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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

L-ASPARAGINAZ ENZIiMiNi URETEN MiKROORGANIZMALARIN
iZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Emine GOKCE

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Genel Biyoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Omer Faruk ALGUR

L-asparaginaz, kanser tedavisinde kullanilan Onemli bir terapétik enzimdir. L-
asparaginaz tretimi i¢in daha verimli mikrobiyal kaynak bulmak olduk¢a Onemlidir.
Calismamizda L-asparaginaz enzimi iireten mikrobiyal kaynaklar, farkli hayvansal
organizmalarin (insan, sig1r, tavuk, balik, bocek ve toprak solucani) sindirim sisteminden
izole edilmistir. Izole edilen bakterilerin L-asparaginaz iiretme yetenekleri; fenol
kirmizis1 ve L-asparagin aminoasidi iceren M9 ortaminda test edilmistir. insan
diskisindan izole edilen WC, sigir sindirim sisteminden izole edilen E6 ve toprak
solucanindan izole edilen SC4’iin L-asparaginaz aktivitesi pozitif 6zellik gostermistir.
[zolatlar i¢in yapilan optimum kosullar; karbon kaynag glikoz, glikoz miktar1 2 g/L, pH
7.0, inkiibasyon siiresi 48 saat olarak belirlenmis ve elde edilen aktivite degerleri; E6 147
U/ml, WC 165 U/ml ve SC4 150 U/ml seklindedir. Bu bakterilerin fizyolojik, morfolojik
ve biyokimyasal Ozellikleri belirlenmistir. 16S DNA analizlerine gére bu bakteriler;
(WC) MN420918 Bacillus atrophaeus, (E6) MN420916 Bacillus subtilis ve (SC4)
MN420917 Bacillus pumilus’tur. Urettikleri L-asparaginaz enzimi kismi olarak
saflastirilmis ve molekiil agirliklart SDS-PAGE ile belirlenmistir. Kismi saflastirilmis L-
asparaginazin molekiil agirliklari; WC (MN420918 Bacillus atrophaeus); 100 kDa, E6
(MN420916 Bacillus subtilis); 35 kDa ve SC4 (MN420917 Bacillus pumilus); 75 kDa
olarak belirlenmistir.

2019, 68 sayfa
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ABSTRACT

MS Thesis

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF MICROORGANISMS
PRODUCING L-ASPARAGINASE ENZYME
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General Biology Science

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Omer Faruk ALGUR

L-asparaginase is an important therapeutic enzyme used in the treatment of cancer. It is
important to find a more efficient microbial source for the production of L-asparaginase.
In our study, microbial sources producing L-asparaginase enzyme were isolated from the
digestive system of different animal organisms (human, cattle, chicken, fish, insect and
soil worm). The ability of isolated bacteria to produce L-asparaginase; phenol red and L-
asparagine amino acid. L-asparaginase activity of WC isolated from human feces, E6
isolated from bovine digestive system and SC4 isolated from soil worm showed positive
properties. Optimum conditions for isolates; carbon source glucose, glucose amount 2 g
/'L, pH 7.0, incubation time was determined as 48 hours and obtained activity values; E6
147 U / ml, WC 165 U / ml and SC4 150 U / ml. Physiological, morphological and
biochemical properties of these bacteria were determined. According to 16S DNA
analysis, these bacteria; (WC) MN420918 Bacillus atrophaeus, (E6) MN420916 Bacillus
subtilis and (SC4) MN420917 Bacillus pumilus. The L-asparaginase enzyme produced
was partially purified and their molecular weights were determined by SDS-PAGE.
Molecular weights of partially purified L-asparaginase; WC (MN420918 Bacillus
atrophaeus); 100 kDa, E6 (MN420916 Bacillus subtilis); 35 kDa and SC4 (MN420917
Bacillus pumilus); 75 kDa.
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1. GIRIS

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen, protein yapili molekiillerdir. Hiicre
icinde veya hiicre disinda etkinlik gosterebilirler. Yiizlerce enzim ¢esidi vardir ve birgogu
tanimlanmistir.  Yiiksek aktivite, secicilik ve 0Ozgiillik enzimlerin en Onemli
Ozelliklerindendir. Bu nedenle, mikrobiyoloji, protein miithendisligi, protein kimyasi gibi
alanlarda enzim endiistrisine yonelik, heyecan verici ¢alismalar vardir. Ozellikle enzim
saflastirilmasi, immobilizasyonu, enzimlerin segiciliginin artirilmasi ve besiyerinin ve

tirtinlerin inhibisyonunun azaltilmasina yonelik ¢alismalar mevcuttur (Mateo et al. 2007).

Enzim kullanildigr calisma alanlari:

e Mikrobiyal proses teknolojileri (Mikrobiyal fermentasyon siiregleri ve mikrop
kokenli enzimlerin kullanildigi ¢alismalar)

e Immobilize enzim ve mikroorganizma teknolojisi

e  Mikrobiyal ¢esitliligin belirlenmesi

e Enzim mihendisligi ve teknolojileri (Yem, tekstil, deterjan vb. sanayine yonelik
mikroorganizma kaynakli enzim tiretimi)

e  Mikrobiyal proteomik

e Mikroorganizma molekiiler gen teknolojileri (Rekombinant DNA teknolojisi, klasik
ve yonlendirilmis mutagenez ¢alismalar ile mikroorganizmalarda mutasyonlar)

e Mikroorganizma kaynakli biyohidrojen ve biyoenerji iiretimini de kapsayan
stirdiiriilebilir biyotiretim teknolojileri

e Metagenomik yontemlerle yeni enzim genlerinin bulunmasi ve kiiltiire alinamayan
organizmalarin tanisi

e Biyoteknolojik prosesler kullanilarak 6zellikle ¢esitli maddelerin varliklar1 ve miktar

tayinlerini belirleyen biyosensor bazli kit malzemelerinin gelistirilmesi



Enzim iyilestirme ¢aligmalarinin yani sira, endiistriyel enzim iiretimi de enzim ¢alismalari
arasinda onemli bir yere sahiptir. Enzim iiretiminde en 6dnemli asama, spesifik enzim
iiretme yetenegine sahip kiiltiir suslarinin se¢imidir. Enzim iireten suslar secilirken, 6zel
secici besiyeleri kullanilir ve enzim aktivitesi olup olmadig1 bu sekilde tespit edilir
(Mateo et al. 2007). Enzim iireten suslarda; biyolojik stabilete ve yiiksek iiriin verimliligi
aranilan Ozelliklerdendir. Ayrica segilen suslarin patojen olmamasi ve irlinlerinin de
toksik etkiye sahip olmamas1 gerekir. Uretilmek istenen enzimin, endiistriyel bir 5neme
sahip olmasi1 da ¢alisma i¢in 6nemli bir parametredir. Giiniimiizde ila¢ endiistrisi enzimler
icin 6nemli bir pazar alamdir. Ozellikle yiiksek spesifiteye sahip enzimlerin {iretimi
yogunluk kazanmistir. Bazi enzimler birden fazla uygulama alaninda etkinlik

gosterebilirler.

L-asparaginaz enzimi, hem ilag sanayisi hem de gida sanayisinde uygulama alan1 bulmus
onemli bir enzimdir. L-asparaginaz hem terapdtik hem de endiistriyel aktiviteye sahiptir
(Mahajan et al. 2014). Ozellikle, kanser tedavisinde kullanilan ve sadece kanser
hiicrelerinin yok olmasma yonelik etki gosteren L-asparaginaz enzimi Onemli bir
kemoterapi ajanidir. Bu enzimin iiretilmesine yonelik literatiirde olduk¢a fazla sayida
caligma vardir. L-asparaginaz verimliligi yiiksek olan yeni suslarin tespit edilmesi, ilag

endiistrisi i¢in ekonomik bir kazang olacaktir.

1.1. L-asparaginaz

L-asparaginaz, (L-asparagin amidohidrolaz EC 3.5.1.1.) asparagin aminoasidinin aspartat
ve amonyaga yikimini katalizleyen, amidohidrolaz sinifi bir enzimdir (Sekil 1.1). Bu
ozelligi ile eksojen asparagine ihtiya¢ duyan T hiicre kanserlerinin (L6semi ve Lenfoma)
tedavisinde kullanilir. Kemik iligi faaliyetlerini baskilamamas1 asparaginazi diger

terapotik ilaglara iistiin kilan bir 6zelligidir.
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L-asparagin Aspartik asit ’

Sekil 1.1. L-asparaginaz rekasiyonunun genel mekanizmasi (Shrivastava et al.2016)

1.1.1. L-asparaginaz enziminin molekiiler yapisi

L-asparaginaz enziminin, molekiiler yapisi ile ilgili olarak oldukga detayli ¢aligmalar
yapilmistir. Yapilan arastirmalar sonucu farkli kaynaklardan izole edilen L-asparaginaz
enziminin daha ¢ok tetramerik olmak {izere, monomerik, dimerik ve hegzamerik formlar

bulunmustur.

Bakteriyel L-asparaginazlarin ¢ogu, biyokimyasal benzerlik gostermektedir. Bakteriyel
L-asparaginaz enzimi, tetramerik yapidadir. E.coli ve Erwinia sp. tiirlerinden izole edilen
asparaginazlarin yapisal Ozellikleri hakkinda bilgiler c¢ogunluktadir. Gram negatif
bakterilerden izole edilen L-asparaginazin ii¢ tipi saptanmistir (Borek and Jasko lski,
2001; Krishnapura et al. 2016).



Sekil 1.2. Kemoterapi igin bakteriden saflastirilmis L-asparaginaz modeli (Goodsel 2005)

1.1.2. L-asparaginazla ilgili tarihce

L asparaginaz ilk olarak, 1904 yilinda Lang tarafindan kesfedildikten sonra, uzun yillar
boyunca calisilmis ve 1922°de Clementi tarafindan L-asparaginazin gelisimi ile ilgili
olarak 6nemli bir calisma yapilmistir. Bu calisma, Gine Domuzu serumunda L-
asparaginazin yiiksek aktivitesinin varligin1 ortaya koymus ve diger memelilerin bu
enzimden yoksun oldugu tespit edilmistir. 1953°te Kidd farelerdeki lenfomay,
transplante Gine Domuzu serumu kullanarak tanilamistir. Bu sitotoksik aktivitenin at
veya tavsan serumunda aktif olmadigi belirtilmistir. 1961°de fare 16semili hiicresi
kullanarak benzer sonuglar elde edilmistir. (Haley et al. 1961). 1961°de Kidd
laboratuvarinda calisirken, Clementi tarafindan erken korunma ile biiyiime inhibisyonu
bulgularii karsilastirarak Gine Domuzu serumlarindaki anti lenfoma aktivitesinin, L-
asparaginaz aktivitesine bagli oldugu sonucuna varmistir. 1966’da Yellin ve Wriston L-
asparaginazin iki izoformunu Gine Domuzu serumundan kismen saflagtirmayi
basarmiglardir. E.coli‘den L-asparaginaz saflagtirilmistir (Mashburn and Wriston 1964;
Campbell and Mashburn 1969) Saflastirilan enzimin, antitimor etkisini Gine Domuzu
serisine benzer sekilde gostermistir. Bu bulgular klinik ¢aligsmalar i¢in enzim {iretimine
temel saglamis ve Oettgen et al. (1967) tarafindan ilk olarak 1967 yilinda L-asparaginin
16semili insanlar tizerinde etkili oldugunu gosterilmistir (Narta et al. 2007). ABD Ulusal



Kanser Entitiisii tarafindan yapilan arastirmalarda; 15- 39 yas araligindaki hastalarin
tedavisinde L-asparaginazin iyilestirme oraninin oldukga diisiik oldugu saptanmustir.
1990-1994 yillar1 arasinda yapilan ¢alismalarda ¢ocuklarin hayatta kalma oran1 %80 iken
2000’11 yillarda sag kalim oraninin %88’e yiikseldigi goriilmiistiir (Egler et al. 2016).

1.1.3. L-asparaginaz enziminin ¢caliyma mekanizmasi

L-asparaginazin ilk 6nce, lenfomalarda biliyiimeyi engelledigi gosterilmistir. 1970°1i
yillarda ise antilosemik oldugu ispatlanmistir. Cocukluk ¢agi akut lenfoblastik 16semi
(ALL) tedavisinde; vinkristin (VCR) ve prednizon (PRED) ile baslama tedavisinin
standart bilesenidir ve Onemli Olciide tedavi basarisini artirmaktadir. L-asparaginaz
Antilésemik etkisini, L-asparagini tiiketerek ve kanserli hiicrelerin apoptozisini artirarak

gostermektedir.

Normal hiicrelerde asparagin sentetaz bulunur ve bu enzim aspartik asit ve glutaminden
L-asparaginaz sentezler. Ancak kanserli hiicrelerde bu enzim bulunmaz ve kanserli
hiicreler L-asparaginaz sentezleyemez. Kanserli hiicreler esansiyel olarak L-asparagin
aminoasidine ihtiya¢ duyarlar. L-asparaginazin kanserli hiicreler iizerine etkisi de bu
noktada kendini gosterir. L-asparaginaz, L- asparagini aspartik asit ve amonyaga
parcalayarak, kanserli hiicreleri bu aminoasitten yoksun birakip, hiicrelerin yok olmasini

dolayli olarak saglamis olur.

CcO0O COoO
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Sekil 1.3. L-asparagin aminoasidinin L-aspartata hidroliz reaksiyonu (Ulu 2014)
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Sekil 1.4. L-asparaginaz enziminin timor gelisimi tizerine etkisi (Orhan 2018)
1.2. L-asparaginaz Enziminin Kaynaklar:

Mikoorganizmalar, (mantarlar, bakteriler, algler) ile baz1 hayvan ve bitki gruplart L-
asparaginaz kaynagidir. Biiyiime ve lireme kosullar1 nispeten daha kolay oldugundan, L-

asparaginaz iretimi i¢in mikroorganizmalarin kullanilmasi daha yaygindir (Batool et al.

