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ONUR SOZU

Doktora Tezi olarak sundugum “L-Asparaginaz Geninin (ansB) Farkli Gram-Negatif
Bakterilere Klonlanmasi izolasyonu ve Ekspresyonu” baslikl1 bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve
geleneklere aykirni diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynak¢ada yontemine uygun

bigimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Sebnem OZALP ERENLER
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Doktora Tezi

L-ASPARAGINAZ GENININ (ansB) FARKLI GRAM-NEGATIF BAKTERILERE
KLONLANMASI, iIZOLASYONU VE EKSPRESYONU

Sebnem O. Erenler

Inénii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
ix +116 sayfa
2007
Danisman: Dog. Dr. Hikmet GECKIL

Kanser kemoterapisinde yaygin olarak kullanilan L-asparaginaz enzimi sadece birkag
gram-negatif bakteri tarafindan sentezlenmektedir. Bu enzimin sitotoksik etki mekanizmasi L-
asparagin bakimindan oksotrof olan kanser hiicrelerini bu amino asitten yoksun birakmasina dayanir.
Kanser hiicrelerinin L-asparagin gereksinimi tamamen eksojen kaynakli olup, bu kaynak kesildiginde
protein sentezi durur ve hiicreler apoptosise siiriiklenir. Normal hiicreler L-asparagin bakimimdan
prototrof olduklarindan boéyle bir uygulamadan etkilenmezler.

Buradaki g¢aligmada L-asparaginaz sentezi ile bilinen ii¢ tiir gram-negatif bakteri ve
onlarin Vitreoscilla hemoglobin geni (vgb) veya L-asparaginaz geni (ansB) klonlanmis
rekombinantlar1 kullanilmistir. Ayrica, bu c¢alismada ansB klonladigimiz Enterobacter aerogenes
rekombinanti Ea[pB-PGA] olarak adlandirilmis ve tiim konakgi ve rekombinantlarin cesitli besinsel
ortamlarda L-asparaginaz sentezleri ¢alisilmigtir. Oksijen ve ¢esitli azot ve karbon kaynaklar ile ileri
derecede regiile oldugu bilinen ansB geninin farkli bakterilerde ve onlarin rekombinant suslarinda
farkl regiilasyonu konusunda bu detayda yapilan ilk ¢aligmadir.

Calisilmis olan ¢esitli karbon kaynaklar1 arasinda en yiiksek L-asparaginaz sentezi E.
aerogenes’de glukozla saglanirken, bu bakterinin rekombinantlar1 gliserol ortaminda glukoza gore 3
kata varan fazla L-asparaginaz aktivitesi gostermislerdir. Escherichia coli ve onun ansB susunda en
yiiksek enzim sentezi laktoz iceren ortamda goriilirken, Pseudomonas aeruginosa ve onun vgb
rekombinant1 (PaJC)’nda en yiiksek enzim aktivitesi gliserollii ortamda kaydedilmistir. PaJC susu bu
ortamda konakg¢1 hiicreye gore 2 kat fazla enzim aktivitesi géstermistir. Tiim bakterilerde mannitol en
elverigsiz karbon kaynagi olarak belirlenmistir. Azot kaynaklari bakimindan genel olarak tiim
bakteriler ve rekombinantlar i¢in L-asparagin ve L-glutamin iceren ortamlar L-asparaginaz sentezi
icin en elverisli ortamlar iken, en elverissiz azot kaynagi olarak amonyum kloriir kaydedilmistir.

Endiistriyel atiklar arasinda vinas ve melas genel olarak tiim bakterilerde enzim sentezini
en iyi destekleyen ortamlar olmuslardir. Tarafimizdan olusturulan klonun (Ea[pB-PGA]) konakg¢isina
gore bu ortamlarda 3 kat fazla enzim sentezi yaptigi kaydedilmistir. Benzer sekilde E. coli’nin ansB
klonu konakgisina gore melas ortaminda yaklasik 7 kat fazla enzim aktivitesi gostermistir. P.
aeruginosa’da vinas ortaminda kaydedilen L-asparaginaz aktivitesi tez kapsaminda kullanilan tim
ortamlar i¢inde Olgiilmiis olan en yiiksek deger olarak kaydedilmistir. Bu ortamdaki enzim aktivitesi
diger atiklarda belirlenenin 14 katina varan oranlarda bulunmustur.

Kullanilmis olan zengin besi ortamlar1 arasinda tiim bakteriler i¢in en yiiksek enzim
sentezi Terrific Broth (TB) ortaminda olmustur. E. coli ve onun ansB susu bu ortamda diger iki zengin
ortama gore 2.5-7 kat fazla enzim aktivitesi gdstermistir. U¢ ortamda da (TB, LB ve SOB) Ea[pB-
PGA] ve PaJC rekombinanti konakg¢ilarindan sirast ile 2-10 ve 2-4 kat fazla L-asparaginaz aktivitesi
gostermislerdir.

Anahtar kelimeler: L-asparaginaz, Vitreoscilla hemoglobini, Kemoterapétik enzimler, ansB, vgh
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L-asparaginase, an enzyme widely used in cancer chemotherapy, is synthesized by several
gram-negative bacteria. The cytotoxic effect of this enzyme resides on its clearance of L-asparagine
amino acid for which cancer cells are auxotroph. When cancer cells are deprived of L-asparagine
amino acid, which is acquired exogenously only, the protein synthesis in these cells is blocked and
they are destined for apoptosis. Since normal cells are prototroph for L-asparagine they are not
affected form such treatment.

In this study three gram-negative bacteria known for L-asparaginase synthesis and their
Vitreoscilla hemoglobin gene (vgbh) or L-asparaginase gene (ansB) cloned recombinants were used. An
ansB carrying Enterobacter aerogenes, constructed in this study, was named Ea[pB-PGA] and all
bacterial hosts and their recombinants were studied with respect to L-asparaginase synthesis in various
nutrient media. Given the tight regulation of ansB by oxygen and it carbon catabolite repression and
nitrogen regulation, this is the first study in this detail to show differential regulation of this gene in
different bacteria and in their recombinant strains.

Among carbon sources studied the highest L-asparaginase synthesis in E. aerogenes was
achieved with glucose, while the recombinants of this bacteria had 3-fold higher enzyme synthesis in
glycerol containing medium than in glucose. Escherichia coli and its ansB strain showed the highest
enzyme synthesis in lactose medium. This was the case in glycerol containing medium for
Pseudomonas aeruginosa and its vgb recombinant (PaJC). The PaJC strain showed 2-fold higher
enzyme activity than the host strain in this medium. Mannitol was determined to be the poorest carbon
source with respect to L-asparaginase synthesis in all bacteria. Regarding the nitrogen sources, L-
asparagine and L-glutamine were determined as the most suitable sources, while ammonium chloride
was the least appropriate one.

Molasses and vinasse were the most suitable industrial wastes supporting L-asparaginase
synthesis in all bacteria. The ansB recombinant (Ea[pB-PGA]) constructed in this study had 3-fold
higher enzyme levels than the host strain in these media. Similarly, ansB clone of E. coli had 7-fold
higher L-asparaginase activity in molasse than that of host strain. L-asparaginase level of P.
aerugionosa in vinasse was the highest level determined throughout the study. In this medium the
enzyme activity was up to 14-fold higher than in other industrial wastes.

The enzyme synthesis for all bacteria was highest in Terrific Broth (TB) compared to other rich
media used. E. coli and its ansB strain had 2.5-7-fold higher activity in TB than in other rich media. In
all three media used, Ea[pB-PGA] recombinant showed 2-10-fold and PaJC recombinant strain 2-4-
fold higher activity than their hosts, E. aerogenes and P. aeruginosa, respectively.

Key words: L-asparaginase, Vitreoscilla hemoglobin, Chemotherapeutic enzymes, ansB, vgb
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1  GIRIiS

Diinyamizda sayilar1 milyonlarla ifade edilen canli tiirleri olmasina ragmen, tiim
bu ¢esitlilik iginde bu canlilar arasinda ortak yapi ve karakterler de mevcuttur. Bakteri
ile insan gibi oldukca farkli iki canlinin intermediyer metabolizmasi neredeyse ayni
enzim veya enzim sistemlerine sahipken, diger yonleri ile her iki tiir canli oldukga farkl
bir genomik ve proteomik igerige sahiptir. Yiiksek yapili canlilarda daha cok “gen
duplikasyonlar’” bagta olmak {izere c¢esitli mekanizmalarla genomun gen igerigi
nispeten artig gostermistir. Dolayisi ile bu canlilarda cesitli genlerin kopya sayisi
artarken, bazi1 genler ise yeni genler ortaya koyacak sekilde yeniden diizenlenmistir.
Diger baz1 genler ise ya tamamen ortadan kalkmis, ya da her hangi bir protein veya
RNA kodlamayan suskun genlere (pseudogenler) doniigmiislerdir.

Dolayist ile yukaridaki bakteri ve insan Ornegine tekrar donersek, insanlarda
bakterinin sahip oldugu bir¢cok gene sahip bulunmanin yaninda, bakteriye gore gen
cesitliliginde 6nemli bir artis s6z konusudur. Ancak, biitiin bunlara ragmen bakterilerde
olup da bizde olmayan bazi genler de mevcuttur. Bilim adamlari son yillarda bu
genlerden bazilarmin kodladiklar1 proteinlerin kemoterapotik onem tasiyabilecegini
belirlemislerdir. Aslinda endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle
mikroorganizma kaynaklidir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin
bitkisel ve hayvansal kaynaklara gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yliksek olmalari, daha
kararli ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleridir. Kemoterapik ajan olarak
enzim kullanimi bu avantajlardan dogan yeni uygulama alanlarindan biridir.

Hemen biitiin canlhilarin ortak ozelliklerinden biri onlarin  oksijen (0O,)
kullanmalaridir. Oldukga kiiciik bir anaerobik bakteri grubu hari¢ organizmalarin ¢ogu
icin oksijen hayati bir dnem tasir. Birinci olarak, organizmalarin enerjilerinin (ATP)
biiyiik kisminm1 sagladiklar1 oksidatif fosforilasyon olayinin ger¢eklesmesi i¢in oksijene
ithtiya¢ vardir. Bu durum canlilarin enerjilerinin % 90’1indan fazlasinin solunan oksijenin
% 90’ Okaryotlarda mitokondrial, bakterilerde plazma mebranindaki sitokrom
oksidaz sistemi tarafindan kullanilmasi ile agiklanabilir. Bu enzim oksijenin dort
elektronla rediiksiyonunu katalizler ve bu olay sonucunda O, molekiili H,O’ya
indirgenir:

O, +4H" +4¢" —» 2H,0
Oksijenin ikinci bir énemli kullanim alan1 onun aym: zamanda bir¢cok enzim

tarafindan substrat olarak kullanilmasidir. Aromatik halkali zararli bilesiklerin



yikilmasindan, reaktif oksijen tiirlerine ve hiicredeki bircok diger dogal metabolik
reaksiyonlara kadar bir¢ok enzim oksijeni kullanarak bu bilesiklerin metabolizmasini
gerceklestirir.

Ayrica hiicredeki bir¢ok genin ekspresyonu ortam oksijen seviyesi ile direkt
iliskili olup bunlara “oksijenle regiile olan genler” denilmektedir. Buradaki ¢alismanin
konusunu olusturan iki proteinin geni boyle genlerdir. Hem L-asparaginaz geni (ansB)
ve hem de Vitreoscilla hemoglobin geni (vgb) oksijenle regiile olan promotorlara
sahiptir. Her iki gen de diisiik oksijen (< %2-5) ortamlarinda indiiklenirken atmosferik
oksijen seviyeleri onlarin ekspresyonunu oldukca baskilamaktadir.

Son yillarda hemoglobinlerin insandan bakteriye tiim canli gruplarinda temsil
edildiginin anlasilmasi globinlerin ortak bir atadan geldikleri fikrini giliglendirmistir. Bu
proteinler farkli organizma gruplarinda terminal oksidazlara oksijen tasimadan
hiicredeki cesitli katalitik reaksiyonlara kadar her ne kadar farkli ek rollere sahiplerse
de, hepsinin ortak 6zelligi organizmanin i¢inde bulundugu c¢evreden oksijeni alip onun
gereksinin duydugu sistemlere tasimasidir. Vitreoscilla hemoglobini ise son yillarda
kesfedilen ilk prokaryotik hemoglobin olup, bu proteinin c¢esitli endiistriyel
proseslerdeki kullanim potansiyeli son yillarda bir¢ok aragtirmanin konusunu
olusturmustur. Bu baglamda, 6zellikle diisiik oksijen konsantrasyonlarinin negatif etki
yarattigt bir¢ok biyoiiretim olayinda bu proteinin potansiyelinin olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Rekombinant protein {iretiminden, gesitli antibiyotiklerin iiretimine ve
zararlt aromatiklerin parcalanmasina bircok bdyle proseste bu proteinin klonlanmis
hiicrelere 6nemli avantaj kazandirdig1 saptanmistir. Dolayisi ile son yillarda literatiire
girmis olan “metabolik miihendislik” terimi kullanildiginda bu protein ilk sirada
bahsedilen ajan olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu calismada ele alinan diger bir protein L-asparaginaz ise yine genis bir canli
grubunda bulunmasma ragmen insan hiicrelerinde bu enzimin aktivitesine
rastlanmamustir. Dolayisi ile bu enzimin geni (ansB)’nin insanlarda ya tamamen ortadan
kalktig1 ya da enzim kodlamayan bir pseudogene doniistiigii sanilmaktadir. Bu enzimin
onemi onun etkin bir anti-tiimor ajani olmasidir. L-asparaginaz kanser kemoterapisinde
yaygin kullanim1 olan bir enzimdir. Bazi bitkilerde, hayvanlarda ve funguslarda
bulunmasina ragmen bu g¢esit aktiviteye sahip enzim sadece birka¢ gram-negatif
bakteride bulunmaktadir. Ancak, enzimin iiretimi konusunda c¢ok az literatiir bilgisi

mevcuttur.



Bu caligmada, L-asparaginaz iiretmeleri ile bilinen c¢esitli gram-negatif
bakterilerin degisik kiiltiir sartlar1 altinda bu enzimi {iretmelerinin ¢alisiimasinin
yaninda, hem vgb ve hem de ansB geni klonlannmis bakterilerde bu enzimin sentezinin

nasil oldugu karsilagtirmali olarak arastirilmistir.

1.1 L-asparaginaz

Gilinltimiizde kanser kemoterapisinde etkin onkolitik etkisi ile bilinen birka¢ enzim
icinde L-asparaginaz en yaygin kullanilanidir. L-asparaginaz enzimi ¢esitli bitki, hayvan
(6zellikle rodentler), fungus ve bakteri tiirlerinde tespit edilmis olmasina ragmen,
insanlarda bu enzime rastlanmamistir. Ancak, birgok organizmada belirlenen bu
enzimin antitiimor aktiviteye sahip olmadigi [1-3], bu tiir bir aktiviteye (anti-neoplastik)
sahip enzimin sadece birkag¢ tiir gram-negatif bakteride oldugu belirlenmistir. Bu
bakterilerin baslicalart Erwinia carotovora, Erwinia chrysanthemi [4, 5] Escherichia
coli [6, 7], Serratia marcescens [8, 9], Enterobacter aerogenes [10, 11] ve
Pseudomonas aeruginosa’dir [ 12, 13].

L-asparaginaz, L-asparaginin L-aspartik asit ve amonyaga hidrolizini katalizler
(Sekil 1.1). Hidrolitik tabiatl bu reaksiyon sirasinda L-asparaginaz, L-asparagin amino
asitindeki amid bagimi hidroliz etmektedir [10]. Bu reaksiyonun hem substrati (L-
asparagin) hem de iriinleri ( aspartat ve amonyak) bakterilerden memelilere kadar ¢ogu

organizmada bir¢ok metabolik siirecte dnemli roller oynarlar.

7 ;O
CH2_ C\ + CH27 C\ -
NHz | (@)
HC -NHF . NHY +  NHE
| 3 L-asparajinaz ——* CH-NH4 4
olelen -
HQO COO
Asparagin Aspartat Amonyum iyonu

Sekil 1.1. L-asparaginaz tarafindan katalizlenen reaksiyon.

