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ARASTIRMA MAKALESI/RESEARCH ARTICLE

Aspergillus niger URIKAZININ BAZI BiYOKIMYASAL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI
Figen ERTAN', Erol AKSOZ2

0oz

Aspergillus niger’den iirikaz enziminin saflastirilmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, Sefadex G-200 ve DEAE
Cellulose kromatografi teknikleri ile gerceklestirildi. Enzimin spesifik aktivitesi 0.059-2.386 (U/mg protein) arasin-
da bulunmustur. Enzimin bazi genel ozellikleri arastirlmistir. Optimum reaksiyon pH’1 8.5 ve sicakligy 35°C’dir.
Enzim pH 8.0-9.0 aralifinda kararlidir. 50°C’de 15 dakika inkiibasyondan sonra iirikaz baglangi¢ aktivitesinin yak-
lasik % 50’si korundu. Enzimin K, degeri 1.69 x 103 M civarinda hesaplandi. KCN ve PCMB’ (10 mM) 1n enzim
aktivitesini tamamen inhibe ettigi, 103 M Hg*2 % 95; Zn*2 % 89 ve Cu*2’in % 48 inhibisyon meydana getirdigi
bulunmugtur.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus niger, Urikaz (iirat oksidaz), Saflastirma, Uretim.

DETERMINATION OF SOME BIOCHEMICAL PROPERTIES OF URICASE FROM
Aspergillus niger

ABSTRACT

The purification of uricase from Aspergillus niger was carried out by precipitation with ammonium sulphate
then further proceeded with Sephadex G-200 and DEAE- Cellulose chromatographies. The specific activity of the
enzyme was enhanced from 0.059-2.386 (U/mg protein). Some of the general properties of enzyme were investiga-
ted. The optimum reaction pH and temperature were 8.5 and 35°C. After incubation at 50°C for 15 min, the urica-
se remained at about 50 % of initial activity. The apperent K, value of the enzyme was calculated to be about 1.69
x 10-3 M. KCN and pCMB (10 mM) completely inhibited the enzyme activity. Furthermore, the metal ions such as
10-3 M Hg*2 95 %, Zn*2 89 % and Cu*2 48 % were inhibited the activity.

Key Words: Aspergillus niger, Uricase(urate oxidase), Purification, Production.

1. GIRIS konsantrasyonunu saptamada teshis enzimi olarak yay-
gin bir sekilde kullantimaktadir (Liu vd., 1994; Bharga-
va vd., 1999). Urikaz klinikte sadece teshis enzimi ol-
may1p, urik asit metabolizmasindaki bozukluklara bag-
It olarak meydana gelen hastaliklarin tedavisinde de
kullanilmaktadir. Urikaz plazma iirik asit seviyelerini
da serum trik asit seviyesinin yiikselmesi sonucu gut diiiriicii ilaglar arasinda yer almigtir (Pawlotsky,
artritlerinin gelismesine onciilik edebilir (Yeldandi vd.,, 1029

1990). Mikrobiyal kaynakli iirikaz eldesi ve enzimin se-
rum iirik asit tayininde uygulanabilirligi ile ilgili calig-
malar 6nem kazanmustir (Lehejekova vd., 1986; Rama-
na ve Sastry, 1993; Chevalet vd., 1993). Urikaz enzimi-

Urikaz (Urate oxidase E.C. 1.7.3.3), peroksizomal
bir enzim olup, iirik asidin allantoine oksidasyonunu
katalizler. Bu enzim, bircok memelinin karacigerinde
bulunur. Fakat bazi primatlar ve insanda aktivite goster-
mez. Urik asidin azalan atilimi yada fazla iiretimi insan-

Serum {irik asit miktarlaninin bilinmesi 6zellikle
hastaliklarin teshisinde 6nem tasimakta ve iirik asit ta-
yini zorunlu olmaktadir. Urikaz enzimi serum iirik asit
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nin klinikte uygulanabilirligi oncelikle diigtik K, dege-
rine sahip olmasi ve kararlilifin1 koruyabilmesi ile ya-
kindan iligkilidir. Son yillarda yapilan bir¢cok ¢aligmada
ise iirikaz enzimi iirik asit miktarmin saptanmasinda bi-
yosensorlerin yapiminda kullanilmaktadir (Miland vd.,
1996; Hasebe vd., 1998; Nakaminamid vd., 1999).