2016).
1.2.1. Bakteriyel L-asparaginaz

Farkli ortamlarda (deniz, tath su, toprak) bityliyiip ¢ogalabilen, Gram negatif ve Gram
pozitif bakteriler tarafindan L-asparaginaz tiretilmektedir. Gram pozitif bakteriler, Gram
negatif bakterilere gore daha genis liretim yelpazesine sahiptir. Gram negatif bakterilerin
cogunda iki tip L- asparagin tretilir. Bunlar tip I ve tip Il L-asparaginazdir. Tip I L-
asparaginaz; L-asparaginaz glutamin ve asparagin amino asitine, Tip Il L-asparaginaz ise

sadece asparagine spesifiktir ve anaeorobik sartlarda uyarilir. E.coli ve Erwinia sp.



bakteri tiirlerinden elde edilen Tip Il L-asparaginaz, giiniimiizde ALL tedavisinde
kullanilmaktadir. L-asparaginaz tireten bazi bakteri tiirleri ¢izelge 1.1.’de verilmistir
(Batool et al. 2016).

Cizelge 1.1. L-asparaginaz iireten bakteriler

Bakteriler Kaynak

E. coli Mashburn and Wriston (1967)
Erwinia aroideae Peterson and Ciegler (1969b)
Erwinia carotovora Lee, etal. (1986)
Enterobacter aerogenes Mukherjee et al. (2000)
Thermus thermophilus Pritsa and Kyriakidis (2001)
Pseudomonas aeruginosa 50071 Abdel-fattah and Olama (2002)
Erwinia carotovora Kamble et al. (2006)

Bacillus circulans MTCC 8574 Hymavathi et al. (2009)
Serratia marcescens Venil et al. (2009)

Bacillus sp. SB08 Moorthy et al. (2010)
Pectobacterium  carotovorum MTCC Kumar etal. (2013)

1428 Ghosh et al. (2013)

Serratia marcescence Mahajan et al. (2014)

Bacillus licheniformis Narayana et al. (2008)
Streptomyces albidoflavus Basha, Rekha, Komala, and Ruby
Marine actinomycetes (2009)

Streptomyces noursei MTCC 10469 Dharmaraj (2011)
Streptomyces ABR2 Sudhir et al. (2012)

1.2.2. Fungal L-asparaginaz

Bakteriyel L-asparaginazlarin yanmi sira, funguslar da L-asparaginazin 6nemli
kaynaklarindandir. L-asparaginaz kaynagi olarak, bakterilerin yerine funguslarin
kullanim1 immiinolojik reaksiyonlar1 daha da azaltir. Funguslar, 6karyotik organizma
olduklarindan, insan immiin sistemine daha kolay uyum saglayan L-asparaginaz
tiretebilirler. (Batool et al. 2016). Baz1 fungal L-asparaginaz kaynaklari tablo1.2’de

verilmistir.



Cizelge 1.2. L-asparaginaz iireten funguslar

Fungus Kaynak

Aspergillus terreus De-Angeli et al. (1970)

Fusarium tricinctum Scheetz, Whelan, and Wriston (1971)
Aspergillus niger Mishra (2006)

Aspergillus terreus MTCC 1782 Baskar and Renganathan (2009)
Fusarium equiseti Hosamani and Kaliwal (2011)
Penicillium sp. Patro and Gupta (2012)

Penicillium digitatum Shrivastava et al. (2016)
Cladosporium sp. Kumar and Manonmani (2013)

1.2.3. Algal L —asparaginaz

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda Chlamydomonas sp. ve sar1 yesil alg olan Vaucheria

uncinata‘dan L-asparaginaz elde edilmistir (Doriya et al. 2016).

1.3. L-asparaginaz Uretimi

L-asparaginazin iretimi ve optimizasyonu, c¢esitli mikroorganizmalardan kat1 hal
fermetasyonu ve batik fermantasyon yontemiyle elde edilir. Batik kiiltiir, kat1 hal
fermantasyonuna kiyasla L-asparaginaz iiretimi i¢in maliyetli ve diisiik verimlidir. L-

asparaginaz tiretimi Sekil 1.5’te 6zetlenmistir.
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Sekil 1.5. L-asparaginaz tiretim agamalari

1.4. L-asparaginazin Uygulama Alanlar

L-asparaginazin bilinen en genis uygulama alani ila¢ endiistrisidir. Ancak bunun yani
sira, gida endiistrisi, amino asit iiretimi ve biyosensor iiretiminde de kullanilmaktadir. L-
asparaginaz enzimi giiniimiizde Elspar, Oncaspar Crisantaspase, kidrolase ve Erwinase

gibi ticari isimlerle satilmaktadir.

1.4.1. L-asparaginazin gida endiistrisinde kullanim

Gida endiistrisinde, Uriinlerin besleyici 6zelliklerini iyilestirmek veya korumak ig¢in
gidalara 1s1l iglem uygulanmaktadir. Yapilan iglemler, akrilamid gibi toksik bilesiklerin
olusumuna da neden olmaktadir. L-asparaginaz enzimi kullanilarak, akrilamidin 6ncii
maddelerinden olan L-asparagin aminoasidi pargalanir. Bu yontemle, gida maddelerinde

bulunan akrilamid miktar1 diigiiriilmiis olur (Akgiin ve Arici 2018). Kizartma ve pisirme
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isleminden Once, L-asparaginaz enziminin kullanilmasmin, islenmis nihai {irlinde

akrilamid seviyesini %99’dan fazla azaltabilecegi dogrulanmistir (Zyzak et al. 2003).

1.4.2. L-asparaginaz enziminin amino asit iiretiminde (metabolizmasinda) kullanimi

Lizin ve threonin gibi aminoasitlerin 6ncii maddesi olan aspartik asit L-asparaginazin
aktivitesi ile olusur. Aspartik asit aym1 zamanda Krebs dongiisiiniin de Onciil

maddelerindendir (Sinha et al. 2013).

1.4.3. L-asparaginaz enziminin biyosensor iiretiminde kullanimi

L-asparaginaz, kanser veya gida endiistrisinde asparagin seviyelerini analiz etmek igin,
biyosensorlerin gelistirilmesinde kullanilir (Batool et al. 2016). Ayrica, L-aparaginazlar,
enzimatik reaksiyonlar1 sonucu iirettikleri yiiksek miktarda amonyak ve hasta kaninda
bulunan bu enzimin dogrudan korelasyonundan dolayi, tani biyosensorii olarak
kullanilmaktadirlar (Verma et al. 2007).

1.4.4. Kanser tedavisinde L-asparaginaz

Kanser; insanlik tarihi kadar eski olup, 6zellikle yasadigimiz yiizyilda adindan sik¢a séz

ettiren bir hastaliktir. Genel olarak kanser riski yasla birlikte artmaktadir.

Hiicre siklusunun diizenlenmesindeki onarilamayan hatalar hiicre dongiisiiniin
kontroliiniin bozulmasina neden olur. Hiicre déngiisiindeki bu bozulma sonucu hiicrelerde
kontrolsiiz ¢ogalmalar ve yayilmalar meydana gelebilir. Hiicre siklusunun inhibisyonu
ise timor baskilayici genlerle saglanir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar anormal
hiicre biiylimesine neden olur ve bunun sonucunda kanserlesmeler meydana gelir. Kanser
olusumunda, sigara ve alkol kullanimi, yetersiz ve dengesiz beslenme, lireme sagligi,
enfeksiyonlar ve mesleki kanserojenlere maruziyet gibi etmenler etkili olmaktadir.

Yetiskinlerde tiimor goriilme orani, ¢ocuklarda goriilme oranindan daha yiiksektir.
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Yetiskinlerde goriilen kanserlerde meme, kolerektal, serviks, akciger ve prostat kanserleri
bast ¢ekerken cocukluk ¢agi kanserlerinin %25-30’unu 16semiler olusturur. Cocukluk
caginda Akut Lenfoblastik Losemilerin (ALL) goriilme sikligi Akut Miyelomonositik
Losemiye (AML) gore daha fazladir. Losemilerin %97°sini ALL olusturmaktadir
(Shrivastava et al. 2016)

ALL’de giiniimiizde tedavi protokolleri ile hastalarda yaklasik olarak %80-90 tedaviye
yanit ve sag kalma oranina ulagilmistir. Kanser tedavisinde kullanilan ajanlar hiicre
dongiisiinde meydana gelen DNA hasarli hiicrelerin yok edilmesine yoneliktir. Bu
calismanin konusunu olusturan L-asparaginaz enzimi, normal hiicrelerin ihtiyag
duymadigi ancak kanserli hiicrelerin ihtiya¢c duydugu; kanda bulunan ve esansiyel
olmayan, L-asparagin aminoasidinin aspartat ve amonyaga yikimini katalizleyerek,
kanserli hiicrelerin biiyiimesini yavaslatip 6lmesine yol agar. L-asparaginaz; ALL (Akut
Lenfoblastik Losemi), miyelomonositik 16semi, kronik lenfatik 16semi gibi bir¢ok kanser
tiiriinde kullanilan tedavi ilaglari ile kombine edilen ve en iyi bilinen terapdtik ajanlardan

birisidir (Kidd 1953; Broome 1961).

Kanser tedavisinde kullanilan en iyi ilaglar, kanser hiicrelerine 6zgii 6zelliklere saldiran
ilaglardir. Kanser tedavisinde bdyle bir etkiye sahip ilaglar ¢ok nadir olarak

bulunmaktadir, ancak L-asparaginaz ile bu amaca yaklasilmaktadir.

Normal hiicreler asparagin sentetaz enzimini kullanir. Enzim aspartat alir ve bir amin
ekler, asparaginin karakteristik amid grubunu olusturur. Ancak kanserli hiicreler bu

enzimden yoksundur ve asparagin olusturamazlar.

L-asparaginaz enziminin en yaygin bilinen uygulama alani, insanlarda anti 16semik
aktivitesi nedeniyle terapotik bir ajan olarak kullanilmasidir. Gine domuzunda yapilan
calismalar sonucunda, bu enzimin anti-lenfoma aktivitesinden sorumlu oldugu
gosterilmistir (Narta et al. 2006). Kan plazmasinda bulunan L-asparagin aminoasidini

parcgalayabilen bu enzim 1922°den beri, malign tiimdrlere karsi terapdtik bir ajan olarak
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kabul edilmistir (Ulu 2014). Kanser hiicreleri, azalmis L-asparagin ekspresyonunda
normal hiicrelerden farklilasirlar. Bu hiicreler kan plazmasinda bulunan -esansiyel

olmayan- L-asparagine ihtiyag¢ duyarlar.

L-asparaginaz enzimi, L-asparagin aminoasidini amonyak ve L-aspartik aside
parcalayarak, serum ve beyin omurilik sivisinda bulunan asparaginleri tiiketir. L-
asparagin yoklugunda, kanserli hiicreler protein sentezi ve DNA sentezi gibi énemli
yasamsal faaliyetlerini yerine getiremezler. Bu enzim, kanserli hiicreleri L-asparagin
aminoasidinden yoksun birakmak suretiyle kanserlesmeye karsi Onemli oOlgilide

tyilestirme saglar.

L-asparaginaz

s
——

L-asparagin | > L-aspartik asit + NHs

L-aspartik asit L-aspartik astt

L-asparagin L-asparagin sentaz L-asp ragin

Protein sentezi

Protein sentezi Hicre oliimii

Saglikls Hiicre Kanser Hiicresi

Sekil 1.6. L-asparaginazin antineoplastik etkisi (Van den Berg 2011)
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1.5. L-asparaginaz Enziminin Toksik Etkileri

L-asparaginaz enzimi, belirgin bir toksisite profiline sahiptir. Akut asir1 duyarlilik,
pankreatit, hepatoseliiler disfonkiyon ve hiperglisemi gibi etkileri vardir (Oettgen et al.

1970). Asparaginaz toksisitesi 2 ana kategori altinda incelenmektedir.

e  Yabanc1 bir proteine asir1 duyarlilik

e  Protein sentezini baskilayici etki

Ticari olarak elde edilen L-asparaginaz preparatlarindaki toksik etki sikligi birbirine
yakindir. Ancak L-asparaginazin modifiye edilmis hali olan pegaspargaz seklinde
kullaniminin, alerjik reaksiyonlarda azalma sagladigi bilinmektedir (Narta et al. 2007).
Ayrica, diger kemoterapi ajanlarinin aksine; agiz kurulugu, kusma, sa¢ dokiilmesi gibi
yan etkilere sebep olmazken; kemik iligi {lizerine olumsuz etki gdstermez. Kanser
Enstitliisii Ortak Toksisite Kriterleri (CTC) tarafindan onerilen toksisite derecesi asiri
duyarliliktir. Asirt duyarlilik belirtileri; sik¢a idrara ¢ikmak, deri dokiintiileri, 6dem,

islime, ates ve nadir goriilen sok halidir.

1.6. Cesitli Hayvansal Organizmalarin Bagirsak Mikrofloras1 ve Biyoteknolojik

Onemi

Hayvanlar, gastrointestinal kanallarinda; bakteri, maya, viriis ve protozoalardan olusan
kompleks bir mikrobiyal topluluk barmdirirlar. Bu mikroplar, konak¢inin biyolojik
stireglerinde (biiylime, gelisme, sindirim, beslenme, hastaliga direng vb.) 6nemli 6lglide
etkilidirler. Bu nedenle mikrobiyota calismalarinin 6nemli bir amaci, ev sahibinin
sagligin1 gelistirmektir (Romero et al. 2014). Mikrobiyota ¢alismalarinin bir diger amaci
ise; bu zengin mikrop kaynaklarini kullanarak biyoteknolojik siireglere katki saglamaktir.
Ozellikle organizmalarin sindirim sistemleri, mikrobiyal kaynak olarak oldukca
verimlidir. Hayvanlarla simbiyotik iliskide olan mikroplarin kullanildigr bazi

biyoteknolojik ¢alismalar;
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e Hasere kontrolii,

e Patojen kontrolii,

e Antibiyotik liretimi,

e Endiistriyel agidan 6nemi olan enzimlerin tiretimi,

e Biyoremediyasyon (Berasategui et al. 2016).

L-asparaginaz enzimi insanlar tarafindan iiretilemezken cesitli hayvan ve bitki
gruplarinda bulunmaktadir. Ancak bitki ve hayvan gruplarindan bu enzimin
ekstraksiyonu oldukga giictiir. L-asparaginazin asil kaynagi ¢ok genis yelpazede dagilim

gosteren mikroorganizma (bakteriler, mantarlar) gruplaridir.

