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Dudu DEMIR , Cafer EKEN

Giris

Hiyaluronik asit (HA), dogada yaygin olarak bulunan dogal bir biyopolimerdir. HA,
hiyaliironan olarak da bilinir (Sze vd., 2016) ve ilk kez 1934 yilinda sigir goz igi sivisindan
(vitreus humor) izole edilerek tanimlanmistir (Meyer ve Palmer, 1934). i1k izolasyonundan bu
yana bu molekiil, farkli arastirma alanlarinda yogun ilgi goérmiis ve kapsamli bigcimde
incelenmistir (Fallacara vd., 2018). HA, memelilerde kalp kapakciklari, deri, iskelet sistemi,
g0z vitrdz sivisi, gobek kordonu ve sinovyal sivi gibi birgok dokuda yiiksek miktarda bulunur
(Fraser vd., 1997). Bununla birlikte HA yalnizca memeli dokularinda degil, baz1 bakterilerin
hiicre duvarlarinda da tespit edilmistir. Streptococcus A ve C gruplart (Lowther ve Rogers,
1955; MacLennan, 1956) ile Pasteurella multocida (Carter, 1972) bu bakterilere 6rnek olarak
verilebilir.

HA, dogrusal ve siilfat icermeyen bir glikosaminoglikandir. Yapisi, N-asetilglukozamin ile
glukuronik asidin B-(1-4) ve B-(1-3) glikozidik baglarla birbirine baglandig1 tekrar eden
disakkarit birimlerinden olusur (Sekil 1). Bu baglanma bi¢imi, HA nin yapisal olarak son
derece stabil ve enerjik acidan kararli olmasini saglar (Zhai vd., 2020). Her bir disakkarit
biriminin molekiiler agirlig1 yaklasik 400 Da’dir. Bir hiyaluronik asit zinciri 10.000’e kadar
disakkarit icerebilir; bu da yaklasik 4,0 x 10% kDa’lik bir molekiiler agirliga karsilik gelmektedir
(Necas vd., 2008; Fallacara vd., 2018).

D-glukuronik asit N-asetil-D-glukozamin  D-glukuronik asit N-asetil-D-glukozamin
COO~

CH,0OH

COO~

CHs

Sekil 1. Hiyaliironik asidin kimyasal yapis1 (Jiang vd., 2007).

HA, canl1 organizmalarda kritik islevlere sahip olup yiliksek nem tutma kapasitesi, viskoelastik
yapisi, mekanik hasara karsi direnci ve immiinojenik ya da toksik olmamasi gibi 6zellikleri
sayesinde genis bir kullamim alanina sahip Onemli bir biyomalzemedir. Eklemlerde
kayganlastirici, yapilarda stabilizator, deride bosluk doldurucu ve kikirdakta darbe emici olarak
gorev yapar (Liu vd., 2011; Salwowska vd., 2016; Gallo vd., 2019). HA polimeri insan
viicudunun biiyiik kisminda yaygin olarak bulunur; bag dokulariin hiicre dis1 matrisi igerisinde
hiicrelerin ¢evresini sararak doku mimarisinin organizasyonunda temel bir rol iistlenir (Sindelar
vd., 2021). HA yalnizca memeli bag dokularinda degil, gelismekte olan ve tiimor dokularinin
kritik ekstraseliiler matrisinde de bol miktarda yer alir. Ekstraseliiler alanin korunmasina,
osmotik basincin diizenlenmesine ve doku hidrasyonunun siirdiiriillmesine 6nemli katkilar
saglar (Fraser vd., 1997; Wang vd., 2022). Su tutma kapasitesi sayesinde kendi agirliginin 1000
katina kadar su baglayabilir; bu 6zelligi, eklemlerde hareket sirasinda siirtiinmeyi azaltarak
biyolojik bir kayganlastirici, statik kosullarda ise direng saglayan bir yap1 olusturur (Engstrom-
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Laurent, 1997). Ayrica proteinlerle etkileserek biiylime, gelisme, inflamasyon ve immiin yanit
gibi biyolojik siireglerde rol oynar (Jiang vd., 2007). Benzersiz molekiiler yapist ve
fizikokimyasal 6zellikleri, hiicre proliferasyonu ve migrasyonu, yara iyilesmesi, inflamasyon
ve anjiyogenez gibi temel biyolojik fonksiyonlarda goérev almasini saglar (Weber vd., 2019;
Wang vd., 2022). Bu kritik 6zellikleri nedeniyle HA, son yillarda klinik tani, siirekli salim
sistemleri i¢in ilag tasiyiciligi, plastik cerrahi uygulamalar1 ve yeni doku miihendisligi
malzemelerinin gelistirilmesi gibi bir¢ok alanda kapsamli bigimde aragtirilmaktadir (Gaughan
vd., 1991; Tezel ve Fredrickson, 2008; Wang vd., 2022).

HA’nin biyolojik ve klinik 6neminin giderek artmasi, onu pargalayan enzimlere yonelik ilgiyi
de belirgin bigimde artirmistir. Bu dogrultuda hiyaliironidazlar ve hiyaliironat liyazlar, HA nin
depolimerizasyonundan sorumlu, yliksek ozgiilliige sahip temel biyokatalizorler olarak one
cikmaktadir. Daha once nispeten goz ardi edilen bu enzimler, gliniimiizde HA’ya dayali
uygulamalarla baglantili cok sayida arastirmanin odaginda yer alarak 6nemli bir ¢aligma alani
haline gelmistir (Sindelar vd., 2021).

Hiyaliironidaz, HA’ ’nin dinamik dengesinin diizenlenmesinde énemli rol oynayan bir enzimdir
(Zhao vd., 2024; Lu vd., 2025). HA polimerlerindeki glikozidik baglar1 pargalayabilen bir
glikozidaz olan hiyaliironidazlar, biyokimyasal 6zellikleri ve ortaya c¢ikan son iirlinler esas
alinarak Meyer (1971) tarafindan ii¢ farkl grupta smiflandirilmistir.

(1) Memeli hyaliironidazlart (testis tipi) (E.C. 3.2.1.35): Bu grup, endo-B-N-
asetilheksosaminidazlardan olusur ve HA, kondroitin ile kondroitin siilfatlarin (A ve C) B-1,4
glikozidik baglarin1 rastgele hidrolize eder. Baglica son f{irlinler, indirgen ugta N-
asetilglukozamin bulunan ¢ift sayili oligosakkaritlerdir (tetra- ve hekzasakkaritler). Bu siniftaki
enzimler hem hidrolittk hem de transglikozidaz aktivite gosterir (6rnegin testikiiler
hyaliironidaz). Memeli spermatozoalarinda, lizozomlarda ve yilanlar, siirlingenler ile
Hymenoptera tiirlerinin zehirlerinde bulunurlar (Cramer vd., 1994).

(2) Hyaluronat-3-glikanohidrolazlar (E.C. 3.2.1.36) (siiliik hyaliironidazlari): Bunlar endo-3-
D-glukuronidazlar olup HA’nin B-1,3 glikozidik baglarmm1 pargalar ve diger
glikozaminoglikanlara (GAG) kars1 etkisizdir. Baglica son {iriinler, indirgen ugta glukuronik
asit bulunan tetra- ve hekzasakkaritlerdir. Bu simif, siiliiklerin ve kancali kurtlarin tiikiiriik
bezlerinde bulunan enzimleri kapsar (Hotez vd., 1992).

(3) Mikrobiyal hyaliironidazlar (E.C. 4.2.99.1): Bu grup, hiyaliironat liyazlar1 olarak
siiflandirilir ve diger hyaliironidazlardan farkli olarak hidroliz reaksiyonu katalize etmez.
Bunun yerine HA’y1 B-1,4 glikozidik baglarinda B-eliminasyon mekanizmasi ile parcalayarak
doymamis disakkaritler olusturur. Bu enzimler; Clostridium, Micrococcus, Streptococcus ve
Streptomyces tiirleri de dahil olmak tizere ¢esitli mikroorganizmalardan izole edilmistir (Kreil,
1995).

Mikrobiyal Hiyaliironidazlar

Hiyaliironidaz, mikroorganizmalar arasinda genis bir dagilim gostermekte olup mikrobiyal
hiyaliironidazlar funguslarda, bakterilerde ve fajlarda bulunabilmektedir (Tablo 1). Bu
enzimler, Mn** ve Ni** iyonlarina duyarli, 3745 °C sicaklik araliginda ve pH 5,5-7,0 degerleri
arasinda optimum aktivite gosteren proteinler olarak tanimlanmaktadir (Lu vd., 2025).

Bocek, siirlingen ve patojenik bakteri toksinleri; hayvan bag dokusunun temel bilesenleri olan
hiyaliironik asit ve kondroitin siilfat {izerinde etkili hiyaliironidazlar igermektedir (Tung vd.,
1994).

Mikrobiyal hiyaliironidazlar, hastalik patogenezinde 6nemli bir viriilans faktorii olarak kabul
edilir. Bu enzimler, bir yayilma faktorii gibi davranarak bakterilerin ve toksinlerin konukgu
dokular icerisinde daha genis alanlara yayilmasini kolaylastirmakta ve bdylece enfeksiyonun
ilerlemesini hizlandirmaktadir (Grenier ve Michaud, 1993).
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Tablo 1. Hiyaliironidaz iireten mikroorganizmalar

Mikroorganizma grubu Tiir

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 tarafindan iiretilen hiyaliironidazlar