Bu calismada, iirikaz enziminin Aspergillus niger
V. Tiegh’den saflagtirlarak, bazi biyokimyasal 6zellik-
lerinin belirlenmesi amaglanmustir. Urikaz kaynagi ola-
rak dogada yaygin bulunabilmesi, tiretiminin kolay ol-
mas1 gibi ozelliklerinin yanisira, sahip oldugu iirikaz
enziminin biyokimyasal 6zelliklerinin ve klinikte uygu-
lanabilirliginin arastirilmamis olmasi nedeniyle A. ni-
ger tercih edilmigtir.

2.MATERYAL VE METOD

2.1. Fungus ve Enzim Uretimi: Stok fungus iire-
timi Czapek Dox Agar’da gerceklestirildi. Stok kiiltiir-
ler daha sonraki caligmalarda kullanidmak lizere ayda
bir kez pasaj edilerck +4°C’de saklandi. Urikaz lireti-
mi % 3 Glukoz, % 0.1 MgS8O,, % 0.1 KCl, % 0.3
NayHPO, ve % 0.1 iirik asit i¢eren, 500 mi’lik erlenler-

de, 30°C” de, pH 6’da, 3 giinliik ¢alkalamaii (150 rpm)
tiretim ile gerceklestirildi (Yokoyama vd., 1988).

2.2. Enzim Ekstraksiyonu: Uretimi takiben, mi-
seller ¢ift katl tiilbent bezinden siiziilerek toplandi.
Toplanan miseller ii¢ kez distile su ile yikand. Siizii-
lip sikagtirtlan misel kitlesi -80°C’de bir gece boyunca
donduruldu. Daha sonra miseller oda 1sisinda ¢oziildii.
Agirliklarinin egdeger agirhiginda asitle yikanmig deniz
kumu ve 50 mM pH 7.2 Tris - HCI tamponunda (gr/ml)
+4°C” de porselen havanda 5 dakika siireyle homojeni-
ze edildi. Homojenat siiziildiikten sonra 5000 rpm’de
15 dakika santrifiij edildi (Nahm ve Marzluf, 1987).
Santrifiigasyon sonrasi dokelti kaba enzim olarak kulla-
nildz.

2.3. Enzim Aktivite Tayini: Urikaz aktivitesi kay-
bolan substrat miktarinin hesaplanmasiyla olgiildii.
Substrat olarak 50 mM, pH 8.5 borat tamponunda hazir-
lanmig 0.1 mM stok lirik asit ¢ozeltisi kullanildi. Akti-
vite ol¢iimleri 0.1 ml enzim, 1.5 ml stok iirik asit ¢6zel-
tisi, 1.5 ml 50 mM pH 8.5 borat tamponu ile hazirlan-
mig, enzim - substrat karigimindaki absorbansin 290
nm’deki (iirik asit i¢in E= 1.22x104 mol-! cm?) azalma-
s1 izlenerek spektrofotometrik (Jenway 6105 UV/VIS
spectrophotometer) olarak gerceklestirildi (Yokoyama
vd., 1988; Nahm ve Marzluf, 1987).

1 dinite {irikaz aktivitesi: 1 mikromol iirik asidi da-
kikada verilen deney kosullarinda, oksitleyen enzim
miktan olarak tanimlandi.
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2.4. Enzim Saflagtirilmasi: A. niger’den iirikaz
enziminin saflagtirllmasi, amonyum siiifat ¢oktiirmesi,
diyaliz, jel filtrasyonu ve iyon degistirici kromatografi
yontemleri kullanilarak +4 °C’de gergeklestirildi. Saf-
lagtirma basamaklarinda 50 mM pH 8.5 borat tamponu
kullanildi. Saflagtirma basamaklarinin her kademesinde
enzim aktivitesi ve protein miktar tayinleri yapildi. Pro-
tein tayinleri Warburg-Christian yéntemine goére spekt-
rofotometrik olarak gerceklestirildi (Warburg ve Chris-
tian, 1941).

2.4.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi: Kaba enzi-
me % 25 oraninda amonyum siilfat eklendi. 20 dakika
sonra, 35.000 x g’de santrifiij (MSE 60 Sanyo Ultra-
centrifuge) edildi. Elde edilen dokeltinin amonyum siil-
fat icerigi % 65’ e ¢ikarldi. 20 dakika sonra 35.000 x g’
de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen ¢okelti minu-
mum haciminde tamponda ¢oziildii. Ayni tampona kar-
st bir gece boyunca diyaliz edildi.