Son yillarda arastirmalar, etkili ve yiksek verimde L-asparaginaz ireten
mikroorganizmalarin izolasyonu ve tamisi lizerinde yogunluk kazanmis ve

mikroorganizma kaynagi olarak daha once iyi arastirilmamis habitatlar tercih edilmistir.

1.7. Arastirmanin Amaci

Boliim 1.1.7°de de belirtildigi tizere, hayvansal organizmalarin sindirim sistemi, g¢esitli
biyoteknolojik iiretimler (ilag etken maddesi, antioksidan, antiviral, antimikrobiyal
maddeler, her tiirlii biyodegredasyon ve biyoremidasyon proseslerinde kullanilabilecek
mikrop ve enzimler) i¢in gerekli mikroorganizma kaynagi olarak cok elveriglidir. Bu
arastirmada ¢esitli hayvan gruplarmin (insan, sigir, tavuk, balik, bocek ve solucan)
sindirim  sistemlerinden etkili ve yiilksek verimde L-asparaginaz {ireten

mikroorganizmalarin izolasyonu ve tanisi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

L-asparaginaz enziminin klinik uygulamalar ile ilgili literatiirde ¢ok sayida makale
mevcuttur.  Calismamizin konusu L-asparaginazin mikrobiyal iiretimi ile ilgili
oldugundan, kaynak oOzetleri kisminda mikrobiyal iiretim ile ilgili calismalara yer

verilmigtir.

Abdel-Fattah and Olama (2002), Pseudomonas aeruginosa’dan iiretilen, L-asparaginaz
enziminin kati1 hal fermentasyonunun, istatistiksel deney tasarimlar1 ile optimizasyon
calismalarin1 yapmislardir. On bes kiiltiir kosullu Plackett-Burman Factoring tasarimini
kullanmiglardir. Kazein, pH, hidrolizat ve misir dik likoriiniin, enzim iiretim siirecini
gelistiren en 6nemli faktorler oldugunu belirlemislerdir. ikinci optimizasyon adimi olarak
Box-Behnken tasarimi kullanmiglardir. Maksimum L-asparaginaz aktivitesi (142.8 1U)
icin; kazein hidrolizat %3.11, pH 7.9, misir dik likorii %3.68, optimum degerlerdir ve

besten fazla bazal ortamda aktiviteyi katladig1 gézlenmistir.

Mishra (2006), ii¢ baklagil mahsiiliiniin (Cajanus cajan, Phaseolus mungo ve Glycine
max) tarimsal atiklarii kullanarak, kati hal fermentasyonunda (SSF), Aspergillus
nigercden yiiksek seviyede L-asparaginz iiretmistir. SSF’de tarimsal atiklar tek besin
kaynagi olarak kullanildiginda en yiiksek enzim verimliligini G. max ardindan P. mungo
ve C. cajan gostermistir. Enzim verimi pH 6.5, sicaklik 30+2°C’de (40.9 U/g kuru

substrat) maksimum olarak Sl¢iilmiustiir.

Narayana et al. (2008), Streptomyces albidoflavus ile L-asparaginaz iiretiminde
optimizasyon caligmalar1 yapmiglardir. Karbon kaynagi olarak maltoz ile desteklenmis
kiltlir ortaminda, L-asparaginaz miktarinin daha fazla oldugunu gézlemlemislerdir. pH
7.5 ve sicaklik 35°C enzim iiretimi i¢in optimum kosul olarak belirlenmistir. S.
albidoflavus hiicrelerinden, daha fazla L-asparaginaz salimi i¢in; soy, EDTA ve lizozim

gibi hiicre bozucu ajanlarla muamele etmislerdir. S. albidoflavus tarafindan tretilen
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enzim; amonyum siilfat, Sephadex G-100 ve CM-Sephadex C-50 jel filtrasyonu ile

saflastirmis ve molekiiler agirligi 112 kDa olarak 6l¢iilmistiir.

Kukurova et al. (2009) L-asparaginazin kizartilmis hamur pasta modelindeki akrilamid
lizerine etkisini arastirmiglardir. 180-200°C'de kizartilan hamur pasta 6rneklerine 100-
500 U/kg L-asparaginaz ilave edilmesi sonucunda akrilamid seviyesinin %96-97
oraninda azaldigin1 dahasi asparaginazin glutamin ve glutamik asit olusumunu da

etkiledigini ortaya koymuslardir.

Khamna et al. (2009) yaptiklar1 arastirmada; Tayland’daki 16 sifali bitkinin kok
bolgesinde bulunan topraktan, aktinomiset izole etmislerdir. Suslar L-asparaginaz
aktivitesi acgisindan degerlendirmislerdir. 30 susun enzim aktivitesi gosterdigini
bulmusladir. Enzim {retim araligi 0.03-1.50 IU arasinda degerler gostermistir.
Cymbopogon citratus (Limon otu) rizosfer topragindan izole edilen CMU-H002, en

yiiksek enzim aktivitesini gostermistir.

Maysa et al. (2010) yilinda yaptiklar1 bir arastirmada L-asparaginazin antitimor
aktivitesini ve farkli tasiyiciya immobilize ederek enzim aktivitesini Olgmiislerdir.
Bacillus sp. R36 kaynagindan saflastirilan L-asparaginaz enzimi, glutaraldehit ile
onceden aktiflestirilmis sekiz farkli tasiyiciya (aktif karbon, selit, kitin, karboksimetil
seliiloz, yamurta kabugu, silikajel, trikalsiyum fosfat ve kitosan) immobilize etmislerdir.
Her bir tasiyict icin 50U/g enzim kullanmiglardir. Arastirma bulgularinda en diisiik
aktiviteyi kitosan (%17.8), en yiiksek aktiviteyi ise aktif karbona immobilize edilmis
enzimin gosterdigini rapor etmislerdir. Ayrica in vitro olarak iki timorlii hiicrede enzimin
antitimor etkisine bakmislar ve sonugta, kanserli hiicrelerin biiyiik oranda inhibisyona

ugradigini belirtmislerdir.

Hosamani and Kaliwal (2011), kat1 hal fermentasyonunda (SSF) soya fasiilyesi unu
kullanarak, Fusarium equiseti‘nin L-asparaginaz tiretimini optimize etmislerdir.

Inkiibasyon siiresi 48 saat, baslangictaki nem ihtivas1 %70h/h, partikiil boyutu 3mm, as1
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hacmi %20 v/v, glikoz agirlica %0.5, amonyum siilfat agirlik¢a %0.5 ve ekstrakt agirliga

%0.5, optimum sartlarinda maksimum L-asparaginaz verimine (8.5 IU) ulagsmislardir.

Nazemi and Miri Nargesi (2013), bu ¢alismada ekstraseliiler olarak L-asparaginaz enzimi
tireten Bacillus sp. tiirlerini arastirilmistir. Proteince zengin toprak 6rneklerinden Bacillus
sp. izole edilmistir. Caligmalarinda kiiltiir ortam1 olarak M9 besi yerini kullanmiglardir ve

yiiksek aktiviteye sahip enzim iirettiklerini belirtmislerdir.

Ebrahiminezhad et al. (2014) tarafindan, Iran’in giineyinden 40 mikroalgal izolat:
toplanmas, hiicre i¢i ve hiicre dis1 L-asparaginaz aktiviteleri incelenmistir. 18S ve rDNA
sekanslamasi ile molekiiler tanimlama icin en yiiksek aktivite gosteren suslar izole
etmislerdir. Dizi benzerligi analizini, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi’'nden (NCBI)
BLAST programini kullanarak yapmuslardir. Chlorolle vulgaris’in 18S rDNA dizileri
diger raporlarla %100 benzelik gosterdigi belirtilmistir. C. vulgaris’in L-asparagin
varliginda bir indiiklenebilir hiicre i¢i L-asparaginaz iiretebilecegini ve L-asparaginin

mikroalgin biiylimesini indiikleyebildigini bulmuslardir.

Ulu (2014), L-asparaginazin immobilizasyonu ve daha etkin kullanimi i¢in biyouyumlu
polimerik yapilar ortaya koymustur. Kat1 matriks olarak polimetilmetakrilat (PMMA),
polihidroksietilmetakrilat (PHEMA) ve polimetakrilikasit polimetilmetakrilat P(MA-
MMA) ve bu polimerlerden yola ¢ikarak farkli oranlarda nisasta katkili polimerik yapilar
hazirlanip, tiim yapilar FTIR, TGA, DTA, DSC ve siv1 temas acis1 ile yapisal olarak
karakterize edilmigtir. Polimerik yapilara nisasta katkilamanin polimerik yapilarin
biyobozunurlugunu arttirdigi, sivi temas acisini diisiirdiigli ve bozunma sicaklig araligini

genislettigi tespit edilmistir.

Batool et al. (2016) yaptiklart ¢alismada, L-asparaginazi bitkisel ve Kkarasal
mikroorganizmalar dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli organizmalardan izole etmislerdir.
Escherichia coli ve Erwinia sp. tarafindan iiretilen L-asparaginazin ii¢ boyutlu yapisini

gostermislerdir. Aynm1 zamanda kati hal (SSF) ve batik (SmF) fermantasyonunu,
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saflastirmay1, karakterizasyonu ve biyolojik rollerini kullanarak iiretim yontemlerini
listelemislerdir. Bu makalede, enzimle ilgili hem ge¢mis hem mevcut uygulamalar

incelenmis ve gelecekteki beklentiler tartisilmistir.

Doriya et al. (2016) yayinladiklari makalede, L-asparaginaz enziminin bitki ve
hayvanlardan elde etmenin zorlugunu belirtmislerdir. Uretim i¢in bakteriler ve mantarlar
gibi ¢esitli mikroorganizma gruplarinin kullanilmas1 daha yaygindir. Bakterilerden elde
edilen L-asparaginaz hassas reaksiyonlara neden olur. Bunun iistesinden gelmek igin
mantarlar gibi Okaryotik organizmalar L-asparaginaz iretimi igin kullanilabilir. L-
asparaginazin lUretimi i¢in mevcut olan c¢esitli yontemleri ozelliklede SSF ve SmF
islemlerinin avantajlarini ve sinirlamalarini detayli olarak caligmislardir. Tarimsal
endiistriye ait atiklarin SSF’sini kullanarak asparaginaz iiretiminde daha verimli sonuglar

elde edilecegi kanaatine varmislardir.

Cachumba et al. (2016), yaptiklar1 ¢alismada; L-asparaginaz uygulamalarini, farkli
mikroorganizmalardan iiretimini, mevcut arastirmalar1 ve sanayi i¢in daha karli tiretimi
ve bu iiretimin avantjlarini-dezavantajlarii arastirmiglardir. Yapilan calismaya gore,
endiistriyel iiretim Esherichtia coli ve Erwinia chrysanthemi gibi bakteriler kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Prokaryot enzimlerinin genellikle asir1 duyarhilik ve immiin
inaktivasyon gibi etkileri oldugunu ve filament6z mantarlar ve mayalar gibi okaryotik
mikroorganizmalarin, insan sistemi ile daha uyumlu enzim iretebildiklerini

belirtmisglerdir.

Erva et al. (2017), Enterobacter aerogenes KCTC2190/MTCCI111 enzim iretimini
etkileyen kiltliir kosullar1 ve beslenme oranlari, sivi kiiltiir ortaminda optimize
edilmislerdir. pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi, karbon ve azot kaynaklari, indiikleyici
konsantrasyonu ve inokulum biiytikligii gibi proses parametrelerini dikkate almislardir.
Bu calismada, elde edilen en iyi enzim aktivitesi, baslangi¢c degerine kiyasla 2,6 kat bir
artis olan 7,6 U/ml olarak olglilmistiir. Ayrica L-asparaginaz iretimi, cevap yiizeyi

metodolojisi kullanilarak optimize edilmis ve proses degiskenlerinde deneysel sonuglar
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kaydedilmigtir. Geleneskel optimizasyon yaklasimindan 2.4 kat daha yiiksek olan 18,35

U/ml L-asparaginaz aktivitesi verdigini gézlemlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Bu calismada, Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda bulunan cihazlar kullanilmistir. Kullanilan aletler, iiretici firmalar ve

aletlerin kullanim amagclar1 Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan alet ve cihazlarin isimleri ile {iretici firmalari

Orion 3 star pH . o o
Besiyerlerinin ve tampon ¢ozeltilerin

pH metre portable thermo
o pH’smin ayarlanmasinda kullanilmigtir.
scientific
Isiticth  manyetik [ Besiyeri hazirlanmasinda homojenizasyonu
Chiltern HS31, UK
karnistirici saglamak amaciyla kullanilmistir.

HMC Hirayama  Malzemelerin, s1v1 ve kat1 besiyerlerinin ve
Hiclava HV-110, ¢ozeltilerin sterilizasyon islemlerinde
Japonya kullanilmistir.

Philip-Harris, o
Kiiltiirlerin inkiibasyonunda kullanilmastir.

Ingiltere
) Optimizasyon ¢aligsmalarinda sivi
Calkalamah Zhicheng ZHWY- o ) o
) besiyerinde, biyomas iiretiminde
inkiibator 200B, Cin

kullanilmastir.
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Cizelge 3.1. (Devam)

Schimadzu UV Enzim aktivitesinin tayini i¢in

Spektrofotometre

mini-1240 kullanilmistir.

) _ Enzim miktarlarinin 6l¢tilmeden 6nce besi
Universal hettich

Santrifiij cihaz . yerlerinden alinan 6rnekler santrifiij
edilmistir
Calisma esnasinda besiyeri hazirlama ve
Saf su cihaz, Niive NS 112 )
tampon ¢ozelti hazirlamada kullanilmistir.
) Stok kiiltiirlerin saklanmasinda
Buzdolabi Argelik nofrost
kullanilmistir.
. Kiiltiirlerin belli sicaklikta gelisime
Inkiibator Memmert E410 o
birakilmasi i¢in kullanilmistir.
) Besiyeri hazirlamada, kimyasallarin
Hassas terazi Denver Instruments
tartilmasinda kullanilmuastir.
Enzim miktar tayini yapmadan 6nce Nessler
Vorteks Heidolph Reax Top  ¢dzeltisiyle izolatlarin karistirilmasinda
kullanilmastir.
Anaerobik sartlarda mikroorganizma
Anaerobik Jar Oxoid

iretimi i¢in kullanilmustir.