Funguslar tarafindan iiretilen hiyaliironidazlar, hakkinda en smirli bilgiye sahip enzim
gruplarindan biri olup bu alandaki ¢alismalar oldukga kisithidir. Bugiine kadar bu enzimlerin
yalnizca ¢ok az sayida olani biyokimyasal ve yapisal acidan ayrintili bigimde karakterize
edilebilmistir (Bakke vd., 2011; Lombard vd., 2014). Candida ve Paracoccidioides cinslerine
ait tiirler, insanlarda goriilen en yaygin istiac1 fungal patojenler arasinda yer almaktadir. Bu
fungus enfeksiyonlar1 oncelikle akcigerleri etkiler; ancak zamanla diger organ ve dokulara
yayilabilmekte ve mukozal membranlar, deri, lenf diiglimleri ve adrenal bezlerde sekonder
lezyonlarin olusumuna neden olabilmektedir. Bu izolatlar, hiyaliironidazlar dahil olmak {izere
cesitli  hidrolitik enzimler {retmektedir. Yapilan ¢aligmalar, hiyaliironidazlar ve
kondroitinazlarin, 6zellikle Candida ve Paracoccidioides cinslerine ait tiirlerde, funguslarin
patojenitesinde ve dokularin istilasinda énemli bir rol oynadigini ortaya koymustur (Shimizu
vd., 1995; de Assis vd., 2003). Ancak, bu fungal tiirlerden elde edilen enzimlerin heniiz higbiri
ayrintili biyokimyasal ve yapisal agidan kapsamli bicimde karakterize edilmemistir. Shimizu
vd. (1995) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, Candida cinsine ait farklh tiirlerde — C.
albicans, C. tropicalis, C. guillermondii, C. parapsilosis ve C. krusei dahil olmak {lizere —
hiyaliironidaz {iretimi rapor edilmistir. Enzim aktivitesi, kolonilerin ¢evresinde olusan berrak
zonlarin gozlenmesiyle gorsellestirilmis ve aktivite diizeyi, koloni ¢apinin, koloni ile birlikte
berrak zonu iceren toplam capa oran1 esas alinarak nicel olarak degerlendirilmistir.
Hiyaliironidaz aktivite degerinin 1,00’ 1n altinda olmasi, izolatin enzimi ortama salgiladigini
gostermektedir. Incelenen bes Candida tiiriinde bu degerlerin 0,49-0,95 araliginda degistigi
bildirilmistir. Hiyaliironidaz tiretim diizeyleri ile izolatlarin elde edildikleri kaynaklar arasinda
anlamli bir iligki saptanmamis; asemptomatik tasiyicilardan ve hastalardan izole edilen suslarin
benzer enzimatik aktivite sergiledigi goriilmiistiir. Asemptomatik tasiyicilarin tiikiirigtinden
izole edilen 27 C. albicans izolatinin biiyiik ¢ogunlugu (%96) hiyaliironidaz tiretirken, yalnizca
bir izolatin (FO 153) bu enzimi iiretmedigi belirlenmistir. Benzer sekilde, kandidozlu hastalarin
ag1z boslugundan izole edilen 36 C. albicans izolatinin 35’1 (%97) hiyaliironidaz {iretmis,
yalnizca bir izolatin (ICB 11) negatif oldugu rapor edilmistir. Test edilen 10 C. tropicalis
izolatinin yarisinin hiyaliironidaz tirettigi, diger yarisinin ise bu enzimi iiretmedigi saptanmaistir.
Buna karsilik, incelenen alti C. parapsilosis izolat1 arasinda yalnizca birinin (FO 21C) hem
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hiyaliironidaz hem de kondroitin siilfataz tirettigi; diger izolatlarin ise yalnizca hiyaliironidaz
veya yalnizca kondroitin stilfataz aktivitesi gosterdigi bildirilmistir. Test edilen 10 C.
guilliermondii izolatindan yalnizca ikisinin (FCF 198 ve 405) her iki enzimi birlikte tirettigi,
ticliniin hi¢bir enzimatik aktivite sergilemedigi ve geri kalan izolatlarin ise hiyaliironidaz veya
kondroitin siilfataz tirettigi rapor edilmistir. Ayrica, alti C. krusei izolat1 arasinda yalnizca
birinin (IM 90) hiyaliironidaz tirettigi, diger bes izolatin ise bu enzimi tiretmedigi belirtilmistir
(Shimizu vd., 1995). Cesitli filamentéz funguslarin kiiltiir siipernatantlari, HA pargalama
kapasiteleri agisindan taranmis ve Talaromyces stipitatus’un pH 3’te en yliksek aktiviteyi
gosterdigi, Schizophyllum commune’un pH 3—4 aralifinda ve Fistulina hepatica’nin ise pH 5—
6 araliginda belirgin hiyaliironidaz aktivitesi sergiledigi ortaya konmustur (Bobkova vd., 2018).
Talaromyces purpureogenus 1AM13753, T. purpureogenus 1AMI13754 ve T. funiculosus
IAM13752 izolatlarinin, asidik kosullarda (pH 4) HA’y1 etkili bicimde parcaladig
gosterilmistir. Ayrica, 7. purpureogenus IAM13753 ten izole edilen hiyaliironidazin 43 °C’de
maksimum aktivite sergiledigi rapor edilmistir (Bakke vd., 2011). Funguslar tarafindan tiretilen
hiyaliironidazlara iliskin deneysel bulgular, bu enzimlerin B-glukanaz aktivitesine sahip
olmadigini gostermektedir. Nitekim, Talaromyces stipitatus kaynakl hiyaliironidazin, B-1,3-
1,6 glukan yapisindaki sizofillan1 parcalayamamasi, fungal hiyaliironidazlarda B-glukanaz
aktivitesinin bulunmadigina dair ek ve giiclii bir kanit sunmaktadir (Bobkova vd., 2018;
Sindelar vd., 2021). Yapilan bir c¢aligmada, sigir serum alblimininin proteolizinden
kaynaklanabilecek yanlis pozitif reaksiyonlar1 en aza indirmek amaciyla, Grenier ve Michaud
(1993) tarafindan gelistirilen plak testinin modifiye edilmis bir versiyonu, funguslarda
hiyaliironidaz varligimi degerlendirmek i¢in uygulanmistir. Bu yontemle gerceklestirilen
analizlerde, Aspergillus fumigatus, Metarhizium anisopliae ve Haematonectria haematococca
olmak tizere incelenen {i¢ farkli fungus tiirtinde hiyaliironidaz aktivitesine iliskin herhangi bir
kanit elde edilememistir. Buna ek olarak, hiyaliironik asidin 4. fumigatus’un biiyiimesini tegvik
etmedigi rapor edilmistir. Bu bulgu, s6z konusu fungusun hiyaliironidaz {iretmedigini
destekleyen ek bir kanit olarak degerlendirilmektedir (St Leger ve Steven, 2000).

Bakteriyel hiyaliironidazlar

Hiyaliironidazlar, bir¢ok farkli bakteri cinsi tarafindan iiretilmektedir (Tablo 1). Hiyaliironidaz
iretebilen gram-pozitif bakteriler arasinda Streptococcus, Staphylococcus, Peptostreptococcus,
Propionibacterium, Streptomyces ve Clostridium cinslerine ait g¢esitli tiirler yer almaktadir
(Fitzgerald ve Gannon, 1983; Berry vd., 1994; Giinther vd., 1996). Hiyaliironidaz {iretimi; A,
B, C ve G grubu streptokoklarda (Glinther vd., 1996), ayrica 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) bildirilmistir. Stafilokoklar arasinda hiyaliironidaz {iretimi
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus subsp. hyicus tiirlerinde saptanmistir (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 hiyaliironidaz irettigi bilinmektedir. Deri florasinda bulunan iki
Propionibacterium tiirii olan Propionibacterium acnes ve Propionibacterium granulosum’un
hiyaliironidaz irettigi bildirilmigtir (Cummings ve Johnson, 1986). Buna ek olarak,
Streptomyces hyalurolyticus, Streptomyces coelicolor ve Streptomyces griseus tiirlerinde
hiyaliironidaz enzimi {retimi rapor edilmistir (Ohya ve Kaneko, 1970). Ayrica
Peptostreptococcus tiiriinden saflastirilip karakterize edilen bir hiyaliironidazin ise kondroitin
stilfata kars1 da aktivite gosterdigi saptanmistir (Tam ve Chan, 1985). Hiyaliironidazlar ayrica
gram-negatif bakteriler tarafindan da tiretilmektedir, ancak patojenite siirecinde rol oynama
olasilig1 daha diistiktiir. Aeromonas, Vibrio, Beneckea ve Proteus cinslerinde hiyaliironidaz ve
kondroitin liyaz aktiviteleri rapor edilmistir. Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus, B.
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ovatus, B. melaninogenicus ve Fusobacterium mortiferum tiirlerinin de hiyaliironidaz iirettigi
bildirilmektedir. Patojen olan Treponema pallidum ve T. pertenue, yiizeye bagh
hiyaliironidazlar tiretirken; patojen olmayan 7. denticola ve T. vincentii ise bu tiir bir enzim
iretmemektedir (Linhardt vd., 1986; Sting vd., 1990).

Bakteriyel hiyallironidazlar, substratlardaki f(-1,4 glikozidik baglar1 B-eliminasyon
mekanizmasiyla parcalayarak (Sekil 2), iironik asit kalintisinin C4 ve C5 atomlar1 arasinda
doymamus bir ¢ift bag iceren oligosakkaritlerin olusumuna yol acar (Garron ve Cygler, 2010;
Stern vd., 2007). Bununla birlikte, Streptomyces hyalurolyticus kaynakli hiyaliironidazin -1,4
hem de B-1,3 glikozidik baglarini kesebildigi ve bu nedenle hem ¢ift hem de tek sayida birim
iceren oligosakkaritler tirettigi bildirilmistir (Tao vd., 2017). Streptomyces hyalurolyticus’un
oncelikli olarak -1,4 baglarini hedef aldig1 ve major iirtinler olarak ¢ift sayili oligosakkaritler
olusturdugu daha 6nce rapor edilmis olmakla birlikte (Park vd., 1997; Takazono ve Tanaka,
1984), tek sayili birimlerden olusan oligosakkaritlerin de diisitk miktarlarda olustugu
gosterilmistir (Price vd., 1997).

N-asetilglukozamin Glukuronik asit

COOH CH20H COOH CHz0H
[s] o) p-1-4 0 0

[\0 o o

OH NHAc OH NHAC

COOH CHz0H COCH CH=20H
0 o] 0 (o]
Mo / o
on N
OH
QH NHAc OH NHAC

Sekil 2. Hiyaliironidazin yapis1 ve bakteriyel bir hiyaliironidaz tarafindan gergeklestirilen
eliminasyonla par¢alanmasi sonrasi olusan iiriinler. Kutucukla gdsterilen bolge, hiyaliironidazi
olusturan, B-1-4 baglariyla birbirine bagli N-asetilglukozamin ve glukuronik asitten olusan
tekrar eden birimi gostermektedir. Tekrarlayan disakkarit, bitisik disakkarite B-1-3 bagi ile
baglanmistir (Hynes ve Walton, 2000).

Genel olarak, bakteriyel kaynakli hiyaliironidazlar, basit ve Olgeklenebilir fermentasyon
stirecleriyle {retilebilmeleri, yiiksek saflikta elde edilebilmeleri ve hayvansal kaynakli
hiyaliironidazlara kiyasla daha diistik ¢evresel kirlilik olusturmalari nedeniyle aragtirmalarin
odak noktasinda yer almaktadir. Buna karsilik, hayvansal kaynakli hiyaliironidazlar genellikle
diisiik verimle iiretilmekte ve viral kontaminasyon riski tasimaktadir (Zhu vd., 2017; Li vd.,
2020).

Ayrica, bazi hiyaliironidazlar — 6zellikle Streptomyces hyalurolyticus kaynakli enzim —
HA’y1 diger glikozaminoglikanlardan ayirt edebilme yetenegi sayesinde HAya 6zgii enzimler
olarak arastirmalarda yaygin bicimde kullanilmaktadir (Park vd., 1997; Furukawa vd., 2013;
Luu vd., 2013). Bunun yani sira, kozmetik ve farmasotik uygulamalarda kullanilan HA

12



Fen Bilimleri ve Matematik Alaninda Arastirmalar ve Degerlendirmeler - Aralik 2025

preparatlar1 siklikla, memeli testikiiler hiyaliironidazi inhibe eden diisiik miktarda dermatan
siilfat icermektedir. Bu nedenle, memeli testikiiler hiyaliironidaz yerine Streptomyces
hyalurolyticus veya Streptococcus agalactiae kaynakli bakteriyel hiyaliironidazlar tercih
edilmektedir (Matsuno vd., 2008).

