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Giriş 
Hiyaluronik asit (HA), doğada yaygın olarak bulunan doğal bir biyopolimerdir. HA, 
hiyalüronan olarak da bilinir (Sze vd., 2016) ve ilk kez 1934 yılında sığır göz içi sıvısından 
(vitreus humor) izole edilerek tanımlanmıştır (Meyer ve Palmer, 1934). İlk izolasyonundan bu 
yana bu molekül, farklı araştırma alanlarında yoğun ilgi görmüş ve kapsamlı biçimde 
incelenmiştir (Fallacara vd., 2018). HA, memelilerde kalp kapakçıkları, deri, iskelet sistemi, 
göz vitröz sıvısı, göbek kordonu ve sinovyal sıvı gibi birçok dokuda yüksek miktarda bulunur 
(Fraser vd., 1997). Bununla birlikte HA yalnızca memeli dokularında değil, bazı bakterilerin 
hücre duvarlarında da tespit edilmiştir. Streptococcus A ve C grupları (Lowther ve Rogers, 
1955; MacLennan, 1956) ile Pasteurella multocida (Carter, 1972) bu bakterilere örnek olarak 
verilebilir. 
HA, doğrusal ve sülfat içermeyen bir glikosaminoglikandır. Yapısı, N-asetilglukozamin ile 
glukuronik asidin β-(1–4) ve β-(1–3) glikozidik bağlarla birbirine bağlandığı tekrar eden 
disakkarit birimlerinden oluşur (Şekil 1). Bu bağlanma biçimi, HA’nın yapısal olarak son 
derece stabil ve enerjik açıdan kararlı olmasını sağlar (Zhai vd., 2020). Her bir disakkarit 
biriminin moleküler ağırlığı yaklaşık 400 Da’dır. Bir hiyaluronik asit zinciri 10.000’e kadar 
disakkarit içerebilir; bu da yaklaşık 4,0 × 10³ kDa’lık bir moleküler ağırlığa karşılık gelmektedir 
(Necas vd., 2008; Fallacara vd., 2018). 
 

 
 

Şekil 1. Hiyalüronik asidin kimyasal yapısı (Jiang vd., 2007). 
 
HA, canlı organizmalarda kritik işlevlere sahip olup yüksek nem tutma kapasitesi, viskoelastik 
yapısı, mekanik hasara karşı direnci ve immünojenik ya da toksik olmaması gibi özellikleri 
sayesinde geniş bir kullanım alanına sahip önemli bir biyomalzemedir. Eklemlerde 
kayganlaştırıcı, yapılarda stabilizatör, deride boşluk doldurucu ve kıkırdakta darbe emici olarak 
görev yapar (Liu vd., 2011; Salwowska vd., 2016; Gallo vd., 2019). HA polimeri insan 
vücudunun büyük kısmında yaygın olarak bulunur; bağ dokularının hücre dışı matrisi içerisinde 
hücrelerin çevresini sararak doku mimarisinin organizasyonunda temel bir rol üstlenir (Sindelar 
vd., 2021). HA yalnızca memeli bağ dokularında değil, gelişmekte olan ve tümör dokularının 
kritik ekstraselüler matrisinde de bol miktarda yer alır. Ekstraselüler alanın korunmasına, 
osmotik basıncın düzenlenmesine ve doku hidrasyonunun sürdürülmesine önemli katkılar 
sağlar (Fraser vd., 1997; Wang vd., 2022). Su tutma kapasitesi sayesinde kendi ağırlığının 1000 
katına kadar su bağlayabilir; bu özelliği, eklemlerde hareket sırasında sürtünmeyi azaltarak 
biyolojik bir kayganlaştırıcı, statik koşullarda ise direnç sağlayan bir yapı oluşturur (Engström-
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Laurent, 1997). Ayrıca proteinlerle etkileşerek büyüme, gelişme, inflamasyon ve immün yanıt 
gibi biyolojik süreçlerde rol oynar (Jiang vd., 2007). Benzersiz moleküler yapısı ve 
fizikokimyasal özellikleri, hücre proliferasyonu ve migrasyonu, yara iyileşmesi, inflamasyon 
ve anjiyogenez gibi temel biyolojik fonksiyonlarda görev almasını sağlar (Weber vd., 2019; 
Wang vd., 2022). Bu kritik özellikleri nedeniyle HA, son yıllarda klinik tanı, sürekli salım 
sistemleri için ilaç taşıyıcılığı, plastik cerrahi uygulamaları ve yeni doku mühendisliği 
malzemelerinin geliştirilmesi gibi birçok alanda kapsamlı biçimde araştırılmaktadır (Gaughan 
vd., 1991; Tezel ve Fredrickson, 2008; Wang vd., 2022). 
HA’nın biyolojik ve klinik öneminin giderek artması, onu parçalayan enzimlere yönelik ilgiyi 
de belirgin biçimde artırmıştır. Bu doğrultuda hiyalüronidazlar ve hiyalüronat liyazlar, HA’nın 
depolimerizasyonundan sorumlu, yüksek özgüllüğe sahip temel biyokatalizörler olarak öne 
çıkmaktadır. Daha önce nispeten göz ardı edilen bu enzimler, günümüzde HA’ya dayalı 
uygulamalarla bağlantılı çok sayıda araştırmanın odağında yer alarak önemli bir çalışma alanı 
hâline gelmiştir (Sindelar vd., 2021). 
 
Hiyalüronidaz, HA’nın dinamik dengesinin düzenlenmesinde önemli rol oynayan bir enzimdir 
(Zhao vd., 2024; Lu vd., 2025). HA polimerlerindeki glikozidik bağları parçalayabilen bir 
glikozidaz olan hiyalüronidazlar, biyokimyasal özellikleri ve ortaya çıkan son ürünler esas 
alınarak Meyer (1971) tarafından üç farklı grupta sınıflandırılmıştır. 
(1) Memeli hyalüronidazları (testis tipi) (E.C. 3.2.1.35): Bu grup, endo-β-N-
asetilheksosaminidazlardan oluşur ve HA, kondroitin ile kondroitin sülfatların (A ve C) β-1,4 
glikozidik bağlarını rastgele hidrolize eder. Başlıca son ürünler, indirgen uçta N-
asetilglukozamin bulunan çift sayılı oligosakkaritlerdir (tetra- ve hekzasakkaritler). Bu sınıftaki 
enzimler hem hidrolitik hem de transglikozidaz aktivite gösterir (örneğin testiküler 
hyalüronidaz). Memeli spermatozoalarında, lizozomlarda ve yılanlar, sürüngenler ile 
Hymenoptera türlerinin zehirlerinde bulunurlar (Cramer vd., 1994). 
(2) Hyaluronat-3-glikanohidrolazlar (E.C. 3.2.1.36) (sülük hyalüronidazları): Bunlar endo-β-
D-glukuronidazlar olup HA’nın β-1,3 glikozidik bağlarını parçalar ve diğer 
glikozaminoglikanlara (GAG) karşı etkisizdir. Başlıca son ürünler, indirgen uçta glukuronik 
asit bulunan tetra- ve hekzasakkaritlerdir. Bu sınıf, sülüklerin ve kancalı kurtların tükürük 
bezlerinde bulunan enzimleri kapsar (Hotez vd., 1992). 
(3) Mikrobiyal hyalüronidazlar (E.C. 4.2.99.1): Bu grup, hiyalüronat liyazları olarak 
sınıflandırılır ve diğer hyalüronidazlardan farklı olarak hidroliz reaksiyonu katalize etmez. 
Bunun yerine HA’yı β-1,4 glikozidik bağlarında β-eliminasyon mekanizması ile parçalayarak 
doymamış disakkaritler oluşturur. Bu enzimler; Clostridium, Micrococcus, Streptococcus ve 
Streptomyces türleri de dâhil olmak üzere çeşitli mikroorganizmalardan izole edilmiştir (Kreil, 
1995). 
 
Mikrobiyal Hiyalüronidazlar 
Hiyalüronidaz, mikroorganizmalar arasında geniş bir dağılım göstermekte olup mikrobiyal 
hiyalüronidazlar funguslarda, bakterilerde ve fajlarda bulunabilmektedir (Tablo 1). Bu 
enzimler, Mn²⁺ ve Ni²⁺ iyonlarına duyarlı, 37–45 °C sıcaklık aralığında ve pH 5,5–7,0 değerleri 
arasında optimum aktivite gösteren proteinler olarak tanımlanmaktadır (Lu vd., 2025). 
Böcek, sürüngen ve patojenik bakteri toksinleri; hayvan bağ dokusunun temel bileşenleri olan 
hiyalüronik asit ve kondroitin sülfat üzerinde etkili hiyalüronidazlar içermektedir (Tung vd., 
1994). 
Mikrobiyal hiyalüronidazlar, hastalık patogenezinde önemli bir virülans faktörü olarak kabul 
edilir. Bu enzimler, bir yayılma faktörü gibi davranarak bakterilerin ve toksinlerin konukçu 
dokular içerisinde daha geniş alanlara yayılmasını kolaylaştırmakta ve böylece enfeksiyonun 
ilerlemesini hızlandırmaktadır (Grenier ve Michaud, 1993). 
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Tablo 1. Hiyalüronidaz üreten mikroorganizmalar 
 
Mikroorganizma grubu Tür 
Gram-negatif bakteri Aeromonas, Vibrio, Beneckea, Proteus vulgaris, Bacteroides 

fragilis, B. vulgatus, B. ovatus, B. melaninogenicus, B. 
asaccharolyticus, B. tgetaiotaomicron, Fusobacterium 
mortiferum, Treponema pallidum, T. pertenue 

Gram-pozitif bakteri Streptococcus pneumoniae, S. intermedicus, S. constellatus, S. 
dysgalactiae, S. uberis, S. suis, Staphylococcus hyicus subsp. 
hyicus, S. aureus. Clostridium difficile, C. perfringens, C. 
septicum, C. chauvoei, Mycoplasma alligatoris, M. crocodyli, 
Propionibacterium acnes, P. granulosum, Streptomyces 
coelicolor, S. hyalurolyticus, S. Griseus, Peptostreptococcus, 
Bacillus sp. 

Bakteriyofaj Streptococcus pyogenes, S. equi 
Fungus Candida albicans, C. tropicalis, C. guillermondii, C. 

parapsilosis, C. krusei, Paracoccidioides brasiliensis, Pygocelis 
adeliae, Dasypus novemcinctus 

 
 
Funguslar tarafından üretilen hiyalüronidazlar 
Funguslar tarafından üretilen hiyalüronidazlar, hakkında en sınırlı bilgiye sahip enzim 
gruplarından biri olup bu alandaki çalışmalar oldukça kısıtlıdır. Bugüne kadar bu enzimlerin 
yalnızca çok az sayıda olanı biyokimyasal ve yapısal açıdan ayrıntılı biçimde karakterize 
edilebilmiştir (Bakke vd., 2011; Lombard vd., 2014). Candida ve Paracoccidioides cinslerine 
ait türler, insanlarda görülen en yaygın istiacı fungal patojenler arasında yer almaktadır. Bu 
fungus enfeksiyonları öncelikle akciğerleri etkiler; ancak zamanla diğer organ ve dokulara 
yayılabilmekte ve mukozal membranlar, deri, lenf düğümleri ve adrenal bezlerde sekonder 
lezyonların oluşumuna neden olabilmektedir. Bu izolatlar, hiyalüronidazlar dâhil olmak üzere 
çeşitli hidrolitik enzimler üretmektedir. Yapılan çalışmalar, hiyalüronidazlar ve 
kondroitinazların, özellikle Candida ve Paracoccidioides cinslerine ait türlerde, fungusların 
patojenitesinde ve dokuların istilasında önemli bir rol oynadığını ortaya koymuştur (Shimizu 
vd., 1995; de Assis vd., 2003). Ancak, bu fungal türlerden elde edilen enzimlerin henüz hiçbiri 
ayrıntılı biyokimyasal ve yapısal açıdan kapsamlı biçimde karakterize edilmemiştir. Shimizu 
vd. (1995) tarafından gerçekleştirilen çalışmada, Candida cinsine ait farklı türlerde — C. 
albicans, C. tropicalis, C. guillermondii, C. parapsilosis ve C. krusei dâhil olmak üzere — 
hiyalüronidaz üretimi rapor edilmiştir. Enzim aktivitesi, kolonilerin çevresinde oluşan berrak 
zonların gözlenmesiyle görselleştirilmiş ve aktivite düzeyi, koloni çapının, koloni ile birlikte 
berrak zonu içeren toplam çapa oranı esas alınarak nicel olarak değerlendirilmiştir. 
Hiyalüronidaz aktivite değerinin 1,00’ın altında olması, izolatın enzimi ortama salgıladığını 
göstermektedir. İncelenen beş Candida türünde bu değerlerin 0,49–0,95 aralığında değiştiği 
bildirilmiştir. Hiyalüronidaz üretim düzeyleri ile izolatların elde edildikleri kaynaklar arasında 
anlamlı bir ilişki saptanmamış; asemptomatik taşıyıcılardan ve hastalardan izole edilen suşların 
benzer enzimatik aktivite sergilediği görülmüştür. Asemptomatik taşıyıcıların tükürüğünden 
izole edilen 27 C. albicans izolatının büyük çoğunluğu (%96) hiyalüronidaz üretirken, yalnızca 
bir izolatın (FO 153) bu enzimi üretmediği belirlenmiştir. Benzer şekilde, kandidozlu hastaların 
ağız boşluğundan izole edilen 36 C. albicans izolatının 35’i (%97) hiyalüronidaz üretmiş, 
yalnızca bir izolatın (ICB 11) negatif olduğu rapor edilmiştir. Test edilen 10 C. tropicalis 
izolatının yarısının hiyalüronidaz ürettiği, diğer yarısının ise bu enzimi üretmediği saptanmıştır. 
Buna karşılık, incelenen altı C. parapsilosis izolatı arasında yalnızca birinin (FO 21C) hem 
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göstermektedir. İncelenen beş Candida türünde bu değerlerin 0,49–0,95 aralığında değiştiği 
bildirilmiştir. Hiyalüronidaz üretim düzeyleri ile izolatların elde edildikleri kaynaklar arasında 
anlamlı bir ilişki saptanmamış; asemptomatik taşıyıcılardan ve hastalardan izole edilen suşların 
benzer enzimatik aktivite sergilediği görülmüştür. Asemptomatik taşıyıcıların tükürüğünden 
izole edilen 27 C. albicans izolatının büyük çoğunluğu (%96) hiyalüronidaz üretirken, yalnızca 
bir izolatın (FO 153) bu enzimi üretmediği belirlenmiştir. Benzer şekilde, kandidozlu hastaların 
ağız boşluğundan izole edilen 36 C. albicans izolatının 35’i (%97) hiyalüronidaz üretmiş, 
yalnızca bir izolatın (ICB 11) negatif olduğu rapor edilmiştir. Test edilen 10 C. tropicalis 
izolatının yarısının hiyalüronidaz ürettiği, diğer yarısının ise bu enzimi üretmediği saptanmıştır. 
Buna karşılık, incelenen altı C. parapsilosis izolatı arasında yalnızca birinin (FO 21C) hem 

