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Melas Ortaminda Mikrobiyel Kaynakli Metiyonin Gama Liyaz Sentezi

Sebnem Erenler’, Emel Aytan, Ash Giray Kurt

OZET

Molekiler Biyoloji ve bakteriyolojideki gelismeler, kanser tedavisinde kullanilan
bakteriyel uygulama alan ve olanaklari genisletmistir. Metiyonin Gama Liyaz enzimi
(MGL), akciger kanseri, bébrek kanseri, beyin kanseri, prostat kanseri, melonoma ve
fibrosarkoma’yl da kapsayan L-metiyonin bagimh ¢esitli kanser hlicre hatlarinda anti
timor etkinligi kanitlanmis bir enzimdir. L- metiyonin kiltdr ortamindan uzaklastirildigi
zaman tumor hicreleri in vitro olarak blylyememektedirler. L-metiyonin eksikliginde,
L-metiyonine bagimli olan kanser hicreleri, hiicre dénglistnin ge¢- S/G. fazinda
bloke olup tutulmakta ve bdlinememektedirler. Calismamizda cesitli bakteri
tlrlerinden elde edildigi rapor edilen bu enzimi Citrobacter freundii ve onun MK57 ve
vgb geni tasiyan rekombinantlari kullanilarak biyoteknolojik bir yaklasimla atik
kullanarak  Oretimini  hedeflenmistir.  Literatlirde bakteriyel kaynakli  MGL
calismalarinda cesitli besiyeri ortamlari kullanildigi rapor edilmis fakat, calismamizda
planladigimiz atik sulardan kemoterapi enzimlerinin Uretimi temeline dayanan
calismalarin oldukca sinirli oldugu tespit edilmigtir. Calismamizda bu fonksiyonel
enzimin mikrobiyel eldesi i¢in Glkemizde yaygin olarak bulunabilen bir atik olan melas
%1’lik ve %2’lik oranda sulandirilarak kullaniimis ve sonugta melas ortaminda verimli
MGL sentezi belirlenmis ve vgb geninin bu Uretim ydntemine katki sagladigi tespit
edilmistir. Sonuglarimiz degerlendirildiginde endistriyel Gretim ve biyomedikal
uygulamalar icin Gmit verici bulunmus ve optimizasyon kosullari tzerine dikkatli bir
calisma ile bu atigin bir kemoterapi enzimi Gretiminde kullanilabilirligini kanitlanmigtir.

Anahtar kelimeler: Kemoterapi enzimi, kati atik giderimi, mikrobiyel biyoteknoloji,
vgb

GIRIS

Son yillarda, enzimlerin bir kisminin kemoterapide kullanim potansiyellerinin
kesfedilmesi ile bu konudaki ¢alismalar hiz kazanmistir. Enzimler 6zgin olmalari,
fizyolojik pH ve sicakliklarda reaksiyonlari katalizlemeleri ve yilksek turnover
dereceleri ile kimyasal katalizérlere gbre tercih edilen yapilardir. Kanser tedavisinde
genellikle cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve diger alternatif tedavi yéntemleri (gen
tedavisi, lazer tedavisi, immunoterapi, vb.) uygulanmaktadir [1-5]. Metiyonin Gama
Liyaz enzimi (MGL), kanser tedavisinde etkili kanitlanmis dnemli bir kemoterapdétik bir
ajandir. Enzimleri diger ilaclardan ayiran en &énemli 6zellik, ylksek affinite ve
spesifiteyle substratlarini baglayarak onlari oldukga yiksek bir hizda islemeleridir.
MGL, siniflandirmada EC4.4.1.1.1. seklinde numaralandirilan ve L-metiyoninin
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bakteriyel metabolizmasinda anahtar rol oynayan hicre igi bir enzimdir [6-8]. Ayrica
bu enzim sulfarli aminoasitlerin metabolizmasinda da énemli bir role sahiptir [9].
MGL kodlayan gen bir¢cok bakteri, Archaea ve ilkel protozoalarda bulunmaktadir
[10,11]. MGL, Pseudomonas putida, Clostridium sporogenes, Aeromonas sp.,
Citrobacter intermedius, Citrobacter freundii, Brevibacterium linens, Trichomonas
vaginalis, Entamoeba histolytica, Treponema denticola ve Porphyromonas gingivalis
gibi bir cok mikroorganizmadan saflastinlip tanimlanmistir [12-16]. Ancak maya, bitki
ve memeli hiicrelerinde bulunamamistir [17].

