etki mekanizmasi.



L-asparajinaz enzimi birbirine es 4 alt birimin bir araya gelerek olusturdugu
tetramerik yapida bir proteindir. Alt birimlerin bliylkligl organizmadan organizmaya
farklihk gostermekle birlikte, bir L-asparajinaz molekiliniin molekiler agirligi 140 ile
160 kDa arasinda degismektedir (Aung ve ark., 2000; Aghaiypour ve ark., 2001a,b;
Kozak ve ark., 2002). Dort aktif bolgeden her biri, bitisik iki monomerin N- ve C-
terminal bolgeleri arasinda yer almaktadir. Bu nedenle L-asparajinaz tetrameri, iki
dimerden olusan bir dimer olarak dugslnilebilir ancak enzim sadece tetramer
formundayken aktiftir (Swain ve ark., 1993; Khushoo ve ark., 2004). Dimer olusumu
enzimin aktif bolgesi icin gerekli tim bilesenleri saglamasina ragmen, L-asparajinaz
enziminin neden sadece tetramer formunda iken islevsel oldugu ve tip | ve tip Il L-
asparajinazlarin substrata olan afinitelerindeki farkin oligomer formlariyla iligkili olup
olmadigi heniiz agiklanamamustir. Tip | ve tip Il L-asparajinazlarin amino asit dizilimleri
yuksek homolojiye sahipken, enzimlerin dérdiincil yapilari birbirinden yiiksek oranda
farklihk gostermektedir (Bonthron & Jaskolski, 1997).

L-asparajinazlar, kristal yapilari, amino asit dizilerinin karsilastiriimasi ve etki
mekanizmalarina gore bakteriyel tip, bitki tipi ve Rhizobium etli tipi olarak 3 gruba

ayrilmaktadir. (Sekil 2.2)

— Tip I: Periplazmik
- _ Bakteri tipi
M asparajinazlar
N Tip Il : Sitozolik
q0)
-
o m— Aspartilglukozaminidaz
=
(q] lar
S | HBitki tipi asparajinazlar
(© N .
(@) Bitkisel asparajinazlar
(7)) Rhizobium etli tipi
< o asparjinazlar

Sekil 2.2: Asparajinaz tirleri.

Dordincil yapisi belirlenmis periplazmik E. coli L-asparajinaz enzimi EcAll’de

bu alt birimler 326 rezidiiden meydana gelmektedir. Yapilan dizi homoloji analizleri,



bilinen tip | ve tip Il asparajinazlarin amino asit dizilerinin oldukc¢a benzer oldugunu
gostermistir. Evrimsel siiregte en ¢ok korunan bolge, enzimin aktif bolgesini olusturan
dizidir (Michalska ve Jaskolski, 2006).

L-asparajin ve L-glutaminin deaminasyonunu katalizleyen reaksiyonlar ¢ok
benzerdir. Tip | L-asparajinazlar sitoplazmada bulunan ve disiik afinite gosteren
enzimlerken; periplazmik enzimler olan Tip Il L-asparajinazlar, ylksek afinite ve diisiik
glutaminaz aktivitesine sahiptirler (Krishnapura ve ark., 2015). Bakteri kultlrinde
hiicre disinda proteaz bulunmamasi ve salgilanan proteinin ¢ézinir olmasi nedeniyle
periplazmik L-asparajinazlarin eldesi, sitoplazmik L-asparajinazlara kiyasla daha kolay
ve verimlidir (Amena ve ark., 2011).

GUnidmizde, Protein Data Bank (PDB; Berman ve ark., 2000) yaklasik 20 farkli
L-asparajinaz yapisi icermektedir. En iyi orneklerinden biri Erwinia chrystanthemi’ye
ait olan ve 1 A ¢oziinirlikte karakterize edilmis olan L-asparajinazdir. (Lubkowski ve
ark., 2003). Henliz karakterize edilmis 6karyotik L-asparajinaz bulunmamaktadir.

Hem L-asparajin amino asidi hem de L-asparajinaz enzimi bakterilerden memeli
hayvanlara kadar tim organizmalarda 6nemli roller Gstlenmektedirler. L-asparajin
bitkilerde protein biyosentezinde faydalanilan azotun depolanmasi ve tasinmasi icin
en fazla kullanilan metabolittir. L-asparajinazin, donlsimind sagladigl L-Aspartat ise
insanlarda (re dongisinde ornitinin 6nclil molekilidir ve glukoz aciga cikaran

glukogenik yolakta oksaloasetat olusumunda yer almaktadir.

2.1. L-asparajinazin Elde Edildigi Organizmalar

GUnumizde L-asparajinaz enziminin elde edildigi ok sayida bakteriyel, mantar,
aktinomiset, bitki ve hayvan kaynagi mevcuttur (Kumar ve ark., 2012). Mantar ve
bakteri kaynakli L-asparajinazlar, gbrece basit Gretim metotlar ile yliksek miktarda
Uretilebildiklerinden, diger organizmalara ait L-asparajinazlara tercih edilmektedirler
(Batool ve ark., 2016).

Gram-negatif bakteri turleri olan E. coli ve Erwinia’dan elde edilen tip Il L-
asparajinazlar yiksek afiniteleri nedeniyle, basta akut lenfoblastik [6semi olmak Gzere

cesitli kan kanserlerinde tedavi amacli kullaniimaktadir (Batool ve ark., 2016). E. coli



ve Erwinia tirlerinden elde edilen L-asparajinazlar benzer boyutlarda (yaklasik 140
kDa) olsalar da homolog degillerdir. E. coli, 6zellikle L-asparajine olan afiniteleri
farklihk gosterek iki ayri L-asparajinaz lretmektedir (Cedar ve ark., 1968). E. coli
kaynakli L-asparajinaz I, L-asparajin igin ¢ok daha yiiksek afiniteye sahip (37°Cigin Km
= 1.15 x 107> M; Ho ve ark., 1970) ve hicre membrani ile hiicre ¢eperi arasindaki
periplazmik bosluga salgilanirken, diistik afiniteli L-asparajinaz | (37°C igin Km = 3.5 x
1073 M; Willis ve Woolfolk, 1974) sitoplazmik bdlgede bulunmaktadir (Cedar ve ark.,
1967). Erwinia aroideae’den izole edilen L-asparajinaz enzimi, E. coli L-asparajinaz
enzimi ile tedavi edilen bazi hastalarin karsilastig alerjik reaksiyonlarin Gstesinden
gelmek icin kullanilmaktadir (Oettgen ve ark., 1967; Peterson ve ark., 1969; Vrooman
ve ark., 2010).

E. coli ve Erwinia tirlerinden elde edilen L-asparajinazlara ek olarak, klonlama
ve enzim saflastirma teknikleri gelistikce Aerobakter sp., Erwinia sp., Serratia sp.,
Xanthomonas sp., Pectobacterium sp., Photobacterium sp., Streptomyces sp. gibi cok
sayida farkli bakteri genusuna ait L-asparajinazlarin eldesi igin ¢alismalar yapilmistir.
Son yillarda L-asparajinaz eldesinde kullanilan bakteriler arasinda, Pseudomonas
aeruginosa (El-Bessoumy ve ark., 2004), Pyrococcus furiosus (Bansal ve ark., 2010),
Helicobacter pylori (Maggi ve ark., 2015) bulunmaktadir. Literatiirdeki L-asparajinaz

elde edilen bakteri turlerini iceren daha ayrintil bir liste Tablo 1.1.”de yer almaktadir.

Tablo 2.1: L-asparajinaz enziminin bakteriyel kaynaklari.

Bakteriyel L-asparajinaz kaynaklari

Referans

E. coli MTCC 739

Vidya ve ark., 2010

Enterobacter aerogenes

Mukherjee ve ark., 1999

Azotobacter vinelandii

Gaffar and Shethna, 1977

Archaeoglobus fulgidus

Li ve ark., 2002

Pyrobaculum calidifontis

Chohan ve ark., 2019

Thermococcus kodakaraensis

Chohan ve ark., 2013

Thermococcus kodakarensis KOD1

Hong ve ark., 2014

Bacillus licheniformis

Sudhir ve ark., 2014

Erwinia carotovora

Pourhossein ve ark., 2014

Erwinia chrysanthemi 3937

Kotzia ve ark., 2007

Erwinia chrysanthemi NCPPB 1125

Filpula ve ark., 1988

Helicobacter pylori

Maggi ve ark., 2015




Tablo 2.1: L-asparajinaz enziminin bakteriyel kaynaklari devami.

Luteimicrobium album

Miwa ve ark., 2019

Marine Bacillus AVP 14

Rudrapati ve ark., 2015

Nocardiopsis alba NIOT-VKMAOS8

Meena ve ark., 2015

PaeniBacillus barengoltzii

Shi ve ark., 2017

Pectobacterium carotovorum

Arrivukkarasan ve ark., 2010

Pseudomonas fluorescens

Sindhu ve ark., 2018

Rhizobium etli

Huerta-Saquero ve ark., 2013

Streptomyces avermitilis

Hatanaka ve ark., 2011

Streptomyces coelicolor

Hatanaka ve ark., 2011

Streptomyces griseus NIOT-VKMA29

Meena ve ark., 2015

Streptomyces thermoluteus subsp. fuscus

Hatanaka ve ark., 2011

Synechococcus elongatus PCC6803

Kebeish ve ark., 2016

Vibrio cholerae

Radha ve ark., 2018

Wolinella succinogenes

Sannikova ve ark., 2016

Yersinia pseudotuberculosis

Pokrovskaya ve ark., 2012

Zymomonas mobilis

Einsfeldt ve ark., 2016

Bacillus tequilensis PVOW

Shakambari ve ark., 2018

Bakteriyel kaynaklarin yani sira L-asparajinaz enzimi ¢ok sayida farkli mantardan

elde edilmistir (Tablo 2.2). Aspergillus oryzae ve Aspergillus niger' den elde edilen L-

asparajinazlar gida sektoriinde besinlerdeki akrilamid olusumunu engellemek

amaciyla kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak filamentoz yapidaki Aspergillus tamari

ve Aspergillus terreus’tan yiuksek miktarda L-asparajinaz elde edildigi rapor edilmistir

(Sarquis ve ark., 2004). Bakterilerde oldugu gibi, mayalarda da sitoplazmik ve

periplazmik olmak Uzere iki tip L-asparajinaz oldugu kesfedilmis olsa da, yapilan

filogenetik analizler bu enzimlerin birbirinden bagimsiz olarak evrimlestigini

gostermistir (Bonthron ve Jaskolski, 1997).