Mikroorganizmalarin sekil ve Gram
Boeco BM 180
ozelliklerini belirlemek icin kullanilmistir.

Elektroforez Owl Separation Saflastirilan enzimin molekiil agirhiginin

Systems P10DS belirlenmesinde
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3.1.2. Kullamilan besiyerleri ve kimyasal maddeler

Mikroorganizmalarin izolasyonu, gelistirilmesi ve L-asparaginaz enzimi iireten
izolatlarin se¢imi, stoklanmasi ve L-asparaginaz iiretiminin optimizasyon ¢alismalari i¢in
kullanilan kimyasal maddeler; analitik saflikta olup Merck, Oxoid, Fluka Riedel, Sigma
ve Difco firmalarindan temin edilmistir. Segici besiyeri olan, M9 ortaminda kullanilan L-
asparagin aminoasidi ise Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarindan

temin edilmistir.

Mikroorganizmalarin izolasyonu ve gelistirilmesi i¢in Nutrient Agar ve Tryptik Soy Agar

kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan mikroorganizmalar

Bu calismada cesitli hayvansal organizmalarin sindirim sisteminden ve topraktan izole
edilen mikroorganizmalar kullamilmustir. izole edilen mikroorganizmalar igerisinden
insan diskisindan WC, sigir sindirim sisteminden E6 ve toprak solucanindan izole edilen
SC4 kodlu bakteriler i¢in sitolojik, biyokimyasal ve molekiiler yontemler kullanilarak tiir
tanis1 yapilmustir. Insan diskisindan izole edilen WC; Bacillus atrophaeus, sigir sindirim
sisteminden izole edilen E6; Bacillus subtilis ve toprak solucani sindirim sisteminden

izole edilen SC4; Bacillus pumilus’tur.

3.2. Yontemler

3.2.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu ve saflastiriimasi

Erzurum Serceme deresinden alinan toprak ornekleri, umumi kullanimda olan tuvalet
tasindan Ornekler ile solucan, bocek, kurbaga, balik, tavuk ve sigir sindirim
sistemlerinden ornekler alinmistir. Alinan 6rnekler; %0.9 NaCl igeren steril fizyolojik

suda (SFS) 10a kadar seri diliisyonlara tabi tutulmustur. Daha sonra diliie edilmis
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orneklerden 0.1 ml alinarak Nutrient Agar ortamina yayma ekimleri yapilmistir. Her bir
ornek 30°C’de 24-48 saat inkiibe edilmis ve siire sonunda gelisen koloniler, morfolojik
farklililar1 g6z oniinde bulundurularak, dort fazda ¢izgi ekim seklinde ayr1 ayri petrilere

transfer edilmistir.

Farkli organizmalarin biinyesinde bulunan bakterilerin izolasyonu igin; sigir, tavuk,
kurbaga, balik, bocek gibi hayvanlarin sindirim sistemlerinden Ornekler alinmistir.
Ayrica, umumi tuvaletten ve kanalizasyon gecen irmak kenarindan toprak Ornekleri

aliarak bakteri izolasyonu yapilmaistir.

e Insan diskisi; okul tuvalet tasindan alinan 6rnek laboratuvara getirilerek izolasyon
yapilmuistir.

e Toprak ornegi; Serceme deresinin hemen kiyisindan, bir miktar toprak alinarak
icerigindeki bakteriler izole edilmistir.

e Sigir bagirsagi; Erzurum Et ve Balik Kurumu’nun kesim hanesinde, temiz
kosullarda kesilen Bosprimigenius taurus (sigir) bagirsak pargasi alinarak laboratuvara
getirilmistir.

e Tavuk diseksiyonu; Pasinler’den temin edilen Gallus gallus domesticus (tavuk)
laboratuvarimiza kafast kesilmis ve tiiylerinden arindirilmis olarak getirilmistir.
Laboratuvarimizda steril sartlarda; bir bisturi ile kesilmis, bagirsagindan ve kursagindan
alinan 6rnekler, izotonik s1vida muhafaza edilmistir. Daha sonra diliie edilerek bakteriler
izole edilmistir.

e Kurbaga diseksiyonu; bataklik kurbagasinin laboratuvarimizda diseksiyonu
yapilarak, bagirsagindan alinan ornekler izole edilmistir.

e Balik diseksiyonu; serceme deresinden Salmo trutta (alabalik) ve Tortum ¢ayimdan
getirilen Cyprinus carpio (sazan balig1) steril kosullarda diseksiyon yapilarak
bagirsaklarindan alinan 6rnekler diliie edilmis bakteri izolasyonu gerceklestirilmistir.

e Bocek diseksiyonu; Erzurum Yoncalik Koyii’'nden toplanan Blaps mortisaga
(Karafatma), ve Musca domestica (Kara sinek) tiirii bocekler %70 derecelik etil alkolde

2 dakika siireyle yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmis ve bagirsak sistemleri disekte
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edilerek steril havanla ezildikten sonra platin 6ze ile bir luk dolusu alinmis ve besiyerine
inokiile edilmistr.

e Toprak Solucami; Erzurum Atatiirk Universitesi Kampiisii'nden toplanan
Lumbricus terrestris (toprak solucani) %70 derecelik etil alkolde 2 dakika siireyle yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmus ve steril havanla ezildikten sonra besiyerine inokiile

edilmistir.

Calismada kullanilan balik, bécek ve solucan drneklerinin Atatiirk Universitesi Biyoloji
boliimiinde tiir teshisleri yaptirilmistir. Farkli hayvanlarin sindirim sisteminden alinan
ornekler; hem aerobik hem de anaerobik sartlarda inkiibe edilmistir. Anaerobik igin

anaerobik jarlar kullanmilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan koloniler izole edilmistir
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Aerobik ve anaerobik sartlarda bakteri izolasyonu

3.2.2. Besi yerlerinin hazirlanmasi

Nutrient Agar (NA) ve Tryptik Soy Agar (TSA): Laboratuvarimizda hazir olarak
bulunan SIGMA, MERCK markalar1 NA veya TSA kullanilarak hazirlanmistir.
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Yatik Agar: Tanimlama, kiiltiir koleksiyonu gibi amaglarla kullanilan agarl besiyeridir.
Yatik olmasindaki amag, tiipte genis bir ylizey elde etmektir. Deney tiiplerine, 7 ml tam
olarak eritilmis agarl besiyerleri dagitilmis ve otoklavlanmistir (1.5 atm 121°C’de 15
dakika). Otoklav sonrasinda, tiipler heniiz siv1 iken bir pipet lizerine, kapaklari iist tarafta
olacak sekilde yatirilmis ve katilagmasi i¢in beklenmistir. Tiipte, dip kisimlarin yaklasik

2.5 cm derinliginde olmasina dikkat edilmistir.

Besi Yerlerinden izole edilen mikroorganizmalar, yatik agarlara ekilerek, daha sonra

secici besiyerlerinde denenmek {izere +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

M9 Besi Ortamu: L-asparaginaz iireten bakteri tiiriinii ayirt etmek i¢in M9 ortami
kullanilmistir. Kontrol petrilerinde, L-asparaginaz icermeyen modifiye edilmis M9
ortami (azot kaynagi olarak NaNOs3) kullanilmistir. M9 ortaminin muhtevasi asagidaki
gibidir.

1 litre igin;

e 2gr Glukoz

e 39r KH2PO4

e 29rMgS0O4.7H20

e 5grL-asparagin

e 0,5¢grNaCl

e 69r NazHPO4.2H0
e 0.014 gr CaCl2.2H20
e 90.009 gr fenol red

e Safsuile 1 litreye tamamlanir.

Kat1 besi yeri hazirlamak igin 15 gr agar agar eklenmistir. Hazirlanan ¢6zelti 121°C’, 1.5

atm’de 15 dakika steril edilmistir.
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3.2.3. Arastirmada kullanilan ayrag ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Liigol ¢ozeltisi; 0,5 g potasyum iyodiir (KI) ile 1 g iyot 100 ml saf suda ¢ozdiiriilerek

hazirlanmustir.

Safranin cozeltisi; 0,25 g safranin 100 ml distile su igerisinde c¢ozdiiriilerek

hazirlanmistir.

Kristal viyole c¢ozeltisi; 0.5 g kristal viyole 100 ml saf su icerisinde ¢ozdiiriilerek

hazirlanmistir.

KH2PO4tamponu; 1.7 gram tartilip 100 ml saf su igerisinde ¢ézdiiriilerek hazirlanmistir

pH 7.2’e ayarlanmustir.

Tris- HCI tamponu; 1,51 gr Tris 200 ml saf su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmustir.

Ph 7’ye ayarlanarak hacim 250 ml‘ye tamamlanmustir.

TCA - trikloroasetik asit; (Lipid peroksidasyon i¢in homojenizasyon ¢ozeltisi) : 100 ml

saf su icerisine 0,1 g TCA ilave edilerek hazirlanmstir.

Ayirma jeli tamponu; (1,5 M Tris, pH: 8,8) : 18,15 g tris 50 ml saf suda ¢oziilir. HCI

ile pH 8,8’¢ ayarladiktan sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

Yiikleme jeli tamponu; (0,5 M Tris, pH: 6,8) : 3 g tris 40 ml saf suda ¢oziiliir. HCI ile

pH 6,8’¢ ayarlandiktan sonra saf su ile 50 ml’ye tamamlanmuistir.

SDS: 1g SDS son hacim 10 ml olacak sekilde saf suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.
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Yigma jeli tamponu; 1 M’lik Tris-HCI1 (pH: 6,8)’den 380 ul, %30’luk akrilamid-
%0,8’1ik bisakrilamid’den 400 pl, %10’luk SDS’den 30 ul, %5°lik TEMED’den 3 ul, ve
saf sudan 2,2 ml alinarak karistirilarak hazirlanmistir. Son olarak yine giinliik hazirlanmis
%10’luk amonyum persiilfat (NH4)2S20g (PER)’den 30 pl ilave edilmistir.

Amonyum persiilfat (polimerizasyon baslatici); 0,05 g amonyum persiilfat son hacim

500 pl olacak sekilde saf suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.

Ornek uygulama tamponu; 0,125 M Tris, %4, SDS %20, gliserol %10, 2-
merkaptoetanol %0.2 bromfenol mavisi pH: 6,8 2,5 ml yiikleme jeli tamponu, 4 ml %10
SDS, 2 ml gliserol, 1 ml 2-merkaptoetanol alinip son hacim 10 ml olacak sekilde saf su
ile tamamlanmis ve pH 6.8’e ayarlanmistir. Karigima 0,02 g bromfenol mavisi katilarak

karistirilmastir.

Tank tamponu; (0,025 M Tris, 0,192 M glisin, %0,1 SDS, pH: 6,8) : 3g Tris, 14,4 g
Glisin, 1 g SDS alinmis ve 900 ml saf suda ¢ozdiiriilerek pH 6,8’e ayarlanmistir. Son

hacim 1000 ml’ye saf su ile tamamlanmaistir.

SDS-PAGE Boyama ¢ozeltisi; 500 ml metanolde, 1 g coomassie brillant blue R-250
cozdiirilmiis ve daha sonra 100 ml asetik asit saf su ile 1 litreye tamamlanarak

¢ozdiirtilerek hazirlanmistir.

SDS-PAGE Yikama ¢ozeltisi; 125 ml metanol, 175 ml asetik asit ve 2200 ml saf su

kullanilarak hazirlanmstir.

3.2.4. L-asparaginaz iireten izolatlarin se¢imi

L-asparaginaz sentezleme kapasitesine sahip bakterileri tespit etmek icin; oncelikle elde

edilen izolatlardan, agar agar ile katilastirilmis ortamlara ayr1 ayr1 ¢izgi ekim yapilmis ve
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30°C’de inkiibe edilmistir. 24, 48 ve 72. saatler sonunda renk degisimleri incelenmis ve

fotograflar1 alinmistir.

Ayrica izolatlardan, bir 6ze dolusu alinarak 100 ml’lik sivi M9 ortamina ekimleri
yapilmustir. Kiiltiirler 30°C ve 150 rpm’de gelistirilmek tizere {i¢ giinliik takibe alinmistir.
Kiiltiirlerdeki L-asparaginaz etkinligini 06lgmek icin spektrofotometrik yontem

kullanilmis ve sonuglar kaydedilmistir.

3.2.5. L-asparaginaz aktivitesinin spektrofotometrik yontemle 6l¢iilmesi

Calismamizda enzim aktivite tayini i¢in, spektrofotometrik yontem kullanilmistir.

L-Asparajinaz enzim aktivitesi tayini; Enzim aktivitesi, sollisyondaki amonyak
miktarinin 6l¢iilmesine dayanan nesslerizasyon ile dogrudan belirlenmistir (Prakasham et

al. 2007). Aktivite tayini i¢in asagidaki protokol izlenmistir;

e 50 mM Tris-HCI tamponu — pH 8,6

e Sonlandirma tamponu olarak 1,5 M Trikloroasetik Asit (TCA) soliisyonu

e Substrat olarak 189 mM L-asparajin soliisyonu kullanilmustir.

e 100 pl fermentasyon sivisi ile 37°C’de 30 dakika bekletilerek gerceklestirilmis

e TCA ilavesi ile reaksiyon durdurulmustur. 480nm dalga boyunda olgiilen
absorbanslar kaydedilmistir.

e 1 Unit enzim, L-asparaginn’den, 1 dakikada 1 pmol amonyak hidrolize eden enzim
miktar olarak tanimlanmustir.

e L-Asparajinaz enzim aktivitesi U/ml cinsinden hesaplanmistir (Bilimoria et al. 1969;
Distasio Pritsa and Kyriakidis 2001; Abdel et al. 2002; Mishra 2006).
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L-asparaginaz

l

L- asparagin L- aspartik asit + Amonvak

2Hgl> + 4KI + NH4™ NH;HgyIz + H:O07 + 4KI + Nal

Enzim aktivitesi agagida gosterilen denkleme gore hesaplanmistir.