MGL, pridoksal-5-fosfat bagimli
multifonksiyonel bir enzimdir.
Enzim, y-eliminasyon ile L-
metiyonin a-ketobutirat,
metanetiyole ve amonyak’a
dénusturdimektedir (Sekil 1.)
[17,18]. Bircok insan kanser ve
baslica tumér hiicreleri igin
esansiyel aminoasit oldugundan
L-metiyonine ihtiyac duymaktadir
[20,21]. L- metiyonin kalthr
ortamindan uzaklastinldigi zaman
timor hiicreleri in vitro olarak

L8]

blylyememektedirler [22, 23]. HCS -~ COOH  MGL ¢ seass
Metiyonin bagimliligi sadece N H = ™hcoo * N+ CHSH
kanser hlcrelerinde gorulen Sekil 1: L- Metiyonin Gama Liyaz ve etki ettigi
metabolik bir bozukluktur [24]. reaksiyon [11,19].

L-metiyonin eksikliginde, L-metiyonine bagdmli olan kanser hicreleri, hulcre
dbénglstnin gec- S/G. fazinda bloke olup tutulmakta ve bdlinememektedirler
[25,26]. MGL, akciger kanseri, bdbrek kanseri, beyin kanseri, prostat kanseri,
melonoma ve fibrosarkoma'’yl da kapsayan L-metiyonin bagimli birka¢ kanser hlcre
hattinda anti timor etkinligi gdsterilmistir [15]. Yine yapilan bir ¢alismada, in vivo
olarak insan kolon timoérlerine karsi cisplatin ile MGL kombinasyonunun etkili olarak
kullanildigr  gésterilmigtir  [22].  Vitreoscilla hemoglobini  (VHb), prokaryotik
hemoglobinler arasinda ilk kesfedilen ve muhtemelen karakterizasyonu en iyi
yapilmis olan hemoglobindir.

Bu proteinin esas fonksiyonunun disidk konsantrasyonlarda bulunan ekstraselllar
oksijeni baglayip onu terminal solumum oksidazlarina vererek hicresel solunuma
katkida bulundugu saniimaktadir [27]. Genel olarak, belli seviyede oksijene
gereksinim duyan tim biyoproseslerde bu proteinin potansiyel kullaniminin
olabileceg@i distintlmektedir. Bu ¢alismanin hedefi, endojen kaynakli rekombinant bir
oksijen alim sistemi olan Vitreoscilla hemoglobinin amaca uygun olarak segilmis
bakterilerde metiyonin y-liyaz Gretimi Gzerine etkisini arastirmaktir. Bu calismada,
Citrobacter froundii ve onun MK 57 ve Vitreoscilla hemoglobin geni (vgb) tasiyan
rekombinantlarinda, atik ortaminda regulasyon ve enzim sentezi ¢alisiimistir. VHb
sentezleyen rekombinant bakterilerin oldukga farkh oksijen alm yeteneklerinin ve
metabolik akig yollarinin endstriyel degeri olduk¢a yiksek olan bdyle bir enzimin
dretiminde ciddi avantaj saglayacagini gésteren bulgular elde edilmistir.
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Galismamizda 6énemli bir endUstriyel atik olan melas, enzim Uretiminde besiyeri
olarak kullaniimistir. Melas seker elde etmek igin seker pancarinin islenmesi
sirasinda ortaya cikan koyu kahve renkli kolloidal bir atik maddedir. Seker
fabrikasinda igslenen her 100 kg seker pancarinda 4 kg kadar melas olugsmaktadir.
iceriginde kompleks polisakkaritler, invert sekerler, karbonhidrat olmayan bilesikler,
koyu kahve renkli azot igceren polimerik bilesikler, inorganik iyonlar, malik asit, laktik
asit, formik asit, asetik asit, propiyonik asit gibi organik asitler bulunmaktadir [28].
Melas seker fabrikalarinin atik maddelerinden olup, bu atik maddelerin Uretimini
yapan fabrikalarda tekrar degerlendiriimesi ve cevre Kirlilik yldkinin azaltiimasi
oldukca énemlidir.

Calismanin amaci; Metiyonin gama liyazin, bakteriyel Gretimi igin, tretim sartlarinda
avantaj saglayacak rekombinant sistem ve besi ortami olarak da endustriyel atik
kullanilmasi yolu ile daha ucuz ve daha kaliteli enzim Gretimini saglamaya
calismaktir. Bakterilerin MGL Uretiminde kullanilacak temel degdiskenler melasin
degisik konsantrasyonlari, farkli ortam pH’si ve farkli sicaklik dereceleridir. ideal
hicre Kkultarlerinin yapilmasi [23], ekstraktlarin hazirlanmasi, enzim aktivitesinin
6lctimesi [29] standart metotlar kullanilarak yapiimigtir.