Tablo 2.2: L-asparajinaz enziminin izole edildigi fungal kaynaklar.

Fungal L-asparajinaz kaynaklari

Referans

Aspergillus oryzae

Hendriksen ve ark., 2009

Cladosporium sp.

Mohan Kumar ve ark., 2013

Flammulina velutipes

Eisele ve ark., 2011

Penicillium digitatum

Shrivastava ve ark., 2012

Candida utilis

Kil ve ark., 1995

Saccharomyces cerevisiae

Lopes ve ark., 2019




Bitkiler de L-asparajinazin elde edildigi kaynaklardandir (Tablo 2.3). Camgiller
familyasindan Pinus pinaster ve Pinus radiate koklerinden elde edilen izolatlarda L-
asparajinaz aktivitesi tespit edilmistir (Bell ve Adams, 2004). Morsalkim olarak da
bilinen Withania somnifera bitkisinden elde edilen yiksek afiniteye L-asparajinaz
enziminin, E. coli hiicrelerinde eksprese edilmesi ile anti-timor 6zelliklerinin oldugu

ispatlanmistir (Oza ve ark., 2011).

Tablo 2.3: L-asparajinaz enziminin elde edildigi bitkisel kaynaklar.

Bitkisel L-asparajinaz Referans

Maritime Pine Kerckhoven ve ark., 2017
Solanum nigrum Kataria ve ark., 2015
Soya fasiilyesi Cho ve ark., 2007
Spinacia oleracea Khabade ve ark., 2016
Withania somnifera Oza ve ark., 2009

2.2. L-Asparajinazin ila¢ Sektériinde Kullanimi

Saglikli hiicreler, esansiyel olmayan bir amino asit olan asparajini kendileri
sentezleyebilirken, kanser hiicrelerinde L-asparajin sentetaz geni baskilanmis halde
oldugundan ya da L-asparajinin 6ncil molekilleri olan aspartat ya da glutamine
yeterli miktarda sahip olmadiklarindan kendi L-asparajinlerini sentezleyememekte ve
metabolizmalarinin devami icin bu aminoasiti kan dolasimindan temin etmektedirler
(Stams ve ark., 2005; Keating ve ark., 1993; Moola ve ark., 1994; Aslanian ve Kilberg,
2001). Damar icine uygulanan L-asparajinaz, kandaki L-asparajini tiiketerek, kanser
hiicrelerini bu amino asitten yoksun birakarak apoptozlarina sebep olmaktadir.

L-asparajinaz lenfoblastik 16semi, retikiil sarkomu, Hodgkin hastaligi, akut
miyelositik 16semi, akut miyelomonosit [6semi, kronik lenfositik 16semi ve
limfosaekoma melanosarkoma gibi hastaliklarda terapotik ajan olarak vyillardir
kullanilmaktadir (Abbas ve ark., 2010, Gulati ve ark., 1997). Ancak L-asparajinazin
kemoterapoétik ajan olarak uzun siireli kullanimlarinda asirt duyarllik reaksiyonlari,

anaflaksis ve tlimor hicrelerinin direng gelistirmesi gibi ciddi yan etkiler



gorulmektedir (Bansal ve ark., 2010). Ayrica, insanlarda bulunan asparajin
endopeptidaz (AEP) ve cathepsin B (CTSB) adi verilen iki lizozomal proteaz, L-
asparajinazin in vivo dmriuni kisaltmaktadir (Patel ve ark., 2009). L-asparajinazin anti-
timor etkinligi ayni zamanda kandaki yarilanma dmriinden etkilendiginden, enzimin
kandaki vyarilanma omrini yikseltmek icin, L-asparajinazi lipozom vya da
mikrokapstller iginde hapsetme ya da dekstran, albumin ve PEG gibi
makromolekdller ile kovalent baglama gibi ¢alismalar yapilmistir (Fernandes ve
Gregoriadis, 1997; Neerunjun ve Gregoriadis, 1976; Chang, 1984; Wileman ve ark.,
1986; Poznansky ve ark., 1982; Kamisaki ve ark., 1982). Ancak hastanin bilinyesinde
PEG gibi L-asparajinaz enziminin modifikasyonunda kullanilan molekdllere karsi
antikorlarin varliginin, modifiye L-asparajinazin hizlica pargalanmasina neden oldugu
anlasilmistir ve sonug olarak terapi sirasinda anti-PEG antikoru gibi antikorlarin
arastirilmasina ihtiya¢ duyulmasina sebep olmustur (Armstrong ve ark., 2007).
Kapstllenmis L-asparajinazlarin kullaniminin hasta icin daha az toksik oldugu
belirlenmistir (Rivera-Rodriguez ve ark., 2013).

Losemi tedavisinde kullanilan ticari L-asparajinazlar bakteri kaynakli ve
glutaminaz aktivitesi olan enzimlerdir. Cok daha distk glutaminaz aktivitesi, daha
disik Km degeri ve daha disik molekiler agirhgi olan; genis ¢apta yapisal gesitlilik
gosteren ve efektor molekillere farkli cevaplar veren L-asparajinazlarin kesfi icin
bilimsel arastirmalar sirmektedir (Krishnapura ve ark., 2016). Bu baglamda enzimin
aktif bolgesine vyonelik mutagenez calismalari ile glutaminaz aktivitesinin
engellenmesine yonelik galismalar yapilmis ve basarili sonuglar alinmistir (Ardalan ve
ark., 2018).

Yapilan ilk galismalarda, L-asparajinaz enziminin saglikli hiicrelere etki etmeden
sadece kanser hiicrelerine zarar verdigi distinilmekteyken, son zamanlarda yapilan
calismalar kanser hiicrelerinin L-asparajinaz sentetaz genlerini tekrar aktive ederek
ilaca direng¢ kazanabildikleri anlasiimistir (Ho ve ark., 1970; Worton ve ark., 1991).
Akut lenfoblastik 16semi hastalarinda ve fare lenfoma hicrelerinde, L-asparajinaz
tedavisinden bir slire sonra L-asparajinaz sentetaz aktivitelerinde artis gorilmustur
(Prager ve ark., 1970; Haskell ve ark., 1969; Broome ve ark., 1967).

Evrimsel yakinliklarindan dolayi 6karyotik mikroorganizmalardan elde edilen L-

asparajinaz insan bagisiklik sistemi ile daha iyi uyumluluk gostermektedir (Doriya ve
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Kumar, 2016). Simdiye kadar ilag¢ pazarinda yerini alan ilk rekombinant L-asparajinaz
E. coli konakg! hiicresinde iiretilen Spectrila”dir (European Medicines Agency, 2015).
Gelistirilen diger ticari L-asparajinazlar Tablo 2.4’te verilmistir. E. coli ve Er.
chrysanthemi’den elde edilen L-asparajinazlar immunolojik 6zellikleri bakimindan gok
farkli olduklarindan, birine karsi alerjik hassasiyet gelistiren hasta icin digeri alternatif

olarak kullanilabilmektedir (Moola ve ark., 1994).

Tablo 2.4: Kanser tedavisinde kullanilan ticari L-asparajinazlar.

Kaynak mikroorganizma L-asparajinaz Uretici

Erwinia chrysanthemi Erwinase® Porton Biopharma,UK
Erwinaze® Jazz Pharmaceuticals,USA
Leunase Kyowa Hakko, Japan
Oncaspar Sigma-Tau Pharmaceuticals, Italy
E. coli Kidrolase France Rhone-Poulenc, Canada & USA
Elspar Merck Sharp & Dohme, USA
Crasnitin Bayer, Germany

2.3. L-Asparajinazlarin Gida Sektoriinde Kullanimi

Yaygin olarak tiketilen gida maddelerinde yliksek miktarlarda akrilamidin
varhiginin kesfi yogun bir endise uyandirmistir. Akrilamid Diinya Saghk Orgiiti (World
Health Organization - WHO) tarafindan “insanlar icin muhtemel karsinojen madde”
olarak siniflandirilmis ve beslenme ile maruz kalinmasi tehlikesi nedeniyle potansiyel
bir saglik tehdididir (Wilson ve ark., 2006). Yapilan ¢alismalarla birlikte akrilamidin
norotoksik etki gosterdigi ve karsinojen oldugu kabul edilmektedir (Tritscher ve ark.,
2004).

120°C’den yuksek sicakliklarda pisen karbonhidratlarda Maillard reaksiyonu adi
verilen tepkime ile serbest haldeki L-asparajinin a-amino grubu, indirgenen sekerin
karboksil grubu ile birleserek akrilamid agiga cikarmaktadir (Mottram ve ark.,
2002)(Sekil 1.3). Maillard reaksiyonu ayni zamanda kizarmis ya da firinlanmis
gidalardaki arzu edilen gorintii ve tadin olusumundan sorumludur. Akrilamidin éncil

maddesi olan serbest asparajinin, en fazla tiiketilen besin maddelerinden biri olan
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patatesteki miktarinin kilogram basina 940 mg olmasi ve toplam aminoasit iceriginin
%40’In1 olusturmasi, yiksek miktarda akrilamid olusturma potansiyeli nedeniyle
saglik acisindan tehlike arz etmektedir (Mottram ve ark., 2002). Bu baglamda kizarmis
patates, kahve, cips, biskiivi ve ekmek akrilamid icerigi ylksek besinler arasinda

bulunmaktadir (Rosen ve Hellenas., 2002).

o]
\
HO
OH
HO
OH 0
HzN
OH 2
lucose o
0 g OH OH ni
o heat (frying) HO OH acid (gastric) o]
Y\)"\OH AT, Y\\\
HaN NH» OH OH OH NH2
asparagine H.0 Schiff base acrylamidey

Sekil 2.3: Maillard reaksiyonu.