hiyalüronidaz hem de kondroitin sülfataz ürettiği; diğer izolatların ise yalnızca hiyalüronidaz 
veya yalnızca kondroitin sülfataz aktivitesi gösterdiği bildirilmiştir. Test edilen 10 C. 
guilliermondii izolatından yalnızca ikisinin (FCF 198 ve 405) her iki enzimi birlikte ürettiği, 
üçünün hiçbir enzimatik aktivite sergilemediği ve geri kalan izolatların ise hiyalüronidaz veya 
kondroitin sülfataz ürettiği rapor edilmiştir. Ayrıca, altı C. krusei izolatı arasında yalnızca 
birinin (IM 90) hiyalüronidaz ürettiği, diğer beş izolatın ise bu enzimi üretmediği belirtilmiştir 
(Shimizu vd., 1995). Çeşitli filamentöz fungusların kültür süpernatantları, HA parçalama 
kapasiteleri açısından taranmış ve Talaromyces stipitatus’un pH 3’te en yüksek aktiviteyi 
gösterdiği, Schizophyllum commune’un pH 3–4 aralığında ve Fistulina hepatica’nın ise pH 5–
6 aralığında belirgin hiyalüronidaz aktivitesi sergilediği ortaya konmuştur (Bobkova vd., 2018). 
Talaromyces purpureogenus IAM13753, T. purpureogenus IAM13754 ve T. funiculosus 
IAM13752 izolatlarının, asidik koşullarda (pH 4) HA’yı etkili biçimde parçaladığı 
gösterilmiştir. Ayrıca, T. purpureogenus IAM13753’ten izole edilen hiyalüronidazın 43 °C’de 
maksimum aktivite sergilediği rapor edilmiştir (Bakke vd., 2011). Funguslar tarafından üretilen 
hiyalüronidazlara ilişkin deneysel bulgular, bu enzimlerin β-glukanaz aktivitesine sahip 
olmadığını göstermektedir. Nitekim, Talaromyces stipitatus kaynaklı hiyalüronidazın, β-1,3-
1,6 glukan yapısındaki şizofillanı parçalayamaması, fungal hiyalüronidazlarda β-glukanaz 
aktivitesinin bulunmadığına dair ek ve güçlü bir kanıt sunmaktadır (Bobkova vd., 2018; 
Sindelar vd., 2021). Yapılan bir çalışmada, sığır serum albümininin proteolizinden 
kaynaklanabilecek yanlış pozitif reaksiyonları en aza indirmek amacıyla, Grenier ve Michaud 
(1993) tarafından geliştirilen plak testinin modifiye edilmiş bir versiyonu, funguslarda 
hiyalüronidaz varlığını değerlendirmek için uygulanmıştır. Bu yöntemle gerçekleştirilen 
analizlerde, Aspergillus fumigatus, Metarhizium anisopliae ve Haematonectria haematococca 
olmak üzere incelenen üç farklı fungus türünde hiyalüronidaz aktivitesine ilişkin herhangi bir 
kanıt elde edilememiştir. Buna ek olarak, hiyalüronik asidin A. fumigatus’un büyümesini teşvik 
etmediği rapor edilmiştir. Bu bulgu, söz konusu fungusun hiyalüronidaz üretmediğini 
destekleyen ek bir kanıt olarak değerlendirilmektedir (St Leger ve Steven, 2000). 
 
Bakteriyel hiyalüronidazlar 
Hiyalüronidazlar, birçok farklı bakteri cinsi tarafından üretilmektedir (Tablo 1). Hiyalüronidaz 
üretebilen gram-pozitif bakteriler arasında Streptococcus, Staphylococcus, Peptostreptococcus, 
Propionibacterium, Streptomyces ve Clostridium cinslerine ait çeşitli türler yer almaktadır 
(Fitzgerald ve Gannon, 1983; Berry vd., 1994; Günther vd., 1996). Hiyalüronidaz üretimi; A, 
B, C ve G grubu streptokoklarda (Günther vd., 1996), ayrıca Streptococcus pneumoniae’de 
(Berry vd., 1994), Streptococcus intermedius ve Streptococcus constellatus’ta (Homer vd., 
1993), Streptococcus dysgalactiae’de (Calvinho vd., 1998) ve Streptococcus uberis’te 
(Schaufuss vd., 1989) bildirilmiştir. Stafilokoklar arasında hiyalüronidaz üretimi 
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus subsp. hyicus türlerinde saptanmıştır (Skalka, 1985). 
Clostridium perfringens (Canard vd., 1994), Clostridium difficile (Hafiz ve Oakley, 1976), 
Clostridium septicum ve Clostridium chauvoei (Princewell ve Oakley, 1976) gibi potansiyel 
patojenlerin de hiyalüronidaz ürettiği bilinmektedir. Deri florasında bulunan iki 
Propionibacterium türü olan Propionibacterium acnes ve Propionibacterium granulosum’un 
hiyalüronidaz ürettiği bildirilmiştir (Cummings ve Johnson, 1986). Buna ek olarak, 
Streptomyces hyalurolyticus, Streptomyces coelicolor ve Streptomyces griseus türlerinde 
hiyalüronidaz enzimi üretimi rapor edilmiştir (Ohya ve Kaneko, 1970). Ayrıca 
Peptostreptococcus türünden saflaştırılıp karakterize edilen bir hiyalüronidazın ise kondroitin 
sülfata karşı da aktivite gösterdiği saptanmıştır (Tam ve Chan, 1985). Hiyalüronidazlar ayrıca 
gram-negatif bakteriler tarafından da üretilmektedir, ancak patojenite sürecinde rol oynama 
olasılığı daha düşüktür. Aeromonas, Vibrio, Beneckea ve Proteus cinslerinde hiyalüronidaz ve 
kondroitin liyaz aktiviteleri rapor edilmiştir. Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus, B. 



12

Dudu DEMİR , Cafer EKEN

ovatus, B. melaninogenicus ve Fusobacterium mortiferum türlerinin de hiyalüronidaz ürettiği 
bildirilmektedir. Patojen olan Treponema pallidum ve T. pertenue, yüzeye bağlı 
hiyalüronidazları üretirken; patojen olmayan T. denticola ve T. vincentii ise bu tür bir enzim 
üretmemektedir (Linhardt vd., 1986; Sting vd., 1990).  
Bakteriyel hiyalüronidazlar, substratlardaki β-1,4 glikozidik bağları β-eliminasyon 
mekanizmasıyla parçalayarak (Şekil 2), üronik asit kalıntısının C4 ve C5 atomları arasında 
doymamış bir çift bağ içeren oligosakkaritlerin oluşumuna yol açar (Garron ve Cygler, 2010; 
Stern vd., 2007). Bununla birlikte, Streptomyces hyalurolyticus kaynaklı hiyalüronidazın β-1,4 
hem de β-1,3 glikozidik bağlarını kesebildiği ve bu nedenle hem çift hem de tek sayıda birim 
içeren oligosakkaritler ürettiği bildirilmiştir (Tao vd., 2017). Streptomyces hyalurolyticus’un 
öncelikli olarak β-1,4 bağlarını hedef aldığı ve majör ürünler olarak çift sayılı oligosakkaritler 
oluşturduğu daha önce rapor edilmiş olmakla birlikte (Park vd., 1997; Takazono ve Tanaka, 
1984), tek sayılı birimlerden oluşan oligosakkaritlerin de düşük miktarlarda oluştuğu 
gösterilmiştir (Price vd., 1997). 

 

 
 

Şekil 2. Hiyalüronidazın yapısı ve bakteriyel bir hiyalüronidaz tarafından gerçekleştirilen 
eliminasyonla parçalanması sonrası oluşan ürünler. Kutucukla gösterilen bölge, hiyalüronidazı 
oluşturan, β-1-4 bağlarıyla birbirine bağlı N-asetilglukozamin ve glukuronik asitten oluşan 
tekrar eden birimi göstermektedir. Tekrarlayan disakkarit, bitişik disakkarite β-1-3 bağı ile 
bağlanmıştır (Hynes ve Walton, 2000). 
 