Kromatografik ve kiitle spektrometrik analizlerde ise, HA iceren 6rneklerin hazirlanmasinda
Streptococcus pneumoniae veya S. agalactiae tarafindan iretilen hiyaliironidazlar yaygin
olarak kullanilmaktadir (Osago vd., 2014; Sedlacek vd., 2019; Simek vd., 2020; 2021).
Biyokimyasal agidan degerlendirildiginde, bakteriyel hiyaliironidazlar genis bir sicaklik ve pH
araliginda kararlilik gostermekte olup bu o6zellikler biiyiik dl¢iide enzimi {ireten bakteriyel
straine baghdir. Cogu bakteriyel hiyaliironidaz i¢in optimum sicaklik 37-50 °C, optimum pH
ise 6,0-8,0 araliginda bildirilmektedir (Guo vd., 2014; Kurata vd., 2015; Sun vd., 2015; Zhu
vd., 2017). Bununla birlikte baz1 istisnalar da mevcuttur; 6rnegin Vibrio tiirleri yaklasik 30 °C
optimum sicakliga sahip hiyaliironidazlar iretirken (Han vd., 2014; Wang vd., 2021),
Thermasporomyces composti’ye ait rekombinant hiyaliironidazin optimum sicakliginin 70 °C
oldugu rapor edilmistir (Li vd., 2020).

Gram-pozitif bakterilere ait hiyaliironidazlar genellikle hiicre disina sentezlenen enzimlerdir ve
transpeptidasyon mekanizmasi araciligiyla, peptidoglikana baglanan bir sistem kullanilarak
hiicre duvarina salgilanabilir veya hiicre duvarina tutunabilir. Bu stire¢, C-terminal bolgede yer
alan ve korunmus bir LPXTG motifini igeren bir siralama sinyalini gerektirir; bu 6zellik
ozellikle Streptococcus tirlerinde yaygin olarak gozlenmektedir (Wang vd., 2016; Oiki vd.,
2017; 2019a; UniProt, 2021). Gram-negatif bakteriler tarafindan iiretilen hiyaliironidazlar da
hiicre disina salinan ekstraseliiler enzimler olabilir ve/veya dis zarin ylizeyine bagli sekilde
bulunabilir (Oiki vd., 2017; Ndeh vd., 2020; Wang vd., 2021). Bununla birlikte, bu enzimlerin
onemli bir kism1 periplazmik lokalizasyona sahiptir ve HA parcalarini periplazmik boslukta
doymamis oligosakkaritlere doniistiirerek parcalama islevini yerine getirir (Wang vd., 2016;
Ndeh wvd., 2018; 2020). Genel olarak, ekstraseliiler ve/veya hiicre yiizeyine bagh
hiyaliironidazlar, uzun HA zincirlerinin depolimerizasyonunda ilk basamagi olusturur. Bunu
takiben, 6rnegin gram-negatif bakteri Bacteroides thetaiotaomicron’da, olusan HA fragmanlari
dis membran proteinleri aracilifiyla periplazmik bolgeye tasinir; burada pargalanma siireci
devam eder ve doymamis oligosakkaritler meydana gelir (Ndeh vd., 2020). Alternatif bir yolak
olarak, gram-pozitif Streptococcus tiirlerinde (Oiki vd., 2019a) ve gram-negatif bakteri Vibrio
alginolyticus’ta (Wang vd., 2021), ekstraseliiler hiyaliironidazlar HA’y1 hiicre disinda
doymamis disakkaritlere kadar parcalar; olusan iirlinler daha sonra fosfotransferaz sistemi
(PTS) araciligiyla sitoplazmaya tasinir. Buna karsilik, gram-negatif bakteri Streptobacillus
moniliformis’te, par¢alanma tiriinlerinin periplazmik ¢oziicii-baglayici proteinlere bagimli bir
ATP-baglayan tasiyici sistem araciligiyla tasindigi bildirilmistir (Oiki vd., 2017; 2019b). Cogu
hiyaliironidaz, substratlar1 tamamen doymamis disakkarit birimlerine kadar par¢alamak tizere,
baslangigta rastlantisal bir endolitik yarilma ve bunu izleyen eksolitik, siire¢sel bir par¢alanma
mekanizmasi kullanir; bu durum, Streptococcus tiirleri ve V. alginolyticus tarafindan iiretilen
hiyaliironidazlar i¢in tipiktir (Kelly vd., 2001; Jedrzejas vd., 2002; Marion vd., 2012; Mai vd.,
2018; Wang vd., 2021). Buna karsilik, bazi hiyaliironidazlar substratlarini siire¢sel olmayan
endolitik bir mekanizma ile parcalayarak doymamis oligosakkaritlerden olusan bir iiriin
karistmi  olusturur. Bu mekanizma, Streptomyces  hyalurolyticus ve Bacteroides
thetaiotaomicron kaynakli hiyaliironidazlarda rapor edilmistir (Shimada ve Matsumura, 1980,
Park vd., 1997; Tao vd., 2017; Ndeh vd., 2018).

Genel olarak, gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerden elde edilen hiyaliironidazlar, faj
iligkili hiyaliironidazlarla karsilastirildiginda daha yiiksek molekiil agirlikli proteinlerdir.
Bugiine kadar 1yi karakterize edilmis hiyaliironidazlarin molekiil agirliklarinin genis bir aralikta
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degistigi bildirilmistir.
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Bu kapsamda yapilan bir ¢aligmada, dis ortama hiyaliironidaz salgilayan patojen olmayan yeni
bir toprak bakterisi Paenibacillus residui’nin izolasyonu ve karakterizasyonu rapor edilmistir.
Saflastirilan Paenibacillus residui hiyaliironidazinin yaklagik 170 kDa molekiiler agirliga sahip
oldugu, pH 8,0-9,0 araliginda ve 50 °C’de optimum aktivite gosterdigi bildirilmistir. Enzimin
HA, kondroitin siilfat ve alginat dahil olmak iizere genis bir substrat 6zgiilliigii sergiledigi,
depolimerizasyon aktivitesinin ise jel permeasyon kromatografisi ile dogrulandigi belirtilmistir
(Park vd., 2025). Baska bir c¢aligmada, metagenomik tarama yoluyla insan bagirsak
mikrobiyotasindan iki yeni polisakkarit liyaz ailesi 33 (PL33) hiyaliironidazi (BxHly33 ve
BiHly33) tanimlanmistir. Bu enzimlerin hiyaliironik asidi parcalama konusunda yiiksek
ozgiilliik ve stabilite gosterdigi; pH 6,6—7,6 ve 35-40 °C araliginda optimum aktivite sergiledigi
bildirilmistir. Yapisal ve biyokimyasal analizler, katalitik mekanizmalardan sorumlu temel
amino asit kalintilarin1 ortaya koymus; 6zellikle baz1 alanin substitiisyonlarinin enzimatik
aktiviteyi anlamli diizeyde artirdig1 gosterilmistir (Yin vd., 2025). Bir diger ¢alismada, horoz
ibiginden izole edilen 12 bakteriyel strain hiyaliironidaz {iretimi agisindan taranmis; yedi strain
hiyaliironidaz pozitif bulunmustur. En giiclii strain, olusturdugu seffaf zon capina gore
sec¢ilmistir. Morfolojik, fizyolojik ve 16S rRNA gen dizisi analizlerine dayanarak bu strain
Brucella intermedia olarak tanimlanmistir. Hiyaliironidaz iiretimini en fazla destekleyen
kosullarin 30 °C’de 48 saat inkiibasyon ve pH 7 oldugu belirlenmis; bu kosullar altinda enzim
aktivitesinin 84 U/mL’ye ulastig1 ve 1,17 kat artis gosterdigi rapor edilmistir. Hiyaliironidaz,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE anyon degisim kromatografisi ve Sephacryl S100 ile boyut
dislama kromatografisini iceren standart bir protokolle saflastirilmig; ham enzimle
karsilastirildiginda 9,3 kat daha ytiksek 6zgiil aktivite elde edilmistir. Saflastirilmis enzimin 65
kDa molekiiler agirliga sahip oldugu ve pH 7,0 ile 37 °C’de, 30 dakikalik inkiibasyon siiresinde
optimum aktivite gosterdigi belirlenmistir. Saflagtirilmis hiyaliironidaz; kolon, akciger, deri ve
meme kanseri hiicre hatlarina karsi giiclii antikanser aktivite sergilerken, normal somatik
hiicrelere kars1 diisiik toksisite gostermistir. Kanser hiicrelerinin canliliginin hiyaliironidaz
uygulamasiyla doz bagimli olarak azaldigi; ayrica biiylime faktori ile indiiklenen meme kanseri
hiicrelerinde hiicre donglisii progresyonunun baskilandigl, anjiyogenezle iliskili genlerin
ekspresyonunda belirgin degisiklikler meydana geldigi ve 5-fluorourasil ile karsilagtirildiginda
MDA hiicrelerinde ¢ok sayida proinflamatuvar proteinin baskilandigr gosterilmistir. Bu
bulgular, hiyaliironidazin potansiyel bir antikanser ajan olabilecegine isaret etmektedir. Ayrica
hiyaliironidazin 200 pg/mL konsantrasyonda %65,49 DPPH giderme aktivitesi ve %71,84
toplam antioksidan aktivite sergiledigi bildirilmistir (Ebraheem vd., 2024).