Akrilamidin hazir gidalardan giderilmesi pratik bir uygulama olmadigindan,
gidalar pisiriimeden 6nce akrilamidin olusumunun dnlenmesine yonelik stratejilere
odaklanilmistir (Hendriksen ve ark., 2009). Akrilamid olusumunu engellemek
amaciyla, hazirlanma asamasinda slre ve isi degisikligi yapilabilecegi gibi, un bazli
firinlanan gidalarda tariflere sitrik asit ya da kalsiyum iyonunu eklemek, redikleyici
sekerlerin yerine siikroz kullanmak ya da asparajin icerigi diisiik un kullanmak tercih
edilebilecek uygulamalar arasinda yer almaktadir. Patates bazl gida trlnleri igin ise
dustk seker iceren patates tirlerinin tercih edilmesi, tariflere amino asit ya da
kalsiyum eklenmesi ve pH’in digirilmesi s6z konusudur. Ancak tiim bu uygulamalar
istenmeyen tat ve goriintl olusumu ve gidalarin besin degerlerinde dislise neden
olabileceginden ¢ok fazla ragbet gormemektedir.

Sikca tliketilen besin maddelerindeki akrilamid olusumunu 6nlemek amaciyla
Aspergillus Oryzae kaynakli bir asparajinaz olan Acrylaway ® ve Aspergillus niger
kaynakli asparajinaz PreventASe ® ticari olarak kullanimdadir (Batool ve ark., 2016).
Gidalarin kizartilmadan ya da firinlanmadan once belirli bir slire L-asparajinaz ile

muamele edilmesinin, sonugta olusan akrilamid miktarini %95 oraninda azalttig
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gorulmistir. L-asparajinazin segici olarak serbest asparajini aspartik asit ve
amonyaga pargalamasi ile gida maddesi igindeki amino asitlerin biyik ¢ogunlugu bu
islemden etkilenmediginden besin degerinde kayda deger bir disls

gortilmemektedir.

2.4. L-Asparajinaz Uretim Teknikleri

L-asparajinaz enzimi bugline kadar submerged fermentasyon (SmF), Solid state
fermentasyon (SsF) ve rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak bircok farkl bakteri,
bitki ve mantar kaynagindan izole edilmistir. En fazla kullanilan yontem olarak
SmF’nin besiyeri bilesenlerinin ve 1si, pH gibi kultir kosullarinin kolayca manipile
edilmesine olanak saglamasi, yliksek miktarda ve yiiksek kalitede protein eldesine
olanak saglamistir. SsF yontemi ile ise mikroorganizmalarin dogal biylime
kosullarinin taklit edilmesiyle SmF'ye oranla daha yiiksek miktarda protein lretimi
saglanmistir. Rekombinant DNA teknolojisi ise daha diistik maliyet ve immiinojenisite
gibi avantajlarinin yaninda, enzim aktivitesini gelistirmeye yonelik mutasyon
yapabilme imkani vermesiyle tercih edilen bir yontemdir. Yiksek miktarda enzim
Uretimi icin, disitk verimli olmasindan dolaylr yabani tiplerin kullanimindan
kacinilmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi enzim Uretiminde yiksek verim
saglamaktadir (Adrio ve Demain, 2010). E. coli gibi bakteriyel konakgi hiicreler
rekombinant proteinlerin hizli ve kolay sekilde yiksek miktarda ifade edilmesini
saglamalarindan dolayi L-asparajinaz Uretimi ig¢in yaygin olarak tercih edilmektedir
(Ferrara ve ark., 2006; Liu ve ark., 2013; Costa ve ark., 2016).

Rekombinant proteinin hiicre digsina salinmasinin, hiicre iginde birikmesine
kiyasla bir cok avantaji vardir. Besiyerinde ve periplazmik bodlgede proteaz
aktivitesinin olmamasi ve rekombinant proteinin hiicre disinda hiicre icindekine
nazaran daha az endotoksine maruz kalmasi bu avantajlar arasinda sayilmaktadir.
Ayrica, salgl proteinleri suda ¢6ziinlr ve aktiftir. Bunlara ek olarak rekombinant
proteini elde etmek icin hiicreleri parcalamanin gerekmemesi is ylkin( biylik dlclide

azaltmaktadir (Choi ve Lee., 2004; Jonasson ve ark., 2002).
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Ekstrem fizikokimyasal kosullarda yasayan termofilik organizmalar, enzim
muhendisligi calismalarindan daha kolay ve uygulanabilir olduklarindan termostabil
enzimlerin elde edilmesinde degerli kaynaklardir. Mezofilik organizmalardan elde
edilen enzimlere nazaran, termofilik organizmalardan elde edilen enzimler
islevselliklerinde 6nemli bir kayip olmadan uzun siireler boyunca oda sicakliginda
saklanabilmektedir. Bu enzimlerin bir diger avantaji da kimyasal denaturantlara karsi

direncli olmalaridir (Cowan ve ark., 1995).

2.5. Geobacillus kaustophilus’un Ozellikleri

Geobacillus kaustophilus (HTA 426) organizmasinin optimal biyime sicakhgi
60°C ve bliyime icin uygun pH araligi 6.2-7.5 olan termofilik Gram (+) bir bakteridir
(Takami ve ark., 2004). (Bacillus Stock Center Catalog of Strains). G. kaustophilus;
3,54 Mb buiyikligliinde halkasal bir kromozom ve 47.9 kb biyikligiinde halkasal
plazmit DNA’sina sahiptir. Genomun %86’sina denk gelen 3498 adet protein kodlayan
dizi bulunur (Takami ve ark., 2004). Geobacillus kaustophilus’a ait L-asparajinaz

enzimi 323 amino asit uzunlugundadir ve yaklasik 37 kDa buyuklGgiindedir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Bakteri Soylari ve Plazmit Vektorleri

Geobacillus kaustophilus hiicre hatti Bacillus Stock Center’dan temin edilmistir.

E. coli DH5a hiicre hatti GTU Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Protein ekspresyonu igin kullanilan E. coli
Rosetta 2 (DE3) hiicreleri Episome Biotech sirketinden temin edilmistir.

Rekombinant G. kaustophilus L-asparajinaz geninin ekspresyonu igin pET22b(+)
plazmit vektorld kullanilmistir. pET22b(+) vektoérd (Novagen Cat. No. 69744-3) C-
terminalde His-etiketi ve (retilen proteinin periplazmik lokalizasyonu icin pelB sinyal

dizisi tasimaktadir.

3.2. Kullanilan Besiyerleri

Besiyerleri ve tarifleri Ek A.’da verilmistir.

3.3. Kullanilan Cozeltiler

Tampon ¢ozeltiler, icerikleri ve hazirlanis sekilleri Ek B.’de verilmistir.

3.4. Kimyasallar ve Enzimler

Kullanilan kimyasallar ve enzimler ile tedarikgileri Ek C.’de listelenmistir.

3.5. Cihazlar

Kullanilan cihazlarin listesi Ek.D’te verilmistir.
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3.6. G. kaustophilus L-asparajinaz Geninin Cogaltiimasi

Geobacillus kaustophilus’a ait tip Il L-asparajinaz geni (GkASNazll) (GENE ID:
3183602) PZR yontemi ile ¢ogaltilmistir. Kalip DNA olarak, Orhan, MD (2018) tez
calismasinda izole edilen G. kaustophilus DM 7263T genomik DNA’siI (NCBI DataBank,
NC_006510.1) kullanilmistir. Gk HTA 426 genom dizisi dikkate alinarak 972 bg
uzunlugunda olan L-asparajinaz gen dizisini iceren bolgeyi cogaltma lzere primerler
tasarlanmistir. Tasarlanan primerlerin 5" uglarina Sall ve Baml restriksiyon enzimleri
tanima bolgeleri eklenmistir. PZR sonucunda L-asparajinaz enzimini kodlayan yaklasik

972 baz uzunlugunda DNA {riini beklenmektedir.

Tablo 3. 1: GkASNazll’'ni gogaltmak igin kullanilan primer seti. pET22b(+)
vektord igin tasarlanan primer seti.

ileri Primer 5’CGCGTCGACCTAATAAGCGAACAAGCC'3 BamHI RE kesim bolgesi

Geri Primer 5'CGAGCTGGATCCGTCACGAAACGGAAA'3 Sall RE kesim bolgesi

Restriksiyon endoniikleazlar GkASNazll geninde kesim yapmamasina ve
vektérin coklu klonlama bdlgesinde kesim bolgesinin olmasina dikkat edilerek
secilmistir. Ayrica primer tasariminda primerlerin 5° ucuna enzimlerin kesim
aktivitesini arttirmak icin eklenen bazlar NEB biolabs firmasinin (Cleavage Close to the
End of DNA Fragments) katalogundan bakilarak secilmistir.

PZR reaksiyon karisimi Tablo 2.3’te verilmistir. Termal dongt (MJ Research INC,
PTC-200 USA) cihazinda toplam Tagq DNA polimeraz enzim kullanilarak
gercgeklestirilen PZR reaksiyonunun asamalari sirasiyla soyledir: Bir PZR donglsu;
denatlirasyon icin 94°C'da 1 dakika, primer baglanmasi icin 65°C’'da 1 dakika ve
polimerizasyon icin 72°C’'da 2 dakika olacak sekilde 35 dongiide gergeklestirilmistir.
Reaksiyon, baslangigta 94°C’da 2,5 dakikalik denatiirasyon ile baglatilmis ve 72°C’da
10 dakikalik ek bir polimerizasyon ile tamamlanmistir. Cogaltilan gen fragmani MN

PCR Clean-up kit kullanilarak, PZR bilesenlerinden izole edilmistir.
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Tablo 3.2: GkASNazll’'ni cogaltmak icin hazirlanan PZR reaksiyonu bilesenleri.

Stok Son Miktar

Konsantrasyonu Konsantrasyon
G.kaustophilus genomik DNA 130 ng/ul 1.3 ng/ul |1yl
Taq Polimeraz Tampon Cozelti 10X 1X 10 pl
dNTP 2mM 0.2 mM 4 ul
ileri Primer 10 mM 10 pM 4 ul
Geri Primer 10 mM 10 uM 4 ul
MgClI2 25 mM 10 uM 8 ul
Taq DNA Polimeraz 1U 1ul
deO 68 u|

3.7. Restriksiyon Enzim Kesimi

Ligasyon icin hazirlanan PZR Griind ve plazmit vektorlerinin restriksiyon enzim
kesimi reaksiyonlari ile transformasyon isleminin dogrulanmasi deneylerinde, BamHI

ve Sall (Thermo Fischer) enzimleri ile Ureticinin 6nerdigi protokol referans alinmistir.