Unit/ml enzim = Salinan NH3 (umol) x (2.20) / (0,08) x (30) x (0,1)

2,20 = Aktivite tayininde kullanilan toplam hacim (ml)
0,08 = Spektrofotometre kiivetlerine konulan enzim hacmi (ml)
30 = Aktivite tayini siiresi (dakika)

0,1 = Kullanilan fermentasyon sivist hacmi (ml)

3.2.6. Optimizasyon calismalari

Izolatlarin, L-asparaginaz iiretim kapasitelerine bakilmis ve L-asparaginaz verimi en
yiiksek olan izolatlar belirlenmistir. Bu izolatlarin, kiiltlir parametreleri optimize edilerek
L-asparaginaz verimliligi artiritlmaya calisilmistir. Enzim tireten baterilerden, sekiz tanesi
secilerek yapilan 6n ¢alismalarda enzim miktarlar1 belirlenmis en yiiksek miktar1 veren

tic bakteri se¢ilmek sureti ile optimizasyon ¢aligmalarina devam edilmistir.

Calismada optimizasyon parametreleri olarak; karbon kaynagi, pH, glikoz miktari, azot
kaynag1 ve inkiibasyon siiresi kullanilmistir. Cizelge 3.2°de optimizsyon i¢in belirlenen

faktorler ve uygulama seviyeleri gosterilmistir.
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3.2.7. L-asparaginazin saflagtirilmasi

L-asparaginaz enzimi asagidaki protokol izlenerek saflastirilmistir.

e L-asparaginaz enzimini saflastirmak igin izolatlar M9 ortaminda 48 saat boyunca
inkiibe edilmis,

e Inkiibasyon sivisi 4°C, 500 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek ortamdaki
mikroorganizmalar uzaklastirilmis,

e  Mikroorganizmalar uzaklastirildiktan sonra elde edilen siipernatant %60’lik
(NH4)2SO4  (amonyum siilfat) ile muamele edilerek ¢oktiiriilmiis (Amonyum siilfat
ortama yavasca katilarak 4°C’de 12 saat bekletilmistir),

e 4°C, 10000 rpm’de 20 dk. Santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriilmiis,

e  (Coken proteinler 50 mM 7.0 pH Tris-HCL tamponu ile ¢oziilmiis,

e Protein ¢ozeltisinden tuzlarin ve diger iyonlarin uzaklastirilmasi i¢in {i¢ kez diyaliz

islemi yapilmistir.

3.2.8. SDS-PAGE analizleri

L-asparaginaz enziminin yaklasik olarak molekiil agirligimi belirlemek ve safligini
kontrol etmek amaciyla, saflagtirma basamaklarinda elde edilen 6rneklerin SDS-PAGE
analizleri Laemmli yontemine gore yapilmistir (Laemmni 1970). Asagida belirtilen islem

basamaklar1 uygulanmistir.

e Aymrma jeli icin %12’lik, yigma jeli igin %5’lik akrilamid jel kullanilmistir.
Elektroforez plakalar1 6nce su, sonra alkol ile iyice yikanmistir.

e iki cam plaka birbiri iistiine konularak kiskaglarla tutturulmus ve jel hazirlama
cihazina konulmustur.

e Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasmna enjektorle aktarilmistir. Jel ylizeyinin
diizglin olmasi i¢in saf su ile ince bir tabaka olusturulmustur.

e Polimerizasyon bittikten sonra lizerindeki izopropil alkol dokiilmiis,
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e Daha sonra yigma jel {ist ylizeye kadar ilave edilmis,

e Yaklasik 45 dakika sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar elektroforez tankina
yerlestirilmis,

e Olusan bosluklar isaretlenerek jelin iistii dnce saf su, sonra da yiiriitme tamponu ile
yikanmistir.

e Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiirtitme tamponu konulmustur.

e  Numuneler her birinde 20 pg enzim olacak sekilde hazirlanmistir.

e  Kismi saflastirilmis enzim, 1/1 oraninda numune tamponu katilmustir.

e Bes dakika boyunca kaynar su banyosunda muamele edilmistir.

e Numuneler sogutularak, elektroforeze c¢ok ince bir enjektor yardimiyla
uygulanmistir.

e Tank kapagi kapatilarak (-) kablo (Anot) ve (+) kablo (katot) yerlestirilmistir.

e Once 80 voltluk akim yarim saat gegirildikten sonra akim 120 volta ayarlanarak 2-4
saat oda sicakliginda tatbik edilmistir.

o Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarilmistir.

e (Cikartilan jel, boyama ¢ozeltisine alinarak 24 saat boyanmasi i¢in beklenmistir.

e Boyama isleminden sonra yikama ¢ozeltisiyle yikanarak fotograflari alinmistir.

3.2.9. izolatlarin tamisinda kullanilan klasik yéntemler

Klasik yontemlerde; izolatlarin koloni morfolojileri, sitolojik sekilleri, Gram boyanma

ozellikleri ve hareket 6zellikleri incelenmistir.

Koloni morfolojilerinin belirlenmesi igin; saf kiiltiirlerden ayr1 ayr1 6rnekler alinmis ve 4
fazda c¢izgi ekim yontemi ile NA ortamina transfer edilmistir. 30°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ciplak gozle (sekil, biiyiikliik, renk vb.) ve mikroskopla (kenar

sekilleri, konveks, konkav vb.) 6zellikleri incelenmistir.
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3.2.9.a. Bakterilerin sitolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Saf kiiltiir olarak izole edilen bakterilerin sekillerini tayin etmek igin; 1siyla lam {izerine
tespit islemi uygulanmis ve kristal viyole ile boyanarak hazirlanan preparatlar mikroskop

altinda incelenmistir.

Bakterilerin Gram boyanma ézelliginin belirlenmesi: Gram 6zelligini belirlemek i¢in

asagidaki protokol uygulanmaistir.

e 24 saatlik geng kiiltiirlerden preparat hazirlanmas,

e Once kristal viole ile 2 dakika siireyle boyanmus,

e Boyanin fazlasi saf su ile giderilmis,

e Mordan etkisi i¢in 2 dakika siireyle liigol ¢ozeltisi uygulanmis,

e Safsuile boyanin fazlasi giderilmis,

e | dakika siireyle %70 lik etil alkol uygulanarak birinci boyanin dekolorizasyon islemi
gerceklestirilmis,

e 2 dakika siireyle safranin ile boyanmis,

e Boyanin fazlasi gidermek i¢in saf sudan gecirilmis,

e  Preparat kurutularak 40’lik ve immersiyon objektifkleriyle incelenmis,

e Mor menekse renkli olanlar Gram pozitif, pembemsi veya kirmizi renkli olanlar ise

Gram negatif olarak kaydedilmistir.

Gram boyama tekniginin agamalar1 Sekil 3.1’de 6zetlenmistir.
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’ B Kristal Viyolet
/ ‘ ' B Lugol
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[ Alkol
Sulu Fuksin
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Gram Pozitif
; Gram Negatif

KrlstalV'one(Mor Boya) @& Lugol Uygulamasi © Alkol Uygulamasi Sulu Fuksin veya Safranin

° Uygulamasi (Mordan ? (Dekolgr?zasyon) ° (Pembe Klrmlz)l’ Boya) Uygulamasi

Sekil 3.2. Gram boyama teknik asamalari

Hareket testi: Bu amacla yas preparasyon teknigi uygulanmstir. Once; 2-3 6ze dolusu
24 saatlik s1v1 bakteri kiiltiirii lam iizerine aktarilmis ve iizerine lamel kapatilmistir. Lam
ve lamel arasinda hava kabarcigi olusmamasi i¢in lamelin 45 derece agiyla kapatilmasina

dikkat edilmis ve immersiyon objektifte incelenmistir.

3.2.9.b. Biyokimyasal testler

KOH (Potasyum-Hidroksit) testi: 24 saatlik bakteri kiiltiirlerinden alinan 6rnekler,
Gram boya ile boyanma durumlar1 arastirilmak iizere KOH testine tabi tutulmustur.
Oncelikle incelenecek olan kiiltiirden bir 6ze dolusu lam {izerine aktarilarak iizerine KOH
cozeltisi eklenmistir. Oze yardimi ile Kkiiltiir ve ¢ozeltinin etkilesime ge¢mesi
saglanmistir. Eger karisim siinme seklinde yavas bir akma gdsterirse bakteri i¢in Gram

negatif, eger siinme yok ise Gram pozitif seklinde degerlendirilmistir.

H202 (Hidrojen Peroksit) testi: Bakterilerin sahip oldugu katalaz enzimi, ortamdaki
hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirir. S1vi ya da kat1 besiyerinde gelistirilen, bakteri
kiiltiirlerine H20, ilave edildiginde, serbest oksijenin gaz kabarciklar1 halinde
gozlenebilmesi, hidrojen peroksidin ayrigmasini, dolayisiyla da katalaz enziminin

varligin1 gosterir. HoO testini yapmak i¢in; incelenecek kiiltiirden 6ze ile 6rnek alinarak
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temiz bir lam tizerinde distile su ile slispanse edilmistir. Bunun tizerine damlalik yardimi
ile %30’luk H20- ilave edilmistir. Kisa bir karigtirma islemi sonrasinda kabarciklarin

cikisi, testin pozitif oldugunu gostermistir. Testler 18-24 saatlik kiiltiirlere uygulanmastir.

3.2.9.c. Molekiiler yontemler

Genomik DNA izolasyonu, ECOPURE Genomic DNA Kit kullanilarak {iretici firmanin
onerdigi sekilde yapilmistir Genomik DNA’dan 16S rDNA bolgesinin ¢ogaltilmasi igin
27F ve 1391R primerleri kullanilmistir.  PCR (Polimer Zincir Reaksiyonu) tiriinleri
%1’lik agaroz jelde dogrulandiktan sonra EcoSpin PCR Purification Kit ile saflastirilarak,
her iki primerle c¢ift yonlii olarak ticari bir firma (MEDSANTEK) araciliiyla
okutulmustur. Elde edilen sekans verileri BioEdit programinda birlestirilerek NCBI veri

tabaninda bilinen tiirlerle karsilastirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. izole Edilen Bakteriler

Erzurum Ser¢ceme deresi topragindan, insan diskisindan ve farkli organizmalarin sindirim
sistemlerinden izole edilen bakteri sayis1 ve bakterilere verilen kodlar gizelge 4.1°de

verilmigtir.

Cizelge 4.1. Cesitli ortamlardan izole edilen bakteri sayilar1 ve kodlari

Ortam Bakteri Sayis1 ~ Verilen Kodlar

Toprak 7 TO1,2,3456,7

Balik Sindirim Sistemi 12 BB1234567 BD12345
Tavuk Sindirim Sistemi 9 TB1,2-TD12 Kl12- K123
Sigir Sindirim Sistemi 5 E123456

Cesitli Bocek Tiirleri 10 S1- T12-O1,2355 B1.23456

Sindirim Sistemleri
Insan Diskis1 5 WC12345

Solucan Sindirim Sistemi 4 SCi234

4.2. L-asparaginaz Enzimi Uretme Yetenegine Sahip Bakterileri Secmek icin

Hazirlanan M9 Ortam1’’ ve Elde Edilen Sonuglar

Calismada kullanilan bakteriler Erzurum ili Serceme Deresi topragindan, insan

diskisindan ve bazi hayvanlarin sindirim sistemlerinden izole edilmistir. Izole edilen
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bakteri sayis1 120°dir. Her bir izolatin, L-asparaginaz liretme yetenegini olup olmadigini
belirlemek amaciyla, Boliim 3.2.3’te igerigi verilen M9 ortami kullanilmigtir. Bu ortamin
baslangictaki rengi, agik turuncu renktedir. Sekil 4.1°de gosterildigi gibi; besi ortamini
pembe renge boyayan bakteriler i¢in; L-asparaginaz enzimi rettigi seklinde

degerlendirilme yapilmistir.

Sekil 4.1. L-asparaginaz sentez kapasitesine sahip izolatlarin kalitatif tayini

Farkli organizmalardan izole edilen bakteri suslari, M9 sivi ortaminda 24 saat
inkiibasyona birakilmis ve bu siire sonunda enzim {iiretimleri ve meydana gelen renk

degisimleri Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. M9 s1v1 ortamdaki L-asparaginaz iiretim ve renk degisimi

[zolatlar M9 s1v1 ortamina ekilerek {i¢ giin boyunca renk degisimleri gézlemlenmistir. En
iyi renk degisimi gdzlenen bes bakterinin (WCs, WC, T1, Oss, BD1) ii¢ giinliik takip
fotograflar1 Sekil 4.3’de verilmistir.

Sekil 4.3. L-asparaginaz lireten izolatlarin siv1 besiyerinde ii¢ giinliik fotograflar



L-asparaginaz sentez kapasitesine sahip olan bakterilerin, kalitatif derecelendirmesi
Cizelge 4.2’de sunulmustur. M9 ortamina ekimi yapilan bakteriler; 30°C’de, 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon siireleri sonunda incelenmis; 1. Giin renk degisimi olanlar +++, ikinci
gin renk degisimi olanlar ++ ve lgciincii giin renk degisimi olanlar + seklinde

derecelendirilmistir.

Cizelge 4.2. Secici kat1 besiyerlerinde bakterilerin kat1 besi yerindeki L-asparajinaz

etkinligi

WC +++ (")1 -
WC, +++ (")2 +++
WC, +++ (")3 T+
N - W
N - N
N - N -
TBE +++ Sc4 e+
TBE +++ Bl +++
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Cizelge 4.1. (devam)
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Cizelge 4.1°de gosterildigi tizere ¢esitli hayvansal organizmalarin sindirim sistemlerinden
elde edilen 56 izolatin kalitatif olarak L-asparaginaz aktiviteleri degerlendirilmis ve sonug
olarak; 30 izolatin L-asparaginaz aktivitesinin ¢ok iyi (+++), 10 tanesinin orta derecede
(++) ve 3 tanesinin ise diisiik diizeyde (+) olduklar1 saptanmistir. Boylece 56 izolattan 43
tanesinin L-asparaginaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Ote yandan geriye kalan
13 izolatta ise L-asparaginaz aktivitesi tespit edilmemistir.