Genel olarak, bakteriyel kaynaklı hiyalüronidazlar, basit ve ölçeklenebilir fermentasyon 
süreçleriyle üretilebilmeleri, yüksek saflıkta elde edilebilmeleri ve hayvansal kaynaklı 
hiyalüronidazlara kıyasla daha düşük çevresel kirlilik oluşturmaları nedeniyle araştırmaların 
odak noktasında yer almaktadır. Buna karşılık, hayvansal kaynaklı hiyalüronidazlar genellikle 
düşük verimle üretilmekte ve viral kontaminasyon riski taşımaktadır (Zhu vd., 2017; Li vd., 
2020). 
Ayrıca, bazı hiyalüronidazlar — özellikle Streptomyces hyalurolyticus kaynaklı enzim — 
HA’yı diğer glikozaminoglikanlardan ayırt edebilme yeteneği sayesinde HA’ya özgü enzimler 
olarak araştırmalarda yaygın biçimde kullanılmaktadır (Park vd., 1997; Furukawa vd., 2013; 
Luu vd., 2013). Bunun yanı sıra, kozmetik ve farmasötik uygulamalarda kullanılan HA 
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preparatları sıklıkla, memeli testiküler hiyalüronidazı inhibe eden düşük miktarda dermatan 
sülfat içermektedir. Bu nedenle, memeli testiküler hiyalüronidaz yerine Streptomyces 
hyalurolyticus veya Streptococcus agalactiae kaynaklı bakteriyel hiyalüronidazlar tercih 
edilmektedir (Matsuno vd., 2008). 
Kromatografik ve kütle spektrometrik analizlerde ise, HA içeren örneklerin hazırlanmasında 
Streptococcus pneumoniae veya S. agalactiae tarafından üretilen hiyalüronidazlar yaygın 
olarak kullanılmaktadır (Osago vd., 2014; Sedláček vd., 2019; Šimek vd., 2020; 2021). 
Biyokimyasal açıdan değerlendirildiğinde, bakteriyel hiyalüronidazlar geniş bir sıcaklık ve pH 
aralığında kararlılık göstermekte olup bu özellikler büyük ölçüde enzimi üreten bakteriyel 
straine bağlıdır. Çoğu bakteriyel hiyalüronidaz için optimum sıcaklık 37–50 °C, optimum pH 
ise 6,0–8,0 aralığında bildirilmektedir (Guo vd., 2014; Kurata vd., 2015; Sun vd., 2015; Zhu 
vd., 2017). Bununla birlikte bazı istisnalar da mevcuttur; örneğin Vibrio türleri yaklaşık 30 °C 
optimum sıcaklığa sahip hiyalüronidazlar üretirken (Han vd., 2014; Wang vd., 2021), 
Thermasporomyces composti’ye ait rekombinant hiyalüronidazın optimum sıcaklığının 70 °C 
olduğu rapor edilmiştir (Li vd., 2020). 
Gram-pozitif bakterilere ait hiyalüronidazlar genellikle hücre dışına sentezlenen enzimlerdir ve 
transpeptidasyon mekanizması aracılığıyla, peptidoglikana bağlanan bir sistem kullanılarak 
hücre duvarına salgılanabilir veya hücre duvarına tutunabilir. Bu süreç, C-terminal bölgede yer 
alan ve korunmuş bir LPxTG motifini içeren bir sıralama sinyalini gerektirir; bu özellik 
özellikle Streptococcus türlerinde yaygın olarak gözlenmektedir (Wang vd., 2016; Oiki vd., 
2017; 2019a; UniProt, 2021). Gram-negatif bakteriler tarafından üretilen hiyalüronidazlar da 
hücre dışına salınan ekstraselüler enzimler olabilir ve/veya dış zarın yüzeyine bağlı şekilde 
bulunabilir (Oiki vd., 2017; Ndeh vd., 2020; Wang vd., 2021). Bununla birlikte, bu enzimlerin 
önemli bir kısmı periplazmik lokalizasyona sahiptir ve HA parçalarını periplazmik boşlukta 
doymamış oligosakkaritlere dönüştürerek parçalama işlevini yerine getirir (Wang vd., 2016; 
Ndeh vd., 2018; 2020). Genel olarak, ekstraselüler ve/veya hücre yüzeyine bağlı 
hiyalüronidazlar, uzun HA zincirlerinin depolimerizasyonunda ilk basamağı oluşturur. Bunu 
takiben, örneğin gram-negatif bakteri Bacteroides thetaiotaomicron’da, oluşan HA fragmanları 
dış membran proteinleri aracılığıyla periplazmik bölgeye taşınır; burada parçalanma süreci 
devam eder ve doymamış oligosakkaritler meydana gelir (Ndeh vd., 2020). Alternatif bir yolak 
olarak, gram-pozitif Streptococcus türlerinde (Oiki vd., 2019a) ve gram-negatif bakteri Vibrio 
alginolyticus’ta (Wang vd., 2021), ekstraselüler hiyalüronidazlar HA’yı hücre dışında 
doymamış disakkaritlere kadar parçalar; oluşan ürünler daha sonra fosfotransferaz sistemi 
(PTS) aracılığıyla sitoplazmaya taşınır. Buna karşılık, gram-negatif bakteri Streptobacillus 
moniliformis’te, parçalanma ürünlerinin periplazmik çözücü-bağlayıcı proteinlere bağımlı bir 
ATP-bağlayan taşıyıcı sistem aracılığıyla taşındığı bildirilmiştir (Oiki vd., 2017; 2019b). Çoğu 
hiyalüronidaz, substratları tamamen doymamış disakkarit birimlerine kadar parçalamak üzere, 
başlangıçta rastlantısal bir endolitik yarılma ve bunu izleyen eksolitik, süreçsel bir parçalanma 
mekanizması kullanır; bu durum, Streptococcus türleri ve V. alginolyticus tarafından üretilen 
hiyalüronidazlar için tipiktir (Kelly vd., 2001; Jedrzejas vd., 2002; Marion vd., 2012; Mai vd., 
2018; Wang vd., 2021). Buna karşılık, bazı hiyalüronidazlar substratlarını süreçsel olmayan 
endolitik bir mekanizma ile parçalayarak doymamış oligosakkaritlerden oluşan bir ürün 
karışımı oluşturur. Bu mekanizma, Streptomyces hyalurolyticus ve Bacteroides 
thetaiotaomicron kaynaklı hiyalüronidazlarda rapor edilmiştir (Shimada ve Matsumura, 1980; 
Park vd., 1997; Tao vd., 2017; Ndeh vd., 2018).  
Genel olarak, gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerden elde edilen hiyalüronidazlar, faj 
ilişkili hiyalüronidazlarla karşılaştırıldığında daha yüksek molekül ağırlıklı proteinlerdir. 
Bugüne kadar iyi karakterize edilmiş hiyalüronidazların molekül ağırlıklarının geniş bir aralıkta 
değiştiği bildirilmiştir. 
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Bu kapsamda yapılan bir çalışmada, dış ortama hiyalüronidaz salgılayan patojen olmayan yeni 
bir toprak bakterisi Paenibacillus residui’nin izolasyonu ve karakterizasyonu rapor edilmiştir. 
Saflaştırılan Paenibacillus residui hiyalüronidazının yaklaşık 170 kDa moleküler ağırlığa sahip 
olduğu, pH 8,0–9,0 aralığında ve 50 °C’de optimum aktivite gösterdiği bildirilmiştir. Enzimin 
HA, kondroitin sülfat ve alginat dâhil olmak üzere geniş bir substrat özgüllüğü sergilediği, 
depolimerizasyon aktivitesinin ise jel permeasyon kromatografisi ile doğrulandığı belirtilmiştir 
(Park vd., 2025). Başka bir çalışmada, metagenomik tarama yoluyla insan bağırsak 
mikrobiyotasından iki yeni polisakkarit liyaz ailesi 33 (PL33) hiyalüronidazı (BxHly33 ve 
BiHly33) tanımlanmıştır. Bu enzimlerin hiyalüronik asidi parçalama konusunda yüksek 
özgüllük ve stabilite gösterdiği; pH 6,6–7,6 ve 35–40 °C aralığında optimum aktivite sergilediği 
bildirilmiştir. Yapısal ve biyokimyasal analizler, katalitik mekanizmalardan sorumlu temel 
amino asit kalıntılarını ortaya koymuş; özellikle bazı alanin substitüsyonlarının enzimatik 
aktiviteyi anlamlı düzeyde artırdığı gösterilmiştir (Yin vd., 2025). Bir diğer çalışmada, horoz 
ibiğinden izole edilen 12 bakteriyel strain hiyalüronidaz üretimi açısından taranmış; yedi strain 
hiyalüronidaz pozitif bulunmuştur. En güçlü strain, oluşturduğu şeffaf zon çapına göre 
seçilmiştir. Morfolojik, fizyolojik ve 16S rRNA gen dizisi analizlerine dayanarak bu strain 
Brucella intermedia olarak tanımlanmıştır. Hiyalüronidaz üretimini en fazla destekleyen 
koşulların 30 °C’de 48 saat inkübasyon ve pH 7 olduğu belirlenmiş; bu koşullar altında enzim 
aktivitesinin 84 U/mL’ye ulaştığı ve 1,17 kat artış gösterdiği rapor edilmiştir. Hiyalüronidaz, 
amonyum sülfat çöktürmesi, DEAE anyon değişim kromatografisi ve Sephacryl S100 ile boyut 
dışlama kromatografisini içeren standart bir protokolle saflaştırılmış; ham enzimle 
karşılaştırıldığında 9,3 kat daha yüksek özgül aktivite elde edilmiştir. Saflaştırılmış enzimin 65 
kDa moleküler ağırlığa sahip olduğu ve pH 7,0 ile 37 °C’de, 30 dakikalık inkübasyon süresinde 
optimum aktivite gösterdiği belirlenmiştir. Saflaştırılmış hiyalüronidaz; kolon, akciğer, deri ve 
meme kanseri hücre hatlarına karşı güçlü antikanser aktivite sergilerken, normal somatik 
hücrelere karşı düşük toksisite göstermiştir. Kanser hücrelerinin canlılığının hiyalüronidaz 
uygulamasıyla doz bağımlı olarak azaldığı; ayrıca büyüme faktörü ile indüklenen meme kanseri 
hücrelerinde hücre döngüsü progresyonunun baskılandığı, anjiyogenezle ilişkili genlerin 
ekspresyonunda belirgin değişiklikler meydana geldiği ve 5-fluorourasil ile karşılaştırıldığında 
MDA hücrelerinde çok sayıda proinflamatuvar proteinin baskılandığı gösterilmiştir. Bu 
bulgular, hiyalüronidazın potansiyel bir antikanser ajan olabileceğine işaret etmektedir. Ayrıca 
hiyalüronidazın 200 µg/mL konsantrasyonda %65,49 DPPH giderme aktivitesi ve %71,84 
toplam antioksidan aktivite sergilediği bildirilmiştir (Ebraheem vd., 2024). 
Streptococcus dysgalactiae, S. zooepidemicus ve S. equi strainlerinde hiyalüronidaz üretiminin 
incelendiği bir çalışmada, S. dysgalactiae ve S. zooepidemicus strainlerinin tamamında (10/10), 
S. equi strainlerinin ise 10 kültürden 6’sında enzim üretimi tespit edilmiştir. Hiyalüronidaz, 
hücre içermeyen kültür süpernatanından amonyum sülfat çöktürmesi ile elde edilmiş; ardından 
DEAE-selüloz kromatografisi, izoelektrik odaklama ve hazırlayıcı poliakrilamid jel 
elektroforezi kullanılarak saflaştırılmıştır. Streptococcus dysgalactiae ve S. equi kaynaklı 
enzimlerin izoelektrik noktalarının yaklaşık pH 5, S. zooepidemicus kaynaklı enzimin ise pH 6 
civarında olduğu saptanmıştır. Üç türden elde edilen hiyalüronidazların moleküler ağırlıkları 
yaklaşık 55 kDa olarak belirlenmiş; en yüksek enzim aktivitesi 40–45 °C sıcaklık aralığında ve 
pH 5,6–5,8 değerlerinde gözlenmiştir. Michaelis–Menten sabitlerinin 7,5 × 10⁻²–8,8 × 10⁻² 
mg/mL aralığında değiştiği bildirilmiştir (Sting vd., 1990). Streptococcus equi kullanılarak 
daldırma fermantasyon yöntemiyle üretilen hücre dışı hiyalüronidaz enziminin optimum üretim 
koşulları da ayrıntılı olarak incelenmiştir (Sahoo vd., 2007). Başlangıç pH’sı, inkübasyon 
sıcaklığı ve süresi, inokulum düzeyi ve inokulum yaşı gibi parametrelerin etkileri 
değerlendirilmiş; en yüksek enzim aktivitesinin başlangıç pH 5,5, 37 °C inkübasyon sıcaklığı, 
48 saat inkübasyon süresi, %10 inokulum düzeyi ve 48 saatlik inokulum yaşı koşullarında elde 
edildiği belirlenmiştir. Ayrıca karbon ve inorganik azot kaynakları ile vitamin, amino asit ve 



Fen Bilimleri ve Matematik Alanında Araştırmalar ve Değerlendirmeler - Aralık 2025

15

Bu kapsamda yapılan bir çalışmada, dış ortama hiyalüronidaz salgılayan patojen olmayan yeni 
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civarında olduğu saptanmıştır. Üç türden elde edilen hiyalüronidazların moleküler ağırlıkları 
yaklaşık 55 kDa olarak belirlenmiş; en yüksek enzim aktivitesi 40–45 °C sıcaklık aralığında ve 
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büyüme hormonlarının etkileri araştırılmış; dekstroz, amonyum sülfat, nikotinik asit, L-sistein 
ve kinetin varlığında en yüksek enzimatik aktivitenin sağlandığı rapor edilmiştir (Sahoo vd., 
2007). Benzer şekilde, Streptomyces roseofulvus tarafından üretilen hiyalüronidazın maksimum 
veriminin, sürdürülebilir fermantasyon koşullarında pH 5 ve 40 °C’de 6 günlük inkübasyon 
sonunda elde edildiği bildirilmiştir. SDS-PAGE analizine göre enzimin moleküler ağırlığı 97 
kDa olarak belirlenmiş ve 9,2 kat homojenliğe kadar saflaştırılmıştır. Optimum reaksiyon 
pH’sının pH 9 olduğu, enzimin pH stabilitesinin ise 35 °C’de pH 9–10 aralığında korunduğu 
gösterilmiştir. Enzimin doğal aktivitesini ve yarı ömrünü artırmak amacıyla immobilizasyon 
çalışmaları gerçekleştirilmiş; immobilize edilen enzimin serbest enzime kıyasla daha yüksek 
ısıl stabilite sergilediği ve denatürasyon sıcaklıklarının sırasıyla 46,1 °C (immobilize) ve 24,7 
°C (serbest) olduğu belirlenmiştir. Serbest ve immobilize enzimlerin en yüksek afinitesinin 
hiyalüronik aside karşı olduğu, serbest enzimin katalitik afinitesinin immobilize enzime göre 
daha yüksek olduğu saptanmıştır. Bu bulgular, S. roseofulvus kaynaklı hiyalüronidazın yüksek 
pH ve sıcaklık koşullarına karşı dayanıklı olduğunu ve uzun süreli stabilitesinin geniş bir 
uygulama alanı için potansiyel sunduğunu göstermektedir (Reda ve El-Shanawany, 2020). 
Ayrıca, hiyalüronidaz üreten Bacillus sp. CQMU-D straini toprak örneklerinden izole edilmiş 
ve hiyalüronidaz aktivitesi 3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA) ve p-dimetilaminobenzaldehit 
(DMAB) yöntemleri kullanılarak ölçülmüştür. Enzimin, 37 °C’de sıvı kültür koşullarında 48. 
saatte en yüksek aktiviteye ulaştığı belirlenmiştir. Bu bulgular, topraktan izole edilen yeni bir 
hiyalüronidaz üreten Bacillus straininin başarıyla karakterize edildiğini ortaya koymakta olup, 
Bacillus sp. CQMU-D’nin potansiyel uygulama alanlarının belirlenmesi için ileri çalışmalara 
ihtiyaç duyulduğunu göstermektedir (Wang vd., 2022). 
 
Bakteriyofaj hiyalüronidazları 
Bakteriyofaj hiyalüronidazları, faj partikülünün yapısal bir bileşeni olup sinyal peptidi 
içermedikleri için doğrudan ekstraselüler ortama salınmazlar (Hynes vd., 1995; Smith vd., 
2005; Pires vd., 2016). Bu enzimlerin temel işlevinin, Streptococcus pyogenes ve Streptococcus 
equi strainlerinin HA kapsülünü parçalayarak bakterinin hücre yüzeyine erişimi sağlamak ve 
böylece lizojenizasyon sürecini kolaylaştırmak olduğu bildirilmektedir (Baker vd., 2002; Smith 
vd., 2005; Lindsay vd., 2009; Singh vd., 2014). Bununla birlikte, streptokok enfeksiyonları 
sırasında bakteriyofaj hiyalüronidazlarına karşı antikor yanıtının rapor edilmiş olması (Halperin 
vd., 1987), bu enzimlerin streptokok hücrelerinin konukçuya penetrasyonuna da katkıda 
bulunabileceğini düşündürmektedir (Singh vd., 2014). Ayrıca bakteriyofaj 
hiyalüronidazlarının, streptokokal hastalıklarda dolaylı bir rol üstlenebileceği; örneğin faj 
tarafından kodlanan eritrojenik toksinlerin yayılımına olanak tanıyarak başlangıçta virülans 
göstermeyen bir strainin virülans kazanmasına katkıda bulunabileceği öne sürülmektedir 
(Broudy vd., 2001). Bakteriyel hiyalüronidazlarda amino asit dizilerinin uzunluğu 802–1066 
amino asit (aa) arasında değişirken, bakteriyofaj hiyalüronidazlarının daha kısa olduğu ve 337–
371 aa uzunluğa sahip bulunduğu bildirilmiştir (UniProt, 2021). Bakteriyel hiyalüronidazların 
aksine, bakteriyofaj hiyalüronidazlarının yalnızca HA’yı özgül olarak parçaladığı belirtilmiştir 
(Baker vd., 2002; Smith vd., 2005; Mishra vd., 2006). Bununla birlikte, bakteriyofaj 
hiyalüronidazı SEQ2045’in kondroitin-6-sülfat ve dermatan sülfata karşı zayıf düzeyde aktivite 
sergilediği de rapor edilmiştir (Singh vd., 2014). Genel olarak bakteriyofaj hiyalüronidazlarının 
pH 6,0–6,5 aralığında optimum aktivite gösterdiği ve genişlemiş bir substrat bağlanma 
bölgesiyle birlikte rastlantısal iç kesim (random internal cut) mekanizmasını kullanarak HA’yı 
doymamış tetra-, heksa-, okta- ve dikasakkaritlere kadar parçaladığı belirtilmektedir (Baker vd., 
2002; Smith vd., 2005; Mishra vd., 2006). İlginç bir şekilde, bakteriyel ve bakteriyofaj 
hiyalüronidazları HA’nın parçalanmasında aynı β-eliminasyon mekanizmasını paylaşmalarına 
rağmen, bakteriyofaj hiyalüronidazlarının bakteriyel hiyalüronidazlara kıyasla oldukça düşük 
dizi homolojisi sergilediği ve filogenetik analizlerde ayrı bir küme oluşturduğu gösterilmiştir. 
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Ayrıca bakteriyofaj hiyalüronidazlarının, bakteriyel hiyalüronidazlara göre daha geniş bir 
substrat bağlanma bölgesine sahip olduğu da ortaya konmuştur (Smith vd., 2005). 
 