3.8. Ligasyon

Sall ve BamHI-HF restriksiyon enzimleri ile kesilen asparajinaz geni, ayni
restriksiyon enzimleri ile kesilip dogrusal hale getirilen pET22b(+) vektori ile T4 DNA
ligaz enzimi kullanilarak ligasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir. Reaksiyon insort ve
vektor oranlar 1:1, 1:3 ve 1:5 olacak sekilde kurulmus ve +4°C'de 16 saat sireyle

gerceklestirilmistir. Reaksiyon 65°C’de 15 dakika tutularak durdurulmustur.

3.9. Kompetan E.coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Kompetan E. coli DH5a ve E. coli Rosetta 2 (DE3) hiicreleri Chung ve ark. (1993)
tarafindan tarif edilen TSS kompetan hiicre hazirlama yontemi kullanilmistir.
Kompetan yapilmak istenen hiicreler 1 ml LB sivi besiyerine ekildikten sonra gece
boyu 37°C’'de calkalayici inkiibatorde inklibasyona birakilmistir. 16 saat sonra bu
kiltlir 100 ml LB sivi besiyerine ekilmis ve 37°C’'de optik yogunlugu 600 nm dalga

boyunda 0.4’e gelene kadar inkiibe edilmistir. istenilen yogunluga ulasan kiiltiir 2,700
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g’'de 10 dakika +4°C’de santrifdj ile ¢oktlrtlmustir. Pelet, +4°C’de sogutulmus 10 ml
TSS tampon ¢ozeltisi icinde nazikge ¢ozildikten sonra 1.5 ml’lik Eppendorf tuplere
paylastirilmistir. Hazirlanan hicreler daha sonra kullanilmak Uzere -80°C'de

saklanmigtir.

3.10. Kompetan E.coli Hiicrelerinin Transformasyonu

Calismadaki tiim transformasyon deneyleri Sambrook ve ark. (1989) referans
alinarak gerceklestirilmistir.

Yaklasik 100 ng DNA icermekte olan 10 pul ligasyon Urini 100 ul E. coli
kompetan hicresine eklenmis ve 30 dakika buz igerisinde inklbe edilmistir.
inkiibasyonun ardindan hiicreler 42°C’lik su banyosunda 90 saniye bekletilip hemen
ardindan 2 dakika boyunca buz igerisinde inkiibe edilerek i1si sokuna tabii tutulmustur.
Hiicrelerin Uzerlerine yaklasik 900 pl LB sivi besiyeri eklenmis ve 1 saat boyunca
37°C’de 180 rpm’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi hiicreler 50 pg/ml ampisilin
iceren kati LB besiyerlerine yayilmis ve gece boyu 37°C'de inkiibasyona birakilmistir.
Ertesi glin olasi rekombinant kolonilerden alinan 6rnekler numaralandirilarak, 100

ug/ml ampisilin LB kati besiyerine ekilmistir.

3.11. Transformantlarin Koloni PZR ile Dogrulanmasi

Olasi rekombinant hicrelerin dogrulanmasi igin koloni PZR yoéntemi
uygulanmistir. Her bir koloniden kiirdan yardimi ile alinan érnekler 50 pl dH,0 icine
birakilmis ardindan 100°C’de 5 dakika bekletilerek hiicrelerin pargalanmasi ve kalip
olarak kullanilacak DNA'nin aciga ¢cikmasi saglanmistir. Ardindan elde edilen DNA
kalip DNA olarak kullanilarak PZR uygulanmistir.

Reaksiyon termal dongi (MJ Research INC, PTC-200 USA) cihazinda toplam 30
dongi olarak yiritilmustur. PCR donguslinde tekrarlanan asamalar; denatiirasyon
icin 94 °C’'da 1 dakika, primer baglanmasi icin 65°C’da 1 dakika ve polimerizasyon icin

72°C'da 2 dakika olarak gergeklestirilmistir. Reaksiyon, baslangigta 94°C’da 2,5
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dakikalik denatlirasyon dongist baslatilmis ve 72 °C'da 10 dakikalik ek bir

polimerizasyon dongisu ile tamamlanmistir.

3.12. Plazmit izolasyonu

Rekombinant plazmit izolasyonu Sambrook ve arkadaslarinin (1989) gelistirdigi
yontem kullanilarak izole edilmistir. Rekombinant kiltir 100 pug/ml ampisilin iceren
100 ml LB sivi besiyerinde 37°C’de 180 rpm’de 16 saat buyutiImis olan kiltir 4500
rom’de 5 dakika santriflj edilerek sivi Gst faz uzaklastiriimistir. Elde edilen pelet
yaklasik 600 pl Solusyon | icinde ¢6zililmis ve oda sicakliginda 5 dakika beklenmistir.
Elde edilen pelet yaklagik 600 pl Solusyon | iginde ¢6zilmus ve oda sicakliginda 5
dakika beklenmistir. Bu asamada karisim 200’ser pl 1.5 ml’lik steril Eppendorf tiiplere
bolinmistir. Ornekler lzerine taze olarak hazirlanan 400 pl Soliisyon Il eklenmis
yavasca karistirilip 5 dakika buz Gzerinde bekletilmistir. Son olarak érnekler (izerine
300 ul Sollsyon Il eklenmis yavasga karistirilip 10 dakika buz tizerinde bekletildikten
sonra 4°C’'de 14000 rpm’de 30 dakika santriflij edilmistir. Elde edilen sivi (st faz yeni
1.5 ml’lik steril Eppendorf tiplere aktarilarak Gizerlerine ~500 pl izopropanol eklenmis
ve en az 15 dakika bekletilip oda sicakliginda 11000 rpm’de 30 dakika santrifij
edilmistir. Sivi Gst faz uzaklastirildiktan sonra elde edilen peletin kuruyup
saydamlagmasi beklenmis ve pelet son hacim 100 pl olacak sekilde dH,O ’da
¢Ozllmustlir. 100 pl 6rnek tizerine 7 ul RNaz eklenmis ve 37°C’de 30 dakika boyunca
inkGibe edilmigstir. Son olarak elde edilen triin Machery-Nagel PZR Clean-up DNA

saflastirma kiti ile saflastirilmistir.

3.13. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR ile amplifiye edilen DNA fragmanlari, hiicrelerden izole edilen plazmitler ve
restriksiyon enzim kesimi uygulanan tiim DNA fragmanlari 6X DNA yikleme boyasi ile
boyanmis, 2.5 uL RedSafe (Intron) iceren 50 ml %0.8’lik agaroz jele yiiklenerek

elektroforez sistemi ile molekiler agirliklarina goére aynistirilmistir. Jel, Azure
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biosystem c600 gorintiileme cihazi kullanilarak goriintilenmistir. DNA belirteci

olarak 1 kb DNA Marker (Thermo Fisher Scientific) kullaniimistir.

3.14. Jelden DNA izolasyonu

DNA izolasyonlari Machery-Nagel PCR & Gel Clean-up kitleri kullanilarak Gretici

firmalarin sagladigi kullanim talimatina uyularak gerceklestirilmistir.

3.15. Protein Ekspresyonu

L-asparajinaz genini yliiksek miktarda ifade edebilmek icin E. coli Rosetta 2(DE3)
konakgi hiicresi rekombinant pET22b(+)/GkASNazll vektoru ile transforme edilmistir.
Hicrelerden, IPTG (1mM) ile uyarildiktan 6nce ve uyarildiktan sonra 2ser saat ara ile
ornekler alinmistir. Hiicrelerin IPTG ile uyarimi 6ncesi ve sonrasi ekspresyon profili,
gen tasimayan kontrol grubu ile birlikte SDS-PAGE ile gériintilenmistir. Hicre kiltara,
ultrasantrifiij ile 20000 rpm’de 30 dakika slireyle ¢okturilmis ve pelet -20°C ‘de
saklanmistir.

Hiicre peleti 15 dakika buz icerisinde bekletilerek eritilmis ve gram basina 2-5
ml lizis tampon ¢ozeltisi icinde ¢ozdirllmistir. 1 mg/ml lizozim eklenerek buz
Uzerinde 30 dakika inklibe edilerek hiicre duvarlarinin parcalanmasi amaclanmistir.
Ardindan 6rnek, buz igerisinde 10 saniye vurus — 10 saniye bekleme olacak sekilde 6
set halinde sonikasyona tabi tutulmustur. Elde edilen lizatin akiskanligi kontrol
edilerek +4°C 10000 g’de 30 dakika boyunca santriflij edilerek hiicre duvar gibi
kalintilar ¢oktiirilmus ve ilgili rekombinant proteinin bulundugu distnilen sivi st

faz -20°C’de saklanmistir. SDS-PAGE analizi icin 100 ul 6rnek ayrilmistir.

3.16. Protein Saflastirma

Eksprese edilen L-asparajinaz enziminin saflastirilmasinda Qiagen marka Ni-

NTA agaroz kullanilmistir. 4 ml hiicre 6ziti, 1 ml Ni-NTA agaroz ile 200 rpm +4°C’'de
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bir saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibe edilen érnek, icine bir kat filtre kagidi
yerlestirilen 2,5 ml hacimli siringadan gegirilmistir. Ardindan 4 ml yilkama tampon
¢Ozeltisi ile yikanmis, yikama fraksiyonlari SDS-PAGE analizi icin ayrilmistir. Son olarak
kolon 2 ml eliisyon tampon ¢ozeltisi ile yilkanmis, eliisyon fraksiyonlari Eppendorf tlp
icinde -20°C’'de saklanmistir.

Fosfat tampon ¢ozeltisi icinde elde edilen 20 ml enzim 6rnegi, Amicon Ultra-15

10K filtre kullanilarak 5 ml Tris-HCI tampon ¢6zeltisi igcinde konsantre edilmistir.

3.17. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Ekspresyon ve saflastirma sonrasi elde edilen 6rneklerdeki proteinlerin analizi

icin %12’lik SDS-PAGE kullanilmistir. Hazirlanisi Ek.5’de yer almaktadir.