Tiim asparaginazlar genellikle dort alt liniteden meydana gelen ve 222 simetrisine
sahip ve olduk¢a korunmus bir katlanma ile homotetramerik yapida olup, molekiiler
kiitleleri 140-150 kDa arasinda degisir. A, B, C ve D adi verilen dort adet ayni yapida
zincirden olugmus bu tetramer yapidaki her monomer yaklasik 330 amino asit
uzunlugunda ve yaklasik 35 kDa biiytikliigiinde olup 14 adet B-plakali tabaka ve 8 adet
o-heliksten olusmuslardir (Sekil 1.2) [2,14,15,16]. Enzimin aktif konformasyonu

tetramerik kuarterner yapi ile kazanilir ve iki ¢ift dimerin “ara yiizii” aktif bolgelerin



olusumunu saglar. Her bir “dimer ¢ifti” iki aktif domeyn olusturdugundan, tetramerik

yapida dort adet ayn1 yapida fakat kooperatif olmayan aktif bolge vardir.

Sekil 1.2. 222-simetrili L-asparaginaz II’nin tetramerik yapist (Protein Data Bank).

L-asparaginazin kanser hiicreleri ilizerindeki sitotoksik etkisi bu enzimin L-
asparagin amino asiti i¢in oksotrof olan bu hiicreleri bu amino asitten yoksun

birakmasina dayanir (Sekil 1.3).

H,N
2 //0
A » Tumor bilytimesi
COOH NH;
asparagin
L-asparaginaz

H,N

g P e bilvimesin
+ H—C—CHy— > Tumir biyimesinin
NH," T | € inhibisyonu

COOH OH

aspartat
Sekil 1.3. Anti-kanserojenik bir ajan olarak L-asparaginazin etki mekanizmasinin sematik gdsterimi

Normal hiicreler etkin bir L-asparagin sentetaz enzimine sahip olduklarindan L-
asparagin icin prototrof olup boyle bir uygulamadan etkilenmezler (Sekil 1.4). L-
asparagin metabolizmasi i¢in normal hiicreler iki ¢esit enzime sahiptir. L-asparagin
sentetaz amonyak kaynagi olarak glutaminin kullanildig1 bir reaksiyonla L-aspartik
asitten L-asparagini yaparken glutamin de glutamata doniisiir. L-asparaginin yikilmasi
ise L-asparaginaz enzimi ile basarilir. Ancak, L-asparaginaz sadece bazi bitki, bakteri

ve kemiricilerde bulunurken insan dahil bir¢gok memelide bulunmamaktadir. Bir¢ok



kanser hiicresinde L-asparagin sentetaz aktivitesinin olmamasi, L-asparaginazin etkin

bir kanser kemoterapi ajan1 olmasinda rol oynamustir.

KAN HUCRE

L-asparagin L-asparagin

L-asparaginaz

L-aspartik asit L-aspartik asit + L-glutamin

L-asparagin sentetaz

L-asparagin + L-glutamat

Sekil 1.4. Normal hiicreler i¢in L-asparagin kaynagi. Bu hiicrelerin L-asparagin kaynagi eksojen
(besinlerden kana verilen) veya endojen (kendileri tarafindan yapilan) kaynakli olabilir. Kanserli
hiicrelerde L-asparagin sentetaz bulunmadigindan bu hiicreler tamamen eksojen kaynakli L-asparagine
bagimlidir.

1.1.1 Enzimin Substratlar1 ve Biyosentezleri

L-asparaginaz hem L-asparagin ve hem de L-glutamini substrat olarak
kullanmaktadir (Sekil 1.5). Her iki amino asit de Trikarboksilik Asit (Krebs)
dongiisiiniin ara maddelerinden sentezlenirler. Bitkilerde L-asparagin, protein
sentezinde tekrar kullanilan azotun tasinmasi ve depolanmasi i¢in en 6nemli amino
asitlerden biri iken, insanda L-aspartat iire dongiisiinde ve plirin piirimidin sentezinde
onemli bir rol oynar. Enzim L-glutamini de substrat olarak kabul etmesine ragmen, bu

amino asite kars1 olan affinitesi L-asparagine karsi olandan 100 kat daha diistiktiir [10].
H,0

i poN i)
H—(|3—CH2—C; H—(E—CHZ—C\
COOH NH; \_\ COOH OH
asparagin aspartat

NH,*
H,O
HzN O HzN (9]
& | 7
H—(E—(CH;);—C\ - H—C—(CH;);—C\
COOH NH-, COOH OH
glutamin glutamat
NH,4*

Sekil 1.5. L-asparaginazin katalizledigi iki reaksiyon. Esas substrati olan asparagine ilaveten L-
asparaginaz glutamini de substrat olarak kullanmaktadir. Ancak, L-asparaginazin glutamine olan ilgisi
asparagine gore 100 kat daha diisiiktiir.



1.1.1.1 Asparagin biyosentezi

Asparagin esansiyel olmayan amino asitlerden olup glutaminin amino grubu
saglayicis1 oldugu bir transaminasyon reaksiyonu ile aspartattan olusur (Sekil 1.6).
Tersinir olmayan bu reaksiyon ATP bagimli olup asparagin sentetazin katalitik

etkisiyle ytirtitiiliir [17].

¢O ATP ADP 40
(|7H2— c\o_ CHy— C\NH+
3
(|jH—NH;_ —— Asparajin sentetaz — HC —N'H;_
I
COO~ / \ CoOo™
glutamin  glutamat .
Aspartat Asparagin

Sekil 1.6. Asparagin biyosentezi.

Kanser hiicrelerinde bulunmayan ya da geninin ¢esitli mutasyonlar1 biriktirmesine
bagli olarak inaktif olan asparagin sentetazdan dolay1 bu hiicreler asparagin bakimindan
oksotrofiktir. Yani kanser hiicreleri digsal bir asparagin kaynagina ihtiya¢ duyarlar. Bu
kaynak, ya beslenme sonucu kana verilerek bu hiicrelere ulasan asparagin ya da
asparagin bakimindan prototrof olan normal hiicrelerdir. Kanser hiicrelerinin tersine

normal hiicreler etkin bir asparagin sentetaz aktivitesi gosterirler.
1.1.1.2 Glutamin biyosentezi

Asparagin gibi glutamin de esansiyel olmayan bir amino asit olup, ATP’nin
kullanildigi ve glutamin sentetaz’in katalizledigi bir reaksiyonla glutamat ve

amonyaktan olusur (Sekil 1.7).

ﬁO 40
CHQ— C\ _ CHy— C\
| @) ATP ADP NH _;r
I \J
(|3H —NH:?,F —— Glutamin sentetaz — CH —NH—;‘
ololon COo0~
Glutamat NH Pi Glutamin

Sekil 1.7. Glutamin biyosentezi.

Asparagin ve glutaminin R gruplari, su ile hidrojen baglar1 olusturan fonksiyonel
gruplar icerdiginden, suda nonpolar amino asitlerden daha fazla ¢oziiniirler. Asparagin

ve glutamindeki amid gruplar1 bu amino asitlerin birbirleriyle, su ile veya proteine baglh



diger polar bilesiklerle hidrojen bagi olusturmalarini saglar; hidrofilik olan bu amino
asitler, sulu c¢ozeltilerde, globiiler proteinlerin su ile etkilesim gosterebildikleri

yiizeylerinde bulunurlar [7].
1.1.2 L-asparaginaz geni (ansB)

ansB’nin indiksiyonu ve represyonu ¢esitli transkripsiyon faktorlerini igeren
kompleks mekanizmalar ile kontrol edildiginden L-asparaginaz sentezi karbon, azot
kaynag1 ve oksijen gibi besinsel ve cevresel faktorler tarafindan regiile edilmektedir
[17]. E. coli kaynakli L-asparaginazin, anaerobik global transkripsiyon sinyali olarak
davranan fumarat nitrat rediiksiyon (FNR) proteini, aerobik respirasyon kontrol (ArcA)
ve cAMP reseptor proteini (CRP) ile pozitif regiile oldugu ve dolayisi ile enzimin
sentezinin anaerobiosis ile indiiklenirken glukoz gibi katabolik baskilanma gosterdigi
saptanmistir [18,19,20]. Bu baglamda, genin promotoru iizerinde cAMP reseptor
proteini (CRP), ArcA ve FNR transkripsiyon aktivatorlerinin baglanmasini saglayan
nukleotid dizi motifine sahip oldugu belirlenmistir.

ArcAB bir ikili-komponent sistemi olup bu sistemle hiicrenin i¢cinde bulundugu
redoks durumu algilanir. ArcB bir membran proteini olup hiicre igindeki redoks
potansiyelini belirler. Hiicrenin oksitlenmis ortami ArcB’nin aktivitesini baskilarken,
rediiklenmis bir ortam aktive eder. Ikinci durumda ArcB otofosforile olur ve fosfatini
ArcA’ya transfer ederek onu aktive eder. Fosforlanmig ArcA (ArcA-P) bir
transkripsiyonel regiilator olarak davranir ve aerobik solunumda gorev alan birgok genin
kontroliinii saglar. Hiicre diisiik bir oksijen seviyesinin bulundugu ortamda oldugunu
algiladiginda, ArcA-P Krebs dongiisii genlerini baskilarken, fermentatif yollarin
enzimlerini aktive eder. Anaerobiosisin belirlenmesi FNR transkripsiyonel regiilator
(aktivator veya represor) proteini ile olur. Bu protein oksijen seviyesini, aktif sitesinde
bulunan demirin oksidasyon durumuna (Fe™ veya Fe™) gore belirler. Demir Fe™
durumunda ise protein fonksiyonel olarak aktif, eger demir Fe™’ye oksitlenmis ise
protein inaktif durumda bulunur. Bu metal kofaktoriin oksidasyon durumundan direkt
olarak oksijen sorumludur. Anerobik solunum aktif bir FNR gerektirir. FNR’nin
fonksiyonu ArcAB’ye benzer, fakat FNR diisiik oksijen seviyelerinin algilanmasi ile
aktive olur. Bu proteinin aktivasyonu fosforilasyonunu gerektirmez. CRP bolgesi
transkripsiyon baslama bolgesinden -91, FNR baglanma bolgesi ise transkripsiyon
baglama bdlgesinden -41 nukleotid akis-yukarida bulunmaktadir. Genel olarak



periplazmik bolgede yogunlastigindan, amino asit dizi analizleri bu enzimin 22
nukleotid uzunlugunda sinyal peptidine sahip oldugunu ortaya koymustur. L-
asparaginaz iretiminde glukoz tercih edilen bir karbon kaynagi olmasina ragmen,
bir¢cok gram-negatif bakteride bu enzimin geni (ansB) glukoz bagimli karbon katabolit
represyon gostermektedir. Ancak, karbon katabolit represyonun varligimin ve

seviyesinin bakteriden bakteriye degistigi rapor edilmistir [10, 21].

1.1.3 L-asparaginazin bulundugu organizmalar

Anti-neoplastik  L-asparaginazlar sadece Erwinia carotovora, Erwinia
chrysanthemi, Escherichia coli, Serratia marcescens, Enterobacter aerogenes ve
Pseudomonas aeruginosa tiirleri tarafindan sentezlenmektedirler. Bu bakteriler bu
enzimin genellikle sitoplazmik (L-asparaginaz I) ve periplazmik (L-asparaginaz II) olan
iki farkli izozimine sahiptir. Sitoplazmik L-asparaginaz konstitiitif bir enzim iken,
periplazmik L-asparaginaz indiiklenebilmektedir. Bu nedenle, L-asparaginaz [‘in sentezi
tireme ortaminin kosullarindan etkilenmez iken, L-asparaginaz II’nin sentezi ortam
kosullarina bagl olarak degisiklik gostermektedir [14, 19]. Bu iki izozim arasindaki
diger dnemli bir fark, sadece periplazmik formun (L-asparaginaz II) etkin bir antitimor
aktivitesine sahip olmasidir. Bunun nedeninin, bu iki enzimin sahip oldugu farkli yap1
ve biyokimyasal karakteristikler (6r. substratina kars1 daha yiiksek affinite gdstermesi)
oldugu sanilmaktadir [22].

Hiicredeki periplazmik lokasyonu ve indiiklenebilirligi ile L-asparaginaz I’den
ayrilan L-asparaginaz II ayni zamanda farkli kuaterner yapi1 ve biyokimyasal
karakteristiklere sahiptir. L-asparaginaz I homodimerik bir yapida iken, L- asparaginaz
IT dort 6zdes alt iiniteden olusan homotetramerik bir yapiya sahiptir [23]. Ayrica, her iki
izozime ait genler kromozom iizerinde farkli bolgelerde bulunurlar. L-asparaginaz I
geni (ansA) ve L-asparaginaz II geni (ansB) farkli sekillerde regiile olurlar [18]. L-
asparaginaz Il aym1 zamanda L-asparaginaz I’den farkli olarak glutamini de substrat
olarak kullanmaktadir ve daha genis bir substrat 6zgiilliigii gostermektedir. Ancak, L-
asparaginazin glutamine olan ilgisi (10° M) L-asparagine (10° M) gore 100 kat daha
duistiktiir.

Bu enzim (L-asparaginaz II) literatirde L-glutaminaz/L-asparaginaz olarak da
bilinmektedir [18, 24]. L-asparaginaz II’nin L-asparaginaz I’e gore 100 kat daha

yiiksek substrat (L-asparagin) affinitesine sahip olmasi da bagka bir 6nemli farktir (L-



asparaginaz II icin Km 10” M iken L-asparaginaz I icin bu deger yaklasik 10° M’dir)
[14, 24-26]. Mikroorganizma kaynakli L-asparaginazlarla kiyaslandiginda, Bitkisel L-
asparaginazlarin daha diisiik bir substrat affinitesine sahip olduklar1 goriiliir (107 M)
[23]. Bu 6nemli farklardan dolay1 bitki orijinli L-asparaginazlar ve tip I L-asparaginaz
klinik farmakolojide kullanim alani bulamamuistir. Dolayisi ile “kemoterapdtik L-
asparaginaz” teriminden L-asparaginaz Il kastedilmekte olup, aksi ifade edilmedikce bu
calisma boyunca L-asparaginaz terimi L-asparaginaz II i¢in kullanilmistir.
L-asparaginazin absorpsiyon sabitesi E*';;s= 7.1 ve izoelektrik noktadaki pH
degeri 4.9 olup, aktivite gosterdigi pH araligi 4.0-9.0 arasindadir. pH <4.0 ve > 12
araliginda enzim tamamen inaktif durumda bulunur. L-asparaginaz termostabil bir
enzimdir ve optimal aktivite 25-37 °C, maksimum aktivite ise 50-60 °C arasinda ve pH
8.6 da gozlenir [2]. Enzim alternatif substrat olan 5-diazo-4-oxo-L-norvalin tarafindan

kompetatif olarak inhibe edilir [27, 28].

1.1.4 Bakteriyel orijinli diger onkolitik enzimler

Enzimlerin kanser kemoterapi ajanlar1 olarak kullanilmasi son yillarda,
teknolojinin gelismesine paralel olarak uygulanmakta olan bir tedavi secenegi olmustur.
Enzimler substratlarina kars1 yiiksek ilgi ve Ozgiilliikleri ve reaksiyonlarini ¢ok hizli
gerceklestirmeleri ile etkili kemoterapdtik ajanlar olarak tercih edilmektedirler [29]. Bir
cok enzim, kemoterapi ajan1 olarak Gaucher hastaligi, kistik fibrosis, fenilketonuria gibi
genetik hastaliklar ve bazi enfektif hastaliklarin ve diizensizliklerin tedavisinde
kullanilmakta olsa da, kanser kemoterapisinde yaygin kullanilan enzimlerin sayis1 bir
kac1 gegcmemektedir. Bu enzimlerin baglicalari, hepsi de bakteriyel orijinli olan L-lizin-
a-oksidaz (EC 1.4.3.14), metiyonin gama-liyaz (E.C.4.4.1.11), arginin deaminaz (EC
3.5.3.6) ve galismaya da konu teskil eden L-asparaginaz (EC 3.5.1.1) dur.