MATERYAL METOT

Kullanilan Kimyasallar, Bakteri Suslar ve Kiltir Kosullari

Kullanilan kimyasallardan Metiyonin (Aldrich); PLP, merkaptoetanol (Sigma), EDTA
(Applichem), TCA (Across), 3-MBTH (Merk); sodyum asetat (Riedel-de Haen),
potasyum fosfat ve dipotasyum fosfat (Sigma) kaynaklidir. Bitiin kimyasallar analitik
6lgeklidir. Gahismamizda Citrobacter freundii (NRRL B-2643) ve onun vgb+ (MK79)
ve MK57 rekombinant suslari kullaniimistir. Bu suslar 4°C de saklanan petri igindeki
stok kultirden koloni alinarak hazirlanan ve LB (Laura Broth)’den olusan besiyerinde
gece boyu buyltiimis ve daha sonra, sabah %1’lik ve %2’lik melas iceren besiyeri
ortamlarinda ¢ogaltiimis ve enzim aktivitesine cesitli degiskenlerin etkisi élctlmustar.

Metiyonin Gama Liyaz Aktivitesinin Ol¢iimii

MGL dretimi icin, bakteri ve suslarinin %1 ve %2 melas igeren kiltirlerde gesitli
degiskenler kullanilarak 72 saat boyunca bir orbital ¢alkalayici Gzerinde 200 rpm’de
blylme ve cogalmalar saglanmistir. Rekombinant MGL aktivitesi standart metot
[30,31] ile tespit edilmistir. Enzim absorbansi 320 nm de &lctimistir. Bir enzim
Unitesi 37 °C'de pH 8.0 'de dakikada L-metiyonin basina serbest kalan alfa-
ketobutiratin 1.0 mikro molU olarak kabul edilmisgtir.

BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan élciimlerde tim bakterilerin, 37 °C ve pH 7'de en yiksek Ureme degerlerine
sahip oldugu gdzlenmistir (Tablo 1.). Bu kosullarda orijinal bakteri ile
rekombinantlarinin OD degderleri kiyaslandiginda vgb iceren susun en yiksek treme
degerlerine sahip oldugu gdzlemlenmistir. Bu durumu vgb nin organizmaya ileri kilttr
kosullarinda sagladigi yasamsal avantajlarin bir sonucu olarak yorumlanabilir. Bu
kosullarda %1 oraninda Melas igeren ortamda 6lcilen enzim aktivitesi, OD degerleri
ile paralellik gdstermis ve en dislk aktivite Cf de, daha sonra ise MK79 ve en yiksek
aktivite ise MK 57 susunda tespit edilmistir (Sekil 2.).
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Tablo 1. % 1’lik melas ortami ODgoo degerleri

30°C pH 7 30°C pH 8 37°CpH 7 37°C pH 8
Cf 0,7 0,7 1.1 0,7
Cf MK57 0,8 0,8 1,4 0,6
CfMK79 0,8 0,7 16 0,06
3 M Cf
i Cf MK57

M CfMK79

dak'1'_r‘ng 1)
[ w

%1 Melas igieren besiortaminda
metionin gama liyaz aktivitesi { umol
o
(%]
1

30CpH 7
Sekil 2. % 1’lik Melas ortaminda MGL aktivitesi.

30CpH 8 37CpH7

37CpH 8

Melas vyapisinda kuru madde formunda % 48-52 oraninda siUkroz sekerini
icermektedir. SUkroz ¢ay sekeri olarak bilinen ve glukoz ve fruktozun birlesmesi ile
olugan bir disakkaritdir. vgb promotoru glukoz varliginda baskilandigi igin vgb igeren
susun diger rekombinanta gére daha distk enzim aktivitesi géstermesi bu durumla
iliskilendirilebilir. Ayni kosullarda %2 Melas iceren ortamda OD degerlerinde (Tablo
2.) belirgin bir disls yasanmis olmasina karsin enzim aktivitesinde belirgin bir fark
tespit edilememistir (Sekil 3.).

Tablo 2. %2’'lik melas ortami ODgoo degerleri

30°C pH 7 30°C pH 8 37°C pH 7 37°C pH 8

Cf 0,9 0,8 0,8 0,9

Cf MK57 1,0 0,9 0,7 0,6
CIMK79 0,9 0,8 0,7 0,7

Melasin icerdigi ucucu asitlerin ortam pH siI Uzerindeki etkisi (Tablo 3. ve Tablo 4.),
artan melas konsantrasyonunda OD degerlerini sinirlamigtir. Ancak enzim aktivitesi
acisindan bu sinirlama gdzlenmemistir. 30 °C de ise pH 7 de %2 Melas igeren
ortamda yuUksek enzim degerleri 6lciimustir. Tim calisma boyunca 6lcllen en
ylksek enzim degeri bu kiltir kosullarinda yaklasik 2.4 ile Cf MK 57 susunda tespit
edilmigtir. Bu kosullarda dogal bakteri ile vgb rekombinanti yaklasik bir enzim
aktivitesi gdstermistir.
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3 M Cf
M CFMKS7