Cizelge 4.1°de belirtilen bakterilerin, 24 saatlik aktif kiiltiirleri kullanilarak KOH ve H2O>

testleri yapilmis sonuglar ¢izelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. izole edilen bakterilerin KOH ve H20; test sonuglari

Bakteri KOH H20: Bakteri KOH H20: Bakteri KOH H20:
kodu kodu kodu

WC1 Gram(+) Katalaz+ BBs Gram(+) Katalaz+ TO> Gram(+) Katalaz +
WC: Gram(+) Katalaz + BBy Gram(+) Katalaz+ TOs Gram(-) Katalaz +
WC3 Gram(-) Katalaz+ BD: Gram(+) Katalaz+ TOq Gram(-) Katalaz +

WCs4 Gram(-) Katalaz- BD: Gram(-) Katalaz- TOs Gram(-) Katalaz +

WCs Gram(-) Katalaz+ BDs3 Gram(+) Katalaz+ TOs Gram(+) Katalaz +
E: Gram(-) Katalaz+ BDs Gram(+) Katalaz+ TO7 Gram(+) Katalaz +
=) Gram(-) Katalaz+ O Gram(-) Katalaz+ TOs Gram(+) Katalaz +
Es Gram(-) Katalaz+ O Gram(+) Katalaz+ [Eg Gram(+) Katalaz +

Es Gram(+) Katalaz+ Os Gram(-)  Katalaz+
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Cizelge 4.3. (devam)

Es Gram(+) Katalaz+ Oss Gram(-)  Katalaz +
TBE: Gram(-) Katalaz + T: Gram(-) Katalaz +
TBE2 Gram(-) Katalaz + T Gram(+)  Katalaz +
TD1 Gram(-) Katalaz + S Gram(+) Katalaz +
TD2 Gram(-) Katalaz + SCi Gram(-) Katalaz +
K1 Gram(-) Katalaz + SC: Gram(+)  Katalaz +
Kz Gram(-) Katalaz + SCs Gram(+)  Katalaz +
Ks Gram(-) Katalaz + SCs Gram(+)  Katalaz +
Kl Gram(-) Katalaz + B: Gram(-) Katalaz +
Kl Gram(-) Katalaz + B> Gram(-) Katalaz +
BB: Gram(+) Katalaz+ B3 Gram(-) Katalaz +
BB: Gram(+) Katalaz+ Bas Gram(+)  Katalaz +
BBs Gram(+) Katalaz+ Bs Gram(-) Katalaz +
BB4 Gram(+) Katalaz+ Bs Gram(-) Katalaz +
BBs Gram(+) Katalaz- TO: Gram(-) Katalaz -

Cizelge 4.3’te gosterildigi tizere bakterilerin Gram ozelliklerine ve katalaz aktivitelerine
bakilmis; elde edilen verilere gore 26 bakterinin Gram pozitif, 30 bakterinin ise Gram
negatif oldugu saptanmistir. Yapilan H2O» testine gore ise, 52 bakterinin katalaz pozitif,

4 bakterinin ise katalaz negatif oldugu belirlenmistir.
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4.3. izole Edilen Bakterilerin L-asparaginaz Aktiviteleri

MO besi ortaminda, kalitatif olarak enzim tiretim miktarlar1 derecelendirilen bakterilerden
renk degisimi iyi derece olanlar se¢ilmistir (Cizelge 4.2). Enzim aktiviteleri

spektrofotometrik yontemle 480 nm’de 6l¢iilmiis eldedilen absorbans degerleri

Unit/ml enzim = Saliman NHs (umol) x (2.20) / (0,08) x (30) x (0,1)

forfmiili kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. L-asparaginaz liretimi en iyi olan izolatlarin 480 nm’deki enzim aktivite
degerleri

Sira No Izolatin Kodu L-asparaginaz aktivitesi U/ml protein
1 BBs 17,41
2 Oss 64,35
3 Es 108,1
4 TO> 52,47
5 S1 118,8
6 WCs 81,51
7 T1 101,48
8 BD: 125

9 E: 21,78
10 Kl 70

11 Ks 113

12 T2 33,17
13 TO,4 99,99
14 TBE: 140

15 BB, 108,1
16 TO; 106,01
17 E6 148

18 wC 165

19 SC4 151
20 BB: 156,92
21 BD. 137,04
22 SC: 118
23 TBE; 129
24 WCs 138,2
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Elde edilen sonuglara gore; E4, S1, T1, TO4, TBEL, BB4, TO7, E6, WC, SC4, BB1,
BD2, SC1, TBE2, WCS5 ve T2 kodlu izolatlarin L-asparaginaz enzim aktivitelerinin
yiiksek oldugu goriilmiistiir.

4.4. L-Asparaginaz Aktivitesi Yiiksek Olan izolatlarin Tam ve Karakterizasyonu

Icin Yapilan Analiz Sonuclar:

L-asparaginaz enzim tiretme yetenegi, spektrofotometrik olarak tespit edilmis, en iyi
iretim yapan sekiz bakterinin (WC, WCs, SC4, E, E4, E6, BB7, TBE1) sekil, Gram
boyanma o6zelligi, katalaz enzimi bulundurup bulundurmadigi ve hareket ozelligi

incelenerek, sonuglar Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Cizelge 4.5. L-asparaginaz iiretme yetenegi en iyi olan bakterilerin kiiltiirel, morfolojik
ve mikroskobik bazi 6zellikleri

Bakteri Koloni Hiicre Gram H202 Hareket
Kodu Morfolojisi Morfolojisi  ozelligi Testi

wC Parlak Bej Basil + + +

SC4 Mat Beyaz Basil + + +

E2 Parlak Beyaz =~ Kok - + -

E4 Seffaf Kok + + -

E6 Parlak Krem Basil + + +

BB~ PudraRengi Kok - + -

TBE:1 Acik Sari Kok - + -

WCs Mat Beyaz Basil - + +
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Elde edilen veriler sonucunda etkili bulunan bakterilerin 4 tanesinin (WC, SC4, E4 ve
E6) Gram pozitif oldugu, 4 tanesinin (E2, BB7, TBE1 ve WCs) ise Gram negatif oldugu
belirlenmistir. Sekiz bakteride de katalaz enzimi varligi H2O; testi ile tespit edilmistir.
WC, SC4, E6 ve WC5 kodlu bakterilerin hareketli oldugu da goriilmiistiir. Elde edilen
veriler 1s18inda tli¢ bakteri ile (WC, SC4, E6) deneysel ¢alismalara devam edilmistir.
Oncelikle bu ii¢ bktrinin mikroskop goriintiileri alinarak Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Iy : "\ | N
AN c:II ) Ilus &2' Bacillus
tms atrophaeits | )

Sekil 4.4. L-asparaginaz aktivitesi en iyi olan {i¢ izolatin mikroskop goriintiileri

4.5. Optimizasyon Calismalarinin Sonuclari

Optimizasyon ¢alismalar1 igin L-asparaginaz aktivitesi en yiiksek ii¢ izolat (WC, SC4, E6)
secilmistir. Secilen izolatlar, tablo 3.1°de verilen parametreler cer¢evesinde optimize
edilmislerdir. Enzim aktivite tayinleri spektrofotometrik olarak ol¢iilerek tablolar halinde

gosterilmistir.
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4.5.1. Karbon kaynagi optimizasyonu

Se¢ilen bakterilerin karbon kaynaklarint optimize etmek amaci ile besiyerlerine karbon
kaynag1 olarak; glikoz, slikroz, laktoz, fruktoz ve mannitol eklenemis, 24 saat inkiibe

edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.6’ da gdsterilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli karbon kaynaklarinin L-asparaginaz aktivitesi iizerine etkisi

Karbon (C) Kaynaklar

Bakteri

Kodlart  5iy07 Siikroz Laktoz Fruktoz  Mannitol
SC4 151 U/ml 50,7 U/ml 545U/ml 455U/ml 50,3 U/ml
wWC 165 U/ml 7425 U/ml 28,22U/ml 14,8 U/ml 70 U/ml
E6 1475 U/ml 15,67 U/ml 15,2U/ml 118 U/ml 40,1 U/ml

Elde edilensonuglara gore L-asparaginaz i¢in en uygun karbon kaynagi Glikozdur. Glikoz
varhiginda SC4 151 U/ ml, WC 165 U/ml ve E6 147,5 U/ml L-asparaginaz aktivitesi
gostermistir. Yapilan calismada E6 kodlu izolatin hem glikoz varliginda hem de fruktoz

varliginda yiiksek aktivite gosterdigi kaydedilmistir.

4.5.2. Glikoz miktar1 optimizasyonu

M9 besi ortaminin glikozu, 4 farkli miktarda (1, 2, 3 ve 4 g/l) degistirilerek denenmis ve
24 saatlik kiltiirlerde meydana gelen renk degisimleri fotograflanmistir.

Spektrofotometre ile dlgiilen degerler Cizelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.7. L-asparaginaz liretiminde Glikoz miktarimin etkisi

Bakteri Glikoz Miktar (g/L)
Kodlan

19 29 39 49
SC4 43,89 U/ml 149 U/ml 44,65 U/ml 41 U/ml
WwC 51 U/ml 165 U/ml 19,85 U/ml 19,14 U/ml
E6 60,72 U/ml  148,5U/ml 23,05 U/ml 21,36 U/ml

Calismamizda M9 besiortamina farkli miktarlarda (1g, 2g, 3g ve 4g) glikoz katilmis ve
L-asparaginaz aktiviteleri ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek aktivite 2g
glikoz eklendiginde Sl¢iilmiistiir. Olgiilen sonuglara gore; SC4 149 U/ml, WC 165 U/ml
ve E6 148,5 U/ml aktivite gostermistir.

4.5.3. Azot kaynag) optimizasyonu

L-asparagin’e ek olarak M9 ortamina farkli azot kaynaklar1 eklenmistir. Elde edilen

sonuglar Cizelge 4.8’ de verilmistir.

Cizelge 4.8. L-asparaginaz aktivitesinin azot kaynaklarina gore degisimi

Bakteri Azot kaynad

Kodlan Pepton NH4PO4 Tavuk Tiiyii Peptonu
SC4 65,75 U/ml 63,12 U/ml 79,28 U/ml

wC 62 U/ml 43 U/ml 67,2 U/ml

E6 79 U/mi 73,59 U/ml 81,3 U/ml
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Elde edilen sonuglara gore en iyi enzim aktivitesi tavuk tiiyii peptonu kullanildiginda
gozlenmistir. Tavuk tiiyii peptonu kullanildiginda elde edilen 6l¢lim sonuglart; SC4 79,28
U/ml, WC 67,2 U/ml, E6 81,3 U/ml seklindedir.

4.5.4. L-asparaginaz iiretiminde pH optimizasyonu

Enzim aktivitesinin en iyi oldugu pH derecesini belirlemek amaci ile 5 farkli pH’ta (5, 6,
7, 8 ve 9) besi ortamlar1 hazirlanmig ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapilmustir. Olgiim sonuglar1 Cizelge 4.9°da

gosterilmistir.

Cizelge 4.9. L-asparaginaz aktivitesinin farkli pH’larda elde edilen l¢iim sonuglari

Bakteri pH
Kodlan

5 6 7 8 9
SC4 77,2 U/mi 80,67 U/ml 150,2U/ml 1246 U/ml 82 U/ml
wWC 63,3 U/mli 121,41 U/ml 165 U/ml 93,85 U/ml 70 U/ml
E6 70,5 U/ml 84,22 U/ml 147 U/ml 98,3 U/ml 76,2U/ml

L-asparaginaz enzim aktivitesi {izerine, pH derecesinin etkisini arastirdigimiz ¢alismada
en yiiksek enzim aktivitesi pH 7°de dl¢iilmiistiir. Elde edilen 6l¢iim sonuglarina gére pH

7°de; SC4 150,2 U/ml, WC 165 U/ml ve E6 147 U/ml enzimaktivitei gdstermistir.

4.5.5. Zaman optimizasyonu

Izolatlarin enzim aktiviteleri ii¢ giin boyunca takip edilmis ve spektrofotometrik

Olgtimleri yapilmistir. Sonuglar Cizelge 4.10°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.10. L-asparaginaz aktivitesinin giinlere gore degisimi

Bakteri Giin

Kodlar 1 2 3

SC4 87,29 U/mi 150 U/ml 90,6 U/mi
wC 78,91 U/ml 165 U/ml 83,34 U/ml
E6 94,22 U/mi 147 U/ml 80,52 U/ml

Yapilan Ol¢im sonuglarina gore inkiibasyon siiresinin 2. giiniinde (48 saat) enzim
aktivitesi en yiiksek degerde ol¢iilmiistiir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda yapilan
Olgtimlere gore; SC4 150U/ml, WC 165 U/ml ve E6 147 U/ml L-asparaginaz aktivitesi

gostermistir.

4.6. L — asparaginazin Kismu Saflastirilmasi ve SDS - PAGE Sonuclari

Calismamizda kullanilan bakterilerin irettigi L-asparaginaz enzimlerinin, molekiil
agirliklart sirasiyla; WC;100 kDa, E6; 35 kDa ve SC4; 75 kDa olup SDS- jel goriintiileri
Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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[ Marker kDa [ Marker [ E6 l sSCca [ wWcC ]

Sekil 4.5. L-asparaginazin SDS jel goriintiileri

4.7. L — asparaginaz Ureten Mikroorganizmalarin Molekiiler Tam Sonuglar

93— MN420916 Bacillus sublif strin E6 165 ribosomal RNA gne partial sequence

_[ MN420318 Bacills atrophaeus strain WC 163 nbosomal RNA gene partial seguence
——— MN420917 Bacillus pumilus strain SC4 165 ribosomal RNA gene partial sequence

NR 024570 Escherchia cosrain U 41 165 rbosomal RNA pariialsequence (Out Group)

—
e

Sekil 4.6. L-asparaginaz iireten tiirlerin evrimsel analizi

Evrimsel analiz, Neighbor-Joining metodu kullanilarak elde edilmistir (Saitou and Nei
1987). Toplam dal uzunlugu 0.28631952 olan optimal bir filogenetik aga¢ gosterilmistir.
Migkili taksonlarm bootstrap testinde (500 kopya) bir araya getirildigi kopya agaclarm
yiizdesi, dallarin yaninda gosterilmistir. Agag, filogeninin ¢ikariminda kullanilan

evrimsel uzakliklarla ayni birimdeki dal uzunluklar ile 6lgeklendirilmistir (Felsenstein et
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al. 1985). Evrimsel uzaklik, Maximum Composite Likelihood metod (Tamura et al. 2004)
kullanilarak hesaplanmis ve alan bagina baz yer degistirme sayisinin birimlerinde
bulunmaktadir. Bu analiz 4 niikleotid dizisini icermektedir. Sahip olunan kodon
konumu birinci+ikinci+igiinciitkodlanmayan seklindedir. Bosluklar ve hatali veri
iceren tim konumlar elimine edilmistir. Evrimsel analizler MEGA6°da yapilmigtir

(Tamura et al. 2013). E.coli dis grup olarak segilmistir.