2.4.2. Jel Filtrasyonu: Diyaliz edilmis enzim so-
lusyonu ( diyalizat ), 10 x 250 mm’lik Sephadex G-200
kolonundan gegirildi. Filtrasyon 24 ml/saat akig hizi ile
stirdiiriilerek, 3 ml’lik fraksiyonlar toplandi.

2.4.3. Iyon-degistirici Kromatografi: Jel filtras-
yonunudan elde edilen aktif fraksiyonlar birlestirilerek,
DEAE- Cellulose kolonuna (16 x 55 mm) uygulandi.
Oncelikle kolon dengelendi. Daha sonra kolona 0-1.0
M tuz (NaCl) gradienti uygulandi. Kolon akig hizi
Iml/dakika olacak sekilde ayarlandi. 2ml’lik fraksiyon-
lar toplandi.

2.5. A. niger Urikazimin pH Kararhiligimin Aras-
tirlmast: Calismanin bu boliimiinde substrat ve tam-
pon g¢ozeltilent farkli pH derecelerine (7-10) dengelen-
di. Her bir pH degeri i¢in enzim aktivitesi olciildii.

2.6. A. niger Urikazimn Termal Kararbhigmm
Arastirllmast: Farklr sicaklik derecelerinde, artan in-
kiibasyon siiresine bagli olarak enzim aktivitesinin ne
kadarinin korunabildiginin arastinlmasi amaciyla, en-
zim 35, 40, 45 ve 50°C’ de; 5~30 dakika stireyle inkii-
be edildi. Daha sonra enzim aktiviteleri ol¢iildii.

2.7. A. niger Urikazinin K,, Degerinin Hesap-
lanmasi: Enzimin iirik asit icin K, degerinin bulunma-
st amactyla artan konsantrasyonlarda substrat ¢ozeltile-
ri hazirlandi. Her bir konsantrasyon i¢in enzim aktivite-
leri olgiildii. 1/[S] ve 1/V degerlerine karsi, en kiigiik
kareler yontemine gore Lineweaver—Burk grafigi cizil-
di. Bu yonteme gore A. niger tirikazimn iirik asit igin
K,, degeri hesaplandt.

2.8. Bazi Metal Iyonlarinin Enzim Aktivitesine
Etkisi: Enzim aktivitesi tizerine +2 degerlikli metal
iyonlarindan Ba*2, Zn+2, Hg*2, Fe*2, Cu*? ve Mg*?’ un
etkilerini arastirmak amaciyla farklr iki konsantrasyon-
da (103 M ve 104 M) metal tuzlan enzim 6rnegi ile
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Tablo 1. A. niger Urikazimn Saflagtirma Basamaklars.

Saflagtirma Protein To't.al akduvite | Ozgiil aktivite | Saflasma | Verim
basamaklan (mg) . Unite (U) (U/mg) faktorii (%)
Kaba homojenat 610 36 0.059 1 100
NH,4(SO), fraksiyonu 90 152 0.168 2.8 42
Sephadex G-200 10.8 9.72 0.900 152 27
DEAE-Cellulose 3.52 84 2.386 40.4 23

35°C’ de 15 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda orta-
ma substrat ¢ozeltileri eklenerek enzim aktiviteleri ol-
culdii.

2.9. KCN, EDTA, Tiyoiire ve pCMB’1n Enzim Akti-
vitesine Etkisi: KCN (potasyum siyaniir), EDTA (Eti-
lendiamintetraasetikasit), Tiyoiire ve pCMB (paraklo-
romerkiiribenzoat) ti¢ farkli konsantrasyonda (1.0, 5.0
ve 10 mM) hazirlandi. Enzim 6rnegi ile 35°C” de 5 da-
kika bekletildikten sonra substrat ¢oOzeltileri eklendi.
Enzim aktiviteleri Olgiilerek bu ajanlardan hicbirini
icermeyen enzim orneklerinin aktivite degerleri ile kar-
silastinldi.

3. BULGULAR

3.1. Saflagtirma: Urikaz enzimi A. niger’den,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, jel filtrasyonu ve
iyon degistirici kromatografi yontemleri kullanmilarak
40.4 kez saflagtiriidi (Tablo 1).

3.2. A.niger Urikazamn pH Kararhh@mmn Aras-
tinlmasi: Tablo 2’ de goriildiigii gibi A. niger tirikazi
pH 8.0-9.0 arasinda oldukga kararli olup, denenen en
diisiik pH degeri olan 7.0’ de de aktivitesinin %54 tinii
koruyabilmektedir (Tablo 2).