3.18. Protein Miktar Tayini

Saflastirma sonrasi elde edilen 6rneklerdeki protein miktari BCA ile tayin
edilmistir. Elde edilen protein 6rneklerinden 10 ul 96 kuyulu mikroplate plakasina
konulmustur. Taze hazirlanan BCA soliisyonu 50:1 oraninda CuSOu ile karistiriimis ve
orneklerin tzerine bu solisyondan 200 ul eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Standart olarak 1 mg/ml sigir serum albumini (BSA) kullanilmistir. Son
olarak 6rnekler 562 nm dalga boyunda Varioskan Microplate okuyucu ile 6lgliImustir.
Ornekler igindeki protein miktarlari BSA standartlarindan elde edilen degerlere gére

cizilen standart egriye dayanarak hesaplanmistir.

3.19. Enzim Aktivitesi Tayini

L-asparajinaz enziminin aktivitesi Nessler reaksiyonu ile olcilmustar.
Nesslerizasyon olarak adlandirilan bu yontem ile dogrudan amonyak tayini yapilmistir
[Imada ve ark., 1973]. Toplam reaksiyon karisimi 400 uM olacak sekilde 2.5 ul enzim
ornegi, 50 mM Tris tamponu (pH 8.5) icerisinde 5 mM L-asparajin ile 55°C’da farkh
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zaman araliklarinda inklbe edilmistir. Reaksiyon 150 ul 1.5 M trikloroasetik asit (TCA)
ilavesi ile durdurulmus ve ¢Oken proteinler 12000 g'de santriflij edilerek
uzaklastinlmistir. Elde edilen berrak stpernatant Nessler reaksiyonu icin
kullaniimistir. Nessler reaksiyonu icin 1400 pl dH,O ve 150 pl stipernatant, 200 pl
Nessler ayraci ile karistirilarak oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra aciga
¢itkan amonyak miktari 450 nm dalga boyunda UV spektrofotometrede 6lgliimustr.
Bir Ginite (U) yukarida belirtilen kosullar altinda dakikada 1 pmol amonyak agiga
cikaran L-asparajinaz aktivitesi olarak tanimlanmaktadir. Enzim aktivitesi asagida

verilen formile gére hesaplanmistir:

[NH3 (uM)xreaksiyon hacmi (ul)] (1)

Enzim Aktivitesi (unit/ul) =

[supernatant hacmi (ul)xreaksiyonsiiresi (dk)xenzim miktart (ul)]
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4. SONUCLAR

4.1. Geobacillus kaustophilus L-Asparajinaz Geninin
Klonlanmasi

PZR ile ¢ogaltilan Geobacillus kaustophilus L-asparajinaz geni; periplazmik
ekspresyonu saglamak amaci ile T7 promotorinin alt bolgesine C-terminalde Hisx6
etiketi ve N-terminalde pelB sinyal dizisi olacak sekilde pET22b(+) ekspresyon
vektoriine klonlanmistir. 972 bg¢ uzunlugundaki L-asparajinaz geni Geobacillus
kaustophilus genomik DNA’sindan 65°C tutunma sicakhginda PZR ile ¢ogaltilmistir
(Sekil 4.1). Cogaltilan gen BamHlI ve Sall restriksiyon enzimleri ile gergeklestirilen ikili

kesimin ardindan izole edilmistir.

1000 bg ~—

Sekil 4.1: Geobacillus kaustophilus L-asparajinaz Il geninin PZR ile ¢ogaltilmasi
1. 1 kb DNA marker 2-4. GkASNII fragmani (~972 bg).

Yaklasik 5493 bc¢ uzunluguncaki pET22b(+) vektorid ayni enzim kombinasyonu
(BamHI ve Sall) ile muamele edilerek dogrusal hale getirilmis, agaroz jelde

goruntilenmis (Sekil 4.2) ardindan jelden izole edilmistir.
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Sekil 4.2: pET22b(+) vektorunin ligasyon reaksiyonu icin BamHI- Sall enzim
kombinasyonu ile kesilmesi. M: 1 kb DNA marker 21 pET22b(+) vektori 2-3. Sall ve
BamHI restriksiyon enzimleri ile kesilmis pET22b(+) vektord.

Yapiskan uglu hale getirilmis olan yaklasik 972 b¢ uzunlugundaki L-asparajinaz
geni ile dogrusal hale getirilmis yaklasik 5493 b¢ uzunlugundaki pET22b(+) plazmit
vektord ile kurulan ligasyon reaksiyonu ve gen icermeyen bos pET22b(+) vektori E.
coli DH5a kompetan hiicrelerine aktarilmistir. Olasi rekombinant ~40 koloni
gozlemlenmis ve 16 tanesi segilerek koloni L-asparajinaz geni igin tasarlanan primer
cifti kullanilarak koloni PZR yapilmistir. PZR sonuglari agaroz jelde goriintiilenerek, 14
koloninin L-asparajinaz genini (¥972 bg) iceren vektorl basarili bir sekilde aldig

gorilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 W™

1000 bg
~972 b

Sekil 4.3: Koloni PZR sonuglarinin agaroz jelde gorintilenmesi. 1-16.
pPET22b(+)/GkASNazll(pelB) vektori iceren 16 koloni. M: 1kb DNA Marker.

Rekombinant plazmidin L-asparajinaz genini tasiyip tasimadigl ayni zamanda
Sall FastDigest ve BamHI FastDigest restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak
dogrulanmistir. Buna gore Sekil 4.4’de goruldugu gibi pET22b(+)/GkASNazll(pelB)

plazmidinin BamH]I restriksiyon enzimi ile kesiminin ardindan beklenen buyiklikte
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(~6465 bg) bir fragman gozlenirken, ayni vektoriin Sall ve BamHI restriksiyon
enzimleriyle ¢ift kesim reaksiyonu neticesinde yaklasik ~972 bg¢ uzunlugundaki
GkASNazll geni ve yaklasik 5493 b¢ uzunlugundaki dogrusal pET22b(+) vektorii agaroz

jelde gorintiilenmistir.

6000 bg +—

1000 bg

Sekil 4.4: Rekombinant plazmidin restriksiyon enzim kesim analizi. 1.
PET22b(+) vektori (5493 bg) 2. BamHl ile kesilmis pET22b(+) plazmiti (~5493 bg) 3.
ASN geni PZR Grlni (~¥972) 4. BamHI kesilmis pET22b(+)/GkASNazll(pelB) vektori

(~6465bc) 5. Sall kesilmis pET22b(+)/GkASNazll(pelB) vektori.

Koloni PZR ve restriksiyon endonikleaz kesimleri ile transformant oldugu
dogrulanmis kolonilerden plazmit izolasyonu yapilmistir. Elde edilen vektor ile
Rosetta 2 (DE3) kompetan hicreleri standart transformasyon protokoll ile
transforme edilmis ve elde edilen yaklasik 100 olasi koloni igerisinden 8 tanesi
secilerek koloni PZR yapilmistir. Koloni PZR sonucunda transformant oldugunun
dogrulugu tam olarak belirlenmis 4 koloni gozlemlenmistir. (Sekil 4.5.) 3, 5, 7 ve 8

numarali kolonilerin basarili sekilde transforme oldugu gorilmustir.
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— 6000 b
— 3000 b

— 1000 b

Sekil 4.5: E. coli Rosetta 2 (DE3) transformantlarinin taranmasi. 1-8. Olasi
rekombinant koloniler 9. 1 kb DNA marker.

4.2. G. kaustophilus L-Asparajinaz Geninin Rosetta 2 (DE3)
Hiicrelerinde Ekspresyonu

L-asparajinaz genini ifade edebilmek igin E. coli Rosetta 2 (DE3) konakg! hiicresi
rekombinant pET22b(+)/GkASNazll(pelB) vektori ile transforme edildigi kanitlanan
hicreler ampisilin (100ug/ul) iceren kati ve sivi besiyerlerinde bliyuttlmdistir. Protein
ekspresyonunun en fazla oldugu zamani belirlemek amaciyla, hiicreler IPTG ile
uyarildiktan sonra 2., 4. ve 6. saatlerde 6rnek alinmistir. Hiicrelerin IPTG ile uyarimi
Oncesi ve sonrasi ekspresyon profili, gen tasimayan kontrol grubu ile birlikte SDS-
PAGE ile analiz edilmistir (sirasiyla Sekil 4.6 ve Sekil 4.7) ancak hiicrelerden indiiksiyon
Oncesi ve sonrasi alinan 6rneklerde 37 kDa blyukliginde beklenen protein bandinda
degisiklik gozlenmemistir. IPTG ile uyarim deneyi diger transformant kolonilerle de

tekrarlanmis ve L-asparajinaz geninin ifade edilmedigi gorilmuistir
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Sekil 4.6: pET22b(+)/GkASNazll(pelB) iceren transformant Rosetta 2 (DE3)
hiicrelerinin IPTG ile uyarimi. M: Protein belirteci 1. indiiklenmemis Rosetta 2
(DE3)’den alinan 6rnek 2-4. Sirasi ile IPTG ile uyarildiktan sonra 2., 4., ve 6. saatlerde
alinan ornekler.

kDA

180 +—
100 +—

70 «—
55 «—
35 +—
25 +—

15 «—

Sekil 4.7: pET22b(+) iceren transformant Rosetta 2 (DE3) hiicrelerinin IPTG ile
uyarimi. indiiklenmemis Rosetta 2 (DE3)’den alinan érnek 2. IPTG ile uyarildiktan 4
saat sonra alinan érnek.

Bundan sonraki ¢alismalara daha énce laboratuvarimizda yapilan ve pelB sinyal
peptidi tasimayan pET22b(+)/GkASNazll vektori tasiyan transformant Rosetta 2
(DE3) hucreleri ile devam edilmistir. pET22b(+)/GkASNazll vektori tasiyan hiicreler
ampisilin (100ug/ul) iceren sivi besiyerinde blyuttulmis ve optik yogunluklari 0.6’ya

ulastiginda IPTG (1mM) ile uyariimistir. IPTG ile uyarimdan sonra 2., 4., ve 6.,
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saatlerde ornekler alinarak SDS-PAGE ile analiz edilmis ve L-asparajinaz proteinin
yuksek miktarda eksprese edildigi gorilmustir (Sekil 4.8). Gen icermeyen pET-22b(+)
vektorl tasiyan E. coli RosettaT2 2(DE3) hiicrelerinde belirgin ekspresyon bandi

gozlemlenmemistir.

kDA

180 «—

130 +—
100 «—

70 «—
55 «—
35—
25 +—

15+—

Sekil 4.8: IPTG ile uyarilan Rosetta 2 (DE3) hiicrelerinde protein ekspresyonu.
M. Protein belirteci 2-3. Uyarilmamis Rosetta 2 (DE3) pET22b/GkASNazll 6rnegi 4-5.
IPTG ile uyarilma sonrasi 2. saatte alinan érnekler 6-7. IPTG ile uyarilma sonrasi 4.
saatte alinan 6rnekler 8-9. IPTG ile uyarilma sonrasi 6. saatte alinan drnekler.