1.14.1 L-lizin-a-oksidaz

L-lizin-a-oksidaz, esansiyel bir amino asit olan ve viicutta sentezlenmeyen L-
lizini siiplirebilme yeteneginde olan bir enzimdir. L-lizin-a-oksidaz, L-lizini amonyak,
hidrojen peroksit ve a-ketoaminokaproik asite parcalar [30]. Tiimor hiicreleri bazi

metabolitlerin seviyesine bagli olarak bu enzime se¢ici bir sekilde duyarlilik gosteririler.



Bu amino asidi ortamdan siipiirebilme yetenegine sahip olan L-lizin-a-oksidaz enzimi

onkolojide terapdtik enzim olarak kullanilmasi hedeflenen bir enzimdir [31].

1.1.4.2 L-metiyonin-y-liyaz

L-metiyonin y-liyaz (MGL, EC 4.4.1.11) piridoksal 5'-fosfat bagimli bir enzim
olup L-metiyonin amino asitinin a-ketobutirat, metantiyol ve amonyaga vy-
eliminasyonunu katalizler. Son yillarda bazi primer tiimorlerin ve kanser hiicre
hatlarinin metiyonine bagimliliginin kesfi ile bu enzime olan ilgiyi arttirmigtir. Daha
sonra enzimin etkin bir anti-timor ajan oldugu belirlenmistir [32]. Biiytikligi 170 kDa
olan L-metiyonin gama-liyaz (E.C.4.4.1.11) Pseudomonas putida, Aeromonas sp.,
Citrobacter freundii, Entamoeba histolytica, Clostridium sporogenes, Trichomonas
vaginalis ve Brevibacterium linens tirlerinde sentezlenen bir enzimdir. Kanser
hiicrelerinin metiyonin ihtiyact normal hiicrelerle karsilagtirildiginda ¢ok daha
yiiksektir. Bu enzim tiimdr hiicrelerinin ihtiyag duydugu metiyonin amino asitini

parcaladigi i¢in kemoterapik bir 6nem tagimaktadir [33-36].
1.14.3 Arginin deiminaz

Arginin deiminaz yine bazi gram-negatif bakterilerde bulunan bir enzim olup
arginin amino asitinin imin hidrolizini gerceklestirerek bu amino asiti sitriillin ve
amonyaga cevirir. Arginin deiminaz enzimi 6zellikle iire dongiisiindeki argininosiiksinat
sentetazdan yoksun olmalar1 sebebiyle arginin i¢in oksotrofik olan insan melanoma ve
hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe eder [37]. Insanlarda iire
dongiisii sonucu sitriillinden iki basamak sonucu sentezlendiginden arginin esansiyel bir
amino asit degildir. Bir seri farkli timor hiicrelerinin arginini sentezleyememelerinin
kesfi ile arginin doniistiiriicii enzimin bu amino asiti gerektiren kanserlerde etkili birer
inhibitdr olabilecegi gosterilmistir [37]. Bu enzimin ayni zamanda etkin bir anti-
anjiyojenik ajan olabilecegi rapor edilmistir [38]. Anaerobik transkripsiyonel regulator
olan ANR diisiik oksijenli ortamlarda ¢ogaltilan Pseudomonas aeruginosa’da bu enzimi
ve denitrifikasyon yolunu indiiklemektedir. £. coli’'nin homolog regiilatérii FNR geni
(fur), ANR (anr) geni bakimindan mutant olan Pseudomonas aeruginosa’ya

klonlandiginda FNR proteini bu bakterinin nitrat iizerinde anaerobik biiylime ve
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cogalmasi i¢cin ANR’ye benzer fonksiyon gosterirken, arginin deiminaz enziminin

anaerobik indiiksiyonunu saglayamaz [39].
1.1.5 L-asparaginaz ve anti-kanser mekanizmasi

Antineoplastik ilaglar kanserin tedavisinde basvurulan ii¢ potansiyel yaklasimdan
biridir. Diger ikisi cerrahi miidahale ve radyasyon terapisidir. Kanser ve cesitli
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan kemoterapdtik ajanlar dogal veya sentetik orijinli

olabilirler (Sekil 1.8).

PURIN SENTEZI PIRIMIDIN SENTEZI

Antimetabolitler ve Antimetabolitler
> ¥ /a;mumw ajaniar

> Antibiyotikler

l

% . L-asparaginaz
- ENZIMLER MIKROTUBULLER Vinka alkaloidi

Sekil 1.8. Genel kemoterapétik ajanlarin etki mekanizmalari.

AN
A

Antimetabolitler (folat antagonistleri ve pilirin ve pirimidin analoglar) ve
alkilleyici (hardal gazi ve siklofosfamid) ajanlarin ¢ogu sentetik kimyasallar olup DNA
yapitaslarinin sentezini veya DNA replikasyonunu bloke ederek etki gdsterirken, bitki
alkaloidleri genellikle mikrotiibiillerin olusumunu, L-asparaginaz ise hiicredeki tim
protein ve enzimlerin sentezini bloke eder. Antineoplastikler 16semiler ve yaygin bir
metastazin goriildiigli ve dolayisi ile cerrahi ve radyasyon terapisinin tek basina etkin
olmadig1 kanser durumlarinda temel ajanlar olarak kullanirlar. Yaygin olarak bu ilaglar
cerrahi miidahale ve radyasyon terapisi ile kombine kullanilirlar. Antineoplastiklerin
cogu hiicre dongiisiiniin farkli fazlarinda etki gosterirler. Bir¢ogunun etkisi ise hiicre
dongiisiine 6zel degildir. Giliniimiizde kanser terapisinde kullanilan 100’iin iizerinde

kemoterapi ajani olup, bunlarin cogu dogal olmayan kimyasal maddelerdir. L-
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asparaginaz enzimi bu tiir etkisi ile bilinen ancak dogal olan bir kag ¢esit enzimden en
yaygin kullanilanidir [40].

Daha Once de belirttigimiz gibi L-asparaginaz enziminin anti-kanser etkisi
sirkiilasyonda bulunan L-asparagin amino asidini hizli bir sekilde yikmaya dayanir. Bu
etkisini sadece kanserli hiicrelerde gosterirken normal hiicrelerde bu etki goriilmez.
Normal hiicreler kendi asparagin amino asidini aktif sekilde lireten asparagin sentetaz
enzimine sahiplerdir, ancak, kanserli hiicreler ya bu enzimden yoksunlardir ya da
normal hiicrelerdeki seviyede sentezleyemezler.

Hiicre dongiisiiniin Go faz1 dormant faz olup, bu fazda hiicreler bir nevi dinlenme
(pasif) evresindedir ve kemoterapiye duyarli degillerdir. Hiicre dongiisiiniin post-mitotik
fazi olan Gl fazinda DNA sentezi i¢in bircok enzim gerekli oldugundan L-
asparaginazin en etkin oldugu faz bu fazdir [40, 41]. Bu fazda spesifik hiicre
fonksiyonlart i¢in gereken proteinler ve RNA sentezlenir. Normal hiicrelerin tersine L-
asparagin i¢in oksotrof olan kanser hiicreleri biiylimek ve ¢ogalmak i¢in dis kaynakl L-
asparagine ihtiya¢ duyarlar. Kanser hiicrelerinin bu kaynagi L-asparaginazla
engellendiginde hiicrelerde protein sentezi olmayacagi icin bir sonraki S fazinda DNA
sentezi de gergeklesmez ve bunun sonucu hiicreler programli hiicre 6liimiine (apoptosis)
yonelirler. RNA ve spesifik proteinlerin sentezlendigi pre-mitotik G2 faz1 L-
asparaginazin etkin oldugu diger bir fazdir. Bu fazda DNA sentezi durur, mitotik ig
ipliklerinin yapisal malzemesi olan mikrotiibiiller dahil olmak tizere diger proteinlerin
ve RNA’nin sentezi ise devam eder [42]. Enzim, asparagini aspartat ve amonyaga
cevirir ve kanserli hiicreleri biiyiimek ve boliinmek i¢in ihtiya¢ duyduklart bu amino
asitten yoksun birakir. Kanserli hiicrelerde, saglikli hiicrelerin aksine L-asparagin
sentezi yeterince yapilamadigindan kanserli hiicreler disardan alinan veya saglikli
hiicreler tarafindan yapilarak kana verilen asparagine bagimlhidirlar (Sekil 1.9).

Dolasimda serbest bulunan bu amino asitin, enjekte edilen L-asparaginazla
yikilmasi sonucu tiimor hiicresinde protein sentezi ve sonucta DNA ve RNA sentezi
yapilamaz. Boylece, hiicre biiylimesi durur. Bu uygulama sonunda tiimorlerde kiigiilme
gozlenmis ve hiicrelerin belli bir siire sonra normal apoptosis ile ortadan kalktiklar
saptanmustir [43]. L-asparaginazin bu etkisinin 6zellikle hiicre dongiisiinde protein
sentezinin gerceklestigi G1 fazinda oldugu ve kanserli hiicreleri G1 fazinda tutuklayip
apoptosise siirtikledigi ileri striilmiistiir [41, 42]. Gl faz1 metabolizma icin gerekli

maddelerin sentezlendigi kritik bir agamadir.
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Sekil 1.9. Normal ve kanserli hiicrelerin L-asparagin kaynaklart.

Bu enzim tipik olarak Escherichia veya Erwinia cinsine ait bakteri tiirlerinin
kiiltiirii ile tretilmektedir. L-asparaginaz terapétik bir {iriin olarak Amerika’da Enzon,
Ingiltere’de Porton, Almanya’da Bayer ve Japonya’da Kyowa ilag firmalar tarafindan
iretilir. Bu firmalarin bu enzim i¢in kullandiklari ticari isimler elspar, oncaspar ve
erwinazdir (Cizelge 1.1). Bu amag i¢in yiiksek L-asparaginaz iireten suslarin izole edilip
secilmesi i¢in oldukga efor sarfedilmis fakat en iyi suslarin (E. carotovora SCR 193, E.
carotovora 268M, E. chrysanthemi NCPB 1066) bile istenen seviyelerde L-asparaginaz

iiretiminden uzak olduklar1 saptanmistir.

Cizelge 1.1. L-asparaginazi iireten baslica firmalar ve enzim i¢in kullandiklar1 generik isimleri.

Ticari isimleri TTretici firma Kaynain

Oncaspar(m Enzon E. coli

Elspar(Rj Mdercl: B enji

Crastinin®™ EBayer B enji

Kidrolase™ Ehone-Poulenc B enji

Leunase™ Evowa B onfi

Erwinage " speywood Erwinia chryvsantherni

Kemoterapi ajanlar1 viicudun normal hiicreleri iizerinde de belli diizeyde
sitotoksik etki gosterirler. Ozellikle, tiimor hiicreleri gibi yiiksek ¢cogalma aktivitelerine
sahip mide-bagirsak epitel hiicreleri, sa¢ kokii ve kemik iligi hiicreleri bu tiir
uygulamadan en ¢ok etkilenen hiicre gruplaridir. Bu nedenle, kemoterapi gormiis
bireylerin ¢ogunun ortak 6zelligi mide-bagirsak rahatsizligi, sa¢ dokiilmesi ve bagisiklik
sisteminin zayiflamasidir. Kemoterapi siirecinde sadece L-asparaginazin kullanildigi
hastalarda ise hafif siddette yan etki gozlenmistir. Bu nedenlerle L-asparaginaz enzimi

onkolitik ajanlar i¢inde daha c¢ok tercih edilmektedir [44]. Cocukluk c¢agi akut

13



lenfoblastik 16semi tedavi protokolleri daima L-asparajinaz enzimini igeren, birgok
ilagtan olusan kombinasyon kemoterapisi ile tedavi edilir. Bu tedavinin yan etkileri
alerji, hiperglisemi, plazma proteinlerinin eksikligi, trombotik ve hemorajik diyatez,
lipit anomalileri ve pankreatiti icerir [45]. L-asparaginazin tedavisinde onemli bir
avantaj onun kemik iligini deprese etmemesidir. En sik goriilen yan etkisi, pithtilagsma
faktorlerinin ve antitrombotik faktorlerin sentezinin inhibisyonuna bagli pihtilasma
bozukluklaridir (6nce tromboz, sonra kanama) [46]. Degisik bakterilerden gelen L-
asparaginazin sitotoksisitesi ve yan etki gosterme Ozelliklerinde farklilik goriilmiistiir.
Bu c¢aligmalar sonucunda Escherichia coli kaynakli L- asparaginazin Ozellikle
kemoterapinin ilk basamaklarinda etkin oldugu Erwinia tiirlerinden elde edilen enzimin
ise daha cok alerjik bilinyeli hastalar i¢cin uygun oldugu belirlenmistir [3]. L-
asparaginazin toksik etkisi, kismen bu enzimin ayni zamanda bir glutaminaz olarak
davranmasindan kaynaklanmaktadir. Ancak, L- asparagin amino asitine nazaran bu
enzimin glutamine olan ilgisinin olduk¢a diisiik olmasi bu ¢esit bir yan etkinin ¢ogu
zaman diisiik seviyede seyretmesi ile sonuglanir. Ozellikle Erwinia carotovara kaynakli
L- asparaginazin diisiik glutaminaz aktivitesi ile kanser terapisi siirecinde E. coli
enzimine gore ¢ok daha az yan etki gosterdigi belirlenmistir [3, 47]. Dolayis1 ile L-
asparaginaz kullanimindaki en 6nemli sorun bazi hastalarda cesitli immiinojenik yan
etkiler gostermesidir. Ancak, son yillarda 6zellikle polietilen glikol (PEG) basta olmak
lizere cesitli maddelerin enzime baglanarak enzim tizerindeki bu immiinojenik aktif
epitoplarin gizlenmesi suretiyle bu tiir yan etkilerin 6nemli 6l¢iide bertaraf edilebilecegi
gosterilmistir [48].

L-asparaginazin plazma yar1 06mrii 12-24 saat arasinda degismektedir. Mikrobiyal
orijinli bu proteine kars1 insanda gelisen immiin cevabi ortadan kaldirmak ve hem de
enzimin plazma yar1 dmriinii arttirmak i¢in son yillarda enzim PEG ile konjuge edilerek
verilmektedir [48]. Asparaginazin bu modifiye haline PEG-asparaginaz denilmektedir
ve bu formda enzimin serum yar1 dmrii yaklasik 6 giin olarak bildirilmistir. Bu sekilde
modifiye edilmis enzimin immiinojenitesinin daha az ve uzamig absorpsiyon nedeniyle
yartlanma Omriiniin konjuge edilmemis enziminden 3-5 kat daha fazla oldugu
belirlenmistir. PEG kullanilarak yapilan modifikasyonun, muhtemelen enzimi
serumdaki proteazlardan ve antikorlarin baglanmasindan korudugu sanilmaktadir [49].

Gilinlimiizde biyoteknolojik yollarla iiretilen ilaglar halihazirda diinya ilag
iretiminin %15’ini olusturmaktadir. 2007-2008 yillarinda bu oranin %20’ye ¢ikmasi
beklenmektedir. Piyasaya ¢ikan her 50 ilagtan 10-15’1 biyoteknolojik ydntemlerle
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gelistirilmis ve dretilmistir. 1990’larin basindan itibaren 100 adet biyoteknolojik
yollarla gelistirilmis ilacin klinik deneylerine baslanmistir. Mevcut ilaglarla tedavisi
miimkiin olmayan bazi ilaglar i¢in biyoteknolojik yollarla gelistirilmis 200-300 bilesim
tedavide kullanilmaktadir. Ilaglarla ilgili alinan patentlerin %63’ii ABD ve Kanada,
%25°1 Avrupa, %7’s1 Japonya’da ve kalan %5’1 diger iilkelerde gelistirilmis ilaglara
aittir [50].