Streptococcus dysgalactiae, S. zooepidemicus ve S. equi strainlerinde hiyaliironidaz {iretiminin
incelendigi bir ¢alismada, S. dysgalactiae ve S. zooepidemicus strainlerinin tamaminda (10/10),
S. equi strainlerinin ise 10 kiiltiirden 6’sinda enzim iiretimi tespit edilmistir. Hiyaliironidaz,
hiicre icermeyen kiiltiir siipernatanindan amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilmis; ardindan
DEAE-seliilloz kromatografisi, izoelektrik odaklama ve hazirlayici poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilarak saflastirilmistir. Streptococcus dysgalactiae ve S. equi kaynakli
enzimlerin izoelektrik noktalarinin yaklasik pH 5, S. zooepidemicus kaynakli enzimin ise pH 6
civarinda oldugu saptanmustir. Ug tiirden elde edilen hiyaliironidazlarin molekiiler agirliklari
yaklagik 55 kDa olarak belirlenmis; en yiiksek enzim aktivitesi 4045 °C sicaklik araliginda ve
pH 5,6-5,8 degerlerinde gozlenmistir. Michaelis—Menten sabitlerinin 7,5 x 102-8,8 x 1072
mg/mL araliginda degistigi bildirilmistir (Sting vd., 1990). Streptococcus equi kullanilarak
daldirma fermantasyon yontemiyle tiretilen hiicre dis1 hiyaliironidaz enziminin optimum {iretim
kosullar1 da ayrintili olarak incelenmistir (Sahoo vd., 2007). Baslangic pH’s1, inkiibasyon
sicakligi ve siiresi, inokulum diizeyi ve inokulum yas1 gibi parametrelerin etkileri
degerlendirilmis; en yliksek enzim aktivitesinin baslangic pH 5,5, 37 °C inkiibasyon sicakligi,
48 saat inkiibasyon siiresi, %10 inokulum diizeyi ve 48 saatlik inokulum yasi1 kosullarinda elde
edildigi belirlenmistir. Ayrica karbon ve inorganik azot kaynaklari ile vitamin, amino asit ve

14



Fen Bilimleri ve Matematik Alaninda Arastirmalar ve Degerlendirmeler - Aralik 2025

biliylime hormonlarinin etkileri arastirilmis; dekstroz, amonyum siilfat, nikotinik asit, L-sistein
ve kinetin varliginda en yiiksek enzimatik aktivitenin saglandigi rapor edilmistir (Sahoo vd.,
2007). Benzer sekilde, Streptomyces roseofulvus tarafindan tiretilen hiyaliironidazin maksimum
veriminin, siirdiiriilebilir fermantasyon kosullarinda pH 5 ve 40 °C’de 6 giinliik inkiibasyon
sonunda elde edildigi bildirilmistir. SDS-PAGE analizine gore enzimin molekiiler agirligi 97
kDa olarak belirlenmis ve 9,2 kat homojenlige kadar saflastirilmistir. Optimum reaksiyon
pH’sinin pH 9 oldugu, enzimin pH stabilitesinin ise 35 °C’de pH 9-10 araliginda korundugu
gosterilmistir. Enzimin dogal aktivitesini ve yar1 dmriinii artirmak amaciyla immobilizasyon
calismalar1 gerceklestirilmis; immobilize edilen enzimin serbest enzime kiyasla daha yiiksek
11l stabilite sergiledigi ve denatiirasyon sicakliklarinin sirasiyla 46,1 °C (immobilize) ve 24,7
°C (serbest) oldugu belirlenmistir. Serbest ve immobilize enzimlerin en yiiksek afinitesinin
hiyaliironik aside kars1 oldugu, serbest enzimin katalitik afinitesinin immobilize enzime gore
daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu bulgular, S. roseofulvus kaynakli hiyaliironidazin ytliksek
pH ve sicaklik kosullarina karsi dayanikli oldugunu ve uzun siireli stabilitesinin genis bir
uygulama alani i¢in potansiyel sundugunu gostermektedir (Reda ve El-Shanawany, 2020).
Ayrica, hiyaliironidaz iireten Bacillus sp. CQMU-D straini toprak érneklerinden izole edilmis
ve hiyaliironidaz aktivitesi 3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA) ve p-dimetilaminobenzaldehit
(DMAB) yontemleri kullanilarak 6lgiilmiistiir. Enzimin, 37 °C’de siv1 kiiltiir kosullarinda 48.
saatte en yiiksek aktiviteye ulastig1 belirlenmistir. Bu bulgular, topraktan izole edilen yeni bir
hiyaliironidaz iireten Bacillus straininin basariyla karakterize edildigini ortaya koymakta olup,
Bacillus sp. CQMU-D’nin potansiyel uygulama alanlarinin belirlenmesi i¢in ileri ¢aligmalara
ithtiya¢ duyuldugunu gostermektedir (Wang vd., 2022).

Bakteriyofaj hiyaliironidazlar:

Bakteriyofaj hiyaliironidazlari, faj partikiiliiniin yapisal bir bileseni olup sinyal peptidi
icermedikleri i¢in dogrudan ekstraseliiler ortama salinmazlar (Hynes vd., 1995; Smith vd.,
2005; Pires vd., 2016). Bu enzimlerin temel islevinin, Streptococcus pyogenes ve Streptococcus
equi strainlerinin HA kapsiiliinii parcalayarak bakterinin hiicre ylizeyine erisimi saglamak ve
bdylece lizojenizasyon siirecini kolaylastirmak oldugu bildirilmektedir (Baker vd., 2002; Smith
vd., 2005; Lindsay vd., 2009; Singh vd., 2014). Bununla birlikte, streptokok enfeksiyonlar1
sirasinda bakteriyofaj hiyaliironidazlarina kars1 antikor yanitinin rapor edilmis olmasi (Halperin
vd., 1987), bu enzimlerin streptokok hiicrelerinin konuk¢uya penetrasyonuna da katkida
bulunabilecegini  disiindiirmektedir  (Singh  vd.,  2014).  Ayrica  bakteriyofaj
hiyaliironidazlarinin, streptokokal hastaliklarda dolayli bir rol iistlenebilecegi; 6rnegin faj
tarafindan kodlanan eritrojenik toksinlerin yayilimina olanak taniyarak baslangicta viriilans
gostermeyen bir strainin viriilans kazanmasina katkida bulunabilecegi one siiriilmektedir
(Broudy vd., 2001). Bakteriyel hiyaliironidazlarda amino asit dizilerinin uzunlugu 802—-1066
amino asit (aa) arasinda degisirken, bakteriyofaj hiyaliironidazlarinin daha kisa oldugu ve 337—
371 aa uzunluga sahip bulundugu bildirilmistir (UniProt, 2021). Bakteriyel hiyaliironidazlarin
aksine, bakteriyofaj hiyaliironidazlarinin yalnizca HA’y1 6zgiil olarak parcaladig: belirtilmistir
(Baker vd., 2002; Smith vd., 2005; Mishra vd., 2006). Bununla birlikte, bakteriyofaj
hiyaliironidazi SEQ2045’in kondroitin-6-stilfat ve dermatan siilfata kars1 zay1f diizeyde aktivite
sergiledigi de rapor edilmistir (Singh vd., 2014). Genel olarak bakteriyofaj hiyaliironidazlarinin
pH 6,0-6,5 aralifinda optimum aktivite gosterdigi ve genislemis bir substrat baglanma
bolgesiyle birlikte rastlantisal i¢ kesim (random internal cut) mekanizmasini kullanarak HA’y1
doymamis tetra-, heksa-, okta- ve dikasakkaritlere kadar pargaladigi belirtilmektedir (Baker vd.,
2002; Smith vd., 2005; Mishra vd., 2006). ilging bir sekilde, bakteriyel ve bakteriyofaj
hiyaliironidazlarit HA’ ’nin pargcalanmasinda ayni B-eliminasyon mekanizmasini paylagsmalarina
ragmen, bakteriyofaj hiyaliironidazlarinin bakteriyel hiyaliironidazlara kiyasla oldukg¢a diistik
dizi homolojisi sergiledigi ve filogenetik analizlerde ayr1 bir kiime olusturdugu gdsterilmistir.
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Ayrica bakteriyofaj hiyaliironidazlarinin, bakteriyel hiyaliironidazlara gére daha genis bir
substrat baglanma bolgesine sahip oldugu da ortaya konmustur (Smith vd., 2005).

Mikrobiyal Hiyaliironidazlarin Giivenligi ve Endiistriyel ile Terapotik Uygulamalardaki
Potansiyeli

Hiyaliironidaz, yiiksek molekiil agirlikli HA’y1 hidrolize ederek biyolojik agidan daha aktif
oligosakkaritlere doniistiiren bir enzimdir. Bu diisilk molekiil agirlikli {irtinler; bagisiklik
diizenleme, antioksidan aktivite ve doku yenilenmesi gibi islevleri nedeniyle gida, biyomedikal
ve farmasdtik endiistrilerde onemli bir deger tagimaktadir. Ancak gilinlimiizde ticari olarak
kullanilan hiyaliironidazlarin biiyiik bir kisminin patojen mikroorganizmalardan elde edilmesi
veya rekombinant sistemlerde iretilmesi, ozellikle gida ve klinik uygulamalar agisindan
giivenlik ve diizenleyici kaygilar1 beraberinde getirmektedir. Bu baglamda gergeklestirilen bir
calismada, patojenite ve antibiyotik diren¢ genleri tasimadigi belirlenen Paenibacillus residui
BSSKS58 straini izole edilmis ve bu bakterinin hiicre disina hiyaliironidaz salgiladigi
gosterilmistir. BSSK58 kaynakli enzimin hemolitik aktivite gdstermemesi, biyojen amin
iiretmemesi ve insan bagirsak epitel hiicre hatlarinda sitotoksik etki olusturmamasi giivenlik
acisindan &nemli bulgular sunmaktadir. Ayrica, 13 hafta siireyle yiiriitiilen Iyi Laboratuvar
Uygulamalar1 (GLP) uyumlu toksisite c¢alismalarinda herhangi bir advers etkinin
gbézlenmemesi, bu hiyaliironidazin giivenli bir biyokatalizér oldugunu giiglii bigcimde
desteklemektedir. Elde edilen sonuclar, BSSK58 kokenli hiyaliironidazin diizenleyici a¢idan
uygun, giivenilir ve endiistriyel kullanima elverisli bir alternatif oldugunu ortaya koymaktadir
(Park vd., 2025).

Ote yandan, polisakkarit liyaz ailesi 33 (PL33) iiyesi hiyaliironidazlar olan BxHly33 ve
BiHly33’lin, yiiksek maliyet ve immiinojenisite gibi dezavantajlar tasiyabilen geleneksel
hiyaliironidazlara alternatif olarak ozellikle ilag tasima sistemleri ve doku miihendisligi
uygulamalarinda umut vadettigi bildirilmistir. Bu enzimlerin HA bozunmasina dayali terapotik
yaklagimlarin gelecekteki gelistirilmesine onemli katkilar saglayabilecegi Ongoriilmektedir
(Yin vd., 2025). Literatiirde ayrica, antimikrobiyal direngli Staphylococcus aureus
enfeksiyonlarinda hiyaliironidazin “akilli” ilag tasima sistemlerinde tetikleyici bir enzim olarak
kullanildig1 rapor edilmistir. Hiyallironidaz ile pargalanabilen HA temelli nanotasiyicilar,
enfeksiyon bolgesinde kontrollii ilag salimi saglayarak antibakteriyel etkinligi artirmakta;
biyofilmleri hedefleyerek yara iyilesmesini desteklemektedir (Konwar ve Kim, 2025).
Mikrobiyal hiyaliironidazlar, HA’y1 pargalayarak ekstraselliiler matriksin (ECM) sertligini ve
yogunlugunu azaltmakta; boylece fiziksel bariyerlerin asilmasini kolaylastirarak dokularla
dogrudan temas ve penetrasyonu miimkiin kilmaktadir (Zamboni vd., 2023; Lu vd., 2025). Bu
ozellikleri nedeniyle mikrobiyal hiyaliironidazlar, bakteriyel invazyonu, doku penetrasyonunu
ve yayilimi kolaylastiran dnemli viriilans faktorleri olarak kabul edilmektedir (Coleman vd.,
2023; Dokoshi vd., 2020; Lu vd., 2025). Bunun yan1 sira, bazi mikroorganizmalar hayatta
kalmak ve ¢ogalmak icin polisakkarit kullanim lokuslarin1 (PUL) kullanarak HA’y1 bir besin
kaynagina doniistiirebilmekte (Feng vd., 2022; Lu vd., 2025) ve bagisiklik—inflamasyon
yanitini modiile ederek kendi biiylimeleri i¢in elverisli bir mikroortam olusturabilmektedir
(Wang vd., 2014; Osman vd., 2023; Hajam vd., 2023; Lu vd., 2025). Bagirsak mikrobiyotasina
ait mikrobiyal hiyaliironidazlarin, kisa zincirli yag asidi (SCFA) iireten bakterilerin (6rnegin
Bifidobacterium tiirleri) zenginlesmesini tesvik ederek mikrobiyota kompozisyonunu yeniden
sekillendirdigi gosterilmistir. Bu etki, bakteriyel kolit gibi inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda
potansiyel bir terapdtik yaklasim sundugunu diisiindiirmektedir (Ndeh vd., 2020; Mao vd.,
2021; Pan vd., 2021; Zhao vd., 2023; Zheng vd., 2023; Lu vd., 2025). Ek olarak, mikrobiyal
hiyaliironidazlarin meme kanseri biiylimesini inhibe etmede rol oynadigi (Lee vd., 2010;
Thirumurthy vd., 2023) ve tiimér dokularinda ilag gecirgenligini ve hedeflenmesini artirarak
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antikanser tedavilerin etkinligini gii¢lendirdigi bildirilmistir (Ebelt vd., 2020; Thomas vd.,
2022; Lu vd., 2025).