4.3. Geobacillus kaustophilus L-Asparajinaz Enziminin
Saflastirilmasi

Saflastirma g¢alismalarinda, daha 6nce laboratuvarimizda pelB sinyal peptidi
tasimayan pET22b(+)/GkASNazll vektori ile transforme edilmis L-asparajinaz genini
ifade ettigi dogrulanmis Rosetta 2 (DE3) hicreleri kullaniimistir. IPTG (1mM) ile
uyarilmis 800 ml Rosetta 2 (DE3) hiicre kiiltiriinden elde edilen hiicreler sonikasyon
ile pargalandiktan sonra ultra santrifiijle ¢oktlrilerek ornekler saflastirma igin
hazirlanmistir.

Karboksi terminalinde 6xHistidin etiketi bulunan rekombinant protein hiicre
Ozutinden, bir immobilize metal afinite kromatografi yontemi (IMAC) olan Ni-NTA
afinite kromatografisi ile tek basamakta saflastiriimistir. Saflastirma sonucu elde
edilen fraksiyonlardaki rekombinant protein varligi SDS-PAGE ile analiz edilmis (Sekil

4.9) ve C-terminalinde 6xHis ile elliye edilen L-asparajinaz proteini yaklasik 37 kDa
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blylkliginde kalin bir bant olarak gézlemlenmistir. Elde edilen bu sonu¢ GKASNazll
proteininin amino asit dizisine gore hesaplanan molekiler agirligl ile uyum

gostermistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 M

kDA

— 180
— 130

== 100

— 35
— 25

Sekil 4.9: Ni-NTA agaroz ile GKASNazll enziminin saflastiriimasi. 1-8.
Saflastirma ardindan elde edilen enzim fraksiyonlari 9. Protein belirteci.

Beklenen molekiler biyilklige sahip rekombinant protein iceren fraksiyonlar
toplandiktan sonra Amicon Ultra-15 10K filtre ile tampon ¢ozeltisi fosfat tampon
¢oOzeltisinden (pH 8.5) Tris-HCl tampon ¢ozeltisine (pH 8.5) degistirilmis ve konsantre
edilmistir (Sekil 4.10). Hicre ozatindeki total protein, saflastirilan protein ve

konsantre edilen protein miktari BCA yontemi ile tayin edilmistir.

kDA

180 «—
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100 «—
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Sekil 4.10: Saflastiriimis proteinin SDS-PAGE analizi. 1. Protein belirteci 2.
Saflastirilmis protein 3. Konsantre edilmis protein.
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4.4. Saflastirilan Geobacillus kaustophilus L-Asparajinazin
Kinetik Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.4.1. Asparajinaz Enziminin Aktivite Tayini

L-asparajinazin enzimatik aktivitesini belirlemek icin substrat olarak L-asparajin
kullaniimistir. Enzim aktivitesi, substratin enzim tarafindan yikimi sonucu ac¢iga ¢ikan
amonyak miktarinin 6lgimi ile belirlenmistir. Enzim aktivitesi icin kalibrasyon egrisi
seri dillisyonlar yapilarak hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisinin denklemi y = 0.3136x -
0.0158 olarak hesaplanmistir. Reaksiyon sonucu 6rnekler 450 nm dalga boyunda
Olclilerek elde edilen degerler denklemde yerine konulmus ve agiga ¢ikan amonyak
miktari umol olarak hesaplanmistir. Enzim aktivitesi gere¢ ve yontemlerde verilen

denkleme gore U/pl cinsinden hesaplanmistir:

[NH3 (uM)xreaksiyon hacmi (ul)]
[supernatant hacmi (ul)xreaksiyonsiresi (dk)xenzim miktart (ul)]

Enzim Aktivitesi (unit/pl) =

(1)

Tablo 4. 1: GkKASNazll'in saflastirilma tablosu.

Saflastirma Hacim Total Total Spesifik Saflastirma Verim (%)
Hiicre Oziiti 40 42 468.12 11.073 1.00 100
Saflastirma 20 5.3 557.37 103.87 9.38 119.06
Konsantre 5 3.2 485.90 151.69 13.70 87.17

Saflastiriimis ve konsantre edilmis proteindeki enzim aktivitesi, saflastirma icin
kullanilan hiicre 6zutu ve L-asparajinaz geni tasimayan bos vektor ile transforme
edilmis hicrelerden elde edilen hiicre 6ziiti ve saflastirilan proteindeki enzim
aktivitesi karsilastinlmistir. Enzim aktivitesini belirlemek igin her érnekten 0.8 pg
protein, 50 mM Tris-HCI (pH 8.5) tamponunda, 5 mM L-asparajin ile 55°C’de 5 dakika
inklibe edilmis ve aciga c¢ikan amonyak miktari “Yontemler’de belirtilen
Nesslerizasyon yontemi ile belirlenmistir. Saflastirilmis ve konsantre edilmis
proteindeki enzim aktivitesinin hiicre 6zitindeki enzim aktivitesine gore yaklasik 15

kat arttigi gézlemlenmistir. Kontrol grubu olarak bos pET22b(+) vektorl iceren
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hiicrelerden elde edilen hiicre 6ziiti ve Ni-NTA agarozdan gegirilen hiicre 6ziti

kullanilmistir (Sekil 4.11).

Aktivite (u/uL)
B~ [=1] [==]
[=] (=1 (=]
[==) (=] (=]
[1 ] ]

o]

(=

=]
1

N N
Uy
> &8
V&

4

Sekil 4.11: Farkli saflastirma basamaklarinda L-asparajinazin spesifik aktivitesi. ASN-
CFE: pET22b(+)/GkASNazll Vektoérii iceren E. coli Rosetta 2 (DE3) Hiicre Oziitii ASN-
PUR: Saflastirilmis GkASNazll ASN-CON: Konsantre edilmis GkASNazll Empty-CFE:
pET22b(+) Vektorii iceren E. coli Rosetta 2 (DE3) Hiicre Oziitii Empty-PUR: Protein
Saflastirma islemi Uygulanmis pET22b(+) Vektérii iceren E. coli Rosetta 2 (DE3)
Hiicre Ozitd.

4.4.2. Sicakhgin Asparajinaz Aktivitesine Etkisi

Rekombinant enzimin ¢alistigl optimum sicakligin belirlenmesi amaciyla enzim
aktivitesi, daha dnce belirtilen reaksiyon kosullarinda 25-85°C arasinda degisen farkl
sicakliklarda oOlgtlmustir. Enzimin aktivitesi, Ul/uL cinsinden ifade edilmistir. Sekil
4.12de gosterildigi gibi enzim aktivitesi 25-55°C sicaklik araliginda artis gbstermis ve
55°C’'de en yiksek degere ulasmistir (38.89 Ul/ul). Rekombinant enzimin aktivitesi

65°C’nin Gzerindeki sicakliklarda diists gostermistir.
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Sekil 4.12: Sicakhgin GkASNazll aktivitesi lizerine etkisi.

4.4.3. Substrat Konsantrasyonunun L-Asparajinaz Aktivitesine Etkisi

Substrat konsantrasyonunun saflastirilan enzim aktivitesi Ulzerine etkisini
belirlemek icin L-asparajin ve L-glutamin kullanilmistir. 2.5 uL enzim ayri ayri 0-20 mM
arasinda degisen farkli substrat konsantrasyonlarinda 50 mM Tris-HCl tamponu (pH
8.5) icinde 55°C’de 5 dakika inkiibe edilerek enzim aktiviteleri belirlenmistir. Enzimin
substrat-doygunluk egrisini gosteren grafige gére enzim, L-glutamin ile duslk bir
aktivite egrisi gosterirken; L-asparajin ile enzim aktivitesi yaklasik 14 kat artmistir.
GkASNazll'in L-glutaminaz aktivitesi 5 mM substrat varliginda 1.76 Ul/ug olarak

belirlenirken, enzimin L-asparajinaz aktivitesi 13.02 Ul/ug olarak belirlenmistir (Sekil

4.13).

32



Spesifik Aktivite (LVug)

20

— L-asparajinaz
15 o L-glutaminaz
.-'r- o
10- -
b -
u L] L] I L] L] L] L] I L] L] L] L] I
0 5 10 15

Substrat Konsantrasyonu (ml)

Sekil 4.13: Substrat konsantrasyonunun L-asparajinaz aktivitesine etkisi.

4.4.4. L-asparajinazin Kinetik Analizi

Rekombinant enzimin kinetik 6zelligi standart deney kosullarinda L-asparajin ve

L-glutaminin substrat olarak kullanilmasi ile belirlenmistir. Enzimin Michaelis-Menten

sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerlerinin belirlenmesi icin Sekil 3.14’de

verilen substrat doygunluk grafiginden elde edilen verilere gore 1/V’ye karsi 1/S

dogrusal Lineweaver-Burk grafigi cizilmistir (Sekil 4.15). Lineweaver-Burk grafiginden

elde edilen egilim denklemi enzimin L-asparajin icin Km degeri 0.491 mM ve Vmax

degeri ise 92.59 mol olarak; L-glutamin icin Km degeri 2.5 mM Vmax degeri ise 6.92

mol olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.14: GkASNazll'nin L-asparajin icin Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 4.15: GkASNazll’nin L-glutamin icin Lineweaver-Burk grafigi.