3.3. A.niger Urikazinin Termal Kararhhgmin
Aragtindmasi: A. niger iirikkaz1 35°C” de 30 dakika bo-
yunca aktivitesini tamamen korumakta, 50°C’ de 15 da-
kika beklediginde aktivitesinin yaklagik % 50’sini kay-
betmektedir. A. niger iirikazi i¢in termal Kararlilik (t | ),
50°C’ de 15 dakika olarak belirlendi (Sekil 1).

Tablo 2. pH’in Enzim Kararlihgma Etkisi.

pH Bagil Aktivite
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7.5 76
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Sekil 1. A. niger Urikazammn Termal Kararhhgimin
Aragtiriimasi.

3.4. A. niger tirikazinin K, Degerinin Hesaplan-
masi: A. niger tirikazinin iirik asit i¢cin Km degeri en

kiigiik kareler yontemine gore 1.69 x10-5 M olarak he-
saplandi (Sekil 2).

3.5. Baza Metal Iyonlariin Enzim Aktivitesine
Etkisi: 103 M’lik metal tuzlarindan HgCl,, ZnCl, ve
CuSOy4’1n aktiviteyi onemli olgiide engelledigi, en yiik-
sek inhibisyona ise 103 M’lik HgCl,’iin neden oldugu
saptand1 (Tablo 3).

3.6. KCN, EDTA, Tiyoiire ve pCMB’ in Enzim
Aktivitesine Etkisi: KCN’iin denenen ii¢ farkli kon-
santrasyonunun da enzim aktivitesini tamamen engelle-
digi belirlendi. pCMB’ 1n konsantrasyona bagl olarak
enzim aktivitesini biiyiik ol¢iide engelledigi, tiyoiirenin
zayif bir inhibisyona neden oldugu, EDTA’ nin ise her-
hangi bir etki meydana getirmedigi saptandi (Tablo 4).

4. TARTISMA VE SONUG

Bacillus fastidiosus irikazi ile yapilan bir ¢aligma-
da, enzim saflagtirmas: sephadex G-200, DEAE - Sep-
hadex A- 50 kromatografi yontemleri ile 2.07 kez saf-
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Sekil 2. A. niger Urikazimn K, Degerininm Hesaplanmasi
(Lineawear-Burk Grafigi).

Tablo 3. Bazi Metal iyonlarinm Enzim Aktivitesine Etkisi.

Metal Tuzlan | Bagil Aktivite]| Metal Tuzlari | Bagil Aktivite
(10M) (%) (10-4M) (%)

) 100 ) 100
BaCl, 88 BaCl, 93
ZnCl, 11 ZnCl, 15
HgCl, 0.7 HgCl, 4.4
FeSO, 84 FeSO, 102
CuSOy, 52 CuSO, 74
MgS0O, 100 MgSO, 100

Tablo 4. KCN. EDTA, Tiyoiire ve pPCMB’mn Enzim

Aktivitesine Etkisi.
Konsantrasyon (mM )| Bagil Aktivite ( % )
(-) 100
KCN (1) 0.00
KCN (5) 0.00
KCN (10) 0.00
Tiyoiire (1) 94
Tiyoiire (5) 89
Tiyoiire (10) 78
EDTA (1) 100
EDTA (5) . 100
EDTA (10) 100
PCMB (1) 60
PCMB (5) 8.70
PCMB (10) 0.00

lagtirilmus, iirik asit igin K., degeri 1.8 x 104 M olarak
bildirilmigtir (Bongaerts vd., 1978).

Balik karaciger iirikazi amonyum siilfat ¢oktiirme-
si ve jel elemesi ile 21 kez saflagtirlmus olup, K, dege-

ri 80 uM olarak agiklanmigtir (Kinsella vd., 1985).
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Candida utilis ile yapilan bir bagka caligmada ise,
iirikaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE Cel-
lulose ve FPLC kromatografisi ile 60 kez saflastiriimis,
K, degeri 1x103 M olarak belirtilmigtir (Adamek vd.,

1989).

Candida sp. ile yapilan bir bagka caligmada ise,
irikaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi, sephadex
G-200, DEAE Cellulose DE 52 kromatografi yontem-
leri kullanilarak 109 kez saflagtinlmis ve K, degeri

5.26 x 106 M olarak bulunmustur (Liu vd., 1994).

Balik karaciger iirikazinin pH 7.0 de 6nemli dere-
cede (% 60) aktivitesini korudugu ve pH 7.1’ de yapilan
serum iirik asit tayininde bu bulgunun énemli bir avan-
taj oldugu savunulmustur (Kinsella vd., 1985). Candida
sp. turikazinin pH 8.5-9.5 araliginda kararliligini koru-
dugu belirtilmistir (Liu vd., 1994).