1.1.6 L-asparaginaz sentezi

Asparaginaz’in fizyolojik fonksiyonu ve molekiiler seviyede regiilasyonu tam
olarak bilinmemektedir. Karbon katabolit represyon, nitrojen ve oksijenle ileri derecede
regiile olan bu enzimin iiretimi i¢in farkli karbon, azot ve atmosferik icerige sahip
ortamlar kullanilmus, farkli bakterilerde ve hatta bir bakterinin ayni tiiriinde bile farkl
sonuglar elde edilmistir. Glukoz bu enzimin iiretiminde en yaygin kullanilan karbon
kaynagi olmasina ragmen, Ozellikle bazi bakterilerde bu karbonhidrat en yiiksek
katabolit inhibisyon seviyesine sahiptir [11, 13, 17]. Dolayisiyla en azindan bazi
bakteriler i¢in alternatif karbon kaynaklarin arastirilmast bu enzimin ticari 6l¢eklerde
tiretimi i¢in bir gerekliliktir. Ayn1 durum, farkli azot kaynaklari i¢in de s6z konusudur
[11, 12]. L-asparaginazin oksijenle regiilasyonu konusunda da birbiri ile c¢elisen
sonuclar rapor edilmistir. Biitiin bunlarin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Bu
konuda yapilmis olan baglica ¢alismalarin birinde FEnterobacter aereogenes’in L-
asparaginaz iiretimi i¢in gerekli olan besin ve oksijen kosullar1 ¢alisilmis ve bu enzimin
tiretimi icin en uygun karbon ve azot kaynaklari belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu
calismadaki bulgulara gore, en iyi karbon kaynagi olarak sodyum sitrat, en iyi azot
kaynag1 olarak da diamonyum hidrojen fosfat belirlenmistir [17].

E. coli’de L-asparaginaz sentezi iizerine glukozun etkisinin calisildigi bir baska
calismada [51], % 5°lik glukoz igeren biiylime ortami da enzim sentezinin hemen hemen
tamamen baskilandig1 saptanmigtir. Burada, L-asparaginaz sentezini inhibe eden tek
faktoriin, glukozun neden oldugu hiicre ici cAMP seviyesindeki azalis olmadigi, ancak,
olusan asit ortaminin da bunda etkili oldugu ileri siiriilmiistiir. Enzim sentezinin azotla
regililasyonu konusunda ise, ¢oziiniir azot kaynagi olarak L-asparagin, L-glutamin ve L-
glutamik asit gibi amino asitler ve iire enzim sentezini stimiile ederken, amonyum
bilesiklerinin enzim sentezini baskiladig1 saptanmistir [ 17, 52]. Yapilan bir arastirmada

glukoz ve amonyum iyonlarinin ortama eklenmesi ile L-asparaginaz iiretiminin
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baskilandig1 belirlenmis [53], Klebsiella aerogens ile yapilan farkli bir ¢alismada ise
glukozun bu bakteride L-asparaginaz iiretimini inhibe etmedigi goriilmiistiir [21].

Atmosferik igerigin L-asparaginaz sentezi lizerine olan etkisi konusunda da
karbon ve azot kaynaklar1 gibi farkli sonuglar rapor edilmistir. Baz1 bakterilerde iyi bir
havalandirmanin L-asparaginaz sentezini indiikledigi belirtilirken [7], digerlerinde
baskiladigi gozlenmistir [11, 14]. Ornegin, E. coli’de enzim sentezinin anaerobik
kosullarda aerobik kosullardakinden 100 ile 1000 kat kadar daha fazla oldugu rapor
edilirken [14], ayn1 bakteri ile yapilan bir bagka ¢aligmada artan ¢dzlinmiis oksijen
seviyesine paralel olarak L-asparaginaz sentezinin de arttig1 gosterilmistir [54].

L-asparaginaz aktivitesi lizerine c¢esitli divalent metal katyonlarinin degisik
konsantrasyonlariin etkileri iizerine yapilan ¢aligmalarda Mangan ve ¢inkonun biitiin
konsantrasyonlart enzimi tamamen inhibe ederken bakirin sadece yiiksek
konsantrasyonlarda enzim sentezini baskiladigi saptanmistir [55, 56]. Demirin ise diisiik
konsantrasyonlarda enzim aktivitesini arttirdig1, yiiksek konsantrasyonlarda ise
aktiviteyi inhibe ettigi belirlenmistir. Demir gibi, nikelin de diisiik konsantrasyonu
enzim aktivitesini indiiklerken, yiiksek konsantrasyonlarmin aktiviteyi inhibe ettigi
belirlenmistir. Kobalt ve magnezyum kullanilan konsantrasyonlarin hepsinde enzim
aktivitesini arttirict bir rol aldiklar1 saptanmstir [57].

Gilinlimiizde etkin bir kemoterapi ajani olarak kullanilan L-asparaginazin ilag
sektorliindeki kullanimda olan c¢esitli formlar1 Oncaspar, pegaspargase, colaspase,
elspar...vs. degisik sekilde isimlendirilmistirler. Toz halinde satilan L-asparaginazin
100gr’lik kutusunun hastaya maliyeti 25 dolar olmaktadir. Asparaginase "Medac"
10000 UI formu ise 128 dolara satin alinabilmektedir [58].

Bu c¢aligmada, baska bir grup tarafindan (Socorro Duran-Vargas) ansB geni
klonlanmis Escherichia coli ve bizim ansB geni tasiyan pB-PGA plazmidini
klonladigimiz Enterobacter aerogenes bakterileri ve Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter aerogenes’in vgb klonlanmis rekombinantlarindaki gen (ansB
geni) reglilasyonu ve enzim sentezi ¢alisilacaktir. Kanser kemoterapisinde
antineoplastik bir ajan olarak kullanilan L-asparaginaz enziminin sadece birka¢ Gram-
negatif bakteri tarafindan {iretildigi, bu enzimin geninin (ansB) oksijenle yliksek
derecede regiile oldugu ve genin, ayn1 zamanda, karbon katabolit represyon gosterdigi
daha once belirtilmisti. VHb sentezleyen rekombinant bakterilerin oldukga farkli oksijen
alim yeteneklerinin L-asparaginaz enziminin iiretiminde avantaj sagladigi daha once

grubumuzun yaptig1 ¢alismalarla kanitlanmistir [11, 13].
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1.1.7 ansB klonlama ¢alismalari

L-asparaginazin molekiiler yapisi, katalitik 6zellikleri ve klinik yonleri kapsamli
calisilmalarina ragmen, bu enzimin geninin (ansB) klonlandig1 ve enzim sentezinin
calisildig1 calismalar az sayidadir. Bu smirli sayidaki ¢aligmalardan ikisinde (59, 60)
kullanilan vektorler bu ¢alismada da kullanilmiglardir. Bagka iki calismada ise Erwinia
carotovora’ya ait L-asparaginaz geni E. coli’ye klonlanarak ekspresyonu yapilmis [15]

ve enzimin kinetik 6zellikleri ve kararlilig1 arastirilmistir.

1.1.8 Bu calismada kullanilan ansB klonlari

Bu calismada iizerinde ansB geni tasiyan iki c¢esit vektdr kullanilmistir. Bu
vektorlerden biri faj ve plazmidin o6zelliklerini bir arada tasiyan bir fajmid olup
“pBluescript SK(+) fajmid” olarak adlandirilmistir (Sekil 1.11). pBluescript® II
fajmidler (bir faj replikasyon orijinini tasiyan plazmidler) gen klonlama ve dizi
analizlerinde kolaylik saglamak icin dizayn edilen vektorlerdir. Bu fajmidler 21 farklh
restriksiyon enzimi ile kesilebilen multi klonlama bdolgesine (MCS) sahiptir. Vektor
iizerine RNA’nin in vitro sentezini miimkiin kilan T7 ve T3 faj RNA polimerazlar
tarafindan taninan promotorlar yerlestirilmistir. Hangi promotorun kullanilacagi
klonlama bolgesine yerlestirilen genin hangi zincirinin transkripsiyonunun yapilacagina
baglidir. Bu calismada kullanilan ve iizerinde ansB geni tasiyan pB-PGA plazmidinin
olusturulmasinda kullanilan pBluescript II fajmidinin halkasal haritas1 ve 6zelliklerinin
listesi Sekil 11°de verilmistir. MCS, T7 ve T3 RNA polimeraz promotor dizileri lacZ
gen fragmaninin N’-ucunda bulunmaktadirlar. pBluescript II fajmidinde -galaktozidaz
kodlayan genin 131 amino asit kodlayan kismi bulunmaktadir. Ancak bu kodlama
bolgesi MCS’nin araya sokulmasi ile iki parcaya ayrilmistir (baslangic metiyonin
kodonundan EcoR 1 bolgesine kadar olan ve 36 amino asit kodlayan bolge). MCS
bolgesine herhangi bir genin yerlestirilmedigi pBluescript I fajmidleri aktarildiklari
bakterilerde uygun besi ortaminda (100 pg/ml amfisilin, 80 pg/ml taze X-gal ve 20 mM
IPTG igeren LB agar plakalar) mavi koloniler olustururken, bu bdlgede bir genin
yerlestirilmis oldugu pBluescript II fajmidlerinin klonlandig1 bakteriler ise beyaz
(renksiz, orijinal koloni rengi) koloniler olustururlar. Bu bakterilerde lacZ gen fragmani
ortadan boliindiigiinden fonksiyonel bir B-galaktozidaz sentezlenememekte ve dolayisi

ile besi ortaminda bulunan kromojenik substratlar (IPTG, X-gal) renkli (mavi) {iriinlere
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dontstiirilememekte, bunun sonucu koloniler normal orijinal renklerinde

olusmaktadirlar.
p— rf1 (+) ori

amfisiling rlacZ
- Sacl

pBluescript Il KS+ J-MCS
3.0kb “Kpn |

\ 'Plac
puUC ori“
Not |
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i | [ \ [
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T3 Promotoru BssH I p-gal o-fragmani
I <

Sekil 1.50. ansB geninin klonlanmasinda kullanilan pBluescript II fajmidi.

pBluescript 11 (+) ve (—)’de MCS iki farkli oryentasyon (yon)’de bulunur.
Fajmidin bu formlar1 pBluescript II KS (+/-) ve pBluescript II SK (+/-) olarak
adlandirilirlar. KS oryentasyonunda Kpn 1 restriksiyon bolgesi /acZ promotoruna en
yakin, Sac I restriksiyon bolgesi ise en uzak konumda bulunur. SK oryentasyonunda ise
Sac 1 restriksiyon bolgesi lacZ promotoruna en yakin, Kpn I restriksiyon bolgesi ise en
uzak konumdadir. pBluescript I (+)’da f1 replikasyon orijini saatin ters yoniinde iken,
pBluescript II (-)’de saat yoniinde yerlestirilmistir (pBluescript® II Phagemid Vectors,
Stratagene, Instruction Manual 2003).

pBluescript SK(+)’in  MCS’ine klonlamada Pseudomonas  fluorescens
genomundan izole edilmis ve iizerinde L-asparaginazi kodlayan 1089 baz ciftinden
olusan gen (ansB) 3-kb’lik bir genomik fragmanla beraber kullanilmistir. Bu fragman
aynt zamanda 690 baz c¢iftinden olusan ikinci bir geni (bir endonukleaz, endX) de

izerinde tagimaktadir (Sekil 1.11).
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Sekil 1.11. Pseudomonas fluorescens genomundan izole edilen ve i{izerinde pB-PGA tasiyan 3-kb
bliylikligiindeki genomik fragmanin genetik ve fiziki haritasi. Bu fragman bir tanesi asparaginaz Il geni
(ansB) digeri fonksiyonu bilinmeyen bir endonukleaz (endX) kodlayan iki adet gen igermektedir [59].
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Sekil 1.12. pB-PGA plazmidinin olusturulmasi
Toplam yaklasik 1.7-kb biiyiikliiglinde ve iizerinde komple ansB genini ve

regiilatdr bolgesini iceren Xbal/EcoRI fragmani, pBluescript SK(+)’in multi klonlama
bolgesinde (MCS) yer alan ayni restriksiyon enzimleri ile (Xbal/EcoRI) kesilmis
bolgesine klonlanmistir ve toplam 6.0-kb biiyiikliigiindeki plazmide “pB-PGA” adi
verilmistir (Sekil 1.12) [59].
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Bu caligmada kullanilan ikinci rekombinant sistem [60] ise iizerinde ansB geni
tastyan ve pAHZ12 olarak adlandirilan bir vektoriin klonlanmis oldugu E. coli HB101
ile gergeklestirilmistir. Burada ansB genini i¢inde bulunduran 7 kb’lik Rhizobium etli
genomik fragmani diger li¢ adet gen daha tasiyan bir operondan olugsmaktadir. Diger bir
deyimle bu genomik fragman lizerinde L-asparaginazi kodlayan ansB geni, bu genin
regiilatoriinii kodlayan ansR geni, aspartazi kodlayan ans4 geni ve L-asparagin

permeazi kodlayan ansP bulunur (Sekil 1.13).

Ll kb |
E E E E E

| | | |
aﬂsR> anspP > ansA> ansB>< orf

Sekil 1.13. pAHZ12 plazmidinde bulunan ve iizerinde 7-kb’lik komple ans operonunun bulundugu R.
etli’ye ait genomik fragman [ 60]. E, EcoR [I; ansB, L-asparaginaz geni; ansR, regiilator geni; ansA,
aspartaz geni; ansP, L-asparagin permeaz; orf, acik okunma gergevesi.

R. etli’deki durumun tersine E. coli’de asparaginaz ve aspartaz genleri ayni
operonda bulunmazlar. Ancak her iki gen de anaerobik kosullar altinda koordineli
regiile olurlar. Anaerobik transkripsiyonel aktivator FNR her iki genin de pozitif
regiilasyonunu saglar. Dolayisi ile E. coli’de her iki enzim asparaginden fumaratin
olusumunda gorev alir.

Boylece, fumarat terminal bir elektron alicist olarak kullanilabilir. B. subtilis’te ise
her iki enzimin geni ayni operonda (ans4B) bulunmaktadir. Bu operon besi ortamina
bagl olarak aspartatla indiiklenirken, NH," ile baskilanmaktadir. B. subtilis’in bu
operonu i¢in ileri siirilen model onun L-asparaginaz ve aspartaz arasinda bir
koordinasyon saglayarak hiicrede aspartat ile asparagin arasinda denge saglamasidir
[60].

1.2 Vitreoscilla Hemoglobini (VHDb)

Webster ve ark. tarafindan 1986 yilinda ilk prokaryotik hemoglobin tanimlanana
kadar hemoglobinler 6karyotik orijinli proteinler olarak bilinmistir. Aragtiricilar, Gram-
negatif bir bakteri olan Vitreoscilla’nin dogal olarak hemoglobin (VHb) icerdigini
saptamislardir [61]. Vitreoscilla mor bakterilerin beta-alt grubunda Beggiatoaceae
familyasinda bulunmaktadir [62]. Vitreoscilla zorunlu bir aerob gram negatif,
kemoorganotrof flamentdz bir bakteridir. Zorunlu aerob olmasina ragmen dogal yasam

alan1 oksijeni diisiik ortamlardir (mikroaerofil) [63]. Muhtemelen bu tiir diisiik oksijen
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sartlarina dayanabilmek icin bu bakteri sitoplazmada eriyebilen bir hemoglobin sentezi
yolunu se¢mistir. Son yillarda bu hemoglobin iizerindeki c¢alismalar onun c¢esitli
endiistriyel organizmalarda enerji metabolizmasinda uygun bir ajan olarak
kullanilabilecegini gdstermistir. Diger hemoglobinlere gore VHb, oksijene karsi diisiik
affiniteye sahiptir. Bu deger bir ¢ok diger globinin ayrigsma sabitesinden daha biiyiiktiir.
Boylece oksijenin VHb’den ayrigma sabitesi oldukga yliksek olup bu durumun 6nemi
oksijenin hizli saliverilmesinin bir gereklilik oldugu hipoksik sartlarda ortaya
cikmaktadir. Bir hipoteze gére VHb’nin bulundugu hiicreler ¢evrelerine gore daha
oksijene formda bulunurlar [64].