4.4.5. L-asparajinazin Isil Kararliliginin Belirlenmesi

Saflastirilan enzimin istya dayanikliliginin belirlenmesi igin 2.5 uL enzim 50 mM
Tris-HCl tamponu (pH 8.5) icinde 30, 60, 90 ve 120 dakika strelerince 37, 55 ve 65°C
sicakliklarinda inklibe edildikten sonra, 5 mM substrat konsantrasyonu kullanilarak
55°C’'de 5 dakika siiresince enzim aktivite deneyi yapilarak enzim aktivitesi
belirlenmistir (Sekil 4.16). Buna ek olarak 37 ve 55°C sicakliklarinda 6 saate kadar
inkiibe edilen enzimin, yine 5 mM substrat konsantrasyonu kullanilarak enzim

aktivitesi belirlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.16: GkASNazll’nin 0-120 dk arasindaki isil kararliligi.
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Sekil 4.17. GkASNazll'nin 0-6 saat arasindaki isil kararlilgt.
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5. TARTISMA

L-asparajinaz (EC 3.5.1.1, L-asparajin amidohidrolaz), L-asparajinin L-aspartik
asit ve amonyaga donustlrilmesini katalizleyen bir enzimdir. Hidrolitik 6zellikleri
sayesinde L-asparajinazlar uzun vyillardan beri kanser tedavisinde ve son vyillarda
gidalardaki akrilamit olusumunun engellenmesinde kullanilmaktadirlar. Bugline
kadar bilinen en iyi bakteriyal asparajinaz lreticisi E. coli ve Erwinia conotovora’dir.
Gogunlukla Escherichia coli kaynakli L-asparajinazlar ilag ve gida gibi birgok sektérde
kullanilmaktadir. Hem ilag hem de gida sektorinde yiiksek sicaklik ve genis pH
araliginda aktivitesini kaybetmeyen L-asparajinaz tirlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
tez calismasinda, kinetik 6zellikleri literatlrde yer almayan bir tip Il L-asparajinaz turi
olan Gram-pozitif termofilik bakteri G. kaustophilus DSM 7263T susuna ait L-
asparajinaz enzimi rekombinant olarak Uretilip saflastirilmistir ve enzimin kinetik ve
termostabilite 6zelliklerinin belirlenmesi ve hiicre ici ve hiicre disi liretim verimlerinin
karsilastirilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda G. kaustophilus 7263T susuna ait tip Il
L-asparajinaz geni klonlanmis ve bu gen tarafindan kodlanan protein ile aktivasyon
deneyleri yapilmistir. Oncelikle, enzimin hiicre ici ve hiicre disi ekspresyonunun,
proteinin ekspresyon verimine, saflastirilma sirecine ve kinetik 6zelliklerine olan
etkisini karsilastirmak amaciyla, proteinin hicre disi ekspresyonunu saglayacak
PET22b(+)/GkASNazll(pelB) klonu elde edilmis; hiicre ici ekspresyon deneyleri icin ise
daha 6nce laboratuvarimizda klonlanmis olan pEt22b(+)/GkASNazll klonu (Orhan,
MD, 2017) kullanilmistir. G. kaustophilus L-asparajinaz enzimini kodlayan gen,
hiicredisi ekspresyonunu saglayacak olan pelB sinyal dizisi tasiyacak sekilde
PET22b(+) vektoriine klonlanip E. coli Rosetta 2 (DE3) ekspresyon hiicrelerine
aktarildiktan sonra protein ekspresyon deneyleri elde edilen birden fazla
transformant koloni igin ¢ kez tekrarlanmis ancak yapilan SDS-PAGE analizlerinde
ilgili transformantlarda L-asparajinaz ekspresyonu saptanamamistir. Bu nedenle
¢alismaya vyalnizca pelB sinyal dizisi tagimayan yani L-asparajinazin hicre igi
ekspresyonunu saglayan pET22b(+)/GkASNazll klonu ile devam edilmistir. 37°C
sicaklikta LB besiyeri icerisinde inkiube edilen rekombinant pET22b(+)/GkASNazll

vektorl iceren E. coli Rosetta 2 (DE3) hucreleri IPTG ile uyarilarak L-asparajinaz
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enziminin ylksek miktarda ifadesi saglanmistir. Ni-NTA agaroz ile tek basamakta
saflastirilan protein, Tris-HCl tampon ¢0Ozeltisi icinde konsantre edilerek kinetik analiz
deneyleriicin hazir hale getirilmistir.

Optimum sartlarda (55°C, pH 8.5) yapilan enzim aktivitesi deneylerinde,
saflastirilmis ve konsantre edilmis L-asparajinaz enziminin spesifik aktivitesi 151.6
U.mg™ olarak hesaplanmistir. G. kaustophilus L-asparajinaz enziminin spesifik
aktivitesi, literatlrdeki diger ¢alismalarla karsilastirildiginda, hipertermofilik olan
Thermococcus gammatolerans ‘dan (7622 Umg™'), ve arkea olan Thermococcus
kodakaraensis KOD1 (2350 Umg™") ile Pyrococcus furiosus (550 Umg™) L-
asparajinazlardan disilik oldugu belirlenmistir.

L-asparajinazin, L-asparajin ve L-glutamin substratlari i¢in ayri ayri Km ve Vmax
degerlerinin hesaplanmasi icin 0-20 mM araliginda farkli substrat konsantrasyonlari
ile optimum sartlarda enzim aktivasyon deneyleri yapilmistir. Nesslerizasyon yéntemi
ile aciga citkan amonyak miktarinin 6lctilmesi ile dakikada parcgalanan substrat miktari
belirlenmis ve substrat konsantrasyonu ve reaksiyon hizi degerleri ile her bir substrat
icin ayri ayri Lineweaver-Burk egrileri cizilmistir. Lineweaver-Burk egrisi kullanilarak
hesaplanan Km ve Vmax degerleri elde edilen L-asparajinaz enziminin L-asparajine
karsi L-glutamine nazaran yaklasik 7 kat ylksek afiniteye sahip oldugunu gostermistir.

Farkli organizmalardan elde edilen L-asparajinazlar biyokimyasal 6zellikleri
bakimindan genis capta gesitlilik gdstermektedir. Uzun yillardir kanser tedavilerinde
kullanilan E. coli ve E. chrysanthemi organizmalarindan elde edilen L-asparajinazlar
disik termostabiliteye sahip enzimler olmakla birlikte, genellikle bakteriyel kaynakli
L-asparajinazlar 30-40°C arasinda optimum aktivite gostermektedirler. Optimum
aktivite sicakligi Streptomyces’lerde 40-60°C arasinda oldugu, Thermococcus
kodakarensis KOD1, T. gammatolerans EJ3, Pyrococcus furiousus gibi hipertermofilik
arkealarda ise 80-85°C oldugu rapor edilmistir (Vidya ve ark., 2011; Moreno-Enriquez
ve ark., 2012; Chohan ve Rashid, 2013; Bansal ve ark., 2010). G. kaustophilus
termofilik bir bakteridir ve 37°C ile 70°C arasindaki sicakliklarda biylyebilmektedir
(Takami ve ark., 2004). G. kaustophilus’tan elde ettigimiz rekombinant L-asparajinaz
enzimi 45-65°C sicaklikta aktivite gosterirken, 55°C'de en vyiksek aktiviteyi
gostermistir. Yapilan 1sil kararllik deneylerinde, G. kaustophilus’tan elde edilen

asparajinaz enziminin iki saat slireyle 37°C ve 55°C’de enzim aktivitesini kaybetmeden
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kalabildigi ancak 65°C sicaklikta 30 dakika inkiibasyonun ardindan enzim aktivitesinde
%50 oraninda azalma oldugu goézlenmistir. 37°C ve 55°C sicakliklarinda yapilan 6
saatlik 1sil kararlilik deneylerinde enzimin 37°C sicakliginda 6 saat bekletildikten sonra
enzimatik aktivitesini yaklasik olarak %90 oraninda korudugu, 55°C sicakliginda ise 6
saat sonunda aktivitesini %75 oraninda korudugu gorilmustlr. Geobacillus
kaustophilus’a ait L-asparajinazin 37°C sicaklikta korudugu isil kararhligi, klinik amagli
uygulamalar icin avantaj saglayabilecegini gostermektedir. Enzimin termostabilitesini
ve substrat seciciligini artirmaya yonelik, aktif bolgedeki amino asitler modifiye
edilebilir.

G. kaustophilus L-asparajinazin, L-asparajine karsi Km ve Vmax degerleri
sirastyla 0,49 mM ve 92.59 U/ul olarak hesaplanmistir. Daha o6nce vyapilan
calismalarda elde edilen sonuglara gére Km degerleri E. coli icin 0,01 mM, E.
crysanthemi icin 0,06 mM olarak rapor edilmistir (Hong ve ark., 2014). GkASNazll,
antitimor ajani olarak kullanilmakta olan bu L-asparajinaz tiirlerinden daha disuk bir
aktiviteye sahiptir. Termofilik bir Bacillus’tan saflastirilan rekombinant GkASNazlIl’in
Km degeri diger Bacillus tirleri ile karsilastirildiginda (B. megaterium H-1 icin 0.8 mM
ve B. subtilis B11-06 icin 0.43 mM) yakin Km degerine sahip oldugu belirlenmistir (Jia
ve ark., 2013; Mohamed ve ark., 2015). Bununla birlikte enzimin Km degeri glinimuize
kadar rapor edilen Km degerlerine sahip termofilik L-asparajinazlardan (Pyrococcus
furious igin 12 mM, Thermus aquaticus igin 8,6 mM, Thermococcus kodakarensis igin
5,5 mM, Thermoccus gammatolerans icin 10 mM (Hong ve ark., 2014)) daha disiik
oldugu belirlenmistir (Chohan ve Rashid, 2013; Zuo ve ark., 2014).
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OZGECMIS

Zeynep Tansu ATASAVUM 1992 yilinda istanbul’da dogdu. 2010 yilinda
basladigl Gebze Yiksek Teknoloji Enstitlisi Fen Fakiiltesi Molekiler Biyoloji ve
Genetik Boliminid 2014 yilinda basariyla tamamlayarak ayni yil yiksek lisans
egitimine Gebze Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiler Biyoloji ve

Genetik Anabilim Dalinda bagladi.
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EKLER

Ek A: Besiyerleri

Hazirlanan besiyerleri 121°C'da 20 dakika siire ile otoklavlanarak sterilize

edilmiglerdir.

Tablo Al1.1: LB Broth besiyeri.