M CfMK79

%2 Melas iceren besiortaminda
metionin gama liyaz aktivitesi { umol

30CpH 7 30CpH 8 37CpH 7 37CpH 8
Sekil 3. % 2’lik Melas ortaminda MGL aktivitesi.
Tablo 3. % 1’lik melas ortami pH degerleri
30°C pH 7 30°C pH 8 37°CpH7 37°C pH 8
Cf 53 49 5,1 4,37
Cf MK57 8,4 8,4 8,3 8,5
CfMK79 8,4 8,4 8,3 8,3
Tablo 4. %2’lik melas ortami pH degerleri
30°C pH 7 30°C pH 8 37°CpH7 37°C pH 8
Cf 6,6 6,4 9,9 5,7
Cf MK57 8,4 8,7 8,5 8,5
CfMK79 8,6 8,5 8,6 8,7

Ayni kdltir kosullarinda %1 lik melas iceren ortamda kultive edilen bakteriler
arasinda en ylUksek enzim aktivitesi dogal sus Cf de tespit edilmistir. MK 57 ve MK 79
suslarinda ise enzim aktivitesinde belirgin bir diusds yasanmigtir. Bu durum pH
artisinin bakteri yasamini etkilemesi ile aciklanabilir ¢cinki bu sartlardaki kalttr
kosullarinda rekombinant suslarin kultir OD degerlerinde belirgin bir disls tespit
edilmistir. Bu besiyerinde 30°C de pH 8 lik kosullarda ise en diisiik enzim degerleri
6lctimistir. Bu durum melasin iceriginde bulunan asitlerin etkisi olusan ani disus ile
izah edilebilir. % 2’lik Melas igceren ortamda 30 °C de pH 7 de ise, % 1 lik ortama gére
enzim degerleri oldukca yUksek 6l¢ulmuUstir. Bu sonuc¢ bakterilerin sukroz kaynakh
olarak enerji metabolitlerinin daha fazla olmasi ve buna bagli yiksek OD degerlerine
sahip olmalari ve yiksek enzim Uretimleri ile aciklanabilir.
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Ortam sicakhiginin 37 °C ve ortam pH’sinin 8 oldugu kiltiir kosullarinda ise, % 1
melas iceren besi ortaminda vgb* sus ylksek bir enzim aktivitesi gdsterirken Cf ise
tim calismalardaki en diistik enzim degerini vermistir. Bu sartlarda bu 6lgciime vgb”
susun tasidigi rekombinant sistemin katkisi oldugu disindimektedir. % 2 Melas
iceren ortamda ise Cf bakterisi diisik bir enzim aktivitesi gosterirken MK 57 ve MK 79
suslari neredeyse ayni enzim aktivitesini géstermiglerdir. Ureme periyodu sonunda
yani 72. saat sonunda Olgtlen kiltar ortami degerlerinin tim Olglimlerde paralellik
gbsteren bir disls icerisinde oldugu tespit edilmistir. pH degerleri acisindan dogal
bakteri ve rekombinant suslarinin kendi iglerinde bir istikrar iginde olduklari
belirlenmistir. Cf de baslangic pH dederleri tim dlgiimlerde pH 4-6 arasinda olacak
sekilde bir disus yasarken, MK 57 ve MK 79 suslarinda bu arallk pH 8.3-8.7
araligina yikselmisgtir.

SONUCLAR

Galismamizin amaci; Metiyonin gama liyazin, bakteriyel Gretimi igin, yeni bir ortamin
ilk kez denenmesi yani besi ortami olarak endustriyel atik kullaniimasi yolu ile daha
ucuz ve daha kaliteli enzim Uretimini saglamaya calismaktir. Kullandigimiz
rekombinant susda bulunan VHb’nin (MK79), etkin bir oksijen alim sistemi olarak
enzim Uretiminde 6nemli avantaj saglayabilirligi bilinmektedir. Calismamizda da
uygun besiyeri, sicaklik, pH ve Greme zamani tespiti ile belirli gruplarda Vhb’nin
metiyonin gama liyaz Uretiminde kayda degder bir atis sagladigi belirlenmistir.
Mikroorganizmalarin sahip oldugu benzersiz metabolik kapasiteleri sayesinde gelisen
biyoteknolojik proseslerde melas gibi bir endlstriyel atigin kullanimi ile degerli bir
kemoterapi enziminin Uretilebilirliginin ispatlandigi bu calismamizda bu konudaki
geligtirilebilir calismalarimiz icin Gmit verici olmustur. Calismamiz 6zellikle, oksijenin
bu enzim dretiminde sinirlayici rol oynamasi nedeni ile, burada kullanilacak ve etkin
bir oksijen alim sistemi olan VHb MGL Uretiminde énemli avantaj saglayabilirligi
temeli Ozerine planlanmig ve tespit edilen sonucglarda bu hedefin gergekci ve
gelistirilebilir oldugunu géstermisgtir.
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