4.7.1. MN420916 Bacillus subtilis susu E6 16S ribozomal RNA geni, kismi sekans

ATGCGGCGTCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCT
GATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGAC
TGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGC
ATGTGTTTCACAAAACATTAAAAGGGGTGTGCTTCCGGCTACCACTTACAGA
TGGAACCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCCACCAAGCCA
ACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTCCCGCAATGGACG
AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTG
ACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCA
GGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC
TCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGG
GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTTCGGGGGCAGA
GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCATTGATCTTAGTTGCCAGCCATCCAGTTGG
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GCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGGTGTGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAC
AGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTT
CTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCG

4.7.2. MN420917 Bacillus pumilus susu SC4 16S ribozomal RNA geni, kismi sekans

CCGGCAGCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGA
TGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTG
GGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCAT
GGTTCAAGGATGAAAGACGGCTCCGGCTGTTCACTTAGCAGATGGATCCCG
CGGCGCATTAGGCTAGGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACCGATG
CGTAGCCGACCTGAGGAGGGGTGGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAATGGACGA
AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAA
GCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGAC
GGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGG
CGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATT
GGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTC
TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGG
GTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGA
GTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC
TTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGT
GACAGGTGGTGCATGGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTTGCCCAGCCAATTAGTT
GGGCACCTCTAAGGTGACTGCCGATTGACCAAACCGGAGGAAGGTGGGAAT
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GACGGATTCCAAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATA
AATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCG

4.7.3. MN420918 Bacillus atrophaeus susu WC 16S ribozomal RNA geni, kismi
sekans

CGCAGCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATG
TTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGG
ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGG
TTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGGATTGGAATCCCGG
CGGCGCATTTAGGCTAGTAGGTGAAGTAACGACTCAACAAGGCAACGATGC
GTAGCCGGACCTGAGGAGGGTGATCGGCCACCACTGGGACTGAGACACGAC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAG
TCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCT
CTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGG
TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGT
TTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTCTGACATCCCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTTCGGGGGCAGAGTG
ACAGGTGGTGCATGGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGGCAACGGAGCGCAACCATTGAATCTTAGATGCCAGCATCCAGTTGG
GCACTCTAAGGTGAACTGCCCGATGAACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
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ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
ACAGAACAAAGGGCAGCGAGACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCT
GTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCG
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. izole Edilen Bakteriler

Bir insanin yaklasik 100 trilyon hiicreden olustugu genel bir bilgidir, bagirsak florasi ise
bu sayidan 10 kat daha fazladir (Cetin vd 2015). Bagirsak florasindaki mikroorganizmalar
hem fizyolojik hem de hastaliklara karsi direnci etkileyen ekolojik bir topluluktur.
Bagirsak florasinda yaklasik 500 c¢esit mikroorganizma vardir. Bu organizmalar;
Lactobacillus, Enterobacter, Enterococcus, Baciilus, Clostridium, Escherichia,
Streptococcus, Bifidobacterium gibi cinsleri i¢ermektedir (Lazupone et al. 2013).
Sigirlarda bagirsak florast mikroorganizma agisindan zengin bir igerige sahiptir. Sigir
bagirsak mikroflorasinda; Prevotella, Treponema, Succiniclasticum, Ruminococcus,
Acetitomaculum, Mogibacterium, Butyrivibrio, Acinetobacter, Serratia, Bacillus,
Escherichia Clostridium, Staphylococcus gibi cinsler bulunur (Mao et al. 2015).Tavuk
bagirsak florasinda ise; Lactobacillus, Candidatus Arthromitus, Enterococcus,
Escherichia, Shigella ve Clostridium (Asrore et al. 2015) cinsleri ve Enterococcaceae,
Enterobacteriaceae ve Bacteroidaceae familyalarina ait tiirler bulunur. Balik bagirsak
mikroflorasinda;  Proteobacteria,  Firmicutes, Actinobacteria, = Bacteroidetes,
Fusobacteria ve Tenericutes cinslerine ait tiirler bulunur. Bodcekler mikroflora
bakimindan oldukc¢a zengin organizmalardir. Cok ¢esitli mikrobiyota topluluguna
sahiptirler. Bunlardan bazilari; Bacteroides, Acinobacteria muciniphila, Clostridium,
Bacillus, Pseudomonas, Clostridium, Shgella‘dir. Toprak solucaninda, sindirim
sistemleri iki ac¢ikliga sahiptir. Sindirim sistemlerinde, Streptomycetes, Bacillus,
Clostridium gibi  mikroorganizmalar bulunur. Pseudomonas aeruginosa G1,
Stenotrophomonas maltophilia G2, Bacillus atrophaeus G3, Citrobacter amolonaticus
G4 ve Acinetobacter Iwoffii G5 gibi bakteriler hamambocegi (Blatta orientalis) bagirsak
florasindan izole edilmistir (Ozdal et al. 2016). Orthoptera, Dermaptera, Mantodea and
Hymenoptera takimlarina ait farkli bocek tiirlerinden Stenotrophomonas, Pseudomonas,
Acinetobacter, Bacillus, Brevibacillus, Flavimonas ve Rhodococcus gibi pestisit

parcalayan bakteriler izole edilmistir (Giir et al. 2016).
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Calismamizda kullandigimiz L-asparaginaz iireten ve yiiksek aktiviteye sahip olan
bakterilerin 16sDNA sonuglari; insan gaytasindan izole edilen WC; Bacillus atrophaeus,
sigir sindirim sisteminden izole edilen E6; Bacillus subtilis ve toprak solucani sindirim
sisteminden izole edilen SC4; Bacillus pumilus’tur. Literatiirde Bacillus tiirlerinin
asparaginaz Urettigine dair oldukca ¢ok caligma bulunmaktadir. Bunlardan bazilari;
Nazemi and Miri Nargesi (2013); Jha et al. (2012); Makky et al. (2013) Kamble et al.
(2012) Pseudomonas spp., Bacillus spp., Serratia spp.’tir. Cesitli organizmalarin
sindirim sisteminden izole ettigimiz bakteriler Bacillus cinsine ait bakteriler olup literatiir

calismalarina bu yoniiyle uygunluk gostermektedir

Basillus cinsinin yani sira; Peterson RE. et al. (1969)’da, Aerobacter, Erwinia,
Pseudomonas, Serratia, Xanthomonas, Photobacterium’un, Dejong PJ (1972)
Streptomyce’un, Tosa T. (1971)’de Proteus’un, Kafkewitz D, Goodman D (1974)’te
Vibrio’un, Sarquis M et al. (2004)’te Aspergillus’un, Ghoshoon et al. (2008)’de
E.coli“nin; Usha et al. (2011)’de Streptomyces parvulus’un; Gupta et al. (2009);
Dharmaraj (2011); Dhanam Jayam ve Kannan (2014)’te Streptomyces’lerin L-
asparaginaz Uiretim potansiyeline sahip olduklarini tespit etmislerdir. Bu tiirler igerisinde
E. coli ve Erwinia sp. (Dejong PJ 1972) anti-timor ve anti-losemi ajani olarak
kullanilmistir. Asparaginazin s6z konusu bu iki kaynaktan tibbi kullanimi, immiinolojik
tepkiler nedeniyle smirlidir. Bununla birlikte, uzun siireli kullanimda asir1 duyarliliga
neden olarak alerjik reaksiyonlara ve anafilaksiye neden olabilir. Bu yiizden yeni
immiinolojik 6zelliklere sahip L-asparaginaza ihtiyag vardir. Bu kisitlamanin iistesinden
gelmek icin L-asparaginaz’in yeni bakteriler tarafindan iretimi kesfedilebilir. Bu
nedenlerden dolayr farkli antijenik Ozelliklere sahip L-asparaginaz iireten yeni suslar

bulmak i¢in ¢aba harcanmustir.

Uygun miktarda L-asparaginaz iiretmek, daha yiiksek enzim {iretimine sahip yeni
mikrobiyal kaynaklar kesfedilerek veya bilinen mikrobiyal kaynaklar i¢in ortam
bilesenlerini degistirilerek (segme, ekleme veya gikarma yoluyla) gergeklestirilebilir. Bu
calismada kullanilan bakteriler, farkli hayvansal organizmalarin sindirim sisteminden

izole edilmis ve L-asparaginaz iiretme yetenekleri arastirilmistir. Elde ettigimiz suslarin



56

(E6 Bacillus subtilis, WC Bacillus atrophaeus ve SC4 Bacillus pumilus) yiiksek L-
sparaginaz aktivitesine sahip olduklari gézlemlenmistir. izole edilmis Bacillus subtilis’in
ABD’de 6nemli miktarda hiicre dis1 L-asparaginaz iiretme kabiliyetine sahip oldugu
kanitlanmistir (Shukla and Mandal 2013). Ayrica Singh and Srivastava (2012) yaptiklari
caligmada Bacillus cinsine ait 17 tiiriin L-asparaginaz iiretme yetenegine sahip oldukarini
gostermislerdir. Bu 17 tilir icin optimizasyon c¢alismalar1 yapmuslardir. Yaptiklari
calismada elde ettikleri optimizasyon verileri bu ¢alismadaki optimizasyon verileri ile
benzerlik gostermekle birlikte (7.5 pH, 38 saat inkiibasyon siiresi, karbon kaynagi glikoz
ve sicaklik 30-37°C) Bacillus pumilis ve Bacillus subtilis bu iki ¢alismada kullanilan

ortak turlerdir.

5.2. L-asparaginaz Enzimi Uretme Yetenegine Sahip Bakterileri Se¢mek icin

Hazirlanan “M9 Ortam1’’ ve Elde Edilen Sonuclar

Enzimler biyolojik katalizorlerdir. Tanimlanmis olan birgok enzim, biyoteknolojik 6neme
sahiptir. L-asparaginaz enzimi endiistride kullanilan 6nemli bir enzimdir. Bu enzim;
16semi, Hodgkin hastaligi gibi hastalikllarin tedavisinde kullanian gii¢lii terdpatik bir
ajandir (Erva et al. 2017). Yiiksek antioksidan 6zellige sahip olmasindan dolay1 saglik
alan1 basta olmak iizere gida endiistrisi kozmetik ve bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Ozellikle E. coli ve Erwinia sp. gibi bakterilerin L-asparaginaz iirettigi literatiir
caligmalarinda yer almaktadir. Bu bakterilerin yani1 sira Bacillus, Pseudomonas, Serratia
marcescens, Enterobacter, Thermus thermophilus ve Actinomycetes tiirlerinin de L-
asparaginaz trettikleri bilinmektedir (Sudhir et al. 2012; Ghosh et al. 2013; Mahajan et
al. 2014; Erva et al. 2017).

Hayvansal organizmalarin sindirim sistemi, g¢esitli biyoteknolojik tiretimler i¢in gerekli
mikroorganizma kaynag1 olarak c¢ok elveriglidir. Bu nedenle, L-asparaginaz iiretme
yetenegine sahip bakteriler izole etmek i¢in, bagirsak ortami akla gelen zengin igerikli
ortamlardan biridir. Bu zengin c¢esitlilik calismamiza biiyiik katki saglamastir.

Calismamizda solucan, bocek sindirim sisteminden ve insan diskisindan izole edilen



57

bakterilerin (SC4, E6 ve WCI) yiiksek miktarda L-asparaginaz trettikleri ve ayni
zamanda etkinliklerinin de yliksek oldugu belirlendikten sonra optimizasyon ¢alismalari

yapilmustir.

Yaptigimiz ¢alismada da 100°den fazla bakteri bulunmustur. Ancak ¢alismamizin amaci
dogrultusunda, segici ortam olarak M9 ortami kullanilmis ve L-asparaginaz iireten 43
farkli bakteri izole edilmistir (Cizelge 4.1). izole edilen bakterilerin sitolojik ve
biyokimyasal bazi ozelliklerine bakilarak bu bakterilerin her birinin farkli tiir olma
olasilig1 varsayilmistir (Cizelge 4.3). M9 ortami kullanilarak izole ettigimiz bakterilerden
8 tanesinin (WC, WCs, SC4, E», E4, E6, BB7, TBE:) yiiksek L-asparaginaz aktivitesine
sahip oldugu spektrofotometrik Ol¢liimler sonucunda gorilmiistiir. Ayrica segilen iig
bakteri i¢in (WC, SC4 VE E6), SDS-PAGE analizleri yapilarak, iirettikleri L-asparaginaz

enziminin yaklasik olarak molekiiler agirlig1 da belirlenmistir.

5.3. Izolatlarin L-asparaginaz Aktivitelerinin Karsilastiriimasi

L-asparaginaz iireten mikroorganizmalar, fenol kirmizisi ve azot kaynagi olarak L-
asparagin igeren M9 ortami kullanilarak izole edilmistir. Ortamin renginim degistiren
mikroorganizmalar L-asparaginaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Doriya and Kumar
2016). Calismamizda hayvansal organizmalarin bagirsaklarindan izole etti§imiz
mikroorganizmalarin 43’iiniin L-asparaginaz pozitif oldugu, M9 besi ortaminda meydana
gelen renk degisimlerine bakilarak belirlenmistir (Cizelge 4.2). S1ivi M9 oratamina ekilen
43 mikroorganizmanin, L-asparaginaz aktivitesini, kantitatif olarak belirlemek amaci ile
kiltiir stipernatantinda Nessler reaktifi kullanilarak olusan amonyak miktarinin
spekrofotometrik Ol¢timii yapilmistir. Spektrofotometrik Ol¢limlerin sonucuna gore
(Cizelge 4.4), sekiz bakteride L-asparaginaz etkinliginin yiiksek oldugu belirlenmistir.
Insan digkisindan iki (WC ve WCs), inek bagirsagindan ii¢ (E2, E4 ve E6), alabaliktan bir
(BB7), tavuk bagirsagindan bir (TBE1) ve solucan bagirsagindan izole edilen bir (SC4)
bakterinin yiiksek L-asparaginaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Bu sekiz

bakterinin sitolojik ve biyokimyasal bazi ozelliklerine bakilmistir (Cizelge 4.5).
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Optimizasyon caligmalar1 igin sekiz bakteri i¢inden aktivitesi en yiiksek li¢ bakteri

secilmistir (E6, SC4, WC).