Luria Bertani Broth

Tripton 10 g/L
Maya 6zuti 5g/L
NaCl 5g/L

® SOC Sivi Besiyeri: Super Optimal Broth’a son konsantrasyon 20 mM olacak sekilde

glikoz eklenir ve otoklavlanir.
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Ek B: Cozeltiler

e Ampisilin (5 ml, 100 mg/ml) : 0.5 g Ampisilin dH,O ile 5 ml'ye tamamlanir.

Filtreden gecirilerek sterilize edilir.

¢ [PTG (100 mM, 10 ml) : 0.238 g IPTG 10 ml dH,0 ile ¢ozulir. Filtreden gecirilerek

sterilize edilir.

i) Plazmit izolasyonu icin Kullanilan Soliisyonlar:

e Lizozim (5 ml, 10 mg/ml) : 5 mg Lizozim 10 mM Tris-EDTA (pH 8.0) iginde ¢ozUlir.

Tablo B1.1: Plazmit izolasyonu igin kullanilan solisyonlar.

STET Tamponu (pH 8.0) Alkali Lizis- Soltisyon | (pH 8.0)
Sukroz %8 Tris 25 mM
Triton X-100 %5 Glikoz 50 mM
EDTA 50 mM EDTA 10 mM

dH,0 icinde ¢oziiliir.

ii) Plazmit izolasyonu (Sambrook ve ark. 1989) icin Kullanilan Soliisyonlar:

Tablo B1.2: Plazmit izolasyonu (Sambrook ve ark. 1989) icin kullanilan

sollisyonlar.
Solisyon | Soltsyon Solisyon Il
Tris pH 8.0 25mM | NaOH 10N | 0.2 ml | Potasyum Asetat5M | 120 ml
EDTApH 8.0 | 10 mM | SDS %20 0.5 ml | Glasiyel Asetik Asit 23 ml
Glikoz 50 mM | dH,0 9.3 ml | dH,0 57 ml

iii) Transformasyon icin Kullanilan Soliisyonlar:

Tablo B1.3:Transformasyon igin kullanilan soltisyonlar.

TSS Tamponu pH 6.5

PEG (6000 g/mol) %10
DMSO %5
MgCl2 50 mM
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iv) Ni-NTA Saflastirma icin Kullanilan Soltsyonlar :

Tablo B1.4: Ni-NTA saflastirma icin kullanilan soliisyonlar.

pH 8.0 Sodyum Fosfat NaCl imidazol
Tamponu

Lizis Tamponu 50 mM 300 mM 10 mM

Baglanma Tamponu 50 mM 300 mM 20 mM

Ellisyon Tamponu 50 mM 300 mM 250 mM

v) Agaroz Jel Elektroforezi igin Kullanilan Solisyonlar :

Tablo B1.5: Agaroz jel elektroforezi igin kullanilan soltisyonlar.

50X TAE Tamponu (1L) %0.8’lik Agaroz Jel (50 ml)

Tris 242 g Agaroz 032g
Glasiyal Asetik Asit 57.1 ml RedSafe (10ug/ul) 3ul
0.5 M EDTA pH 8.0 100 ml 1X TAE Tamponu 50 ml

vi) SDS-PAGE icin Kullanilan Soliisyonlar :

Tablo B1.6: SDS-PAGE igin kullanilan sollsyonlar.

4X Ornek Tamponu pH 6.8

SDS %4
Gliserol %20
B-merkaptoetanol %10
Bromofenol Mavisi %0.004
Tris HCI 0.125 M
10X SDS Yiriitme Tamponu (1 L)

Tris 1515¢
Glisin 720 g
SDS 50g
Coomassie Blue Boyama Solilisyonu (1L)
Coomassie Blue R-250 lg
Metanol 450 ml
Glasiyal asetik asit 100 ml
dH,0 450 ml
Boyadan Arindirma Solisyonu (1L)
Metanol 400 ml
Glasiyal Asetik Asit 100 ml
dH,0 500 ml




Ek C : Kimyasallar

Tablo C1.1. Kullanilan kimyasallar.

2-propanol (C3HsO)

Asetik asit (AcOH)

Etanol (EtOH)

B-Merkaptoetanol (C2Hs0S)

Sodyum klortiir (NaCl)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Hidroklorik asit (HCI)

izoamilalkol (CsH120)

Metanol (CH40)

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Coomassie brillant blue R250

Magnezyum fosfat (MgCl2.6H20)

Lityum klorr (LiCl)

Agaroz

Sodyum asetat (C2H3sNaO2)

Magnezyum klorir (MgCl2)

Merck (Germany)

Ampisilin

Red safe (Intron)

Temed (CsH1sN2)

Fisher BioReagents (USA)

Trikloroasetik asit (TCA)

imidazol (CsHaN2)

Glikoz (CsH1206)

Sigma-Aldrich (USA)

Bisakrilamid (C7H10N202)

Amonyum persilfat ((NH4)2520s)

Glisin (C2HsNO2)

Applichem (Germany)

Dmso (C2Hes0S)

Sodyum fosfat (NaH2POa)

Potasyum klorir (KCl)

Riedel de Haen (Germany)

Agar ((C12H1809)x)

Magnezyum siilfat (MgSOa)

Fluka (Switzerland)

IPTG (CoH1805S)

MBI Fermentas (USA)

Ni-NTA agaroz

Qiagen (USA)

Edta (Ci0H16N20s)

Alfa aesar (Germany)

Tris (C4H11NOs3)

Roche (Germany)
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Tablo C1.2:Kullanilan enzimler.

RNaz A Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
BamHI-HF Restriksiyon Endontikleaz Thermo Fischer Scientific

Sall Restriksiyon Endoniikleaz

T4 DNA Ligaz MBI Fermentas AB (Vilnius, Lithuania
10X T4 DNA Ligaz Tamponu USA)

Tablo C1.3: Kullanilan belirtegler.

Molekiler DNA Belirteci Thermo Fischer Scientific, GeneRuler 1 kb DNA
Marker

Molekiler Protein Belirteci Thermo Fisher Scientific, PageRuler Prestained
Protein 18 Ladder 10 to 250 kDa

DNA Saflastirma Kiti NucleoSpin, Gel and PCR Clean-up Kit, Machery-
Nagel
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Ek D: Cihazlar

Tablo D1.1: Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka

+4 °C Buzdolabi Argelik

-20°C Bosch

-80 °C derin dondurucu Thermo, Forma - 86 2C ULT Freezer
Steril Kabin Heraeus, HP48

Masa Ustii Santrifiij

VWR, Microsent 17R

Ultrasantrifj

Beckman CoulterTM AvantiTM J-30I Centrifuge

Masa Usti Santrifiij

Beckman Coulter, Microfuge 22R

Spektrofotmetre

BIORAD, Smartspec 3000

Yatay Elektroforez Sistemi

BIO-RAD, Mini-Sab Cell CT

Guc¢ kaynagi

BIO-RAD, PowerPac Basic

Otoklav

HIRAYAMA, HiCLA HVE-50

UV Gorintileme Cihazi

Vilmer Loumart

Dikey Elektroforez Sistemi

Bio-Rad Mini-Sab Cell CT

UV Gorintileme Cihazi

Azure Biosystem, c600

BioSpec-nano

UV1800 Shimadzu/Biotech

pH Metre Hanna Instruments, pH 211 Microprocessor pH
Meter
Buz makinesi BAR-LINE BF85

Floresans Spektrofotometre

VARIAN, EClipse

UV Spektrofotometre

Beckman Coulter DU 530

Jel Gorilintileme Cihazi

Azure

AKTA Purifier saflastirma Cihazi

GE Healthcare, Bioscience

Mikrodalga Firin

Samsung

56




	ÖZET
	SUMMARY
	TEŞEKKÜR
	SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	TABLOLAR DİZİNİ
	1. GİRİŞ
	1.1. Tezin Amacı, Katkısı ve İçeriği

	2. L-ASPARAJİNAZLAR
	2.1. L-asparajinazın Elde Edildiği Organizmalar
	2.2. L-Asparajinazın İlaç Sektöründe Kullanımı
	2.3. L-Asparajinazların Gıda Sektöründe Kullanımı
	2.4. L-Asparajinaz Üretim Teknikleri
	2.5. Geobacillus kaustophilus’un Özellikleri

	3. MALZEME VE YÖNTEM
	3.1. Bakteri Soyları ve Plazmit Vektörleri
	3.2. Kullanılan Besiyerleri
	3.3. Kullanılan Çözeltiler
	3.4. Kimyasallar ve Enzimler
	3.5. Cihazlar
	3.6. G. kaustophilus L-asparajinaz Geninin Çoğaltılması
	3.7. Restriksiyon Enzim Kesimi
	3.8. Ligasyon
	3.9. Kompetan E.coli Hücrelerinin Hazırlanması
	3.10. Kompetan E.coli Hücrelerinin Transformasyonu
	3.11. Transformantların Koloni PZR ile Doğrulanması
	3.12. Plazmit İzolasyonu
	3.13. Agaroz Jel Elektroforezi
	3.14. Jelden DNA İzolasyonu
	3.15. Protein Ekspresyonu
	3.16. Protein Saflaştırma
	3.17. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi
	3.18. Protein Miktar Tayini
	3.19. Enzim Aktivitesi Tayini

	4. SONUÇLAR
	4.1. Geobacillus kaustophilus L-Asparajinaz Geninin Klonlanması
	4.2. G. kaustophilus L-Asparajinaz Geninin Rosetta 2 (DE3) Hücrelerinde Ekspresyonu
	4.3. Geobacillus kaustophilus L-Asparajinaz Enziminin Saflaştırılması
	4.4. Saflaştırılan Geobacillus kaustophilus L-Asparajinazın Kinetik Özelliklerinin Belirlenmesi
	4.4.1. Asparajinaz Enziminin Aktivite Tayini
	4.4.2. Sıcaklığın Asparajinaz Aktivitesine Etkisi
	4.4.3. Substrat Konsantrasyonunun L-Asparajinaz Aktivitesine Etkisi
	4.4.4. L-asparajinazın Kinetik Analizi
	4.4.5. L-asparajinazın Isıl Kararlılığının Belirlenmesi


	5. TARTIŞMA
	KAYNAKLAR
	ÖZGEÇMİŞ
	EKLER