Mikrobiyal Hiyalüronidazların Güvenliği ve Endüstriyel ile Terapötik Uygulamalardaki 
Potansiyeli 
Hiyalüronidaz, yüksek molekül ağırlıklı HA’yı hidrolize ederek biyolojik açıdan daha aktif 
oligosakkaritlere dönüştüren bir enzimdir. Bu düşük molekül ağırlıklı ürünler; bağışıklık 
düzenleme, antioksidan aktivite ve doku yenilenmesi gibi işlevleri nedeniyle gıda, biyomedikal 
ve farmasötik endüstrilerde önemli bir değer taşımaktadır. Ancak günümüzde ticari olarak 
kullanılan hiyalüronidazların büyük bir kısmının patojen mikroorganizmalardan elde edilmesi 
veya rekombinant sistemlerde üretilmesi, özellikle gıda ve klinik uygulamalar açısından 
güvenlik ve düzenleyici kaygıları beraberinde getirmektedir. Bu bağlamda gerçekleştirilen bir 
çalışmada, patojenite ve antibiyotik direnç genleri taşımadığı belirlenen Paenibacillus residui 
BSSK58 straini izole edilmiş ve bu bakterinin hücre dışına hiyalüronidaz salgıladığı 
gösterilmiştir. BSSK58 kaynaklı enzimin hemolitik aktivite göstermemesi, biyojen amin 
üretmemesi ve insan bağırsak epitel hücre hatlarında sitotoksik etki oluşturmaması güvenlik 
açısından önemli bulgular sunmaktadır. Ayrıca, 13 hafta süreyle yürütülen İyi Laboratuvar 
Uygulamaları (GLP) uyumlu toksisite çalışmalarında herhangi bir advers etkinin 
gözlenmemesi, bu hiyalüronidazın güvenli bir biyokatalizör olduğunu güçlü biçimde 
desteklemektedir. Elde edilen sonuçlar, BSSK58 kökenli hiyalüronidazın düzenleyici açıdan 
uygun, güvenilir ve endüstriyel kullanıma elverişli bir alternatif olduğunu ortaya koymaktadır 
(Park vd., 2025). 
Öte yandan, polisakkarit liyaz ailesi 33 (PL33) üyesi hiyalüronidazlar olan BxHly33 ve 
BiHly33’ün, yüksek maliyet ve immünojenisite gibi dezavantajlar taşıyabilen geleneksel 
hiyalüronidazlara alternatif olarak özellikle ilaç taşıma sistemleri ve doku mühendisliği 
uygulamalarında umut vadettiği bildirilmiştir. Bu enzimlerin HA bozunmasına dayalı terapötik 
yaklaşımların gelecekteki geliştirilmesine önemli katkılar sağlayabileceği öngörülmektedir 
(Yin vd., 2025). Literatürde ayrıca, antimikrobiyal dirençli Staphylococcus aureus 
enfeksiyonlarında hiyalüronidazın “akıllı” ilaç taşıma sistemlerinde tetikleyici bir enzim olarak 
kullanıldığı rapor edilmiştir. Hiyalüronidaz ile parçalanabilen HA temelli nanotaşıyıcılar, 
enfeksiyon bölgesinde kontrollü ilaç salımı sağlayarak antibakteriyel etkinliği artırmakta; 
biyofilmleri hedefleyerek yara iyileşmesini desteklemektedir (Konwar ve Kim, 2025). 
Mikrobiyal hiyalüronidazlar, HA’yı parçalayarak ekstrasellüler matriksin (ECM) sertliğini ve 
yoğunluğunu azaltmakta; böylece fiziksel bariyerlerin aşılmasını kolaylaştırarak dokularla 
doğrudan temas ve penetrasyonu mümkün kılmaktadır (Zamboni vd., 2023; Lu vd., 2025). Bu 
özellikleri nedeniyle mikrobiyal hiyalüronidazlar, bakteriyel invazyonu, doku penetrasyonunu 
ve yayılımı kolaylaştıran önemli virülans faktörleri olarak kabul edilmektedir (Coleman vd., 
2023; Dokoshi vd., 2020; Lu vd., 2025). Bunun yanı sıra, bazı mikroorganizmalar hayatta 
kalmak ve çoğalmak için polisakkarit kullanım lokuslarını (PUL) kullanarak HA’yı bir besin 
kaynağına dönüştürebilmekte (Feng vd., 2022; Lu vd., 2025) ve bağışıklık–inflamasyon 
yanıtını modüle ederek kendi büyümeleri için elverişli bir mikroortam oluşturabilmektedir 
(Wang vd., 2014; Osman vd., 2023; Hajam vd., 2023; Lu vd., 2025). Bağırsak mikrobiyotasına 
ait mikrobiyal hiyalüronidazların, kısa zincirli yağ asidi (SCFA) üreten bakterilerin (örneğin 
Bifidobacterium türleri) zenginleşmesini teşvik ederek mikrobiyota kompozisyonunu yeniden 
şekillendirdiği gösterilmiştir. Bu etki, bakteriyel kolit gibi inflamatuvar bağırsak hastalıklarında 
potansiyel bir terapötik yaklaşım sunduğunu düşündürmektedir (Ndeh vd., 2020; Mao vd., 
2021; Pan vd., 2021; Zhao vd., 2023; Zheng vd., 2023; Lu vd., 2025). Ek olarak, mikrobiyal 
hiyalüronidazların meme kanseri büyümesini inhibe etmede rol oynadığı (Lee vd., 2010; 
Thirumurthy vd., 2023) ve tümör dokularında ilaç geçirgenliğini ve hedeflenmesini artırarak 
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enfeksiyonlarında hiyalüronidazın “akıllı” ilaç taşıma sistemlerinde tetikleyici bir enzim olarak 
kullanıldığı rapor edilmiştir. Hiyalüronidaz ile parçalanabilen HA temelli nanotaşıyıcılar, 
enfeksiyon bölgesinde kontrollü ilaç salımı sağlayarak antibakteriyel etkinliği artırmakta; 
biyofilmleri hedefleyerek yara iyileşmesini desteklemektedir (Konwar ve Kim, 2025). 
Mikrobiyal hiyalüronidazlar, HA’yı parçalayarak ekstrasellüler matriksin (ECM) sertliğini ve 
yoğunluğunu azaltmakta; böylece fiziksel bariyerlerin aşılmasını kolaylaştırarak dokularla 
doğrudan temas ve penetrasyonu mümkün kılmaktadır (Zamboni vd., 2023; Lu vd., 2025). Bu 
özellikleri nedeniyle mikrobiyal hiyalüronidazlar, bakteriyel invazyonu, doku penetrasyonunu 
ve yayılımı kolaylaştıran önemli virülans faktörleri olarak kabul edilmektedir (Coleman vd., 
2023; Dokoshi vd., 2020; Lu vd., 2025). Bunun yanı sıra, bazı mikroorganizmalar hayatta 
kalmak ve çoğalmak için polisakkarit kullanım lokuslarını (PUL) kullanarak HA’yı bir besin 
kaynağına dönüştürebilmekte (Feng vd., 2022; Lu vd., 2025) ve bağışıklık–inflamasyon 
yanıtını modüle ederek kendi büyümeleri için elverişli bir mikroortam oluşturabilmektedir 
(Wang vd., 2014; Osman vd., 2023; Hajam vd., 2023; Lu vd., 2025). Bağırsak mikrobiyotasına 
ait mikrobiyal hiyalüronidazların, kısa zincirli yağ asidi (SCFA) üreten bakterilerin (örneğin 
Bifidobacterium türleri) zenginleşmesini teşvik ederek mikrobiyota kompozisyonunu yeniden 
şekillendirdiği gösterilmiştir. Bu etki, bakteriyel kolit gibi inflamatuvar bağırsak hastalıklarında 
potansiyel bir terapötik yaklaşım sunduğunu düşündürmektedir (Ndeh vd., 2020; Mao vd., 
2021; Pan vd., 2021; Zhao vd., 2023; Zheng vd., 2023; Lu vd., 2025). Ek olarak, mikrobiyal 
hiyalüronidazların meme kanseri büyümesini inhibe etmede rol oynadığı (Lee vd., 2010; 
Thirumurthy vd., 2023) ve tümör dokularında ilaç geçirgenliğini ve hedeflenmesini artırarak 

antikanser tedavilerin etkinliğini güçlendirdiği bildirilmiştir (Ebelt vd., 2020; Thomas vd., 
2022; Lu vd., 2025). 
 
Sonuç 
Hiyalüronidazlar, kaynaklarına bağlı olarak farklı katalitik mekanizmalarla işlev gösterseler de 
ortak olarak hiyalüronik asidi parçalama yeteneğine sahip enzimlerdir. Mevcut literatür, 
hiyalüronidazların; bakterilerden funguslara ve bakteriyofajlara uzanan geniş bir biyolojik 
yelpazede hem virülans faktörü olarak doku bariyerlerinin aşılmasında hem de terapötik ve 
endüstriyel süreçlerde kontrollü HA parçalanmasında kritik roller üstlendiğini ortaya 
koymaktadır. Özellikle bağırsak mikrobiyotası, funguslar ve patojen olmayan çevresel 
bakterilerden elde edilen hiyalüronidazların; güvenli, seçici ve düzenleyici açıdan daha kabul 
edilebilir biyokatalizörler olarak ilaç taşıma sistemleri, doku mühendisliği, kanser tedavisi ve 
yüksek verimli HA üretim proseslerinde önemli fırsatlar sunduğu görülmektedir.  
Fungus ve bakteriyofaj kökenli hiyalüronidazların yapısal–katalitik özellikleri, substrat 
özgüllükleri ve in vivo etkileri henüz yeterince aydınlatılamamış olup, bu durum söz konusu 
enzimlerin daha kapsamlı biçimde karakterize edilmesine yönelik çalışmalara duyulan ihtiyacı 
açıkça ortaya koymaktadır. Mevcut bulgular, mikrobiyal hiyalüronidazların hâlen tam olarak 
çözümlenmediğini; özellikle optimum pH ve sıcaklık aralıkları, stabiliteleri, substrat tercihleri 
ve oluşturdukları ürün profillerinin tür ve strain düzeyinde karşılaştırmalı olarak 
değerlendirilmesi bağlamında önemli bilgi boşlukları bulunduğunu göstermektedir. Bu 
kapsamda yürütülecek ileri çalışmaların, bir yandan patojenite mekanizmalarının daha 
derinlemesine anlaşılmasına katkı sağlarken, diğer yandan gıda ve ilaç güvenliği açısından 
düzenleyici gerekliliklerle uyumlu, yenilikçi, güvenilir ve endüstriyel ile tıbbi uygulamalara 
uygun yeni hiyalüronidaz adaylarının geliştirilmesine güçlü bir bilimsel zemin oluşturması 
beklenmektedir. 
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Giriş 
Dünya nüfusunun artmasıyla birlikte, artan ihtiyaçları karşılayabilmek için endüstrileşme 

giderek daha fazla önem kazanmıştır. Endüstriyel uygulamalarda mikrobiyal kaynaklardan 
yararlanılması özellikle fungal enzimlerin kullanılması, daha düşük-maliyetli ve çevre-dostu 
bir alternatif oluşturmaktadır. Bu bağlamda funguslardan elde edilen enzimler, ilaç ve tarım 
sektörleri de dahil olmak üzere birçok endüstriyel alanda kullanılmaktadır. Biyoteknoloji 
endüstrisinde fungus kaynaklı litik enzimler olan selülozik, proteolitik ve kitinolitik enzimlerin 
gıda ve dericilik endüstrilerinin yanı sıra biyolojik kontrol işlemlerinde ve tıbbi peptid 
üretiminde kullanılması yaygın bir uygulamadır (Haliskaranfil, 2012; Naeem vd., 2022). 
Uygulama alanlarındaki bu çeşitlilik baz alındığında yeni enzim kaynaklarının keşfi önemli 
hale gelmiştir. Bu bağlamda mikrobiyal kökenli enzimlerin taranması, tanılanması, 
saflaştırılması ve karakterizasyonu oldukça önem taşımaktadır (Naeem vd., 2022). 

Litik enzimleri üretme yetenekleri ile ön plana çıkan mikrobiyal popülasyonlar arasında 
Trichoderma, Penicillium ve Aspergillus gibi fungus cinsleri (El-Ghwas vd., 2023) ile 
Azospirillum, Bacillus ve Pseudomonas gibi bakteri cinsleri yer almaktadır (Morrison vd., 
2017; Etesami ve Maheshwari, 2018; Mekonnen ve Kibret, 2021). Bunlar arasında özellikle 
fungal enzimler, üretimleri ve bulundukları ortamdan ayrıştırılmalarının daha kolay olması 
sebebiyle daha çok tercih edilmektedir. Bu funguslar arasında da Trichoderma türlerinin, ticari 
değeri olan hücre duvarını parçalayıcı enzimlerin üretimi açısından yüksek kapasiteye sahip 
olduğu yapılan çalışmalar ile bildirilmiştir (Markovich ve Kononova, 2003; Menezes vd., 2019; 
Jamil, 2021; Gunjal, 2023).  