VHb dimerik bir hemoglobin olup amino asit dizisi omurgasiz Hb’lerinden ¢ok
bitki hemoglobinlerine ve flavoHb’lere benzemektedir. Bu proteinin ekstraksiyonu
diistik oksijenli ortamlarda artar ve % 40’1 periplazmik bolgede birikir. Bu hemoglobin
kararlt oksi formunda bulunur ve normal bir oksijen baglama kinetigi gosterirken,
oksijeni saliverme sabitesi bilinen hemoglobinlere gore oldukca yiiksektir. Boylece bu
protein kolaylastirilmis difiizyon ile hipoksik sartlar altinda terminal oksidazlara oksijen
transferinde rol oynayabilir. Sitokrom o ve d bakimindan mutant E. co/i’de VHb’ nin bir
terminal oksidaz gibi davrandigi gosterilmigtir. Bu baglamda FNR anaerobik
transkripsiyon faktorii bakimindan mutant E. coli’de VHb’nin diisiik oksijenli
ortamlarda indiiklenmedigi goriilmiistiir. Ayrica VHb’nin hipoksik sartlar altinda E.
coli’nin elektron transfer zincirinin aktivesini daha etkin kildig1 gosterilmistir. Bu ¢esit
bir etkinin hiicre biiylimesini ve oksijen alinimin1 arttirdig1 sadece E. coli’de degil, diger
bakteri, maya ve transgenik bitkilerde de kaydedilmistir [65].

Vitreoscilla’nin Siniflandirmasi [66]:

Prokaryota
Grotobacteria
Scotobacteria
Nanphotosynthetic
Nanfruitingliding
Beggiotoaceae
Vitreoscilla
Bu protein ilk kesfinde sitokrom o tipi bir terminal oksidaz olarak tanimlanmas,

ancak spektral karakteristikleri, sitozolde erirliligi ve amino asit dizisinin O0karyotik
hemoglobinine % 25’e varan benzerliginden dolayi, hemoglobin olarak adlandirilmistir
[67]. Vitreoscilla hemoglobini (VHb) en iyi ¢alisilmis bakteriyel hemoglobindir (vgb
geni Gen Bankasi Erisim Numarast: X13516, VHb amino asit dizisi Gen Bankasi

Erisim Numarasi: CAA31866). Kesfinden beri, bu proteinin geni (vgb) basta E. coli
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[66] olmak {lizere Enterobacter aerogenes [67], Pseudomonas aeruginosa, Serratia
marcescens [68] gibi gram negatif, Bacillus sp gibi gram pozitif bakterilere ve fungus
ve tiitlin [69, 70] gibi 6karyotik mikroorganizmaya klonlanmistir. Calismalar, VHb nin
okaryot orijinli hemoglobinlerin oksijen baglama ve tasimadaki rollerine ilaveten bagka
amaglar icin de kullanilabilecegini gostermistir. Ornegin, VHb’in bazi redoks
reaksiyonlar1 katalizledigi ve dogal konakeisin1 (Vitreoscilla) oksidatif stresten
korudugu rapor edilmistir. Bununla iliskili olarak, Vitreoscilla’nin bu proteini sayesinde
siirlt oksijenli ortamlarda oksijeni depolama ve terminal oksidazlara transfer etme gibi
bir rolii oldugu sanilmaktadir [67]. Her ne kadar Vitreoscilla’nin sitokrom bo terminal
oksidazi bir ¢ok yoniiyle E. coli’ye benzese de, bu kompleks E. coli’de H'
pompalayarak bir membran proton gradiyentine katkida bulunurken (kemoozmotik
hipotez), Vitreoscilla’da Na' pompalamaktadir. Sitokrom bo oksidaz I, II, III ve IV
olarak adlandirilan 4 alt {initeden olusmaktadir. En biiyiik alt {initesi alt {inite I olup
sodyum pompalama da kullanilir ve aymi zamanda VHb’nin hiicredeki etkisi ile
iligkilidir (Sekil 1.14).

H* veya Nat

Periplazmik hosluk

Sitokrom bo,/kompleksi

Quinol| ™

Q v
Sitoplazma "'z°

Sekil 1.64. VHb ve sitokrom bo ubiquionol oksidazlarin I. alt {initesi ’i arasindaki iligkinin muhtemel
mekanizmasi [71].

Metabolik akis semalart E. coli’de VHb’nin bulunmasinin bu bakterinin
fermentatif yollardan ¢ok solunum yollarini tercih etmesini sagladigini gostermistir.
Ayrica bu bakterilerin yaklasik 2.5 kat daha diisik NADPH olusumunu sagladigi
goriilmistiir. Yine bu bakterilerde ATP birikiminin daha fazla oldugu goriilmiistiir [72].
VHb’nin yapis1 klasik globin katlanmasina uymakta ve okaryotik hemoglobinleri ile
yliksek bir homoloji gostermekte olup klasik 8-helikse (A-H) sahiptir ve globin
katlanmas1 gostermektedir (Sekil 1.15). Monomerik VHb’nin 146 amino asit
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uzunlugundaki dizisinden hesaplanan molekiiler biiyiikliigii 15,775 Dalton olarak
belirlenmistir. Molekiil agirlig1 616 Dalton olan hem grubu (C;4H3,FeN4O4)’nun yapiya
katilmasi ile toplam molekiiler kiitle 16,931 Dalton’dur.

Sekil 1.15. VHb’nin 3-boyutlu yapist. Homodimerik yapida “hem” grubunun lokalize oldugu yer sari
renk ile gdsterilmistir (Protein Data Bank).

Hiicrelerde VHb’nin fonksiyon ve kompozisyon iizerindeki etkisi bir seri
caligmanin konusunu olusturmustur. Bu calismalarda VHb’nin daha etkin bir enerji
saglayict terminal oksidaz olan sitokrom oksidaz o’nun hiicre i¢i seviyelerinde ve
aktivitesinde artisa, sitoplazmik membran boyunca pH farkinda artisa ve ATP yapim ve
kullaniminda artisa neden oldugu belirlenmistir.

Ayrica bu proteini bulunduran hiicrelerin daha oksitlenmis durumda bulunmalari,
VHb’nin hiicrelerin karbon metabolizmas1 akis semalarinda Onemli yeniden
diizenlemelere sebep olmasi ile ilgilidir (Sekil 1.16). Her ne kadar bunun nasil
saglandig1 kesin olarak ortaya konmamissa da, NAD'/NADH ve ADP/ATP oranlarinda
olan 6nemli degisimlerin esas teskil ettigi sanilmaktadir. VHb igeren hiicrelerde NADH
seviyesinde diisiis ATP miktarinda ise artis gozlenir. Dolayis1 ile NAD'/NADH ve
ADP/ATP oranlarinda meydana gelen 6nemli degigsmeler hiicrenin karbon bilesiklerini
kullanim1 yollarinda 6nemli degisime neden olur.

Bu baglamda VHb ekspresyonu yapan E. aerogenes’de gozlenen % 80 artigin bu
tiir bir metabolik akis semasi degisikliginden olabilecegi bildirilmistir [72, 73].
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Sekil 1.16. VHb ekspresyonu yapan E. coli ve orijinal konak¢i arasinda temel metabolik yollara ait
genlerin ekspresyonu. Koyu oklar ekspresyon seviyesi degismeyen genleri ifade ederken, agik oklar
ekspresyonu degismis genleri ifade etmektedir. PEP, fosfoenolpiruvat; PYR, piruvat; G6P, glukoz-6-
fosfat; F6P, fruktoz-6-fosfat; F1,6P, fruktoz-1,6-bifosfat; G3P, gliseraldehit-3-fosfat; 6PGnt, 6-
fosfoglukonat; 6PGnL, D-6-fosfoglukono-d-lakton; Ru5P, ribuloz-5-fosfat; R5P, riboz-5-fosfat, X5P,
ksiloz-5-fosfat, AcCoA, asetilCoA; ICT, izositrat; SUC, suksinat; OAA, okzaloasetat; Ac-P, asetilfosat;
AcAld, asetaldehit [71].

1.2.1 Bakteriden insana hemoglobinler

Hemoglobin (Hb)’ler O,’1 tersinir olarak baglayan proteinlerdir. Bu proteinlerin
bakteri, fungus, protozoa, bitki ve hayvanlarda belirlenmis olmalari, onlarin canlilar

arasinda genis bir dagilimi oldugunu gostermektedir. Hb’lerin bu sekilde biri birinden
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oldukca farkli organizmalarda bulunmasi onlarin yaklasik 1.8 milyar yil 6nce ortak bir
Hb genine sahip olabilecegini diisiindiirmektedir [74]. Hb’ler O,, CO ve NO gibi gaz
formundaki ligandlar1 bagladiklar1 gibi, baz1 kiicik organik molekiilleri de
baglayabilirler. Ligand baglanmasi tetrapirol protoporfirin IX ile koordineli bulunan bir
demir (Fe) atomu ile olur. Fe- protoporfirin IX (hem grubu) prostetik grubu tiim
Hb’lerde globin omurgasi ile bire bir molar oranda bulunur. Hem grubundaki demir
atomu redoks kimyasina (indirgenme-yiikseltgenme) ugrayabilir ve sadece ferrus formu
(Fe™) O, baglayabilir. Uglar1 kirpilmus kiigiik hemoglobinler hari¢, Hb’lerin ii¢ boyutlu
katlanmasi 3-iizerinde-3-alfa sarmal yapida olup olduk¢a korunmus bu yapiya “globin
katlanmas1” denir [75]. Omurgali, omurgasiz, bitki, bakteri ve diger tek hiicrelilerdeki

hemoglobinler hem yap1 ve hem de amino asit dizileri bakimindan benzerlik gosterirler.
1.2.1.1 Omurgali hemoglobinleri

Omurgali hayvanlarda dort ¢esit Hb saptanmistir. En bol bulunani kirmizi kan
hiicrelerinde bulunan ve oksijen tasimada rolii olan heteroteramerik bir yapi1 olan
hemoglobindir. Iki o ve iki B globin zincirinden olusan bu Hb oksijeni pH bagiml
bicimde (Bohr etkisi) kooperatif olarak baglar. Omurgalilar ayrica kas ve kalp
dokusunda bulunan oksijen tasima ve depolamada gorev yapan monomerik yapida
miyoglobin (Mb) tasirlar.

Son yillarda yapis1 Mb’e benzeyen fakat fonksiyonu tam olarak bilinmeyen bir
hemoglobin de (noroglobin) beyinde kesfedilmistir. Yine son yillarda kesfedilen ve
histoglobin ad1 verilen Hb’in de hiicredeki rolii tam olarak bilinmemektedir [75].
Hemoglobinin en biiyiik kismi1 protein olup bir hemoglobin (heterotetramer) molekiilii 4
demir iyonu ihtiva etmektedir. Hemoglobinin organizmada en Onemli fonksiyonu
oksijeni akcigerlerden dokulara tagimasidir. Hemoglobinin diger énemli bir fonksiyonu
da kanin en Onemli tamponlarindan biri olmasi ve pH dengesinin korunmasindaki

onemli rol almasidir [76].
1.2.1.2 Omurgasiz hemoglobinleri

Omurgalilara nazaran omurgasizlar daha farkli cesitte Hb’lere sahiptirler. Bu
Hb’ler oksijene orta diizeyden yiiksege diizeye varan affinite gosterirler ve diger bir¢ok
hemoglobinde de bulunan 2-iizerinde-2-alfa sarmal globin katlanma gosterirler.

Omurgasizlarda hemoglobinler tek alt iiniteden 144 alt {initeye kadar bir ¢ok farkl
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yapida bulunurlar. Halbuki omurgalilarda daima bunlar tetramer olarak bulunurlar, yani
4 alt tiniteden olusmuslardir. Bagirsak paraziti bir nematod olan anaerobik Asgaris’ te

b

hemoglobin bir “deoksijenaz” olarak gorev yapar ve NO’yu kullanarak kurtcuk icin
zehir etkisi yapan oksijeni detoksifiye eder [75]. Bir bocek olan Chironomus thummi
larvalart oksijence fakir kirli sularda biiyiir ve buradaki dip ¢camuru ve bentik alglerle
beslenirler. Bu larvalarin yapisinda oksijen tasiimini ve depolanmasinda rol alan 12
farkl tipte hemoglobin tespit edilmistir [77].

Derin denizlerde yasayan tiip solucani Rifria pachyptila’ nin sahip oldugu
hemoglobin hiicrede son derece yliksek bir derisimde bulunur. molekiiler agirligi 2
milyon dalton olan bu hemoglobinin hiicredeki diizeyi neredeyse insan kan hiicrelerinde
bulunan hemoglobinin yarisina yakin bir orandadir. Bu hemoglobin hem oksijeni hemde
stilfiirli ayn1 anda baglayabilecek biiytikliiktedir. Oksijen baglama ve oksijen tasima

kapasitesinin yiiksekligi nedeni ile derin denizlerdeki volkanik agizlardaki sularin

oksijenini kolaylikla baglayabilmektedir [78].

1.2.1.3 Bitki hemoglobinleri

Vaskiiler olmayan pirimitif bitkilerden angiospermlere kadar Hb’ler bitkiler
aleminde genis bir dagilim gosterirler. Yillarca sadece simbiyotik Hb’lere sahip oldugu
sanilan bitkilerin daha sonra simbiyotik olmayan ve kirpilmis yapiya sahip
hemoglobinleri de sentezledikleri belirlenmistir. Protein dizi analizleri simbiyotik olan
ve olmayan Hb’lerin birbirine 6nemli derecede benzediklerini gdstermistir. Her iki tip
Hb geni de {i¢ intron ve 4 eksondan olugmaktadir. Halbuki omurgali Hb genleri iki
introna sahiptir. Ancak, Bu iki intronun bitkilerin birinci ve {igiincii intronlart ile ayni
pozisyonda olmalar1 onlarin ortak bir atadan geldiklerini gostermektedir [75].

Her ne kadar ilk kez soya fasulyesi kok nodillerinde gozlenmis ve
ekstraksiyonlar1 yapilmigsa da, tiim bitkilerin ii¢ ¢esit Hb’den en az bir ¢esidine sahip
oldugu belirlenmistir:  kirpilmis  Hb’ler, simbiyotik ve simbiyotik olmayan
hemoglobinler. Alglerin kloroplastlarinda bulunan “kirpilmis tip Hb”ler, yiiksek
bitkilerin kok ve siirgilin gibi yapilarinda sentezlenmekte ve bu bitkilerdeki sub-hiicresel
lokalizasyonlar1 ve fonksiyonlar1 heniiz bilinmemektedir. Bu Hb’ler simbiyotik ve
simbiyotik olmayan Hb’lere goére daha kiicliik bir alfa-sarmal globin katlanmasi
gosterirler. Ayrica, bu Hb’ler simbiyotik olmayan Hb’lerden daha diisiik bir O,

affinitesi gosterirler [64].
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Kesti yarim yiizyildan daha 6ncesine giden simbiyotik hemoglobinler baz1 bitki
nodiillerinde bulunup simbiyotik azot fiksasyonunda rol oynarlar. Azotu nodiillerindeki
bakterilerle girmis olduklari simbiyotik bir iliski sonucu baglayan bitkilerin sahip
oldugu bu Hb’lere leg-hemoglobinler adi verilmistir (leg, /egumonosa). Ancak, bu
hemoglobinlerin baklagiller disindaki bitki nodiillerinde de bulunmasindan dolay1, daha
dogru olarak bunlara simbiyotik Hb’ler denmistir. Yiiksek bitkilerin azot fiksasyonu
icin bu Hb’ler birer gerekliliktir. Soya nodiillerinde konsantrasyonlari 3 mM’a varabilen
bu Hb’ler yiiksek oksijen baglama ve salma kinetikleri ile nodiillerdeki bakterilerin
cogalmasina ve bdylece azot baglamasmna katkida bulunurlar. Bakterinin azot
baglamasina (ve bitkiye vermesine) bu Hb’lerin katkisi oksijenle inhibe olan bakterideki
azot baglama ve indirgeme sistemi olan nitrojenaz enzim sistemini oksijenden korumasi
ile olur. Bu tip bitki Hb’leri biyokimyasal olarak iyi aydinlatilmistir ve son ¢alismalarla
da hiicresel mekanizmalarinin ve dokuya 6zel ekspresyonlarinin nasil oldugu yoniinde
bilgiler sunulmustur. Bitkiler aleminde fotosentez sonucu salinan molekiiler oksijen
ayrica mitokondrideki ETS zincirini de c¢alistirir. Hb’ler in vivo olarak oksijeni
ortamdan siipiirerek oksijene duyarl simbiyotik azot fiksasyon mekanizmasini oksijenin
inhibitif etkisinden korumaktirlar. Bu Hb’ler nodiillerin i¢inde yasamaya adapte olmus
endosimbiyotik bakterilere O, tasirlar [64].