B. fastidiosus iirikazinin 50°C’ de 30 dakika siirey-
le bekletildiginde aktivitesinin yaklagik % 50’ sini kay-
bettigi aciklanmigtir (Bongaerts vd., 1978). Clamydo-
monas reinhardtii lirikaza 30, 45, 60, 75°C’ de 20, 40,
60 dakika siireyle bekletilip aktivitesi olgiildiigiinde,
45°C’ de 60 dakika bekieyen enzim Orneginin aktivite-
sinin yaklagik % 50’ sini kaybettigi belirtilmistir (Ala-
millo vd., 1991).

Yukarida belirtilen tiim caligmalarda elde edilen
irikaz enzimlerinin sahip olduklar1 biyokimyasal 6zel-
liklere dayanilarak klinikte serum iirik asit miktar tayi-
ninde kullanilabilecekleri savunulmustur. Bazi ¢alisma-
larda ise, amonyum siilfat fraksiyonlamasindan sonra
elde edilen enzimin klinikte kullanima sunuldugu belir-
tilmistir (Liu vd., 1994).

Bu caligmada, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diya-
liz, jel filtrasyonu ve iyon degisim kromatografisi ile
40.4 kez saflastirilan A. niger iirikazinin, iirik asit igin
K, degeri 1.69 x 105 M olarak saptand1. Enzimin pH
8.0-9.0 araliginda oldukea kararli oldugu, pH 7.0’de de
aktivitesinin % 54’iinii koruyabildigi belirlendi. 35°C’
de 30 dakika boyunca aktivitesini tamamen korudugu,
termal stabilitesinin (t;;;) 50°C’ de 15 dakika oldugu
bulundu.

Bazi metal iyonlarmnin A. niger lirikazina etkileri
arastirldiginda, 10-3 M Hg*2’ min % 95, Zn*2'nun % 98
ve Cu*2’1n % 48 inhibisyon meydana getirdigi bulundu.
Benzer olarak B. fastidiosus iirikazinin Zn+2 ve Cu*? ile
inhibe oldugu, Mg+2 ile inhibe olmadigi belirtilmigtir
(Bongaerts vd., 1978). C. utilis ve Candida sp. lirikaz-
lar1 ile yapilan ¢aligmalarda ise Cu*2, Hg*2, Zn*2 ve
Fet3’in enzim aktivitesini 6nemli 6l¢giide engelledigi
bildirilmigtir (Nishimura vd., 1982; Liu vd., 1994).

KCN ve pCMB’ 1n A. niger iirikaz aktivitesini kuv-
vetle inhibe ettigi, tiyoiirenin daha zayif bir inhibisyona
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neden oldugu, EDTA nin ise herhangt bir degisime ne-
den olmadi1 saptandi. Benzer olarak, deve karaciger
tirikazina tiyollii bilesiklerin ve metal kelatlayici ajanla-
rin etkisi arastirildiginda, p-hidroksimerkiiri benzoat’in
ve dithiotheritol’un konsantrasyona bagli olarak enzim
aktivitesini engelledigi, buna karsin EDTA’ nin enzim
aktivitesine etkisiz kaldig1 savunulmusg ve enzimin —-SH
grubu icerebilecegi ileri stirilmiigtiir (Osman vd.,
1989). Ayrica B. fastidiosus ve balik karaciger iirikazla-
n 10-3 M’ ik EDTA’dan ya ¢ok az yada hig etkilenmez-
ken, 10-3 M KCN ile tamamen inhibe oldugu belirtil-
migtir (Bongaerts vd., 1978; Kinsella vd., 1985). C. uti-
lis iirikazimin da 10 M yada 104 M pCMB ve siyaniir
ile kuvvetle inhibe oldugu, enzimin — SH grubu igerdi-
gi bildirilmigtir (Nishimura vd., 1982).

Sonug olarak, bu ¢calismada A.niger lirikazinin sap-
tanmus olan biyokimyasal 6zellikleri, daha 6nceki ¢alig-
malarda belirlenmis ve klinikte tayin i¢in uygun oldugu
belirtilen diger iirikazlarin biyokimyasal tzellikleri ile
benzerdir. Bu nedenle A. niger iirikazi da, klinikte tirik
asit tayini icin kullanilabilir 6zelliktedir.
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