Sonuc¢

Hiyaliironidazlar, kaynaklarina bagl olarak farkli katalitik mekanizmalarla iglev gosterseler de
ortak olarak hiyaliironik asidi parcalama yetenegine sahip enzimlerdir. Mevcut literatiir,
hiyaliironidazlarin; bakterilerden funguslara ve bakteriyofajlara uzanan genis bir biyolojik
yelpazede hem viriilans faktorii olarak doku bariyerlerinin asilmasinda hem de terapotik ve
endistriyel siireclerde kontrollii HA pargalanmasinda kritik roller tstlendigini ortaya
koymaktadir. Ozellikle bagirsak mikrobiyotas:, funguslar ve patojen olmayan cevresel
bakterilerden elde edilen hiyaliironidazlarin; giivenli, se¢ici ve diizenleyici agidan daha kabul
edilebilir biyokatalizdrler olarak ilag tasima sistemleri, doku miihendisligi, kanser tedavisi ve
yiiksek verimli HA iiretim proseslerinde dnemli firsatlar sundugu goriilmektedir.

Fungus ve bakteriyofaj kokenli hiyaliironidazlarin yapisal—katalitik 6zellikleri, substrat
ozgilliikleri ve in vivo etkileri heniiz yeterince aydinlatilamamis olup, bu durum séz konusu
enzimlerin daha kapsamli bicimde karakterize edilmesine yonelik ¢alismalara duyulan ihtiyaci
acikca ortaya koymaktadir. Mevcut bulgular, mikrobiyal hiyaliironidazlarin halen tam olarak
¢Oziimlenmedigini; 6zellikle optimum pH ve sicaklik araliklari, stabiliteleri, substrat tercihleri
ve olusturduklar1 iirlin profillerinin tir ve strain diizeyinde karsilastirmali olarak
degerlendirilmesi baglaminda onemli bilgi bosluklar1 bulundugunu gostermektedir. Bu
kapsamda yiiriitiilecek ileri calismalarin, bir yandan patojenite mekanizmalarinin daha
derinlemesine anlagilmasina katki saglarken, diger yandan gida ve ila¢ giivenligi acisindan
diizenleyici gerekliliklerle uyumlu, yenilikgi, giivenilir ve endiistriyel ile tibbi uygulamalara
uygun yeni hiyaliironidaz adaylarinin gelistirilmesine gii¢lii bir bilimsel zemin olusturmasi
beklenmektedir.
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Giris

Diinya niifusunun artmasiyla birlikte, artan ihtiyaclar karsilayabilmek i¢in endiistrilesme
giderek daha fazla 6nem kazanmistir. Endistriyel uygulamalarda mikrobiyal kaynaklardan
yararlanilmasi 6zellikle fungal enzimlerin kullanilmasi, daha diisiik-maliyetli ve ¢evre-dostu
bir alternatif olusturmaktadir. Bu baglamda funguslardan elde edilen enzimler, ila¢ ve tarim
sektorleri de dahil olmak iizere birgok endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Biyoteknoloji
endistrisinde fungus kaynakli litik enzimler olan seliilozik, proteolitik ve kitinolitik enzimlerin
gida ve dericilik endiistrilerinin yani sira biyolojik kontrol islemlerinde ve tibbi peptid
tiretiminde kullanilmasi yaygin bir uygulamadir (Haliskaranfil, 2012; Naeem vd., 2022).
Uygulama alanlarindaki bu ¢esitlilik baz alindiginda yeni enzim kaynaklarinin kesfi dnemli
hale gelmistir. Bu baglamda mikrobiyal kokenli enzimlerin taranmasi, tanilanmasi,
saflagtirilmasi ve karakterizasyonu olduk¢a 6nem tasimaktadir (Naeem vd., 2022).

Litik enzimleri iiretme yetenekleri ile 6n plana ¢ikan mikrobiyal popiilasyonlar arasinda
Trichoderma, Penicillium ve Aspergillus gibi fungus cinsleri (El-Ghwas vd., 2023) ile
Azospirillum, Bacillus ve Pseudomonas gibi bakteri cinsleri yer almaktadir (Morrison vd.,
2017; Etesami ve Maheshwari, 2018; Mekonnen ve Kibret, 2021). Bunlar arasinda 6zellikle
fungal enzimler, tiretimleri ve bulunduklari ortamdan ayristirilmalarinin daha kolay olmasi
sebebiyle daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu funguslar arasinda da Trichoderma tiirlerinin, ticari
degeri olan hiicre duvarini parcalayici enzimlerin liretimi agisindan yiiksek kapasiteye sahip
oldugu yapilan ¢aligmalar ile bildirilmistir (Markovich ve Kononova, 2003; Menezes vd., 2019;
Jamil, 2021; Gunjal, 2023).

Bu c¢alismada, Trichoderma tiirleri, bu tiirlerin 6nemli litik enzimleri ve konu ile ilgili
yapilan ¢alismalar derlenmistir.

Trichoderma Tiirlerinin Ozellikleri

Trichoderma 1ilk kez Persoon tarafindan 1794’de tanimlanmistir (Schuster ve Schmoll,
2010). Trichoderma cinsi (teleomorph: Hypocrea); funguslar alemi, Ascomycota subesi;
Pezizomycotina alt subesi; Sordariomycetes sinifi; Hypocreales takimi; Hypocreaceae
familyasinda yer almakta ve 500'den fazla tiirii kapsamaktadir (Index Fungorum, 2025).

Trichoderma tiirleri seliiloz, protein ve nisasta gibi farkli substratlari kullanabilme 6zelligine
sahiplerdir. Bu yeteneklerinden dolay1 hiicre duvari parcalayici enzimleri (CWDEs: seliilaz,
proteaz ve glukanaz vb.) yiiksek kapasitede iiretebilmektedirler. Ayrica, biyotik ve abiyotik
stres yOnetimi, lirlin verimini artirict uygulamalar, antibiyotik {iretimi, molekiiler biyoloji
caligmalari, transgenik bitkiler ve ticari biyofungisitler gibi bir¢cok alanda kapsamli olarak
incelenmis ve kullanilmaktadir (Guruk ve Karaaslan, 2020; Pandey vd., 2021).

Trichoderma tiirleri 1liman ve tropik bolgeler, Antarktika ve tundra da dahil olmak {izere
tiim iklim kusaklarinda genis bir yayilim gosteren hemen hemen her tiirlii toprakta, ¢liriimiis
bitki parcalarinda, bitkilerde ve okyanusta bulunabilen, kozmopolit ve saprotrofik funguslar
olarak siiflandirilir ve genellikle odunsu bitkilerin endofiti olarak yasarlar (Kamala vd., 2015;
Chen vd., 2021).

Trichoderma hizli biiyiiyen ve bol spor lireten bir fungus cinsidir; bu sporlar, hiyalin ve
septalt hiflerden olusan iyi gelismis, dallanmis bir miselyum olusturur. Spor olusumu
bakimindan benzersiz bir yapiya sahiptir; cogunlukla yesil renkteki eseysiz sporlar, ¢cok dalli
konidioforlarin uglarinda gelisir. Bazi tiirler klamidosporlar da olusturur. Kiiltiir kosullarinda
hizl1 biiyiiyen, pamuksu, kabarik veya graniillii koloniler olusturur ve renkleri beyazdan yesilin
farkli tonlarina kadar degisir. Mikroskobik olarak, konidilerin ve fiyalidlerin sekli ile diizeni ve
konidioforlarin dallanma diizeni temel tan1 6zellikleridir. Buna ek olarak, biiylime hizlarindaki
farkliliklar tiirler arasindaki ayrimi ortaya koymada faydali olabilmektedir (Kara, 2013). Bu
tiirlerin en iyi gelisim gosterdikleri sicaklik 25-30°C olan 1liman nemli topraklar ve pH 5,5-7,5
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araligindadir (Korkom, 2016; 2022). Bununla birlikte, cins i¢indeki yiiksek genetik cesitlilik,
kesin tani icin siklikla molekiiler yontemlerin kullanilmasini gerektirir (Thangaraj vd., 2025).

Trichoderma cinsi, g¢esitli 6zellikleri ve kullanim alanlariyla 6ne ¢ikan bircok 6nemli tiir
icermektedir. Bu tlirler arasinda Trichoderma harzianum, T. atroviride, T. asperellum, T.
hamatum, T. koningii, T. longibrachiatum, T. polysporum, T. pseudokoningii, T. reesei ve T.
viride yer almaktadir (Markovich ve Kononova, 2003; Qualhato vd., 2013; Mukhopadhyay ve
Kumar, 2020). Trichoderma spp.’nin ¢ok yonlii etki mekanizmalarmin varligr ve ¢esitli
ortamlara olan adaptasyon kabiliyeti ile endiistriyel uygulamalarda yiiksek kullanim
potansiyeline sahiptir (Korkom, 2022). Bu o6zellikleri sayesinde Trichoderma tiirleri, diinya
capinda en ¢ok ticari biyopreparat haline getirilen funguslar arasindadir (Kredics vd., 2005;
Bayrak vd., 2021; Gezgin vd., 2023). Endiistriyel uygulamalar acgisindan bu tiirlerin sahip
olduklar1 litik enzimleri kodlayan genlerin klonlanmasi ve eksprese edilmesi Gnem arz
etmektedir (Deng vd., 2018). Ayrica Trichoderma’larin sahip oldugu hiicre duvarini pargalayan
enzimlerin kullanimi, {iriinlerin raf omriinlin uzatilmasi i¢in umut verici alternatif olarak
degerlendirilmektedir (Naeem vd., 2022). Bu baglamda biyoteknolojinin farkli uygulama
alanlarinda, enzim iiretimi ve biyolojisi lizerine yogun olarak caligmalar1 yapilan bir tiirdiir
(Kredics vd., 2005; Bayrak vd., 2021; Gezgin vd., 2023).