Nispeten yeni kesfedilen (20 yil) simbiyotik olmayan hemoglobinler (bazen
fitoglobinler olarak da bilinirler) ise hemen biitiin bitkilerde bulunurlar. Bu
hemoglobinler bitkilerin ¢esitli organ ve dokularinda (daha ¢ok tohum, kok ve govde)
bulunurlar. Simbiyotik olmayan Hb’ler sitoplazmik olup O,’e kars1 yiiksek affinite
gosterirler. Bu Hb’ler tohum c¢imlenmesi sirasinda ve vejetatif organlarda
sentezlenmelerinin yaninda stres altindaki bitkilerde de sentezlenirler [75]. Bitkilerde
genis bir yayilhim gostermelerine ragmen fitoglobinlerin bitkilerdeki fonksiyonu tam
olarak bilinmemekte, ancak daha ¢ok hipoksik sartlarda gorev yaptiklari sanilmaktadir.
Hipoksik bitkilerde nitrik oksidin (NO) 6nemli bir metabolit olmasi, bu proteinlerin NO
seviyesinin ayarlanmasinda rolii olabilecegini diistindliirmektedir [78]. Su ana kadar 20
farkli bitki tiirtinde 30’dan fazla fitoglobin kesfedilmis ve bunlarin oksijen baglama
kinetiklerinin miyoglobine benzedigi belirlenmistir. ATP sentezini inhibe eden solunum
zinciri inhibitorleri’nin fitoglobin sentezinde artisa neden olmasi, bu proteinlerin sadece

oksijen seviyesi ile regiile olmadiklarini ortaya koymaktadir [64].
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1.2.1.4 Mikroorganizma hemoglobinleri

Son yillarda bakteri ve funguslarda fonksiyonlar1 oksijen tagima ve depolamadan
hiicre i¢i NO seviyesinin kontroliine, bakteri ve arkeiklerde ortam oksijen duyarlilifina
ve klorlanmis ¢esitli materyallerin detoksifikasyonuna kadar genis bir fonksiyon alani
olan kimerik hemoglobinler kesfedilmistir [65]. Protozoa, fungus ve bakterilerde
bulunan 6zellikle “kirpilmis tip Hb”lerin fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Bu
hemoglobinler 2-lizerinde-2-alfa sarmal yap1 gosterirler. Bu Hb’ler amino ucundaki A
sarmaldan tamamen yoksunken, karboksil ucundaki D sarmali ise sadece 3 amino asitle
temsil edilmektedir. Bu tip Hb’ler normal Hb’lerin basitce kesilmis halleri olmayip 6zel
delesyon ve substitiisyonlarla kararli bir konformasyonun kazanildigi Hb’lerdir [75]. Bu
hemoglobinler ortak kokene en yakin bulunan hemoglobinler olup, genel olarak ii¢
farkli gruba sokulurlar (Sekil 1.17). ilk grup flavohemoglobinleri icerir. Bir cesit
kimerik yapiya sahip olan bu hemoglobinler bir globin domeyni ve ayni zamanda bir
FAD-bagimli oksido-rediikto domeynini’ne sahiptirler. ikinci grup ise “kirpilmis tip
zincir” hemoglobinler olup normallerden 20-40 amino asit daha kisadirlar ve oldukga
yiiksek oksijen affinitesine sahiptirler. Ugiincii grup ise bu proteinlerin bakteriyel
orijinli olanlar1 olup en iyi bilineni Vitreoscilla hemoglobinidir. Bakteriler genel olarak
iki tip hemoglobine sahiptir. Bitki Hb’lerine benzeyen diziye sahip Hb’ler ve
flavohemoglobinler (FlavoHb). ilk bakteriyal tip Hb buradaki ¢alismada da ele alman
Vitreoscilla Hb’dir (VHD). Spektral karakteristiklerinin ve aminoasit dizisinin 6karyotik
hemoglobinine % 25’ e varan benzerliginden dolay1, hemoglobin olarak adlandirilmigstir
[64]. Hem grubunun etrafindaki gruplarin 6zel dizilimi bu proteinlerin yiiksek oksijen
affinitelerine katkida bulunur. FlavoHb’ler ise daha yaygin bulunurlar. VHb’nin tersine
FlavoHb’ler bir amino terminal globin domeyni ve FAD ve NADP' baglanma
bolgelerine sahip bir karboksil flavodomeynine sahiptirler. VHb’ nin fonksiyonu her ne
kadar hala tam olarak bilinmiyorsa da, bu hemoglobinin oksijen tagima ve depolamada
(tamponlamada) rol oynadigi sanilmaktadir. Flavin domeyninde oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarindan dolayr FlavoHb’lerin bdyle bir fonksiyonunun olmadig:
sanilmaktadir. FlavoHb’lerin daha ¢ok NO deoksigenazlar olarak davrandiklari ileri

stirilmiistiir [75].
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Sekil 1.77. Evrimsel siiregte hemoglobin geni [71].

Bakteri ve mayalarda flavohemoglobinlerin “dioksijenaz” olarak davranip NADH
bagiml aktiviteleri ile toksik NO’yu pargalayarak organizmay1 korudugu sanilmaktadir
[74]. Yapilan bir ¢alismada Bacillus subtilisin flavohemoglobini ile VHb arasinda % 56
oraninda benzerlik tespit edilmistir [79]. Bilim diinyasinin ortak goriisii, ii¢ canl
aleminde de (bakteriler, 6karyotlar ve arkeik bakteriler) dagilim gdsteren bu proteinlerin
ortak bir kdkenden orijin aldiklar1 yoniindedir. Amino asit dizisi bilinen globinlerin
filogenetik iligkileri arastirildiginda onlarin muhtemelen 3.5 milyar y1l 6nce primitif bir
arkeik bakteriden koken alabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, bdyle oldukca degisik

organizmalarda bu proteinin fonksiyonu 6nemli farkliliklar gostermektedir (Sekil 1.18).
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Sekil 1.18. Canlilarin 3 aleminde globin geni. Siyanobakterinin (c) orijini 2.6 milyar y1l, bitki (b), hayvan
(h) ve funguslarn (i) ayrilimi 1.5 milyar y1l olarak tahmin edilmektedir. Yatay oklar genel kabul gormiis
iki endosimbiyotik olay1 gdstermektedir; 1.8 milyar yil 6nce bir a-proteobakteri (d) ile bir okaryot
arasinda olup mitokondri (M) ile sonuglanan ve 1.5 milyar yil 6nce bir siyanobakteri ile bir 6karyot
arasinda gerceklesip plastidlerin (P) ortaya ¢ikmasini saglayan olay. Noktal ¢izgiler ayrilimdaki zamanin
kesin bilinmedigini ifade etmektedir. a, aquificales; e, diger bakteriler; f, algler; g, embriyofitler (kara
bitkileri); j, diger dkaryotlar; k, Crenarcheota; 1, Euryacheota [80].

1.2.2 Vitreoscilla hemoglobin geni (vgb)

Vitreoscilla Hemoglobin Geni (vgb) promotor-operatér bolge ve hemoglobini
kodlayan bolge ile toplam 648 niikleotidden olugsmaktadir. Genin promotoru oksijene
duyarli bir promotordur ve ayni zamanda katabolit baskilanma gdsterir. Promotorun
oksijene duyarli olmasini iizerinde tasidigi FNR ve ArcAB proteinlerine 6zgii dizilerden
saglar. Katabolit baskilanmay1 ise promotor {lizerinde bulunan cAMP-CRP baglanma
bolgesi saglar [81, 82]. Giiglii bir promotor olan vgb promotoru -35 korunmus dizisi
tasimaz. Ancak pribnov kutusundan 20 niikleotid geride katabolit aktivatdor protein

baglanma bolgesine benzer bir bolge vardir (Sekil 1.19.) [67, 83].

CRP ArcA
e
. JI FNR | 35 }—{ -10 I—c SD
_'_]

Sekil 1.19.  E. coli transkripsiyon sistemi tarafindan taninan vgbh promotoru. Shine-Dalgarno (SD)
bolgesi, transkripsiyon baslama bolgesi (), -10 ve -35 dizileri, ArcA, CRP ve FNR
baglanma bolgeleri. Yatay ¢izgi (—) promotorun ATG baslama kodonunundan akis-yukari
150 niikleotidlik fragmanini gostermektedir [20].
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1.2.3 VHb’nin sentezi

Vitreoscilla zorunlu aerobik oldugu halde diisiik oksijenli ¢evrelerde yasamaya
uyum saglamistir yani mikroaerofiliktir. Atmosferik oksijen miktarinin % 10’unu igeren
ortamlarda hemoglobin sentezinin 5-10 kat kadar arttig1 goriilmiistiir. Daha kritik
oksijen konsantrasyonlarinda yani mikroaerofilik sartlarda ise Vitreoscilla hemoglobin
geni (vgb) ansB geni gibi oksijenle regiile olan (Fnr ve ArcA/ArcB sistemi) bir gen
olarak, maksimum derecede uyarilmakta ve VHb hiicre i¢i konsantrasyonu 40-50 kat
artmaktadir. Boyle sartlar altinda VHb nin ortam oksijen degisimlerine karsi bir tampon
gbrevi gorerek mikroorganizmanin iireme ve c¢ogalmasinda onemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir [81, 82]. Bircok mikroorganizma icin oksijen konsantrasyonunundaki
degisimler lireme ve ¢ogalma i¢in oldukga belirleyicidir. Oksijen konsantrasyonu belli
sinirlar altina diistiigli zaman, biitlin hiicrelerin fizyolojik ve metabolik aktivitelerinde
onemli degisimler olur ve ¢cogu zaman hiicre biiylimesi durur ve hiicre pargalanmasi
olur. Bu sartlar altinda, VHb’nin hiicrelerin daha iyi c¢ogalmalarin1 sagladigi ve

metabolik aktivitelerini diizenledigi goriilmistiir [54, 84].

1.2.4 VHb’nin klonlandig1 organizmalardaki etkisi

VHb geni (vgb) E. coli [66], Enterobacter aerogenes [67], Saccharomyces tiirleri
[68] ve tiitiin bitkisi [69, 70] gibi farkli sistemlere klonlanarak, hemoglobinin bu
organizmalarin fizyolojik ve metabolik aktiviteleri lizerine etkileri aragtirilmistir. VHb
hemen hemen biitiin klonlanmis oldugu hiicrelere daha iyi bir oksijen alim ve kullanim
potansiyeli kazandirirken [67, 85, 86] bu proteinin hiicre lireme ve ¢ogalmasi lizerine

olan etkisi konusunda farkli sonuglar rapor edilmistir [74, 87, 88].

1.2.5 VHb’nin metabolik miihendislikteki potansiyeli

VHb sentezinin oksijene duyarli vgb promotoru nedeniyle, dogal konakg¢ilarinda
ve klonlandig1 organizmalarda diistik oksijenli ortamlarda yiiksek oranda gergeklestigi
ve VHb senteziyle birlikte organizmalarin biiylime ve g¢ogalmalarinin arttigi rapor
edilmistir. Ayrica tretimleri belli seviyede oksijen gerektiren gesitli metabolitler ve
rekombinant proteinler de VHb/vgh sistemi tagiyan organizmalarda onemli artiglar
gostermistir [78, 104]. Dolayisi ile endiistriyel kullanimda bu proteinin 6zellikle bazi

mikroaerobik fermentasyonlar i¢in etkili bir ajan olarak kullanilabilecegi ileri
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stirilmiigtiir. Daha Onceki calismalar Vitreoscilla hemoglobini tasiyan rekombinant
bakterilerin kontrol konakc¢ilara gore 10 kata varan daha yiiksek oksijen alimi yaptiklari
ve hiicrelerin daha okside durumda olduklarini gostermistir [104, 105]. VHb igeren
hiicrelerin kontrollere gére daha okside durumda olmalari, bu hiicrelerin daha etkin bir
solunuma sahip olmasina ve TCA gibi metabolik yollar1 ve solunum zincirini daha etkin
kullanmasina baglanmistir [105]. Bu baglamda, VHbD iceren bakterilerin kontrollerine
gore daha yiiksek bir ATP diizeyine sahip olduklari belirlenmistir. Ayrica bu
bakterilerin fermantasyondan ¢ok aerobik solunumu tercih ettikleri tespit edilmistir
[106]. vgb’nin bakterilerde 6nemli bir etkisi de metabolik yol agisindan olmustur. vgb
tasiyan bakteriler pentoz fosfat yolunu tercih etmektedirler ve yiiksek hiicre yogunlugu
gostermektedirler. Bunun sonucunda da Embden-Meyerhof-Parnas metabolik yolunu
daha az kullanmaktadirlar [107].

VHb’ nin konakgilarina sagladigi yiiksek oksijen alimi 6zelligi ile baglantili olarak
Pseudomonaslarla yapilan bazi calismalar VHb nin belirli sartlar altinda bazi aromatik
bilesiklerin yikiminmi arttirdigini gosterilmistir [108]. Yapilan baska bir ¢alismada ise
vgb klonlanmis Burkholderia sp.’de dinitrotoluen yikiminda artis sagladig: bildirilmistir
[109]. vgb klonlanmig bakterilerde rekombinant protein sentezi artmaktadir. Bu konu ile
ilgili olarak yapilan bazi ¢alismalarda vgb’nin mayalarda antibiyotik ve etanol {iretimini
arttirdig1 tespit edilmistir. Diger bir calisma ise vgbnin bazi Enterobacteriaceae
liyelerinin biitandiol ve asetoin tiretimini arttirdigini géstermistir [110].

Cevre kirliligine paralel olarak mikrobiyal habitatlara agir metal salinimi gitgide
artmaktadir. Bununla beraber mikroorganizmalarin agir metal stresi ile bas
edebilecekleri sistemlerin gelistirilmesi ¢alismalar1 da 6nem kazanmaktadir. Bu amacla
yapilan bir calismada Enterobacter aerogenes bakterisinin yabanil tipi ile vgh geni
klonlanmis Ea [pUC8:16] susu Cd’ igeren besi ortaminda iiretilmis ve Cd™ alimu,
adsorbsiyonu, biyosorbsiyon bakimindan karsilagtirildiginda Ea [pUCS8:16] susu daha
yiiksek biyokiitle degeri, daha yiiksek Cd™ alimi, daha diisiik adsorbsiyonu ve daha
yiiksek biyosorbsiyon degerleri ile dikkat ¢ekmistir. Calisma sonucunda bakteriyel
hemoglobinin agir metal detoksifikasyonunun kontrolii i¢in ¢ok uygun bir aday oldugu

bildirilmistir [111].
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Cizelge 1.2. Vitreoscilla hemoglobinin gesitli heterolog organizmalardaki etkisi

ORGANIZMA

Enterobacter aerogenes

Pseudomonas aeruginosa

Enterobacter aerogenes

Acremonium chrysogenum

Bacillus subtilis

Burkholderia sp.