Bu çalışmada, Trichoderma türleri, bu türlerin önemli litik enzimleri ve konu ile ilgili 
yapılan çalışmalar derlenmiştir.  
 

Trichoderma Türlerinin Özellikleri  
Trichoderma ilk kez Persoon tarafından 1794’de tanımlanmıştır (Schuster ve Schmoll, 

2010). Trichoderma cinsi (teleomorph: Hypocrea); funguslar alemi, Ascomycota şubesi; 
Pezizomycotina alt şubesi; Sordariomycetes sınıfı; Hypocreales takımı; Hypocreaceae 
familyasında yer almakta ve 500'den fazla türü kapsamaktadır (Index Fungorum, 2025). 

Trichoderma türleri selüloz, protein ve nişasta gibi farklı substratları kullanabilme özelliğine 
sahiplerdir. Bu yeteneklerinden dolayı hücre duvarı parçalayıcı enzimleri (CWDEs: selülaz, 
proteaz ve glukanaz vb.) yüksek kapasitede üretebilmektedirler. Ayrıca, biyotik ve abiyotik 
stres yönetimi, ürün verimini artırıcı uygulamalar, antibiyotik üretimi, moleküler biyoloji 
çalışmaları, transgenik bitkiler ve ticari biyofungisitler gibi birçok alanda kapsamlı olarak 
incelenmiş ve kullanılmaktadır (Guruk ve Karaaslan, 2020; Pandey vd., 2021). 

Trichoderma türleri ılıman ve tropik bölgeler, Antarktika ve tundra da dahil olmak üzere 
tüm iklim kuşaklarında geniş bir yayılım gösteren hemen hemen her türlü toprakta, çürümüş 
bitki parçalarında, bitkilerde ve okyanusta bulunabilen, kozmopolit ve saprotrofik funguslar 
olarak sınıflandırılır ve genellikle odunsu bitkilerin endofiti olarak yaşarlar (Kamala vd., 2015; 
Chen vd., 2021). 

Trichoderma hızlı büyüyen ve bol spor üreten bir fungus cinsidir; bu sporlar, hiyalin ve 
septalı hiflerden oluşan iyi gelişmiş, dallanmış bir miselyum oluşturur. Spor oluşumu 
bakımından benzersiz bir yapıya sahiptir; çoğunlukla yeşil renkteki eşeysiz sporlar, çok dallı 
konidioforların uçlarında gelişir. Bazı türler klamidosporlar da oluşturur. Kültür koşullarında 
hızlı büyüyen, pamuksu, kabarık veya granüllü koloniler oluşturur ve renkleri beyazdan yeşilin 
farklı tonlarına kadar değişir. Mikroskobik olarak, konidilerin ve fiyalidlerin şekli ile düzeni ve 
konidioforların dallanma düzeni temel tanı özellikleridir. Buna ek olarak, büyüme hızlarındaki 
farklılıklar türler arasındaki ayrımı ortaya koymada faydalı olabilmektedir (Kara, 2013). Bu 
türlerin en iyi gelişim gösterdikleri sıcaklık 25-30°C olan ılıman nemli topraklar ve pH 5,5-7,5 
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Giriş 
Dünya nüfusunun artmasıyla birlikte, artan ihtiyaçları karşılayabilmek için endüstrileşme 

giderek daha fazla önem kazanmıştır. Endüstriyel uygulamalarda mikrobiyal kaynaklardan 
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olduğu yapılan çalışmalar ile bildirilmiştir (Markovich ve Kononova, 2003; Menezes vd., 2019; 
Jamil, 2021; Gunjal, 2023).  

Bu çalışmada, Trichoderma türleri, bu türlerin önemli litik enzimleri ve konu ile ilgili 
yapılan çalışmalar derlenmiştir.  
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2010). Trichoderma cinsi (teleomorph: Hypocrea); funguslar alemi, Ascomycota şubesi; 
Pezizomycotina alt şubesi; Sordariomycetes sınıfı; Hypocreales takımı; Hypocreaceae 
familyasında yer almakta ve 500'den fazla türü kapsamaktadır (Index Fungorum, 2025). 
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sahiplerdir. Bu yeteneklerinden dolayı hücre duvarı parçalayıcı enzimleri (CWDEs: selülaz, 
proteaz ve glukanaz vb.) yüksek kapasitede üretebilmektedirler. Ayrıca, biyotik ve abiyotik 
stres yönetimi, ürün verimini artırıcı uygulamalar, antibiyotik üretimi, moleküler biyoloji 
çalışmaları, transgenik bitkiler ve ticari biyofungisitler gibi birçok alanda kapsamlı olarak 
incelenmiş ve kullanılmaktadır (Guruk ve Karaaslan, 2020; Pandey vd., 2021). 

Trichoderma türleri ılıman ve tropik bölgeler, Antarktika ve tundra da dahil olmak üzere 
tüm iklim kuşaklarında geniş bir yayılım gösteren hemen hemen her türlü toprakta, çürümüş 
bitki parçalarında, bitkilerde ve okyanusta bulunabilen, kozmopolit ve saprotrofik funguslar 
olarak sınıflandırılır ve genellikle odunsu bitkilerin endofiti olarak yaşarlar (Kamala vd., 2015; 
Chen vd., 2021). 

Trichoderma hızlı büyüyen ve bol spor üreten bir fungus cinsidir; bu sporlar, hiyalin ve 
septalı hiflerden oluşan iyi gelişmiş, dallanmış bir miselyum oluşturur. Spor oluşumu 
bakımından benzersiz bir yapıya sahiptir; çoğunlukla yeşil renkteki eşeysiz sporlar, çok dallı 
konidioforların uçlarında gelişir. Bazı türler klamidosporlar da oluşturur. Kültür koşullarında 
hızlı büyüyen, pamuksu, kabarık veya granüllü koloniler oluşturur ve renkleri beyazdan yeşilin 
farklı tonlarına kadar değişir. Mikroskobik olarak, konidilerin ve fiyalidlerin şekli ile düzeni ve 
konidioforların dallanma düzeni temel tanı özellikleridir. Buna ek olarak, büyüme hızlarındaki 
farklılıklar türler arasındaki ayrımı ortaya koymada faydalı olabilmektedir (Kara, 2013). Bu 
türlerin en iyi gelişim gösterdikleri sıcaklık 25-30°C olan ılıman nemli topraklar ve pH 5,5-7,5 

aralığındadır (Korkom, 2016; 2022). Bununla birlikte, cins içindeki yüksek genetik çeşitlilik, 
kesin tanı için sıklıkla moleküler yöntemlerin kullanılmasını gerektirir (Thangaraj vd., 2025). 

Trichoderma cinsi, çeşitli özellikleri ve kullanım alanlarıyla öne çıkan birçok önemli tür 
içermektedir. Bu türler arasında Trichoderma harzianum, T. atroviride, T. asperellum, T. 
hamatum, T. koningii, T. longibrachiatum, T. polysporum, T. pseudokoningii, T. reesei ve T. 
viride yer almaktadır (Markovich ve Kononova, 2003; Qualhato vd., 2013; Mukhopadhyay ve 
Kumar, 2020). Trichoderma spp.’nin çok yönlü etki mekanizmalarının varlığı ve çeşitli 
ortamlara olan adaptasyon kabiliyeti ile endüstriyel uygulamalarda yüksek kullanım 
potansiyeline sahiptir (Korkom, 2022). Bu özellikleri sayesinde Trichoderma türleri, dünya 
çapında en çok ticari biyopreparat haline getirilen funguslar arasındadır (Kredics vd., 2005; 
Bayrak vd., 2021; Gezgin vd., 2023). Endüstriyel uygulamalar açısından bu türlerin sahip 
oldukları litik enzimleri kodlayan genlerin klonlanması ve eksprese edilmesi önem arz 
etmektedir (Deng vd., 2018). Ayrıca Trichoderma’ların sahip olduğu hücre duvarını parçalayan 
enzimlerin kullanımı, ürünlerin raf ömrünün uzatılması için umut verici alternatif olarak 
değerlendirilmektedir (Naeem vd., 2022). Bu bağlamda biyoteknolojinin farklı uygulama 
alanlarında, enzim üretimi ve biyolojisi üzerine yoğun olarak çalışmaları yapılan bir türdür 
(Kredics vd., 2005; Bayrak vd., 2021; Gezgin vd., 2023). 

 
Trichoderma Türlerindeki Bazı Litik Enzimler 
Hidrolitik enzimler, funguslar gibi mikrobiyal kaynaklar tarafından üretilen ve polisakkarit, 

protein ile lipit gibi molekülleri daha küçük bileşenlere ayıran, hücre duvarını parçalayabilen 
ekstraselüler enzimlerdir (Nauom vd., 2019). En çok çalışılan hidrolitik enzimler sırasıyla 
kitinolitik, glukanolitik ve proteolitik enzimlerdir (Qualhato vd., 2013; Mukhopadhyay ve 
Kumar, 2020). Trichoderma türlerinin, hücre duvarı parçalanmasında görevli olan litik 
enzimlerin üreticileri olduğu bilinmektedir (Nauom vd., 2019; Ribeiro vd., 2019). Bu türler 
tarafından üretildiği bilinen bazı litik enzimler, amilaz, selülaz, proteaz ve kitinaz enzimleridir 
(Jamil, 2021; Gunjal, 2023). Bu bağlamda, çalışmamızda Trichoderma türleri tarafından 
sentezlenebilen selülaz, proteaz, kitinaz ve amilaz litik enzimlerinin önemi ve özelliklerine 
değinilmiştir. 

Selülaz, selülozun yapısındaki ß-1,4 glikozidik bağlarını parçalayabilen, 500 milyon dolar 
pazar payı ile dünya genelinde üçüncü en büyük endüstriyel enzimdir (Haliskaranfil, 2012; 
Aissaoui vd., 2017; Hamdan ve Jasim, 2018; Elibol İleri, 2019). Selülaz enzimi üç ana sınıfa 
ayrılmaktadır. Bunlar; endoglukanaz, ekzoglukanaz, β-glukosidazdır. Selülozun hidroliz 
işlemi, bu üç sınıfın sinerjistik aktivitesi ile gerçekleşmektedir (Yasmin vd., 2013; Juturu ve 
Wu, 2014; Abe vd., 2015). Bu enzim, çeşitli biyolojik aktivitelerin düzenlenmesinde, bağışıklık 
yanıtının oluşmasında, büyüme ve gelişimde önemli rol oynamaktadır (Sharma vd., 2016; 
Mukhopadhyay ve Kumar, 2020). Ayrıca selülaz enzimleri, lignoselülozik atıkların biyogaza 
dönüşümünde görevli olmasıyla ön plana çıkmaktadır. Enzim sisteminin kompleksliği ve 
endüstriyel kullanım alanlarının varlığı gibi pek çok özelliği ile selülaz enzimleri, akademik ve 
endüstriyel çalışmalar açısından oldukça önemli kaynak teşkil etmektedirler (Alpınar, 2017). 
Çoğu fungus ve bakterilerin selülaz sentezleyebildiği çalışmalarla kanıtlanmıştır. (Pirzadah vd., 
2014; Yan vd., 2021). Ticari selülaz enzimlerinin çoğu, Trichoderma ve Aspergillus türlerinden 
elde edilmiştir (Abe vd., 2015). Trichoderma cinsinden özellikle T. reesei’nin diğer türlere 
kıyasla hem daha yüksek enzim aktivitesine sahip olduğu hem de daha yüksek miktarda selülaz 
enzimini ürettiği bildirilmiştir (Pirzadah vd., 2014; Yan vd., 2021). Yapılan bir çalışmada T. 
atroviride’nin β-glukosidaz enzimi, SDS-PAGE ile saflaştırılmış ve kinetik verileri 
belirlenmiştir. Enzim 6,7117 kat saflaştırılmış ve yaklaşık olarak 70 kDa ve 60 kDa moleküler 
ağırlığında iki alt birime sahip olduğu saptanmıştır. En yüksek aktivite gösterdiği sıcaklık ve 
pH değerleri sırasıyla 65°C ve pH=3 olarak bulunmuştur (Aydın, 2024). Gunjal (2023) 
tarafından yürütülen çalışmada, Trichoderma türlerinin izolasyonu ve karakterizasyonu 
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gerçekleştirilmiştir. Mikroskobik olarak tanımlanan izolatların selülaz üretim kapasiteleri 
değerlendirilmiştir. İncelenen üç Trichoderma izolatının semikantitatif olarak selülaz 
üretebildiği ve sırasıyla 1,4 cm, 1,3 cm ve 0,9 cm genişliğinde şeffaf zonlar oluşturduğu 
belirlenmiştir. Yapılan bir başka çalışma incelendiğinde Harran ovası topraklarından 
Trichoderma izolatları elde edilmiş ve bu izolatlar tarafından salgılanan selülazın protein 
büyüklüğü SDS-PAGE analizi ile 32 kDa, optimum sıcaklığı 40ºC, optimum pH’ı 5,0 olarak 
bulunmuştur. Trichoderma T1 izolatından elde edilen selülazın katı besiyerinde (0,35±0,02 EU) 
ve sıvı kültürde (0,008 U/mL) en yüksek aktiviteye sahip olduğu belirlenmiştir. Trichoderma 
spp.’dan elde edilen selülazın enzim aktivitesi ticari selülaz enzimi ile kıyaslanmış ve fungal 
enzimin kayda değer seviyede aktivite gösterdiği gözlenmiştir (Guruk, 2018). Hamdan ve Jasim 
(2018) tarafından yapılan çalışmada T. longibrachiatum’un ürettiği selülaz enzimi, art arda 
uygulanan dört farklı saflaştırma tekniği (amonyum sülfat çöktürmesi, diyaliz, iyon değişim 
kromatografisi ve jel filtrasyon) kullanılarak 9,69 kat saflaştırılmıştır. Bu enzimin spesifik 
aktivitesi 6680,8 U/mg, moleküler ağırlığı 17782 kDa, optimum pH’ı 4 ve sıcaklığı 40ºC olarak 
bulunmuştur. Yapılan bir çalışmada, T. harzianum NRRL 13019 izolatından selülaz (β-
glukosidaz) enzimi saflaştırılmış ve SDS-PAGE analizi sonucunda yaklaşık 110 kDa 
büyüklüğünde tek bir bant elde edilmiştir. Enzimin optimum pH değeri 4,0 ve optimum 
sıcaklığı ise 65°C olarak belirlenmiştir (Alpınar, 2017). Saravanakumar vd. (2016) yaptıkları 
çalışmada T. harzianum’un selülaz enzimi ürettiği belirlenmiştir (Sharma vd., 2022). Yapılan 
bir çalışmada da Trichoderma izolatlarının selülaz üretebilme yetenekleri, hem agar-plak hem 
de sıvı kültür yöntemleri ile incelenmiştir. Bu izolatların karboksimetil selüloz (CMC) agar 
ortamında 9. günde 40-72 mm’lik gelişme zon çapları ile iyi gelişim gösterdiği tespit edilmiştir. 
Sıvı kültürde ise 7. gündeki selülaz aktivitesinin optimum olduğu ve en düşük aktivitenin ID4A 
izolatında ve en yüksek aktivitenin 0,017 U/mL ile ID11D izolatında olduğu belirlenmiştir 
(Bozdeveci, 2014). Pirzadah vd. (2014) tarafından yapılan çalışmada T. viride’den selülaz 
enzimi elde edilmiş ve SDS-PAGE analizi yapılarak moleküler ağırlığı 31,2 kDa olarak 
belirlenmiştir. Ayrıca, enzimin 4,8-5,5 pH aralığında aktif olduğu ve aktiflik gösterdiği 
sıcaklığın 50°C ve 70°C olarak değişkenlik gösterdiği tespit edilmiştir. Bir diğer çalışmada, T. 
harzianum Rifai T3 izolatının selülaz enzim aktivitesi belirlenmiş ve kısmi karakterizasyonu 
yapılmıştır. Saflaştırılan iki adet selülaz enziminin 40 kDa ve 45 kDa moleküler ağırlığa sahip 
olduğu tespit edilmiştir. Bu enzimlerin optimum pH değerleri 4,0-5,0 ve sıcaklıkları 37-40°C 
olarak bulunmuştur (Thrane vd., 1997).  