Trichoderma Tiirlerindeki Bazi Litik Enzimler

Hidrolitik enzimler, funguslar gibi mikrobiyal kaynaklar tarafindan iiretilen ve polisakkarit,
protein ile lipit gibi molekiilleri daha kiigiik bilesenlere ayiran, hiicre duvarini pargalayabilen
ekstraseliiler enzimlerdir (Nauom vd., 2019). En cok calisilan hidrolitik enzimler sirasiyla
kitinolitik, glukanolitik ve proteolitik enzimlerdir (Qualhato vd., 2013; Mukhopadhyay ve
Kumar, 2020). Trichoderma tiirlerinin, hiicre duvari par¢alanmasinda gorevli olan litik
enzimlerin ireticileri oldugu bilinmektedir (Nauom vd., 2019; Ribeiro vd., 2019). Bu tiirler
tarafindan tiretildigi bilinen bazi litik enzimler, amilaz, seliilaz, proteaz ve kitinaz enzimleridir
(Jamil, 2021; Gunjal, 2023). Bu baglamda, c¢alismamizda Trichoderma tiirleri tarafindan
sentezlenebilen seliilaz, proteaz, kitinaz ve amilaz litik enzimlerinin 6nemi ve Ozelliklerine
deginilmistir.

Seliilaz, seliilozun yapisindaki -1,4 glikozidik baglarini parcgalayabilen, 500 milyon dolar
pazar payi ile diinya genelinde iiciincii en biiyiik endiistriyel enzimdir (Haliskaranfil, 2012;
Aissaoui vd., 2017; Hamdan ve Jasim, 2018; Elibol Ileri, 2019). Seliilaz enzimi ii¢ ana sinifa
ayrilmaktadir. Bunlar; endoglukanaz, ekzoglukanaz, B-glukosidazdir. Seliilozun hidroliz
islemi, bu ii¢ sinifin sinerjistik aktivitesi ile ger¢eklesmektedir (Yasmin vd., 2013; Juturu ve
Wu, 2014; Abe vd., 2015). Bu enzim, ¢esitli biyolojik aktivitelerin diizenlenmesinde, bagisiklik
yanitinin olusmasinda, biiylime ve gelisimde onemli rol oynamaktadir (Sharma vd., 2016;
Mukhopadhyay ve Kumar, 2020). Ayrica seliilaz enzimleri, lignoseliilozik atiklarin biyogaza
doniisiimiinde gorevli olmasiyla 6n plana ¢ikmaktadir. Enzim sisteminin kompleksligi ve
endiistriyel kullanim alanlarinin varligi gibi pek ¢ok 6zelligi ile seliilaz enzimleri, akademik ve
endiistriyel caligmalar agisindan olduk¢a 6nemli kaynak tegkil etmektedirler (Alpinar, 2017).
Cogu fungus ve bakterilerin seliilaz sentezleyebildigi calismalarla kanitlanmistir. (Pirzadah vd.,
2014; Yan vd., 2021). Ticari seliilaz enzimlerinin cogu, Trichoderma ve Aspergillus tiirlerinden
elde edilmistir (Abe vd., 2015). Trichoderma cinsinden Ozellikle 7. reesei’nin diger tiirlere
kiyasla hem daha yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu hem de daha yiiksek miktarda seliilaz
enzimini iirettigi bildirilmistir (Pirzadah vd., 2014; Yan vd., 2021). Yapilan bir calismada 7.
atroviride’nin  B-glukosidaz enzimi, SDS-PAGE ile saflastirilmis ve kinetik verileri
belirlenmistir. Enzim 6,7117 kat saflagtirilmis ve yaklasik olarak 70 kDa ve 60 kDa molekiiler
agirliginda iki alt birime sahip oldugu saptanmistir. En yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik ve
pH degerleri sirasiyla 65°C ve pH=3 olarak bulunmustur (Aydin, 2024). Gunjal (2023)
tarafindan yiiriitilen c¢alismada, Trichoderma tirlerinin izolasyonu ve karakterizasyonu
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gerceklestirilmistir. Mikroskobik olarak tanimlanan izolatlarin seliillaz iiretim kapasiteleri
degerlendirilmistir. Incelenen ii¢ Trichoderma izolatinin semikantitatif olarak seliilaz
tiretebildigi ve sirasiyla 1,4 cm, 1,3 cm ve 0,9 cm genisliginde seffaf zonlar olusturdugu
belirlenmistir. Yapilan bir baska c¢alisma incelendiginde Harran ovasi topraklarindan
Trichoderma izolatlar1 elde edilmis ve bu izolatlar tarafindan salgilanan seliilazin protein
bliytiikliigli SDS-PAGE analizi ile 32 kDa, optimum sicakligr 40°C, optimum pH’1 5,0 olarak
bulunmustur. Trichoderma T1 izolatindan elde edilen seliilazin kat1 besiyerinde (0,3540,02 EU)
ve s1vi kiiltiirde (0,008 U/mL) en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. 7richoderma
spp.’dan elde edilen seliilazin enzim aktivitesi ticari seliilaz enzimi ile kiyaslanmis ve fungal
enzimin kayda deger seviyede aktivite gosterdigi gézlenmistir (Guruk, 2018). Hamdan ve Jasim
(2018) tarafindan yapilan calismada 7. longibrachiatum’un irettigi seliilaz enzimi, art arda
uygulanan dort farkli saflastirma teknigi (amonyum siilfat ¢oktlirmesi, diyaliz, iyon degisim
kromatografisi ve jel filtrasyon) kullanilarak 9,69 kat saflastirilmistir. Bu enzimin spesifik
aktivitesi 6680,8 U/mg, molekiiler agirligi 17782 kDa, optimum pH’1 4 ve sicakligi1 40°C olarak
bulunmustur. Yapilan bir ¢alismada, 7. harzianum NRRL 13019 izolatindan seliillaz (-
glukosidaz) enzimi saflastirilmis ve SDS-PAGE analizi sonucunda yaklasik 110 kDa
biiyiikliigiinde tek bir bant elde edilmistir. Enzimin optimum pH degeri 4,0 ve optimum
sicaklig1 ise 65°C olarak belirlenmistir (Alpinar, 2017). Saravanakumar vd. (2016) yaptiklari
calismada 7. harzianum’un seliilaz enzimi trettigi belirlenmistir (Sharma vd., 2022). Yapilan
bir calismada da Trichoderma izolatlarinin seliilaz iiretebilme yetenekleri, hem agar-plak hem
de s1vi1 kiiltiir yontemleri ile incelenmistir. Bu izolatlarin karboksimetil seliilloz (CMC) agar
ortaminda 9. giinde 40-72 mm’lik gelisme zon ¢aplari ile 1y1 gelisim gosterdigi tespit edilmistir.
Sivi kiiltiirde ise 7. glindeki seliilaz aktivitesinin optimum oldugu ve en diisiik aktivitenin ID4A
izolatinda ve en yiiksek aktivitenin 0,017 U/mL ile ID11D izolatinda oldugu belirlenmistir
(Bozdeveci, 2014). Pirzadah vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada 7. viride’den seliilaz
enzimi elde edilmis ve SDS-PAGE analizi yapilarak molekiiler agirligi 31,2 kDa olarak
belirlenmistir. Ayrica, enzimin 4,8-5,5 pH araliginda aktif oldugu ve aktiflik gosterdigi
sicakligin 50°C ve 70°C olarak degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Bir diger calismada, 7.
harzianum Rifai T3 izolatinin seliilaz enzim aktivitesi belirlenmis ve kismi karakterizasyonu
yapilmistir. Saflastirilan iki adet seliilaz enziminin 40 kDa ve 45 kDa molekiiler agirliga sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu enzimlerin optimum pH degerleri 4,0-5,0 ve sicakliklar1 37-40°C
olarak bulunmustur (Thrane vd., 1997).

Proteolitik aktivite hiicre duvarinin tamamen yikimi i¢in dncii bir rol oynar (Markovich ve
Kononova, 2003). Proteolitik aktiviteye sahip olan proteaz enzimi, bir protein ya da peptid
icerisinde bulunan iki aminoasit arasindaki peptid baglarmni pargalayabilen 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 cesitli tipleri bulunmaktadir. Bu enzimler optimum pH’larina gore alkali
(bazik), notr ve asidik proteazlar olarak da siniflara ayrilabilmektedir (Kredics vd., 2005; Abe
vd., 2015; Sharma vd., 2016; Sharma vd., 2022). Proteaz enzimi, tiim enzim pazarinin yaklasik
%60’1n1 olugturmaktadir ve saglik, ilag, gida ve biyoteknoloji endiistrilerinde olduk¢a 6nem arz
etmektedir (Daranagama vd., 2019). Trichoderma tiirleri, seliilaz iireticileri olarak kapsamli bir
sekilde calisilmistir. Bununla birlikte 77ichoderma’lardan proteazlarin  salgilanmasi,
endiistriyel olarak proteaz lretebilme Ozellikleri veya proteaz iiretme yetenekleri veya
iretildikleri takdirde bu tiir proteazlarin dogasi hakkinda yeterince ¢alisma bulunmamaktadir
(Manonmani ve Joseph, 1993; Kredics vd., 2005; Simkovi¢ vd., 2012; Sahin, 2013). Xue vd.
(2024) tarafindan yapilan calismada 7. asperellum’un sentezledigi aspartik proteaz enziminin
aktivitesi ve karakteristik ozellikleri aragtirilmistir. En yliksek proteaz aktivitesi 4092 U/mL,
optimum pH ve sicaklik degerleri sirastyla 3,0 ve 50°C olarak belirlenmistir. Yapilan bir
calismada 7. harzianum’un proteaz aktivitesi incelenmistir. Proteaz i¢in elde edilen spesifik
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aktiviteler sirastyla 361,73 + 16,60 U/mg protein ve 192,41 + 1,93 U/mg protein olarak
belirlenmistir (Nauom vd., 2019). Yapilan bir diger ¢calismada 7. atroviride tarafindan iiretilen
proteazin, farkli substratlar kullanilarak aktivitesi incelenmis ve karakterize edilmistir Elde
edilen proteazlarin yaklasik 200 kDa ve 36 kDa oldugu bulunmustur. Substrat olarak azokazein
kullanilarak 6l¢iim yapildiginda optimum aktivite 37°C’de gdzlenirken, sigir serum albiimin
kullanilarak 6l¢iim yapildiginda optimum aktivite 20°C’de aktivite gozlenmistir (Simkovi¢ vd.,
2012). Viterbo vd. (2002)’nin yaptiklar1 ¢alismada 7Trichoderma izolatinin 5°C’de dahi ¢ok
yliksek proteaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir (Maral, 2012). Tchameni vd. (2020)
tarafindan 7Trichoderma tirlerinin salgiladigi litik enzimler ve sekonder metabolitlerin
incelenmesi lizerine bir ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismadaki 7. erinaceum (1T-58), T. gamsii
(IT-62), T. afroharzianum (P8) ve T. harzianum (P11)'in seliilaz ve proteaz iiretebildigi
belirlenmistir.