Cin hamster’i ovaryum hiicreleri

Escherichia coli

Escherichia coli

Corynebacterium glutamicum
Escherichia coli
Escherichia coli

Nicotiana tabacum

Pseudomonas aeruginosa

Rhizobium etli

Saccharomyces cerevisiae
Saccharopolyspora erythraea
Serratia marcescens
Streptomyces coelicolor

Streptomyces lividans

Streptomyces rimosus

Xantomonas maltophila

Escherichia coli

‘ETKiSi

10 kata varan yiiksek oksijen kullanimi, yiiksek L-
asparaginaz sentezi

4 kata kadar yliksek L-asparaginaz sentezi

Asetoin ve 2,3-biitandiol iretiminde % 80 artis,
hiicrelerin boyle bir ortamda daha uzun siire canli
kalmalart

Sefalosporin C iiretiminde 3.2 kat artis

% 30 proteaz artigi, o-amilaz aktivitesinde % 7-15
artig ve protein saliniminda 1.5 kat artig

Biyomasta % 15, DNT par¢alanmasinda 2 kat artig

Doku plazminojen aktivatdr proteini liretminde % 40-
100 artig

L-laktamaz aktivitesinde % 61 artig

Toplam hiicre proteininde % 30, CAT aktivitesinde %
80, L-galaktozidaz aktivitesinde 40% artis

L-lizin tiretiminde % 24 artis

a-amilaz aktivitesinde 3.3 kat artig

Ferritin tiretiminde 1.8 kat artig

% 50 daha hizli ¢imlenme, artan biiyiime, % 80-100

daha fazla kuru agirlik, % 30-40 daha fazla klorofil ve
% 34 daha fazla nikotin

Canl1 hiicre sayisinda % 11 artis ve 2-5 kat daha fazla
oksijen alim1

Bakla nodiillerinde nitrojenaz aktivitesinde % 68 artig
ve % 53 daha fazla azot icerigi

Hiicre yogunlugunda 3 kat artig
Eritromaysin iiretiminde % 70 artis
Hiicre biiytikligiinde artig
Aktinorodin tiretiminde 10 kat artis

Kiiltiir sonu hiicre yogunlugunda % 50 artis

Oksitetrasiklin tiretiminde 2.2 kat artig

Canli hiicre sayisinda % 15 artis, benzoik asitin
yikiminda artis

Poli (B-hidroksi butirat) iiretiminde % 20-80 artig

‘ CALISMA

Bu calisma

Bu ¢alisma

(73]

(98]
[99,100]
(87]
[68]

[68]

[101]

[102]

[103]

33



Bu calismada ayrica cesitli endiistriyel atik ortamlarinda kullanilan bakterilerin ve
rekombinantlarinin ¢ogalma karakteristikleri ve L-asparaginaz sentez seviyeleri
calisilmigtir. Yapilan cesitli bilimsel calismalarda Endiistriyel Atiklarin degisik
sekillerde degerlendirilerek kullanildigi rapor edilmistir. Ancak bir anti-kanser
enziminin elde edilmesinde ortam olarak kullanilmalari literatiirde bir ilktir. Calismamiz
bu yoniiyle dncii ve sonraki ¢aligmalar icin bir yol gdsterici olma niteligi tasimaktadir.
Cevre kirliligini olusturan temel unsurlar evsel ve endiistriyel artiklardir. Atiklarin ¢evre
kirliligi olusturmayacak sekilde baska yerlerde degerlendirilmesi ya da pargalanarak
dogaya verilmesi ile ¢evre kirlenmesi en aza iner ve bu denli kii¢iik bir kirliligi dogal
stirecler zaten temizleyebilir. Cevre kirliligine bir biitiin olarak bakildiginda kirliligin
ortadan kaldirilmasi yerine kirlenmenin Onlenmesi en akilci ¢oziim olarak ortaya
cikmaktadir. Bu konuda son yillarda atiklarin ekonomik yonden degerlendirilmeleri 6n
planda olmaya baglamis, ¢esitli degerlendirme sekilleri Oonem kazanmistir. Son
zamanlarda atik maddelerin geri doniisiimii ¢evre dostu teknolojilerin temel hedefi
durumuna gelmistir [112].

Endiistride hammaddeler belli bir amaca gore islenirken geriye
kullanilmayan atik maddeler ortaya ¢ikmaktadir. Bunlara bu ¢alismada kullandigimiz
melas, vinas, peynir alt1 suyu ve zeytinyagi fabrikasi atik suyu 6rnek verilebilir.

Melas seker elde etmek icin seker pancarinin islenmesi sirasinda ortaya
c¢ikan koyu kahve renkli kolloidal bir atik maddedir. Seker fabrikasinda islenen her 100
kg seker pancarinda 4 kg kadar melas olusmaktadir. Igeriginde kompleks
polisakkaritler, invert sekerler, karbonhidrat olmayan bilesikler, koyu kahve renkli azot
iceren polimerik bilesikler, inorganik iyonlar, malik asit, laktik asit, formik asit, asetik
asit, propiyonik asit gibi organik asitler bulunmaktadir. Melas, ispirto ve maya
iiretiminde ayn1 zamanda kepek, saman ve kuru kiispelere eklenerek hayvan yemlerinde
de kullanilmaktadir [113].

Vinas, melastan fermantasyon yoluyla alkol iireten fabrikalarda ortaya ¢ikan
kotii kokulu koyu kahve renkli stvimsi bir atik maddedir. Uretilen her bir litre alkol igin
yaklagik oniki litre vinas olusmaktadir. Yogun organik yilikii nedeniyle dogrudan
dogruya alici ortamlara verilmesi sakincalar dogurmaktadir. Genellikle potasyum
kaynagi, sivi glibre ve hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Melas ve vinas seker
fabrikalarmin atik maddelerinden olup, bu atik maddelerin iiretimini yapan fabrikalarda
tekrar degerlendirilmesi ve ¢evre kirlilik yikiiniin azaltilmasi olduk¢a 6nemlidir[113].

Herhangi bir hayvanin siitiiniin peynir yapilmasindan sonra geride kalan siviya
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peynir alt1 suyu denir. Peynir siitiin pihtilasmasiyla yapilir. Pihtilasmadan sonra olusan
kati kisim'dan (lor) ayrilan sivi peynir alti suyudur. Bu su protein, vitamin ve
minerallerin yamsira yaklasik olarak siit laktozunun %350 sini de igermektedir. I¢inde
bulunan protein genellikle saflagtirilarak marketlerde peynir altt suyu proteini olarak
satilmaktadir. Kurutulan bu su, peynir alt1 suyu tozu olarak bilinir. Sert, yari-sert veya
yumusak peynir ve rennet kazeini iireten isletmelerden yan iirlin olarak elde edilen
peynir alt1 suyu tath peynir alti suyu olarak bilinir ve pH'st 5.9 — 6.6 arasindadir.
Mineral-asit yoluyla ¢okeltilmis kazein tiretiminden elde edilen peynir alt1 suyu asitli bir
peyniraltit suyudur ve pH's1 4.3 ile 4.6 arasindadir [114].

Zeytinyagi fabrikasi atig1 polifenoller gibi toksik maddeler igerdigi gibi, sekerler,
azotlu bilesikler, organik asitler ve atik yag gibi ticari 6neme sahip organik maddeleride
iceren bir atiktir [115]. Bu nedenle giliniimiiz fermentasyon teknolojisi i¢cinde Zeytinyagi
fabrikas1 atig1 onemli bir hammadde olma &zelligini siirdiirmektedir. Ozellikle, tek
hiicre proteini iiretimi, pektik enzimlerin biyosentezi ve anaerobik kosullarda enerji

eldesi gibi fermentasyon prosesleri bu teknolojinin en énemli uygulamalaridir [116].
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2 KAYNAK OZETLERI

Kemoterapétik ilaglarin ¢ogu dort grup icinde ele alinir: alkilleyici ajanlar, ant-
metabolitler, bitki alkaloidleri ve antitiimér antibiyotikler. Alkilleyici ajanlar yapi
olarak hardal gazina benzerler ve fonksiyonlari1 DNA’ya baglanarak onun agilmasini
ve dolayist ile replikasyonu engelleyerek yaparlar. Hiicrenin boliinmesini durduran bu
olay sonucu hiicreler apoptozise siiriiklenir ve Oliirler. Antimetabolitler (6r. 5-
flurourasil, aminopterin, 5-azasitidin ve metotreksat) DNA’nin yap1 taslar1 veya diger
Oonemli hiicre metabolitlerini taklit ederler. Boylece DNA’nin normal replikasyonunu
inhibe ederler. Bitki alkaloidleri (6r. vinblastin ve kolsisin) mitoz sirasinda olusan
mikrotiibiillerin olusumunu inhibe ederek hiicre boliinmesini engellerler. Antitimor
antibiyotikler (6r. doksorubisin, bleomaysin, mitomaysin ve sisplatin) alkilleyici
ajanlarin etki mekanizmasinda oldugu gibi DNA’ya baglanarak onun agilmasini ve
replikasyonunu engellerler. Bu maddelerin bazilar1 DNA sentezinde rol alan enzimleri
inhibe ederler. Yukaridaki dort gruba girmeyen ancak etkin anti-kanser mekanizmalari
olan kimyasal ajanlar ise bir kag¢ enzim ve hormondur. Tamoksifen kimyasal yap1 olarak
bircok meme kanseri tiirliniin ortaya ¢ikmasi i¢in bir gereksinim olan Ostrojen
hormonuna benzemektedir. Tamoksifen tiimor hiicrelerini 6ldiirmediginden diger bir¢ok
sitotoksik ilacin sebep oldugu yan etkilere de sebep olmaz. Bu hormonun etki
mekanizmasi Ostrojen reseptorlerini bloke etmesi ile olur.

Literatiirde ilk rastlanilan L-asparaginaz arastirmasi 1922’de Clementi tarafindan
yapilmistir ve bu c¢alismada kobay (Gine Domuzu) serumunun anti-kanser etkisine
deginilmistir [117]. 1953’de yayinlanan Kidd’in fareler ve siganlar iizerinde yaptigi
caligmalarda bu hayvanlarin serumlarinin lenf kanserinin ilerlemesini durdurdugu ve
gerilettigi rapor edilmistir [118, 119]. Kidd’in ¢alismasinda bahsettigi anti kanser
etkisinin esas sebebinin bu serumlarda mevcut olan bir enzim oldugunu Broome tespit
etmis ve makalesinde enzimin deaminasyon mekanizmasini yayimlamistir. Daha sonraki
yillarda yayinlanan degisik ¢calismalarda Kidd’in ¢aligmalar refere edilmistir [120-123].

Kobay (Gine Domuzu) serumundan yeterli miktarda L-asparaginazin elde edilme
stirecinin zahmetli ve maliyetli olmas1 [124], L-asparaginazi arastiran bilim adamlarini
bu enzimin elde edilebilecegi diger kaynaklari arastirmaya yoneltmistir. Alternatif
kaynak olarak mikroorganizmalar1 kullanmay1 diisiinen Mashburn&Wriston 1964°de E.

coli’den L- asparaginazi saflastirmay1 basarmis ve kobay serumundan elde edilen L-
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asparaginazla benzer etki gosterdigini yani anti tiimor etkisi oldugunu kanitlamiglardir
[124, 125]. 1966°da Yellin ve Wriston kobay serumundan L- asparaginazin iki
izoformunu saflastirmay1 basarmislardir [126]. Aymi ekip daha sonra bulunan iki
izoformdan sadece bir tanesinin antikanser etkisine sahip oldugunu bildirmistir [127].

Oettgen ve ark. ise 1967°de L- asparaginazdan insan l6semisinin tedavisi
stirecinde etkili bir anti kanser ajani olarak bahsettiler [128]. Daha sonraki ¢aligmalarda
dogal L-asparaginaz olarak tanimlanan bu enzimin insan immiin sisteminde olumsuz bir
etki olusturdugu tespit edilmistir [129]. Ilacin antineoplastik 6zelligi bozulmadan
immiinogenetik yapis1 farklilastirilarak enzimin “coupling” formu olusturulmustur. Bu
modifiye form polietilenglikol (PEG) L-asparaginaz olarak isimlendirilmistir [130,
131]. Hayvanlarda yapilan uygulamalarda ilacin dogal ve modifiye formu
karsilastirildiginda antikor olusturma 6zelliginde bir artis gozlenmistir [132]. Ayrica
baska bir ¢alisma (PEG) L-asparaginazin deaminasyon siiresinin belirgin sekilde
uzadigini rapor etmistir [133]. Daha sonraki zamanlarda L-asparagin uygulamalari i¢in
en uygun doz tespitine iligkin ¢esitli calismalar bildirilmistir [134-136].

L-asparaginaz enziminin molekiiler yapisi [2, 6, 19, 24, 25, 137], geni (ansB)’nin
bulundugu regiilon [8, 10, 19, 137-139] ve enzimin anti-ldsemik ve anti-neoplastik
klinik uygulamalar [2, 140, 141] hakkinda bir ¢ok calisma bulunmasina ragmen, bu
enzimin lretimi konusunda ¢ok az sayida ¢alisma olup, bunlar da genellikle basta E.
coli olmak {lizere birka¢ bakteri ile sinirlidir. Enzimin bakterilerde optimal iiretimi igin
kimyasal ve fiziksel sartlarin tam olarak ¢aligilmamis olmasi ve buna bagl olarak az
miktarlardaki {iretimi, bu enzimin marketteki pahali degerinin en Onemli
sebeplerindendir [12]. Bu da oldukga etkin bir onkolitik ajan olan enzimin yaygin bir
sekilde kullanimin1 miimkiin kilmamaktadir. Karbon katabolit represyon, azot ve
oksijenle ileri derecede regiile olan bu enzimin iiretimi i¢in farkli karbon, azot ve
atmosferik igerige sahip ortamlar kullanilmis, farkli bakterilerde ve hatta bir bakterinin
ayni tiiriinde bile farkli sonuclar elde edilmistir [10, 11, 13]. Glukoz bu enzimin
tiretiminde en yaygin kullanilan karbon kaynagi olmasina ragmen, bazi bakterilerde
yiiksek katabolit inhibisyon seviyesine sahiptir [10, 11, 13]. Bu nedenle uygun karbon
ve azot kaynaklarinmi tespit etmeye yonelik caligmalar sinirli sayida bakteri tiirii ile
yapilsa bile, bu enzimin ticari 6l¢eklerde iiretimi icin bir gerekliliktir [10, 12]. L-
asparaginazin oksijenle regiilasyonu konusunda da tutarli sayilamayacak sonuglar rapor
edilmigtir [11]. Ancak bunlarin nedeni tam olarak tespit edilememistir. Bu konuda

yapilmis olan bir calismada Enterobacter aereogenes’in L-asparaginaz liretimi icin
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gerekli olan besin ve oksijen kosullar1 ¢alisilmis ve bu enzimin iiretimi i¢in en uygun
karbon ve azot kaynaklar1 belirlenmeye ¢alisiimistir. Bu ¢alismadaki bulgulara gore, en
iyl karbon kaynagi olarak sodyum sitrat, en iyi azot kaynagi olarak da diamonyum
hidrojen fosfat belirlenmistir ve bu bakteride L-asparaginaz liretimine yonelik nitrojen
katabolit baskisinin olmadigi saptanmustir [10].

L-asparaginaz geni (ansB)’nin indiiksiyonu ve represyonu cesitli transkripsiyon

faktorlerini iceren kompleks mekanizmalar ile kontrol edilmektedir; Buna bagli olarak
da L-asparaginaz sentezi karbon, azot kaynagi ve oksijen gibi besinsel ve cevresel
faktorler tarafindan diizenlenmektedir [142, 143]. E. coli’den elde edilen L-
asparaginazin (FNR) proteini, (ArcA) ve (CRP) ile pozitif regiile oldugu ve dolayisi ile
enzimin sentezinin anaerobiosis ile indiiklenirken glukoz gibi katabolik represorle
baskilandig1 saptanmustir [19, 20, 143]. Glukozun bir ¢ok gram-negatif bakteride ansB
geni lizerinde karbon katabolit represyon gosterdigi ve karbon katabolit represyon
seviyesinin bakteriden bakteriye farki oldugu ve bazi bakterilerde bu cesit represyonun
olmadigi da rapor edilmistir [10, 22]. Benzer durum enzim sentezinin oksijenle
regiilasyonu i¢in de rapor edilmis, bazi calismalarda ayni bakteride oksijen enzim
sentezini indiiklerken diger ¢alismalarda baskiladig1 belirtilmistir [10, 138, 139].
E. coli’de L-asparaginaz sentezi lizerine glukozun etkisinin calisildigi bir bagka
calismada [53], % 5’lik glukoz igeren biiylime ortaminda enzim sentezinin hemen
hemen tamamen baskilandig1 saptanmistir. Burada, L-asparaginaz sentezini inhibe eden
tek faktoriin, glukozun neden oldugu hiicre i¢ci cAMP seviyesindeki azalis olmadigi,
olusan asit ortaminin da bunda etkili oldugu ileri siiriilmiistiir. Enzim sentezinin azotla
regiilasyonu konusunda ise, ¢dziinilir azot kaynagi olarak L-asparagin, L-glutamin ve L-
glutamik asit gibi amino asitler ve iire enzim sentezini stimiile ederken, amonyum
bilesiklerinin enzim sentezini baskiladigi tespit edilmistir [85, 143, 144]. Bu konuda
farkli ¢caligmalarda bildirilmistir [145]. Bu baglamda, bir ¢alismada glukoz ve amonyum
iyonlarinin ortama eklenmesi ile L-asparaginaz iiretiminin baskilandigi belirlenirken
[54], Klebsiella aerogens ile yapilan benzer bir ¢alismada ise glukozun bu bakteride L-
asparaginaz tiretimini inhibe etmedigi gorilmiistir [22].