Proteolitik aktivite hücre duvarının tamamen yıkımı için öncü bir rol oynar (Markovich ve 
Kononova, 2003). Proteolitik aktiviteye sahip olan proteaz enzimi, bir protein ya da peptid 
içerisinde bulunan iki aminoasit arasındaki peptid bağlarını parçalayabilen kompleks bir 
enzimdir (Daranagama vd., 2019; Mukhopadhyay ve Kumar, 2020; Sun vd., 2021; Sharma vd., 
2022). Proteaz enzimlerinin; serin proteazlar, alkalin proteazlar, metalloproteazlar ve aspartil 
proteazlar olarak çeşitli tipleri bulunmaktadır. Bu enzimler optimum pH’larına göre alkali 
(bazik), nötr ve asidik proteazlar olarak da sınıflara ayrılabilmektedir (Kredics vd., 2005; Abe 
vd., 2015; Sharma vd., 2016; Sharma vd., 2022). Proteaz enzimi, tüm enzim pazarının yaklaşık 
%60’ını oluşturmaktadır ve sağlık, ilaç, gıda ve biyoteknoloji endüstrilerinde oldukça önem arz 
etmektedir (Daranagama vd., 2019). Trichoderma türleri, selülaz üreticileri olarak kapsamlı bir 
şekilde çalışılmıştır. Bununla birlikte Trichoderma’lardan proteazların salgılanması, 
endüstriyel olarak proteaz üretebilme özellikleri veya proteaz üretme yetenekleri veya 
üretildikleri takdirde bu tür proteazların doğası hakkında yeterince çalışma bulunmamaktadır 
(Manonmani ve Joseph, 1993; Kredics vd., 2005; Šimkovič vd., 2012; Şahin, 2013). Xue vd. 
(2024) tarafından yapılan çalışmada T. asperellum’un sentezlediği aspartik proteaz enziminin 
aktivitesi ve karakteristik özellikleri araştırılmıştır. En yüksek proteaz aktivitesi 4092 U/mL, 
optimum pH ve sıcaklık değerleri sırasıyla 3,0 ve 50°C olarak belirlenmiştir. Yapılan bir 
çalışmada T. harzianum’un proteaz aktivitesi incelenmiştir. Proteaz için elde edilen spesifik 
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gerçekleştirilmiştir. Mikroskobik olarak tanımlanan izolatların selülaz üretim kapasiteleri 
değerlendirilmiştir. İncelenen üç Trichoderma izolatının semikantitatif olarak selülaz 
üretebildiği ve sırasıyla 1,4 cm, 1,3 cm ve 0,9 cm genişliğinde şeffaf zonlar oluşturduğu 
belirlenmiştir. Yapılan bir başka çalışma incelendiğinde Harran ovası topraklarından 
Trichoderma izolatları elde edilmiş ve bu izolatlar tarafından salgılanan selülazın protein 
büyüklüğü SDS-PAGE analizi ile 32 kDa, optimum sıcaklığı 40ºC, optimum pH’ı 5,0 olarak 
bulunmuştur. Trichoderma T1 izolatından elde edilen selülazın katı besiyerinde (0,35±0,02 EU) 
ve sıvı kültürde (0,008 U/mL) en yüksek aktiviteye sahip olduğu belirlenmiştir. Trichoderma 
spp.’dan elde edilen selülazın enzim aktivitesi ticari selülaz enzimi ile kıyaslanmış ve fungal 
enzimin kayda değer seviyede aktivite gösterdiği gözlenmiştir (Guruk, 2018). Hamdan ve Jasim 
(2018) tarafından yapılan çalışmada T. longibrachiatum’un ürettiği selülaz enzimi, art arda 
uygulanan dört farklı saflaştırma tekniği (amonyum sülfat çöktürmesi, diyaliz, iyon değişim 
kromatografisi ve jel filtrasyon) kullanılarak 9,69 kat saflaştırılmıştır. Bu enzimin spesifik 
aktivitesi 6680,8 U/mg, moleküler ağırlığı 17782 kDa, optimum pH’ı 4 ve sıcaklığı 40ºC olarak 
bulunmuştur. Yapılan bir çalışmada, T. harzianum NRRL 13019 izolatından selülaz (β-
glukosidaz) enzimi saflaştırılmış ve SDS-PAGE analizi sonucunda yaklaşık 110 kDa 
büyüklüğünde tek bir bant elde edilmiştir. Enzimin optimum pH değeri 4,0 ve optimum 
sıcaklığı ise 65°C olarak belirlenmiştir (Alpınar, 2017). Saravanakumar vd. (2016) yaptıkları 
çalışmada T. harzianum’un selülaz enzimi ürettiği belirlenmiştir (Sharma vd., 2022). Yapılan 
bir çalışmada da Trichoderma izolatlarının selülaz üretebilme yetenekleri, hem agar-plak hem 
de sıvı kültür yöntemleri ile incelenmiştir. Bu izolatların karboksimetil selüloz (CMC) agar 
ortamında 9. günde 40-72 mm’lik gelişme zon çapları ile iyi gelişim gösterdiği tespit edilmiştir. 
Sıvı kültürde ise 7. gündeki selülaz aktivitesinin optimum olduğu ve en düşük aktivitenin ID4A 
izolatında ve en yüksek aktivitenin 0,017 U/mL ile ID11D izolatında olduğu belirlenmiştir 
(Bozdeveci, 2014). Pirzadah vd. (2014) tarafından yapılan çalışmada T. viride’den selülaz 
enzimi elde edilmiş ve SDS-PAGE analizi yapılarak moleküler ağırlığı 31,2 kDa olarak 
belirlenmiştir. Ayrıca, enzimin 4,8-5,5 pH aralığında aktif olduğu ve aktiflik gösterdiği 
sıcaklığın 50°C ve 70°C olarak değişkenlik gösterdiği tespit edilmiştir. Bir diğer çalışmada, T. 
harzianum Rifai T3 izolatının selülaz enzim aktivitesi belirlenmiş ve kısmi karakterizasyonu 
yapılmıştır. Saflaştırılan iki adet selülaz enziminin 40 kDa ve 45 kDa moleküler ağırlığa sahip 
olduğu tespit edilmiştir. Bu enzimlerin optimum pH değerleri 4,0-5,0 ve sıcaklıkları 37-40°C 
olarak bulunmuştur (Thrane vd., 1997).  

Proteolitik aktivite hücre duvarının tamamen yıkımı için öncü bir rol oynar (Markovich ve 
Kononova, 2003). Proteolitik aktiviteye sahip olan proteaz enzimi, bir protein ya da peptid 
içerisinde bulunan iki aminoasit arasındaki peptid bağlarını parçalayabilen kompleks bir 
enzimdir (Daranagama vd., 2019; Mukhopadhyay ve Kumar, 2020; Sun vd., 2021; Sharma vd., 
2022). Proteaz enzimlerinin; serin proteazlar, alkalin proteazlar, metalloproteazlar ve aspartil 
proteazlar olarak çeşitli tipleri bulunmaktadır. Bu enzimler optimum pH’larına göre alkali 
(bazik), nötr ve asidik proteazlar olarak da sınıflara ayrılabilmektedir (Kredics vd., 2005; Abe 
vd., 2015; Sharma vd., 2016; Sharma vd., 2022). Proteaz enzimi, tüm enzim pazarının yaklaşık 
%60’ını oluşturmaktadır ve sağlık, ilaç, gıda ve biyoteknoloji endüstrilerinde oldukça önem arz 
etmektedir (Daranagama vd., 2019). Trichoderma türleri, selülaz üreticileri olarak kapsamlı bir 
şekilde çalışılmıştır. Bununla birlikte Trichoderma’lardan proteazların salgılanması, 
endüstriyel olarak proteaz üretebilme özellikleri veya proteaz üretme yetenekleri veya 
üretildikleri takdirde bu tür proteazların doğası hakkında yeterince çalışma bulunmamaktadır 
(Manonmani ve Joseph, 1993; Kredics vd., 2005; Šimkovič vd., 2012; Şahin, 2013). Xue vd. 
(2024) tarafından yapılan çalışmada T. asperellum’un sentezlediği aspartik proteaz enziminin 
aktivitesi ve karakteristik özellikleri araştırılmıştır. En yüksek proteaz aktivitesi 4092 U/mL, 
optimum pH ve sıcaklık değerleri sırasıyla 3,0 ve 50°C olarak belirlenmiştir. Yapılan bir 
çalışmada T. harzianum’un proteaz aktivitesi incelenmiştir. Proteaz için elde edilen spesifik 

aktiviteler sırasıyla 361,73 ± 16,60 U/mg protein ve 192,41 ± 1,93 U/mg protein olarak 
belirlenmiştir (Nauom vd., 2019). Yapılan bir diğer çalışmada T. atroviride tarafından üretilen 
proteazın, farklı substratlar kullanılarak aktivitesi incelenmiş ve karakterize edilmiştir Elde 
edilen proteazların yaklaşık 200 kDa ve 36 kDa olduğu bulunmuştur. Substrat olarak azokazein 
kullanılarak ölçüm yapıldığında optimum aktivite 37°C’de gözlenirken, sığır serum albümin 
kullanılarak ölçüm yapıldığında optimum aktivite 20°C’de aktivite gözlenmiştir (Šimkovič vd., 
2012). Viterbo vd. (2002)’nin yaptıkları çalışmada Trichoderma izolatının 5°C’de dahi çok 
yüksek proteaz aktivitesine sahip olduğu belirlenmiştir (Maral, 2012). Tchameni vd. (2020) 
tarafından Trichoderma türlerinin salgıladığı litik enzimler ve sekonder metabolitlerin 
incelenmesi üzerine bir çalışma yapılmıştır. Bu çalışmadaki T. erinaceum (IT-58), T. gamsii 
(IT-62), T. afroharzianum (P8) ve T. harzianum (P11)'in selülaz ve proteaz üretebildiği 
belirlenmiştir. 

Kitinaz, bakteri, fungus, böcek, bitki ve omurgalılarda bulunan, kitin polisakkaritinin 
hidrolizinde görev alan bir enzimdir. Yapılan bir çalışmada deniz kökenli T. bissettii izolatları 
tarafından salgılanan kitinolitik enzim aktivitesi araştırılmıştır. Çalışma sonucunda ham 
enzimin optimum kitinolitik aktivitesi 50°C ve pH 5,0’da gözlenmiştir (Chung vd., 2022). 
Gezgin vd. (2020) tarafından yapılan çalışmada Trichoderma türlerindeki farklı litik enzimlerin 
aktiviteleri incelenmiştir. Trichoderma atroviride ve T. citrinoviride izolatları 0,05-0,29 U/mL 
aralığında kitinaz, 0,16-0,40 U/mL aralığında β-1,3 glukanaz, 0,56-2,99 U/mL aralığında 
proteaz enzim aktiviteleri tespit edilmiştir. Jamil (2021) tarafından yapılan çalışmada T. 
harzianum ve T. viride izolatlarının yüksek seviyede selülaz, proteaz, ligninaz ve kitinaz 
enzimlerini ürettiği belirlenmiştir. Yapılan bir çalışmada T. harzianum, T. tomentosum, T. 
asperellum ve T. ghanense'nin in vitro koşullarda hücre duvarını parçalayan enzimleri (proteaz, 
glukanaz, kitinaz) ölçülmüştür. T. harzianum ve T. asperellum’un hücre duvarı enzimlerini 
salgıladığı belirlenmiştir (Qualhato vd., 2013). Lima vd. (1997) tarafından yapılan çalışmada 
altı Trichoderma izolatının kitinolitik enzimleri ve β-1,3-glukanaz üretim miktarları 
incelenmiştir. Çalışma sonucunda maksimum kitinaz, kitobiaz ve β-1,3-glukanaz aktiviteleri 
sırasıyla 171 U/mL, 0,189 U/mL ve 197 U/mL olarak belirlenmiştir.  