Kitinaz, bakteri, fungus, bocek, bitki ve omurgalilarda bulunan, kitin polisakkaritinin
hidrolizinde gorev alan bir enzimdir. Yapilan bir ¢calismada deniz kokenli 7. bissettii izolatlar
tarafindan salgilanan kitinolitik enzim aktivitesi aragtirllmigtir. Calisma sonucunda ham
enzimin optimum Kkitinolitik aktivitesi 50°C ve pH 5,0’da gozlenmistir (Chung vd., 2022).
Gezgin vd. (2020) tarafindan yapilan calismada Trichoderma tiirlerindeki farkli litik enzimlerin
aktiviteleri incelenmistir. Trichoderma atroviride ve T. citrinoviride izolatlar1 0,05-0,29 U/mL
araliginda kitinaz, 0,16-0,40 U/mL araliginda B-1,3 glukanaz, 0,56-2,99 U/mL araliginda
proteaz enzim aktiviteleri tespit edilmistir. Jamil (2021) tarafindan yapilan calismada T.
harzianum ve T. viride izolatlarinin yliksek seviyede seliilaz, proteaz, ligninaz ve kitinaz
enzimlerini irettigi belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada 7. harzianum, T. tomentosum, T.
asperellum ve T. ghanense'nin in vitro kosullarda hiicre duvarini pargalayan enzimleri (proteaz,
glukanaz, kitinaz) Ol¢tilmistir. 7. harzianum ve T. asperellum’un hiicre duvarit enzimlerini
salgiladig1 belirlenmistir (Qualhato vd., 2013). Lima vd. (1997) tarafindan yapilan ¢caligmada
altt Trichoderma izolatinin kitinolitik enzimleri ve [-1,3-glukanaz {retim miktarlari
incelenmigtir. Calisma sonucunda maksimum kitinaz, kitobiaz ve B-1,3-glukanaz aktiviteleri
sirastyla 171 U/mL, 0,189 U/mL ve 197 U/mL olarak belirlenmistir.

Karbohidrat igerikli endiistriyel uygulamalarin ¢ogu, biyoteknolojik olarak doniisiime
uygundur. Bitkisel karbohidratlar arasinda nisasta, seliilozdan sonra ikinci sirada yer alan
onemli bir karbon ve enerji kaynagidir. Amilaz enzimi, nigastanin hidrolizinde gorev alan,
diinya enzim piyasasinda yaklasik %25-33’liik pazar pay1 ile 6nemli bir endiistriyel enzimdir.
Amilaz enziminin iki tipi bulunmaktadir. Bunlar endoamilazlar ve ekzoamilazlardir. Bu enzim,
kolay ve disiik maliyetli sekilde iiretilebilmelerinden dolay1 deterjan, tekstil ve gida
endiistrilerinde tercih edilmektedir (Haliskaranfil, 2012). Menezes vd. (2019) yaptiklari
calismada Antarktika’dan izole edilen fungusun patojenik aktivitesinin karakterizasyonu,
fizyolojik ve enzimatik Ozellikleri incelenmistir. Calismadaki izolat Trichoderma olarak
tanilanmis, bu tiirtin amilaz ve proteaz enzim iiretiminin 10°C ve 30°C’de optimum oldugu,
seliilaz enzimi tiretimininse sadece 10°C’de optimum oldugu tespit edilmistir. Misir bitkisinden
izole edilen farkli fungus tiirlerindeki amilaz, proteaz, seliilaz gibi bazi litik enzimlerin
incelendigi calismada, 7. harzianum’un proteaz enzimini iretebildigi, diger enzimleri
iretemedigi belirlenmistir (Abe vd., 2015).
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Sonuc¢

Derlemede, endiistriyel acidan 6neme sahip 7Trichodermas tiirleri, bu tiirlerin sahip olduklar
bazi litik enzimler ve bu konu ile ilgili yapilan ¢aligmalar hakkinda bilgi verilmistir. Hizli niifus
artis1 sonucunda iilkemizde ve diinya ¢apinda endiistrilesme oldukca 6nem kazanmistir. Bu
durum dikkate alindiginda ilag, gida, tekstil ve tarim bagta olmak iizere pek cok endiistriyel
alanda mikrobiyal kaynaklardan elde edilen enzimler, diisiik maliyetli ve ¢evre dostu olmalari
ile 6n plana ¢ikmistir. Ozellikle fungal kaynakli enzimler, genetik modifikasyonlarmin
kolaylig1 ve bulunduklar1 ortamdan daha kolay ayristirilmalari ile daha ¢ok tercih edilmektedir.
Funguslar arasinda Trichodermas tiirleri, hiicre duvarinin par¢alanmasinda 6nemli rol oynayan
litik enzimlerin onemli {ireticileri olarak basi ¢ekmektedir. Endiistriyel agidan degerli bu
enzimlerin  mikrobiyal kaynaklarimin  taranmasi, bu enzimlerin  saflastirilmasi,
karakterizasyonu, protein yapisi ve pargalayict mekanizmalarinin anlasilmasi lizerine yapilacak
calismalarin sayisinin arttirilmasinin uygulamalar agisindan dnemli olacagi diisliniilmektedir.
Trichoderma tiirleri seliilaz, kitinaz, proteaz ve amilaz lreticileri olarak kapsamli bi¢imde
arastirilmis olsa da konuya iligskin daha spesifik ve ileri diizey c¢alismalar yapilmasina hala
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tesekkiir
Bu calisma, TUBITAK-KBAG tarafindan 1257258 numarali proje ile desteklenmistir.
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Cigdem COBAN
Giris

Antioksidan savunma sistemleri genel olarak enzimatik ve enzimatik olmayan
bilesenlerden olusur. Enzimatik antioksidanlar arasinda stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon rediiktaz (GR) en 6nemli koruyucu enzimler arasinda yer alir. Bu enzimler,
hiicre i¢i redoks dengesinin korunmasinda koordineli bir sekilde gorev yapar. Enzimatik
olmayan antioksidanlar ise C vitamini, E vitamini, karotenoidler ve glutatyon gibi diisiik
molekiil agirlikl bilesiklerdir (Birben ve ark., 2012).

Canli organizmalarda enerji iiretimi ve metabolik faaliyetler sonucunda reaktif oksijen
tiirleri (ROS) ve serbest radikaller siirekli olarak olusur. Bu bilesiklerin artisi, hiicrede oksidatif
stres olarak bilinen duruma yol acarak lipit, protein ve DNA gibi biyomolekiillerde hasar
meydana getirir (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Oksidatif stresin dengelenmesi, hiicre igi
antioksidan sistemlerin etkinligi ile dogrudan iliskilidir. Bu sistemlerin 6nemli bir bileseni olan
GR enzimi, okside glutatyonu (GSSG) indirgenmis formuna (GSH) doniistiirerek hiicresel
redoks dengesinin siirdiiriilmesini saglar (Keha EE ve Kiifrevioglu O1.,2010).GR enzimi, NADPH
bagimli bir flavoprotein olup, Ozellikle karaciger, dalak ve eritrositlerde yiiksek diizeyde
bulunur ve hiicreleri oksidatif hasara kars1 korumada kilit rol oynar (Mannervik, 2014).

Glutatyon rediiktaz aktivitesindeki degisimler; diyabet, noérodejeneratif hastaliklar,
kardiyovaskiiler bozukluklar ve kanser gibi cesitli patolojik durumlarla iliskilendirilmistir
(Pastor ve ark., 2019). Bu nedenle, GR’nin aktivitesi ve dilizenlenme mekanizmalarinin
anlasilmasi, hem biyokimyasal arastirmalar hem de terapotik yaklasimlar acisindan biiyiik
Oonem tagimaktadir.

Ilaglarn bu tiir enzimler iizerindeki etkilerinin incelenmesi, hem farmakolojik
etkinliklerinin hem de olas1 toksik etkilerinin anlagilmasi agisindan 6nem tagimaktadir (Coban
C, 2022; Coban C vd., 2022). Ozellikle antiinflamatuvar ve analjezik ilaglarm oksidatif stresle
iligkili metabolik yollar1 etkileyebildigi bilinmektedir( Coban, C vd., 2024). Bu baglamda
polietilen glikol (PEG) farmasétik formiilasyonlarda tasiyici ve stabilizator olarak kullanilan
bir polimerdir ve bazi ¢aligsmalarda hiicresel diizeyde koruyucu veya notr etkiler gosterebildigi
bildirilmistir (Caliceti ve Veronese, 2003). Benzidamin hidroklorir (HCI) ise lokal
antiinflamatuvar ve analjezik 6zellikleriyle bilinen bir ilag olup, oksidatif stres parametreleri
iizerindeki etkileri heniiz tam olarak ac¢ikliga kavusturulamamistir (Koksal vd., 2016).

Bu c¢alismada, polietilen glikol ve benzidamin HCl’'nin koyun dalak dokusundan
saflastirilan glutatyon rediiktaz enzimi tizerindeki in vitro etkileri aragtirllmigtir. Dalak dokusu,
yliksek metabolik aktiviteye sahip bir organ oldugundan, redoks sistemleri bakimindan zengin
bir kaynak olusturur. Bu kapsamda, ilaglarin GR enzimi iizerindeki aktivasyon veya inhibisyon
etkilerinin belirlenmesi, oksidatif stresle iliskili hiicresel siireclerdeki olasi rollerinin
anlasilmasina katki saglayacaktir.

Materyal ve Metot

Materyaller
Bu calismada kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup, Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, USA) ve Merck (Darmstadt, Germany) firmalarindan temin edilmistir. Glutatyon
rediiktazin saflagtirillmasinda kullanilan 2°,5’-ADP-Sepharose 4B afinite jeli Sigma-Aldrich
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firmasindan alinmistir. Amonyum siilfat, Tris-HCl, EDTA, NADPH, okside glutatyon (GSSG)
ve diger tampon bilesenleri standart laboratuvar reaktifleridir.
flag ¢ozeltileri (Polietilen glikol ve Benzidamin HCI) distile suda ¢oziilerek deney dncesinde
taze olarak hazirlanmistir.