5.4. Optimizasyon Sonuclarinin Degerlendirilmesi

L-asparaginaz iiretiminde, en uygun sartlar1 ve en uygun besin kaynaklarini belirlemek
icin optimizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Her organizma maksimum enzim iiretimi i¢in
kendine 6zel kosullar ister. Bu nedenle optimum kosullar farkli organizmalar igin farkli
olabilir. Caligmamizda elde ettigimiz tiirler, ayn1 cinse ait olduklarindan maksimum

enzim Uretim kosullar1 benzerlik gostermektedir.

5.4.1. Farkh karbon kaynaklarinin L-asparaginaz iiretimi icin karsilastirilmasi

Tiim canlilar gibi, mikroorganizmalar da enerji donlisiimii i¢in karbon kaynagina ihtiyag
duyarlar. Bakterilerin kiiltiir ortamina ilave edilen farkli karbon kaynaklar1 bakterilerin
biyokimyasal aktivitelerini etkilemektedir. Dolayisiyla kiiltiir ortamina konulan karbon
kaynaklar1 L-asparaginaz enzim aktivitesini de etkilemektedir. Birgok organizma gibi
bakteriler de 6ncelikle karbon kaynagi olarak glikoz kullanmaktadirlar (Bren et al. 2016;
Ervaet al. 2017). Literatiir caligmalarinda ¢ogu bakteri igin tirettikleri L-asparaginazin en
iyi etkinlik gosterdigi karbon kaynagimnin, glikoz oldugu belirlenmistir (Moorthy et al.
2010; Kumar et al. 2012). Bacillus subtilis tiirii ile yapilan ¢alismada karbon kaynagi
olarak glikoz kullanildiginda yiiksek verimlilik elde edilmistir. Singh and Srivastava
(2012) farkli Bacillus tiirleri i¢in yaptiklari optimizasyon ¢aligmasinda en iyi aktivitenin
glikoz varliginda gergeklestigini gostermislerdir. Yaptigimiz ¢aligmada; karbon
kaynaklarini optimize etmek {iizere, glikoz, fruktoz, maltoz, siikroz ve mannitol
kullanilmistir (Cizelge 4.6). Yapilan ¢alismalar sonunda en iyi aktivitenin karbon kaynagi
olarak glikoz kullanildiginda gergeklestigi goriilmiistiir. Karbon kaynagi olarak glikoz
kullanildiginda; SC4 151 U/mg, WC 165 U/mg, E6 147,5 U/ml olarak olgiilmiistiir.

Bulgularimiz literatiir ¢alismalariyla uygunluk gostermektedir.
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5.4.2. Glikoz miktarinin L-asparaginaz iiretimine etkisi

Fermentasyon sivisinda bulunan maddeler mikroorganizmalarin biiyiime, gelisme ve
hiicresel yapilarin sentezlenmesinde gorev alir. Ortamdaki karbon kaynagi oncelikle
biiyiime ve gelisme i¢in kullanilir (Gottschalk 2012; Erva et al. 2017). Koliform
bakterilerden olan Citrobacterler, L—asparaginaz enzimimi tiretmektedirler. Hadaspar et
al. (2010) yaptiklar1 ¢alismada 1,5 g/L glikoz miktarinda bu bakterilerin L-asparaginaz
aktivitesinin en yiiksek oldugunu bulmuslardir. Yaptigimiz calismada da glikoz miktari
optimizasyonu i¢in M9 ortamma 1g, 2g, 3g ve 4g glikoz eklenerek sonuglar
kaydedilmistir (Cizelge 4.7). En iyi aktivite orijinal M9 ortaminda da belirtilen miktar
olan, 2g glikoz katildiginda gdzlemlenmistir. Ug bakteri i¢in de optimum glikoz miktari
2g’dir. Optimum glikoz miktarini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmada; SC4 149 U/ml, WC
165 U/ ml ve E6 148,5 U/ml olarak Ol¢iilmiistiir. Bunun sebebi ise ortamdaki karbon
kaynaginin Oncelikli olarak biiylime ve gelisme icin kullanimi olabilir. Ayrica
izolatlarimizin ayni karbon kaynagi ve miktarinda L-asparaginaz enzim aktivitesinin

yiiksek olmasi da ayni cinse ait bakteriler olmasindan dolay1 olabilir (Sekil 4.6).

5.4.3. Farkh azot kaynaklarinin L-asparaginaz iiretimi icin karsilastirilmasi

Proteinlerin, niikleik asitlerin, enzimlerin ve bir¢ok hiicresel yapinin temel bileseni olan
azot (N), mikroorganizmalarin biiyiime ve gelismesi ig¢in besi yerlerinde muhakkak
olmasi gereken elementtir (Gottschalk, 2012). Daha 6nceki ¢alismalarda L-asparaginaz
aktivitesinin artirtlmasinda kullanilan organik ve inorganik azot kaynaklarindan yeast ve
amonyum nitrat disindaki azot kaynaklarinin enzim aktivitesini artirmadigi tespit
edilmistir (Sarquis et al. 2004; Hymavathi et al. 2010; Ebrahiminezhad et al. 2011).
Calisma sonuglarimiz lireratlir ¢aligmalarina uygunluk gosterip; azot kaynaklarimi
optimize etmek iizere; pepton, tavuk tiiyli peptonu ve NH4POj4 kullanilmigtir. Calisma
sonucunda; L-asparaginaz enzimine ek olarak baska bir azot kaynagi kullanildiginda
enzim aktivitesinde diisiis oldugu gozlenmistir. Yapilan optimizasyon sonunda en yiiksek

aktivite; tavuk tiiyii peptonu azot kaynagi olarak kullamldiginda gergeklesmistir. Olgiilen
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aktivite degerleri; SC4 79.28 U/ml, WC 67.2 U/ml ve E6 81.3 U/ml seklindedir (Cizelge
4.8). Bakteriler besiyeri ortaminda daha c¢ok kullanilabilir formda veya daha ¢abuk
kullanilabilir forma doniistiiriilebilir azot kaynaklarini oncelikle kullanma egilimlidirler
(Izobe and Ohte 2014). Bu sebeple ortama L- asparaginden baska azot kaynagi
eklendiginde dncelikle onlar1 bakteriler kullanmis ve L-asparaginaz enzim iiretim miktari

diisiik oldugundan dlgiilen aktivitelerde diisiik Slgiilmiistiir.

5.4.4. pH’min L-asparaginaz iiretimine etKisi

Mikroorganizmalar, farkli pH derecelerinde gelisme gosterirler. Literetiir ¢alismalarinda
mikroorganizmalarin farkli pH’larda (5,8 — 10.0) yiiksek L-asparaginaz aktivitesi
gosterdigi gozlemlenmistir (Hadaspar et al. 2010; Erva et al. 2017; Nakkar et al. 2018;
Hassan et al. 2018). 5.0-9.0 arasinda degisen dokuz farkli pH. Shukla and Mandal (2013)
yaptiklar1 optimizasyon ¢alismasisa maksimum enzim aktivitesi PH 7.0'da (7.2 U / ml)
gozlemlemislerdir. L-asparaginaz liretimi i¢in benzer pH degerleri Streptomyces plicatus
(Koshy ve digerleri 1997), Amycolatopsis CMU-H002 (Khamna et al. 2009) .Besi
ortaminin pH degerinin enzim aktivitesi tizerine etkisini incelemek amaciyla; 5, 6, 7, 8 ve
9 pH’lik besi ortamlar1 hazirlanmis ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda olgiimler
yapilmistir. Ug bakteri i¢in de, en yiiksek aktivite pH 7°de 6l¢iilmiistiir. Olgiilen degerler;
SC4 150.2, WC 165 ve E6 147 seklindedir (Cizelge 4.9). Calisma sonuclarimizda i¢
izolatimizda ayn1 pH degerinde yiiksek aktivite gdstermistir. Bunun sebebi ayni cinse ait

bakteriler olduklarindan benzer gelisme sartlarina ihtiyag duymalarindandir (Sekil 4.6).

5.4.5. Zamanin L-asparaginaz iiretimine etkisi

Mikroorganizmalar farkli gelisim evrelerinde, farkli metabolit {retirler ve bu
metabolitlerin miktar1 da evrelere gore degisiklik gdsterir. Log fazinda primer metabolit,
lag fazinda ise sekonder metabolit iiretirler (Gottschalk 2012). Daha 6nceki ¢aligmalarida
L-asparaginazin en iyi aktiviteye sahip oldugu siiregler 20 saat ve 72 saat arasinda
degismektedir (Hadaspar et al. 2010; Kamble et al. 2012; Erva et al. 2017). Shukla and
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Mandal (2013) Bacillus subtilis’in 48 saatlik fermente edilmis 90 ml ekstraktta
maksimum L-asparaginaz (13,2 U / ml) elde etmislerdir. Bu ¢alismada L-asparaginaz
aktivitesi yiiksek olan izolatlatlarin; 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda
enzim aktiviteleri Olclilmiistiir. En yiliksek aktivite 48 saatlik siirenin sonunda
dl¢iilmiistiir. Olgiilen degerler; SC4 150, WC 165 ve E6 147 seklindedir (Cizelge 4.10).
Genisletilmis inkiibasyon siiresi, bolgedeki diger bilesenlerle etkilesime bagli olarak

enzimin bozulmasina neden olabilir (Ramesh and Lonsane 1987).

5.5. SDS- PAGE Analiz Sonuglari

Cesitli mikroorganizmalardan saflastirilan L—asparaginaz enziminin molekiil agirliklari
birbirinden farkli olabilir. Daha 6nceki calismalarda farklt mikroorganizmalardan elde
edilen L-asparaginaz enziminin molekiiler agirliginin 31 kDa ve 140 kDa arasinda
degistigini belirlemistirler. Saflastirma iyi sartlarda ve herhangi bir Kirletici unsur
olmadiginda SDS jelde L-asparaginaz tek bir bant halinde goriilmektedir. (Kavitha et al.
2010; Kumar and Selvam 2011; Kebeish et al. 2017). Saflastirilan enzimin SDS jeldeki
bandi standart protein kiti (Qiagen) ile karsilastirilip enzimin yaklasik molekiil agirlig
belirlenmektedir. Calismamizda kullanilan bakterilerin irettigi L-asparaginaz kismi
olarak saflastirilip (WC kodlu bakterinin jel yliriitme sonucunda tek bant olusmamis
ancak diger bakterilere nazaran enzim aktivitesi daha yliksek oldugundan en tistteki
bandin L-asparaginaz oldugu diisiiniilmiistiir.) standart protein kitiyle karsilastirilmistir.
Molekiil agirliklar sirasiyla; WC; 100 kDa, E6; 35 kDa ve SC4; 75 kDa’dir (Sekil 4.5).
Arastima sonuglarimiz izole ettigimiz Bacillus cinsine ait tiirlerden 6zellikle ikisinin
(Bacillus atrophaeus ve Bacillus pumilus) yiiksek molekiil agirhigma sahip oldugunu

gostermektedir.

5.6. Sonuc ve Oneri

Calisma sonunda elde edilen bulgular gosteriyor ki; ¢esitli hayvanlarin sindirim

sisteminde yasayan mikroorganizmalar L-asparaginaz iretimi bakimindan zengin
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cesitlilige sahiptir. Bu mikroorganizmalar; insan diskisindan izole edilen Bacillus
atrophaeus WC1, sigir sindirim sisteminden izole edilen Bacillus subtilis E6 ve toprak
solucani sindirim sisteminden izole edilen Bacillus pumilus SC4’tiir. Bu bakteriler
biyoteknolojik 6neme sahip L-asparaginaz enzimini {irettigi tespit edilmis ve enzim
aktivitelerinin yiiksek oldugu bulunmustur. Onceki calismalarda, L-asparaginaz iireten
mikroorganizmalar ¢esitli ortamlardan (toprak, farkli su 6rnekleri, rizosfer 6rnekleri vb.)
izole edilmistir. Yaptigimiz ¢alisma mikroorganizmalarin, 6zel olarak c¢esitli hayvan
gruplarinin sindirim sisteminden izole edilmesi bakimindan ilk olup biiylik 6nem

tagimaktadir.

Calisma sonucunda izole ettigimiz WC (Bacillus atrophaeus), E6 (Bacillus subtilis) ve
SC4 (Bacillus pumilus) i¢in L-asparaginaz aktivite optimizasyon c¢alismalar1 yapilmis ve
en iyi karbon kaynaginin glikoz oldugu (2g/L), optimum pH’nin 7, optimum sicakligin
30°C oldugu bulunmustur. Ayrica L- asparagine ek azot kayanginin aktiviteyi
artirmadi@in1 aksine aktiviteyi diistirdigii bulunmustur. Bacillus atrophaeus (WC),
Bacillus subtilis (E6) ve Bacillus pumilus (SC4) bakterilerinin {irettigi L-asparaginaz
enzimi kismi olarak saflagtirilip SDS PAGE analizi yapilmig ve bu bakterilere ait L-
asparaginaz enziminin yaklasik molekiil agirliklar: sirasiyla; 100 kDa, 35 kDa ve 75 kDa
oldugu belirlenmistir.

Calismamizda kullanilan, bakterilerin disinda izole ettigimiz diger bakterilerin enzim
tretim ve aktiviteleri degerlendirilebilir dl¢lidedir. Calismada kullanilmayan diger
bakteriler, L-asparaginaz iiretimi ve optimizasyonu i¢in degerlendirilebilir. Bakterilerin
enzim verimliligini artirmak igin farkli besin kaynaklar1 kullanilabilir. Uretilen L-

asparaginazin kanser tedavisine etki oran1 arastirilabilir.
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