Karbohidrat içerikli endüstriyel uygulamaların çoğu, biyoteknolojik olarak dönüşüme 
uygundur. Bitkisel karbohidratlar arasında nişasta, selülozdan sonra ikinci sırada yer alan 
önemli bir karbon ve enerji kaynağıdır. Amilaz enzimi, nişastanın hidrolizinde görev alan, 
dünya enzim piyasasında yaklaşık %25-33’lük pazar payı ile önemli bir endüstriyel enzimdir. 
Amilaz enziminin iki tipi bulunmaktadır. Bunlar endoamilazlar ve ekzoamilazlardır. Bu enzim, 
kolay ve düşük maliyetli şekilde üretilebilmelerinden dolayı deterjan, tekstil ve gıda 
endüstrilerinde tercih edilmektedir (Haliskaranfil, 2012). Menezes vd. (2019) yaptıkları 
çalışmada Antarktika’dan izole edilen fungusun patojenik aktivitesinin karakterizasyonu, 
fizyolojik ve enzimatik özellikleri incelenmiştir. Çalışmadaki izolat Trichoderma olarak 
tanılanmış, bu türün amilaz ve proteaz enzim üretiminin 10°C ve 30°C’de optimum olduğu, 
selülaz enzimi üretimininse sadece 10°C’de optimum olduğu tespit edilmiştir. Mısır bitkisinden 
izole edilen farklı fungus türlerindeki amilaz, proteaz, selülaz gibi bazı litik enzimlerin 
incelendiği çalışmada, T. harzianum’un proteaz enzimini üretebildiği, diğer enzimleri 
üretemediği belirlenmiştir (Abe vd., 2015).  
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Sonuç 
Derlemede, endüstriyel açıdan öneme sahip Trichoderma türleri, bu türlerin sahip oldukları 

bazı litik enzimler ve bu konu ile ilgili yapılan çalışmalar hakkında bilgi verilmiştir. Hızlı nüfus 
artışı sonucunda ülkemizde ve dünya çapında endüstrileşme oldukça önem kazanmıştır. Bu 
durum dikkate alındığında ilaç, gıda, tekstil ve tarım başta olmak üzere pek çok endüstriyel 
alanda mikrobiyal kaynaklardan elde edilen enzimler, düşük maliyetli ve çevre dostu olmaları 
ile ön plana çıkmıştır. Özellikle fungal kaynaklı enzimler, genetik modifikasyonlarının 
kolaylığı ve bulundukları ortamdan daha kolay ayrıştırılmaları ile daha çok tercih edilmektedir. 
Funguslar arasında Trichoderma türleri, hücre duvarının parçalanmasında önemli rol oynayan 
litik enzimlerin önemli üreticileri olarak başı çekmektedir. Endüstriyel açıdan değerli bu 
enzimlerin mikrobiyal kaynaklarının taranması, bu enzimlerin saflaştırılması, 
karakterizasyonu, protein yapısı ve parçalayıcı mekanizmalarının anlaşılması üzerine yapılacak 
çalışmaların sayısının arttırılmasının uygulamalar açısından önemli olacağı düşünülmektedir. 
Trichoderma türleri selülaz, kitinaz, proteaz ve amilaz üreticileri olarak kapsamlı biçimde 
araştırılmış olsa da konuya ilişkin daha spesifik ve ileri düzey çalışmalar yapılmasına hâlâ 
ihtiyaç duyulmaktadır. 
 
Teşekkür 
Bu çalışma, TUBITAK-KBAG tarafından 125Z258 numaralı proje ile desteklenmiştir. 
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Antioksidan savunma sistemleri genel olarak enzimatik ve enzimatik olmayan 

bileşenlerden oluşur. Enzimatik antioksidanlar arasında süperoksit dismutaz (SOD), katalaz 
(CAT) ve glutatyon redüktaz (GR) en önemli koruyucu enzimler arasında yer alır. Bu enzimler, 
hücre içi redoks dengesinin korunmasında koordineli bir şekilde görev yapar. Enzimatik 
olmayan antioksidanlar ise C vitamini, E vitamini, karotenoidler ve glutatyon gibi düşük 
molekül ağırlıklı bileşiklerdir (Birben ve ark., 2012). 

Canlı organizmalarda enerji üretimi ve metabolik faaliyetler sonucunda reaktif oksijen 
türleri (ROS) ve serbest radikaller sürekli olarak oluşur. Bu bileşiklerin artışı, hücrede oksidatif 
stres olarak bilinen duruma yol açarak lipit, protein ve DNA gibi biyomoleküllerde hasar 
meydana getirir (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Oksidatif stresin dengelenmesi, hücre içi 
antioksidan sistemlerin etkinliği ile doğrudan ilişkilidir. Bu sistemlerin önemli bir bileşeni olan 
GR enzimi, okside glutatyonu (GSSG) indirgenmiş formuna (GSH) dönüştürerek hücresel 
redoks dengesinin sürdürülmesini sağlar (Keha EE ve Küfrevioğlu Öİ.,2010).GR enzimi, NADPH 
bağımlı bir flavoprotein olup, özellikle karaciğer, dalak ve eritrositlerde yüksek düzeyde 
bulunur ve hücreleri oksidatif hasara karşı korumada kilit rol oynar (Mannervik, 2014). 

     Glutatyon redüktaz aktivitesindeki değişimler; diyabet, nörodejeneratif hastalıklar, 
kardiyovasküler bozukluklar ve kanser gibi çeşitli patolojik durumlarla ilişkilendirilmiştir 
(Pastor ve ark., 2019). Bu nedenle, GR’nin aktivitesi ve düzenlenme mekanizmalarının 
anlaşılması, hem biyokimyasal araştırmalar hem de terapötik yaklaşımlar açısından büyük 
önem taşımaktadır.  

       İlaçların bu tür enzimler üzerindeki etkilerinin incelenmesi, hem farmakolojik 
etkinliklerinin hem de olası toksik etkilerinin anlaşılması açısından önem taşımaktadır (Çoban 
Ç, 2022; Çoban Ç vd., 2022). Özellikle antiinflamatuvar ve analjezik ilaçların oksidatif stresle 
ilişkili metabolik yolları etkileyebildiği bilinmektedir( Coban, C vd., 2024). Bu bağlamda 
polietilen glikol (PEG) farmasötik formülasyonlarda taşıyıcı ve stabilizatör olarak kullanılan 
bir polimerdir ve bazı çalışmalarda hücresel düzeyde koruyucu veya nötr etkiler gösterebildiği 
bildirilmiştir (Caliceti ve Veronese, 2003). Benzidamin hidroklorür (HCl) ise lokal 
antiinflamatuvar ve analjezik özellikleriyle bilinen bir ilaç olup, oksidatif stres parametreleri 
üzerindeki etkileri henüz tam olarak açıklığa kavuşturulamamıştır (Köksal vd., 2016). 

      Bu çalışmada, polietilen glikol ve benzidamin HCl’nin koyun dalak dokusundan 
saflaştırılan glutatyon redüktaz enzimi üzerindeki in vitro etkileri araştırılmıştır. Dalak dokusu, 
yüksek metabolik aktiviteye sahip bir organ olduğundan, redoks sistemleri bakımından zengin 
bir kaynak oluşturur. Bu kapsamda, ilaçların GR enzimi üzerindeki aktivasyon veya inhibisyon 
etkilerinin belirlenmesi, oksidatif stresle ilişkili hücresel süreçlerdeki olası rollerinin 
anlaşılmasına katkı sağlayacaktır. 

Materyal ve Metot 
 
            Materyaller 

            Bu çalışmada kullanılan tüm kimyasallar analitik saflıkta olup, Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, USA) ve Merck (Darmstadt, Germany) firmalarından temin edilmiştir. Glutatyon 
redüktazın saflaştırılmasında kullanılan 2’,5’-ADP-Sepharose 4B afinite jeli Sigma-Aldrich 
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saflaştırılan glutatyon redüktaz enzimi üzerindeki in vitro etkileri araştırılmıştır. Dalak dokusu, 
yüksek metabolik aktiviteye sahip bir organ olduğundan, redoks sistemleri bakımından zengin 
bir kaynak oluşturur. Bu kapsamda, ilaçların GR enzimi üzerindeki aktivasyon veya inhibisyon 
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Materyal ve Metot 
 
            Materyaller 

            Bu çalışmada kullanılan tüm kimyasallar analitik saflıkta olup, Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, USA) ve Merck (Darmstadt, Germany) firmalarından temin edilmiştir. Glutatyon 
redüktazın saflaştırılmasında kullanılan 2’,5’-ADP-Sepharose 4B afinite jeli Sigma-Aldrich 

firmasından alınmıştır. Amonyum sülfat, Tris-HCl, EDTA, NADPH, okside glutatyon (GSSG) 
ve diğer tampon bileşenleri standart laboratuvar reaktifleridir. 
İlaç çözeltileri (Polietilen glikol ve Benzidamin HCl) distile suda çözülerek deney öncesinde 
taze olarak hazırlanmıştır. 

 Homojenatın Hazırlanması, Amonyum Sülfat Çöktürülmesi ve Diyaliz 
 
         Taze koyun dalak dokusu, yerel mezbahadan temin edilip buz banyosunda laboratuvara 
taşınmıştır. Doku, soğuk 45 mL’lik 50 mM KH2PO4 (pH= 8,0)  içinde homojenizatörde 
parçalanmıştır. Elde edilen homojenat 4 °C’de, 1 saat (10.000xg )santrifüj edilmiştir. 
Süpernatant kısmı enzim kaynağı olarak kullanılmıştır (Şentürk et al., 2009). Süpernatant 
fraksiyonu, kademeli olarak %20–70 amonyum sülfat doygunluğuna ulaştırılmıştır. Her 
basamakta çöken proteinler santrifüj edilip, çökeltiler 10 mM K-fosfat, 1 mM EDTA diyaliz 
tamponda 4 ºC'de diyalize edildi (Çoban, 2022; Çoban ve Çiftci, 2022; Çoban et al., 2022). 
 
 

 2', 5' ADP Sepharose-4B Afinite Kromatografisi 
 
            Dializ sonrası elde edilen enzim çözeltisi, 2’,5’-ADP-Sepharose 4B afinite kolonu 
üzerine yüklenmiştir. Kolon, 2′,5′-ADP-Sepharose-4B jeli 0.1 M KH₂PO₄ + 0.1 M K-asetat 
tamponu ile dengelenmiş ve adsorbe olmayan proteinler uzaklaştırılmıştır. Enzim, NADPH 
içeren elüsyon tamponu ile elüe edilmiştir. Fraksiyonlarda 340 nm’de absorbans takibi yapılmış 
ve enzim içeren kısımlar birleştirilmiştir (Çoban, 2022; Çoban ve Çiftci, 2022; Çoban et al., 
2022). 
 
          Protein Tayini 

           Saflaştırma işleminin her basamağında enzim aktivitesi ile birlikte toplam protein 
miktarı belirlenmiş ve spesifik aktivite değerleri bu verilere göre hesaplanmıştır. Protein 
miktarının tayininde, Bradford (1976) tarafından geliştirilen kolorimetrik yöntem 
kullanılmıştır. Bu yöntem, proteinlerin Coomassie Brilliant Blue G-250 boyası ile oluşturduğu 
kompleksin absorbans değişimine dayanır. Bradford yöntemi, hızlı, hassas ve düşük protein 
konsantrasyonlarında dahi güvenilir sonuçlar vermesi nedeniyle tercih edilmiştir. Ölçümler, 
595 nm dalga boyunda UV-Vis spektrofotometre ile gerçekleştirilmiştir. Standart eğrinin 
oluşturulmasında, referans protein olarak sığır serum albümini (BSA) kullanılmıştır. 

 
             Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

        Glutatyon redüktaz aktivitesi, NADPH’nin GSSG’ye indirgenmesi sırasında 340 nm’de 
absorbans azalmasının izlenmesi esasına göre spektrofotometrik olarak tayin edilmiştir. 
Reaksiyon karışımı; 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 0.5 mM GSSG, 0.1 mM 
NADPH içermektedir. Ölçümler 25 °C’de gerçekleştirilmiştir. Bir enzim birimi, dakikada 1 
µmol NADPH’nin oksidasyonuna yol açan enzim miktarı olarak tanımlanmıştır (Carlberg ve 
Mannervik, 1985). 
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          İnhibisyon ve Aktivasyon Çalışmaları 

        Saflaştırılan enzim çözeltisine, Polietilen glikol (PEG) ve Benzidamin HCl ilaçlarının 
farklı konsantrasyonları uygulanmıştır. Ölçüm yapılırken mümkün olan en yüksek inhibitör 
konsantrasyonuna kadar denemeler yapıldı Her bir ilaç için en az beş farklı derişim aralığı 
hazırlanmış ve deneyler üç paralel olarak yürütülmüştür. Elde edilen aktiviteler kontrol 
değerine oranla % Aktivite olarak hesaplanmış ve % Aktivite–[I] grafikleri çizilmiştir 
(Lineweaver ve Burk, 1934). 

         

   Sonuçlar  

 
Polietilen  glikozun koyun dalak dokususundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enzimi 

üzerindeki etkilerinin araştırılmasında elde edilen aktivite verileri Tablo1’de ve grafiği de Şekil 
1’de verildi. 