Homojenatin Hazirlanmasi, Amonyum Siilfat Coktiiriilmesi ve Diyaliz

Taze koyun dalak dokusu, yerel mezbahadan temin edilip buz banyosunda laboratuvara
tasinmistir. Doku, soguk 45 mL’lik 50 mM KH2POs (pH= 8,0) i¢inde homojenizatdrde
parcalanmistir. Elde edilen homojenat 4 °C’de, 1 saat (10.000xg )santrifiij edilmistir.
Stipernatant kismi enzim kaynagi olarak kullanilmistir (Sentiirk et al., 2009). Siipernatant
fraksiyonu, kademeli olarak 9%?20-70 amonyum siilfat doygunluguna ulastirilmistir. Her
basamakta ¢oken proteinler santrifiij edilip, ¢okeltiler 10 mM K-fosfat, 1 mM EDTA diyaliz
tamponda 4 °C'de diyalize edildi (Coban, 2022; Coban ve Ciftci, 2022; Coban et al., 2022).

2',5' ADP Sepharose-4B Afinite Kromatografisi

Dializ sonrasi elde edilen enzim ¢dzeltisi, 2°,5’-ADP-Sepharose 4B afinite kolonu
iizerine yiiklenmistir. Kolon, 2',5'-ADP-Sepharose-4B jeli 0.1 M KH.PO+ + 0.1 M K-asetat
tamponu ile dengelenmis ve adsorbe olmayan proteinler uzaklastirilmistir. Enzim, NADPH
iceren eliisyon tamponu ile eliie edilmistir. Fraksiyonlarda 340 nm’de absorbans takibi yapilmis
ve enzim igeren kisimlar birlestirilmistir (Coban, 2022; Coban ve Ciftci, 2022; Coban et al.,
2022).

Protein Tayini

Saflastirma isleminin her basamaginda enzim aktivitesi ile birlikte toplam protein
miktar1 belirlenmis ve spesifik aktivite degerleri bu verilere gore hesaplanmistir. Protein
miktarinin  tayininde, Bradford (1976) tarafindan gelistirilen kolorimetrik ydntem
kullanilmistir. Bu yontem, proteinlerin Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasi ile olusturdugu
kompleksin absorbans degisimine dayanir. Bradford yontemi, hizli, hassas ve diisiik protein
konsantrasyonlarinda dahi giivenilir sonuglar vermesi nedeniyle tercih edilmistir. Ol¢iimler,
595 nm dalga boyunda UV-Vis spektrofotometre ile gerceklestirilmistir. Standart egrinin
olusturulmasinda, referans protein olarak sigir serum albiimini (BSA) kullanilmistir.

Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz aktivitesi, NADPH’ nin GSSG’ye indirgenmesi sirasinda 340 nm’de
absorbans azalmasinin izlenmesi esasina gore spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.
Reaksiyon karisimi; 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 0.5 mM GSSG, 0.1 mM
NADPH icermektedir. Olgiimler 25 °C’de gergeklestirilmistir. Bir enzim birimi, dakikada 1
umol NADPH nin oksidasyonuna yol acan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir (Carlberg ve
Mannervik, 1985).
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Inhibisyon ve Aktivasyon Calismalar

Saflastirilan enzim ¢ozeltisine, Polietilen glikol (PEG) ve Benzidamin HCI ilaglarinin
farkli konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Olgiim yapilirken miimkiin olan en yiiksek inhibitor
konsantrasyonuna kadar denemeler yapildi Her bir ila¢ i¢in en az bes farkli derisim araligi
hazirlanmis ve deneyler iic paralel olarak yiriitiilmiistiir. Elde edilen aktiviteler kontrol
degerine oranla % Aktivite olarak hesaplanmis ve % Aktivite—[I] grafikleri c¢izilmistir

(Lineweaver ve Burk, 1934).
Sonuclar

Polietilen glikozun koyun dalak dokususundan saflastirilan glutatyon rediiktaz enzimi
tizerindeki etkilerinin arastirilmasinda elde edilen aktivite verileri Tablo1’de ve grafigi de Sekil

1’de verildi.

Tablo 1. Polietilen glikozun enzim tizerindeki etkilerinin verileri

Polietilen glikoz derisimi (mM) % Aktivite
0 100
0,1 107,8
0,2 111,15
0,5 114
1 115,7
2 121
150 y= 10060,1174x
R?=0,7048
120 °
°o® e
8
z
é
© 60
30
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5
[Polietilen glikoz] mM

Sekil 1. Polietilen glikoz icin elde edilen [I]-%Aktivite grafigi
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Benzidamin HCI’in koyun dalak dokususundan saflastirilan glutatyon rediiktaz enzimi
tizerindeki etkilerinin arastirilmasinda elde edilen aktivite verileri Tablo2’de ve grafigi de Sekil

2’de verildi.

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

Benzidamin HC derisimi (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

100 y = 100e030%x
R?=0,985
80
g 60
é
40
20
0
0 0,5 1 1,5
[Benzidamin HCI] mM

Sekil 2. Benzidamin HCI i¢in elde edilen [I]-% Aktivite grafigi
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Bu calismada, koyun dalak dokusundan saflastirilan glutatyon rediiktaz (GR) enzimi
tizerine polietilen glikol (PEG) ve benzidamin HCl'nin in vitro etkileri arastirilmistir. Elde
edilen bulgular, her iki ilacin da GR enzimi iizerinde farkli etki mekanizmalarina sahip
oldugunu gostermistir.

GR enziminin biyokimyasal 6zelliklerinin dogru sekilde incelenebilmesi igin, yiiksek
saflikta elde edilmesi biiylik onem tasir. Bu nedenle ¢aligma kapsaminda enzim gesitli
saflastirma basamaklarindan gegirilmistir. ilk olarak, ham dalak homojenati belirli doygunluk
araliklarinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile fraksiyonlara ayrilmistir. Bu yontem, proteinlerin
¢Oziinlirlik farkliliklarindan yararlanarak hedef enzimin kaba saflastirmasini saglar. Bu
basamakta, GR enzimi yaklasik %20-70 doygunluk araliginda ¢okelmis ve bu fraksiyondan
yliksek enzim aktivitesi elde edilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, enzim stabilitesini
koruyarak denatiirasyonu 6nlemesi bakimindan tercih edilmistir (Scopes, 2013).Takiben, GR
enzimi iyon degisim kromatografisi yontemiyle saflagtirilmistir. Saflastirma islemleri sonunda
elde edilen spesifik aktivite degerlerindeki artis, enzim safiyetinin basarili bir sekilde
saglandigini ortaya koymaktadir.

Saf GR enzim aktivitesinde, polietilen glikoliin artan konsantrasyonlariyla (0.1 mM - 2
mM) hafif bir artis gozlemlenmistir (Tablo 1, Sekil 1). Bu durum, PEG'in GR enzimi iizerinde
zayif bir aktivator olarak davrandigini diisiindiirmektedir. PEG'in farmasoétik formiilasyonlarda
yaygin olarak kullanilan bir polimer oldugu ve biyolojik sistemlerde genellikle inert veya
stabilize edici bir ajan olarak kabul edildigi bilinmektedir (Caliceti ve Veronese.,2003).
Enzimatik aktivitedeki bu hafif aktivasyon, PEG'in enzimin konformasyonel yapisinda suyu
uzaklagtirarak veya enzim-substrat etkilesimini dolayli olarak kolaylastirarak hafif bir stabilize
edici etki gdstermesine baglanabilir.

Buna karsilik, benzidamin HCI uygulamasinin ise GR enzim aktivitesini
konsantrasyona bagli olarak inhibe ettigi tespit edilmistir (Tablo 2, Sekil 2). Ozellikle 1.293
mM konsantrasyonda enzim aktivitesi yaklasik %31 oraninda azalmistir. Bu bulgu, benzidamin
HCl'in GR enzimi iizerinde orta diizeyde bir inhibitor etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Benzidamin HCI, lokal anti-inflamatuvar ve analjezik dzelliklere sahip bir ilagtir. Inhibisyon
mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamakla birlikte, bu bilesigin enzimin aktif bolgesi veya
allosterik bir bolgeye baglanarak katalitik aktiviteyi engelliyor olmas1 muhtemeldir. Koksal vd.
(2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada da benzidaminin c¢esitli enzim sistemleri iizerinde
inhibitor etkileri rapor edilmistir. GR enziminin inhibisyonu, hiicresel GSH/GSSG oraninin
azalmasina ve dolayisiyla oksidatif strese yatkinligin artmasina neden olabilir. Bu durum, ilacin
uzun siireli veya yiiksek doz kullanimlarinda oksidatif stres kaynakli yan etkilerin potansiyel
bir gbstergesi olarak degerlendirilebilir.

Benzer sekilde, bazi ¢alismalarda antiinflamatuvar ilaglarin glutatyon metabolizmasi
iizerinde baskilayici etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Pastor et al., 2019). Bu etkiler, uzun
stireli ila¢ kullanimiyla hiicresel GSH diizeylerinde azalma ve oksidatif dengenin bozulmasiyla
sonuglanabilmektedir. Bu baglamda, benzidamin HCI’nin GR aktivitesini diisirmesi, ilacin
yiiksek dozlarda oksidatif stresin artmasina dolayli katkida bulunabilecegini gostermektedir.

GR, hiicresel redoks homeostazinin siirdiiriilmesinde ve antioksidan savunmada merkezi
bir role sahiptir (Mannervik, 2014). Enzimin inhibisyonu, indirgenmis glutatyon (GSH)
seviyelerinin azalmasina ve hiicresel oksidatif hasar riskinin artmasina yol agabilir (Halliwell
ve Gutteridge, 2015). Dolayisiyla, benzidamin HCl'in GR {izerindeki bu inhibitor etkisi,
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farmakolojik profilinde dikkate alinmasi gereken bir dzellik olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ote
yandan, PEG'in hafif aktivator etkisi, ila¢ formiilasyonlarinda tasiyici olarak kullanildigi
durumlarda, birlikte uygulandig1 diger ilaclarin neden olabilecegi oksidatif stresi hafifletmede
dolayli ve olumlu bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, bu calisma, yaygin kullanilan iki farkli ilacin (PEG ve benzidamin HCI)
GR enzim aktivitesi {lizerinde zit etkilere sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgular,
farmasotik ajanlarin ve formiilasyon bilesenlerinin, hedef etkilerinin yani1 sira hiicresel
antioksidan savunma sistemleri {lizerinde de dogrudan veya dolayli modiilator etkileri
olabilecegini vurgulamaktadir. Ilaglarm redoks dengesi ve oksidatif stres parametreleri
iizerindeki bu tiir etkilerinin arastirilmasi, giivenlilik profillerinin ve potansiyel etkilesimlerinin
daha iyi anlasiimasina katki saglayacaktir. ileride yapilacak ¢alismalarda, bu etkilerin kinetik
mekanizmalarinin (inhibisyon tipi, K; degeri vb.) aydinlatilmasi ve hiicre kiiltiirii veya in
vivo modellerde dogrulanmasi faydali olacaktir.
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