 
 

Tablo 1. Polietilen  glikozun enzim üzerindeki etkilerinin verileri 
 
 

Polietilen glikoz derişimi (mM) %  Aktivite 
 

0 100 
0,1 107,8 
0,2                     111,15 
0,5 114 
1 115,7 
2 121 

  
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Şekil 1. Polietilen glikoz için elde edilen [I]-%Aktivite grafiği 
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          İnhibisyon ve Aktivasyon Çalışmaları 

        Saflaştırılan enzim çözeltisine, Polietilen glikol (PEG) ve Benzidamin HCl ilaçlarının 
farklı konsantrasyonları uygulanmıştır. Ölçüm yapılırken mümkün olan en yüksek inhibitör 
konsantrasyonuna kadar denemeler yapıldı Her bir ilaç için en az beş farklı derişim aralığı 
hazırlanmış ve deneyler üç paralel olarak yürütülmüştür. Elde edilen aktiviteler kontrol 
değerine oranla % Aktivite olarak hesaplanmış ve % Aktivite–[I] grafikleri çizilmiştir 
(Lineweaver ve Burk, 1934). 

         

   Sonuçlar  

 
Polietilen  glikozun koyun dalak dokususundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enzimi 

üzerindeki etkilerinin araştırılmasında elde edilen aktivite verileri Tablo1’de ve grafiği de Şekil 
1’de verildi. 

 
 

Tablo 1. Polietilen  glikozun enzim üzerindeki etkilerinin verileri 
 
 

Polietilen glikoz derişimi (mM) %  Aktivite 
 

0 100 
0,1 107,8 
0,2                     111,15 
0,5 114 
1 115,7 
2 121 

  
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Şekil 1. Polietilen glikoz için elde edilen [I]-%Aktivite grafiği 
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            Benzidamin HCI’in koyun dalak dokususundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enzimi 
üzerindeki etkilerinin araştırılmasında elde edilen aktivite verileri Tablo2’de ve grafiği de Şekil 
2’de verildi. 
 

Tablo 2. Benzidamin HCI’in enzim aktivitesi üzerindeki etkilerinin verileri 
 
 

Benzidamin HC derişimi (mM) %  Aktivite 
 

0,0 100 
0,043 99,60 
0,086 95,89 
0,216 91,58 
0,432 89,04 
0,864 74,95 
1,293 68,69 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Şekil 2. Benzidamin HCI için elde edilen [I]-%Aktivite grafiği 
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TARTIŞMA 

Bu çalışmada, koyun dalak dokusundan saflaştırılan glutatyon redüktaz (GR) enzimi 
üzerine polietilen glikol (PEG) ve benzidamin HCl'nin in vitro etkileri araştırılmıştır. Elde 
edilen bulgular, her iki ilacın da GR enzimi üzerinde farklı etki mekanizmalarına sahip 
olduğunu göstermiştir. 

GR enziminin biyokimyasal özelliklerinin doğru şekilde incelenebilmesi için, yüksek 
saflıkta elde edilmesi büyük önem taşır. Bu nedenle çalışma kapsamında enzim çeşitli 
saflaştırma basamaklarından geçirilmiştir. İlk olarak, ham dalak homojenatı belirli doygunluk 
aralıklarında amonyum sülfat çöktürmesi ile fraksiyonlara ayrılmıştır. Bu yöntem, proteinlerin 
çözünürlük farklılıklarından yararlanarak hedef enzimin kaba saflaştırmasını sağlar. Bu 
basamakta, GR enzimi yaklaşık %20–70 doygunluk aralığında çökelmiş ve bu fraksiyondan 
yüksek enzim aktivitesi elde edilmiştir. Amonyum sülfat çöktürmesi, enzim stabilitesini 
koruyarak denatürasyonu önlemesi bakımından tercih edilmiştir (Scopes, 2013).Takiben, GR 
enzimi iyon değişim kromatografisi yöntemiyle saflaştırılmıştır. Saflaştırma işlemleri sonunda 
elde edilen spesifik aktivite değerlerindeki artış, enzim safiyetinin başarılı bir şekilde 
sağlandığını ortaya koymaktadır. 

 Saf GR enzim aktivitesinde, polietilen glikolün artan konsantrasyonlarıyla (0.1 mM - 2 
mM) hafif bir artış gözlemlenmiştir (Tablo 1, Şekil 1). Bu durum, PEG'in GR enzimi üzerinde 
zayıf bir aktivatör olarak davrandığını düşündürmektedir. PEG'in farmasötik formülasyonlarda 
yaygın olarak kullanılan bir polimer olduğu ve biyolojik sistemlerde genellikle inert veya 
stabilize edici bir ajan olarak kabul edildiği bilinmektedir (Caliceti ve Veronese.,2003). 
Enzimatik aktivitedeki bu hafif aktivasyon, PEG'in enzimin konformasyonel yapısında suyu 
uzaklaştırarak veya enzim-substrat etkileşimini dolaylı olarak kolaylaştırarak hafif bir stabilize 
edici etki göstermesine bağlanabilir.  

 Buna karşılık, benzidamin HCl uygulamasının ise GR enzim aktivitesini 
konsantrasyona bağlı olarak inhibe ettiği tespit edilmiştir (Tablo 2, Şekil 2). Özellikle 1.293 
mM konsantrasyonda enzim aktivitesi yaklaşık %31 oranında azalmıştır. Bu bulgu, benzidamin 
HCl'in GR enzimi üzerinde orta düzeyde bir inhibitör etkiye sahip olduğunu göstermektedir. 
Benzidamin HCl, lokal anti-inflamatuvar ve analjezik özelliklere sahip bir ilaçtır. İnhibisyon 
mekanizması tam olarak aydınlatılmamakla birlikte, bu bileşiğin enzimin aktif bölgesi veya 
allosterik bir bölgeye bağlanarak katalitik aktiviteyi engelliyor olması muhtemeldir. Köksal vd. 
(2016) tarafından yapılan bir çalışmada da benzidaminin çeşitli enzim sistemleri üzerinde 
inhibitör etkileri rapor edilmiştir. GR enziminin inhibisyonu, hücresel GSH/GSSG oranının 
azalmasına ve dolayısıyla oksidatif strese yatkınlığın artmasına neden olabilir. Bu durum, ilacın 
uzun süreli veya yüksek doz kullanımlarında oksidatif stres kaynaklı yan etkilerin potansiyel 
bir göstergesi olarak değerlendirilebilir.  

          Benzer şekilde, bazı çalışmalarda antiinflamatuvar ilaçların glutatyon metabolizması 
üzerinde baskılayıcı etkilere sahip olduğu bildirilmiştir (Pastor et al., 2019). Bu etkiler, uzun 
süreli ilaç kullanımıyla hücresel GSH düzeylerinde azalma ve oksidatif dengenin bozulmasıyla 
sonuçlanabilmektedir. Bu bağlamda, benzidamin HCl’nin GR aktivitesini düşürmesi, ilacın 
yüksek dozlarda oksidatif stresin artmasına dolaylı katkıda bulunabileceğini göstermektedir. 

         GR, hücresel redoks homeostazının sürdürülmesinde ve antioksidan savunmada merkezi 
bir role sahiptir (Mannervik, 2014). Enzimin inhibisyonu, indirgenmiş glutatyon (GSH) 
seviyelerinin azalmasına ve hücresel oksidatif hasar riskinin artmasına yol açabilir (Halliwell 
ve Gutteridge, 2015). Dolayısıyla, benzidamin HCl'in GR üzerindeki bu inhibitör etkisi, 



Fen Bilimleri ve Matematik Alanında Araştırmalar ve Değerlendirmeler - Aralık 2025

41

TARTIŞMA 

Bu çalışmada, koyun dalak dokusundan saflaştırılan glutatyon redüktaz (GR) enzimi 
üzerine polietilen glikol (PEG) ve benzidamin HCl'nin in vitro etkileri araştırılmıştır. Elde 
edilen bulgular, her iki ilacın da GR enzimi üzerinde farklı etki mekanizmalarına sahip 
olduğunu göstermiştir. 

GR enziminin biyokimyasal özelliklerinin doğru şekilde incelenebilmesi için, yüksek 
saflıkta elde edilmesi büyük önem taşır. Bu nedenle çalışma kapsamında enzim çeşitli 
saflaştırma basamaklarından geçirilmiştir. İlk olarak, ham dalak homojenatı belirli doygunluk 
aralıklarında amonyum sülfat çöktürmesi ile fraksiyonlara ayrılmıştır. Bu yöntem, proteinlerin 
çözünürlük farklılıklarından yararlanarak hedef enzimin kaba saflaştırmasını sağlar. Bu 
basamakta, GR enzimi yaklaşık %20–70 doygunluk aralığında çökelmiş ve bu fraksiyondan 
yüksek enzim aktivitesi elde edilmiştir. Amonyum sülfat çöktürmesi, enzim stabilitesini 
koruyarak denatürasyonu önlemesi bakımından tercih edilmiştir (Scopes, 2013).Takiben, GR 
enzimi iyon değişim kromatografisi yöntemiyle saflaştırılmıştır. Saflaştırma işlemleri sonunda 
elde edilen spesifik aktivite değerlerindeki artış, enzim safiyetinin başarılı bir şekilde 
sağlandığını ortaya koymaktadır. 

 Saf GR enzim aktivitesinde, polietilen glikolün artan konsantrasyonlarıyla (0.1 mM - 2 
mM) hafif bir artış gözlemlenmiştir (Tablo 1, Şekil 1). Bu durum, PEG'in GR enzimi üzerinde 
zayıf bir aktivatör olarak davrandığını düşündürmektedir. PEG'in farmasötik formülasyonlarda 
yaygın olarak kullanılan bir polimer olduğu ve biyolojik sistemlerde genellikle inert veya 
stabilize edici bir ajan olarak kabul edildiği bilinmektedir (Caliceti ve Veronese.,2003). 
Enzimatik aktivitedeki bu hafif aktivasyon, PEG'in enzimin konformasyonel yapısında suyu 
uzaklaştırarak veya enzim-substrat etkileşimini dolaylı olarak kolaylaştırarak hafif bir stabilize 
edici etki göstermesine bağlanabilir.  

 Buna karşılık, benzidamin HCl uygulamasının ise GR enzim aktivitesini 
konsantrasyona bağlı olarak inhibe ettiği tespit edilmiştir (Tablo 2, Şekil 2). Özellikle 1.293 
mM konsantrasyonda enzim aktivitesi yaklaşık %31 oranında azalmıştır. Bu bulgu, benzidamin 
HCl'in GR enzimi üzerinde orta düzeyde bir inhibitör etkiye sahip olduğunu göstermektedir. 
Benzidamin HCl, lokal anti-inflamatuvar ve analjezik özelliklere sahip bir ilaçtır. İnhibisyon 
mekanizması tam olarak aydınlatılmamakla birlikte, bu bileşiğin enzimin aktif bölgesi veya 
allosterik bir bölgeye bağlanarak katalitik aktiviteyi engelliyor olması muhtemeldir. Köksal vd. 
(2016) tarafından yapılan bir çalışmada da benzidaminin çeşitli enzim sistemleri üzerinde 
inhibitör etkileri rapor edilmiştir. GR enziminin inhibisyonu, hücresel GSH/GSSG oranının 
azalmasına ve dolayısıyla oksidatif strese yatkınlığın artmasına neden olabilir. Bu durum, ilacın 
uzun süreli veya yüksek doz kullanımlarında oksidatif stres kaynaklı yan etkilerin potansiyel 
bir göstergesi olarak değerlendirilebilir.  

          Benzer şekilde, bazı çalışmalarda antiinflamatuvar ilaçların glutatyon metabolizması 
üzerinde baskılayıcı etkilere sahip olduğu bildirilmiştir (Pastor et al., 2019). Bu etkiler, uzun 
süreli ilaç kullanımıyla hücresel GSH düzeylerinde azalma ve oksidatif dengenin bozulmasıyla 
sonuçlanabilmektedir. Bu bağlamda, benzidamin HCl’nin GR aktivitesini düşürmesi, ilacın 
yüksek dozlarda oksidatif stresin artmasına dolaylı katkıda bulunabileceğini göstermektedir. 

         GR, hücresel redoks homeostazının sürdürülmesinde ve antioksidan savunmada merkezi 
bir role sahiptir (Mannervik, 2014). Enzimin inhibisyonu, indirgenmiş glutatyon (GSH) 
seviyelerinin azalmasına ve hücresel oksidatif hasar riskinin artmasına yol açabilir (Halliwell 
ve Gutteridge, 2015). Dolayısıyla, benzidamin HCl'in GR üzerindeki bu inhibitör etkisi, 

farmakolojik profilinde dikkate alınması gereken bir özellik olarak öne çıkmaktadır. Öte 
yandan, PEG'in hafif aktivatör etkisi, ilaç formülasyonlarında taşıyıcı olarak kullanıldığı 
durumlarda, birlikte uygulandığı diğer ilaçların neden olabileceği oksidatif stresi hafifletmede 
dolaylı ve olumlu bir rol oynayabileceğini düşündürmektedir. 

         Sonuç olarak, bu çalışma, yaygın kullanılan iki farklı ilacın (PEG ve benzidamin HCl) 
GR enzim aktivitesi üzerinde zıt etkilere sahip olduğunu ortaya koymuştur. Bu bulgular, 
farmasötik ajanların ve formülasyon bileşenlerinin, hedef etkilerinin yanı sıra hücresel 
antioksidan savunma sistemleri üzerinde de doğrudan veya dolaylı modülatör etkileri 
olabileceğini vurgulamaktadır. İlaçların redoks dengesi ve oksidatif stres parametreleri 
üzerindeki bu tür etkilerinin araştırılması, güvenlilik profillerinin ve potansiyel etkileşimlerinin 
daha iyi anlaşılmasına katkı sağlayacaktır. İleride yapılacak çalışmalarda, bu etkilerin kinetik 
mekanizmalarının (inhibisyon tipi, Kᵢ değeri vb.) aydınlatılması ve hücre kültürü veya in 
vivo modellerde doğrulanması faydalı olacaktır. 
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