Atmosferik oksijen iceriginin L-asparaginaz sentezi {izerine olan etkisi konusunda
da karbon ve azot kaynaklar1 gibi farkli sonuglar rapor edilmistir. Baz1 bakterilerde iyi
bir havalandirma L-asparaginaz sentezini indiiklerken [10], diger bakterilerde
baskiladig1 gézlenmistir [9, 11, 14, 146]. Ornegin, E. coli’de enzim sentezinin anaerobik

kosullarda aerobik kosullardakinden 100 ile 1000 kat kadar daha fazla oldugu rapor
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edilirken [14], aymi1 bakteri ile yapilan bir baska calismada artan erimis oksijen
seviyesine paralel olarak L-asparaginaz sentezinin de arttig1 gosterilmistir [56].

Bu aragtirmada c¢alisilmis olan L-asparaginaz kanser kemoterapisinde yaygin
olarak kullanilan baslica enzimdir. Sadece bazi gram-negatif bakterilerde bu aktivitesi
ile bulunan enzimin etki mekanizmasi L-asparagin bakimindan oksotrof olan kanser
hiicrelerinin eksojen kaynakli bu amino asitten yoksun birakilmasina dayanir. Etkin bir
L-asparagin sentetaz enzimine sahip olduklarindan bu amino asit bakimindan prototrof
olan normal hiicreler boyle bir uygulamadan etkilenmezler.

Bu caligmada endiistriyel 6nemi biiyiik olan L-asparaginazin ayni gruba giren
farkli bakteriler tarafindan iiretiminin optimizasyonu i¢in gerekli fiziksel ve kimyasal
kosullar aragtirtlmigtir. Bunun i¢in vgb klonlanmis ve bu enzimi iiretme yetenekleri ile
bilinen Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter aerogenes ve ayrica ansB geni
klonlanmig ve bizim klonlamis oldugumuz E. coli HB101 [pAHZ12] ve Enterobacter
aerogenes [pB-PGA] bakterileri kullanilmistir. Ozellikle, enzimin oksijen ve karbon
katabolit represyonu konusunda ¢ok farkli sonuglar rapor edilmistir. Ornegin, birbirine
yakin bakteri tiirleri iizerinde yapilan bazi ¢aligmalarda oksijenin bu enzimin tiretimini
baskiladig1 rapor edilirken, digerlerinde oksijenin enzim iiretimini arttirdigi yoniinde
bulgular vardir. Etkin bir oksijen alim sistemi ile donatilmis rekombinant bakterilerin
boyle tartismali bir konuya agiklik kazandiracag siiphesizdir. Bu ¢calismada, bakterilerin
cesitli karbon ve azot kaynaklari igeren fakir ve zengin besi ortamlarinda, degisik pH
ve sicaklik kosullarinda kiiltivasyonlar1 yapilarak, enzim iiretiminin regiilasyonu
calisgtlmistir. Ayrica, rekombinant bakterilerde bu regiilasyonun nasil oldugu da

karsilastirmal1 bigcimde arastirilmistir.
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3 MATERYAL ve METODLAR
3.1 Kimyasal ve Ayiraclar

Bu ¢alismada besiyeri hazirlamasinda kullanilan kimyasallar, plazmid izolasyonu,
agaroz jel elektroforezi uygulamalarinda kullanilan kimyasallar ve trikloroasetik asit,
sodyum dihidrojen fosfat, amonyum klorid, potasyum fosfat (KP1i), tris-HCI, fosforik
asit, Nessler Ayirac1 kimyasallar1 olan Hgl,, KI ve NaOH analitik saflik derecesinde

olup Sigma sirketinden temin edildi.
3.2 Kullanilan Bakteriler, Stok Kiiltiirleri ve Besi Ortamlari

Bu calismada L-asparaginaz enzimi iiretmeleri ile bilinen g¢esitli gram negatif
bakteriler (Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa) ve bu
bakterilerin Vitreoscilla hemoglobin geni (vgb) veya L-asparaginaz geni (ansB) tasiyan
rekombinant suslar1 kullanildi. Bu bakterilerden E. coli-JM103 susu ve yine bu
bakterinin ansB geni igceren HB101 susu kullanildi. Bu rekombinant sug ekibimize Prof.
Socorro-Duran Vargas (Departamento de Biotecnologia, Instituto de Investigaciones
Biomedicas, Universidad Nacional Autonoma de Mexico) tarafindan saglandi ve detaylh
ozellikleri asagida (3.3. Kullanilan Klonlar) belirtildi. E. aerogenes (NRRL B-427) ve
P. aeruginosa (NRRL B-771) Amerikan Tarim Bakanligi (USDA Culture Collection,
Peoria, Illinois, USA) kiiltiir koleksiyonundan saglanmislardir. E. aerogenes’in vgb™ ve
vgb" suslar1 kendi laboratuarimizda elde edilen rekombinantlar olup sirasi ile Ea[pUC8]
Ea[pUC8:15] olarak bilinmektedir [147].

P. aeruginosa’nin transpozon dayali vgh+ susu (PaJC) Prof. Benjamin C. Stark
tarafindan saglanmistir (Illinois Institute of Technology, Chicago Il, USA). Her iki
bakterinin rekombinant suslariin detayli karakteristikleri asagida (3.3. Kullanilan
Klonlar) verilmistir. E. aerogenes’e ansB geni klonlamada kullanilan pB-PGA plazmidi
Prof. Klaus-Heinrich R6hm (Philipps-Universitat, Institut fiir Physiologische Chemie,
Marburg, Germany) tarafindan saglanmis ve bu vektoriin detayli tanimi takip eden iki
alt konuda yapilmistir.

Ea[pUCS8:15] susu 665 baz ciftine sahip pUC8 plazmidinin multi klonlama
bolgesindeki Hind III restriksiyon bdlgesine yaklasik 2.3-Kb’lik promotoru ile beraber
vgb geni tasiyan Vitreoscilla genomik fragmani klonlanmasi ile olusturulmus bir

rekombinant bakteri susudur. [pUC8:15] plazmidinin biiyiikligi yaklasik 5-Kb’dir.
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3.2.1. Cahismada kullanilan besi ortamlarinin hazirlanmasi

Bu c¢alismada zengin besi yeri olarak LB, TB, SOB, melas, vinas, zeytinyagi
fabrikas1 atig1, peynir alti suyu ve smirli bir besinsel degeri olan yar1 sentetik (MMY)
besi ortamlar1 kullamildi (Cizelgeler 3.1.-3.5). Bu besi ortamlarmin igerigi ileriki
sayfalarda tablo halinde verilmistir. Besi ortamlarinin pH’lar1 yaklasik olarak 7.0
ayarland1 ve 125 ml kapasiteli erlenlerde 20 ml besi ortam1 olacak sekilde 25 dakika

stiresince otoklavda 120 °C’de 1 atm basingta otoklav edildi.

Cizelge 3.1. Kullanilan besi ortamlar1 ve igerikleri (g L™)

Lauria Broth (pH 7.5)

Pepton 10
NaCl 10
Maya ozt 5
Tripton 12
Maya oziitii 24
K,HPO, 2
KH,PO, 9.4
Bakto-tripton 12
NaCl 10
Pepton 10
Maya ozt 5
FeSO,.7H,0O 0.01
KCI 0.5
K,HPO, 1.0
Maya 0.5
Ozutu
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Cizelge 3.2. Melasin icerigi (g L I

(NH4),S0,4 5
Na,S04 4.13
KH,PO, 25.993
CaCl, 2.8
MgSO4.7H20 0.7
FeSO,.H,0 0.040
MnSO4.H,0 0.017
ZnSO4.H,0 0.021
CuS0,4.5H,0 0.00152
Pepton 2.67
H;BO; 0.01
Pantotenik asit 0.0010
Inosit 0.125
Pridoksin 0.006
Biotin 0.00025
Siiksinik Asit 0.5
Laktik asit 10.0
Biitirik asit 0.0
Propiyonik asit 0.0
Asetik asit 2.8
Gliserol 52
Etanol 5.0
Siilfat 2.9
Toplam azot 39
Askida kati 6.4
Toplam kat1 98.4
BOIi 60
KOIi 70
Renk Koyu
PH 4.89
Cizelge 3.4 Zeytinyag1 atiginin icerigi (g L-1)
Bilesenler

Kuru madde (%) 12.0
Organik maddeler (%) 10.5
Mineraller (%) 2.5
Organik bilesenler (%)

Seker 5.0
Protein 1.2
Organik asitler 0.7
Polialkoller 1.8
Pektinler,tanenler 1.0
Polifenoller 1.0
Lipidler 0.1
Mineral bilesenler (ppm)

P 500

K 3000
Ca 350
Mg 200
Na 450
Fe 35

pH 4.5-5
K.O.Il 90-100



Cizelge 3.5. Peynir alt1 suyunun icerigi (g L)

Kuru madde (%) 3.695
Su (%) 96.30
Yag (%) 0.1
Yagsiz Kuru madde (% ) 3.595
Asitlik (%) 0.334
pH (%) 5.10
Protein (%) 0.880
Kiil (%) 0.469
Laktoz (%) 3.60
N (%) 0.137
P (ppm) 36.30
Fe (ppm) 0.820
Zn (ppm) 4316
Mn (ppm) 0.70
Mg (ppm) 41.75
K (ppm) 948.5
Ca (ppm) 280.4
Na (ppm) 233.8

3.2.2. Bakteri stoklarimmin hazirlanmasi

Calismada kullanilan bakterilerin uzun siireli stoklar1 % 20 gliserol (v/v) i¢eren
stvi Lauria-Berteni (LB) besi ortami i¢inde hazirlandi. Bunun i¢in konakg1 bakteriler (.
coli, E. aerogenes ve P. aeruginosa) sivi LB, bunlarin rekombinantlart olan
Ea[pUC8:15], Ea[pB-GA], E. coli[pAHZ12] 100 pg/ml amfisilin ve PaJC ise 500 pg/ml
kloramfenikol iceren LB ortamma ekim yapildi ve gece boyu (15 saat kadar) 37 °C,
calkalamal1 kosullarda (200-rpm) su banyosunda inkiibe edildi. Bu kiiltiirlerden 1 ml
alinarak eppendorf tiiplerine transfer edildi ve 10,000-rpm’de 5 dk. oda sicakliginda
santrifiij edilerek peletlere 800 ul LB ve 200 ul gliserol eklenerek hafif¢e vortekslendi.

Bu sekilde hazirlanmis olan hiicre siispansiyonlar -20 °C’de muhafaza edildiler.
Bu sekilde hazirlanan stoklarda hiicrelerin 2 yi1l kadar canliliklarii koruduklari
belirlenmistir. Ancak, her ¢alismada kullanilan bakteriler bu stok kiiltiirlerden degil, LB
ve rekombinantlar i¢in LB amp + antibiyotik iceren agar plakalar lizerine ekilen + 4
°C’de muhafaza edilen ve 1 ay1 ge¢gmeyen hiicrelerden taze pasajlar alinarak yapildi. L-

asparaginaz sentezinin ¢alisildigi hiicre kiiltiirleri de bu pasajlardan alindi.

3.2.3. Kullamilan vgb klonlar

Bu calismada kullanilan E. aerogenes’in vgb rekombinant bu geni bir pUC

plazmidi iizerinde tasirken (Sekil 3.1), P. aeruginosada ise ayni gen transpozon bagimli
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bir rekombinasyonla (Sekil 3.2) bakterinin kromozomuna entegre edilmistir. E.

aerogenes’in vgbt rekombinanti “Ea[pUC8:15]” olarak adlandirilmaktadir [147].
Ea[pUC8:15] susu 665 baz ¢iftine sahip pUCS plazmidinin multi klonlama bolgesindeki
Hind III restriksiyon bolgesine yaklasik 2.3-Kb’lik promotoru ile beraber vgbh geni
tastyan Vitreoscilla genomik fragmani klonlanmasi ile olusturulmus bir rekombinant

bakteri susudur. [pUCS:15] plazmidinin biiytikliigl yaklagik 5-Kb’dir.

Hind III Hind I1I

Sal 1

./

Sekil 3.1. pUCS:15 plazmidinin olusturulmasi [146].

PaJC olarak adlandirilan vgbh™ susu P. aeruginosa’min kromozomuna homolog
rekombinasyon yolu ile tek kopya halinde vgh entegre edilerek  olusturulmus bir
rekombinant bakteri susudur [148]. pUCS8:16 plazmidindeki 1.4-kb uzunlugundaki
Vitreoscilla fragmenti HindIIl and BamHI R.E ile kesilip pUCI18 plazmidinin Notl
bdlgesine yerlestirilmis ve bu fragment daha sonra Notl Restriksiyon enzimi ile pUT-
miniTn5(Cm)’in ayn1 Notl bolgesine yeniden transfer edilerek pUT-mini Tn5:vgh-Cm
Transpozon / Transpozaz sistemi olusturularak P. aeruginosa’min kromozomuna

vgb nin entegrasyonu saglanmustir.
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Sekil 3.2. Transpozon / Transpozaz sistemi (pUT-mini Tn5:vgb-Cm) [ 148 ].

3.2.4. Endiistriyel atiklardan L-asparaginaz iiretimi

Calismanin bu kisminda ¢esitli endiistriyel atiklarin besi ortami olarak kullanildigi
ortamlarin L-asparaginaz sentezi iizerine etkisi ¢alisildi. Bu besi ortamlari baslica melas,
vinas, zeytinyagi fabrikasi atigi (ZYFA) ve peynir alti suyu (PAS)’dur. On
caligmalarimizdan bakterilerin bu atiklarin hangi konsantrasyonlarinda ¢ogalabildikleri
arastirildi ve bunun sonucunda melas % 1, vinas % 5, ZYFA %5 ve PAS % 10’luk
olacak sekilde hazirlandi. Bakterilerin bu ortamlarda kiiltiirii yukarida azot ve karbon
kaynaklarinin kullanildigt MMY ortaminda oldugu gibi yapildi ve 24 saat inkiibasyon
periyodunun sonunda kiiltiirlerin enzim aktiviteleri, biyokiitleleri, kiiltiir pH degisimi ve

kiiltiir ortamina salinan amonyak miktar1 6l¢tildii.

3.3 Klonlama Cahismalari

L-asparaginaz sentezinin degisik kimyasal ve fiziksel sartlar altinda nasil
etkilendigi bu enzimi iiretmeleri ile bilinen bakteriler ve ansB rekombinantlari

kullanilarak yapildi. Ayrica, klonlanmis oldugu bakterilere etkin bir oksijen alim ve
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kullanim potansiyeli kazandirdigir bilinen Vitreoscilla hemoglobinin varliginda bu
enzimin ayn sartlar altinda nasil regiile oldugu arastirildi. Bu calismada iki ¢esit ansB
klonu kullanildi. Birincisinde ansB geni igeren bir vektor tarafimizdan E. aerogenes’e
klonlandt ve bu rekombinantin (Ea[pB-PGA]) L-asparaginaz {iiretim kapasitesi
karsilastirmali olarak calisildi. Ikinci ansB rekombinant sisteminde ise calismalar bu

geni yine bir vektor (pAHZ12) araciligi ile i¢cinde bulunduran E. coli ile yapildi.
3.3.1 Plazmid transformasyonu ve rekombinantlarin se¢ilimi

E. aerogenes’e ansB geni klonlanmasi tarafimiza Prof. Klaus-Heinrich R6hm
(Philipps-Universitat, Institut fiir Physiologische Chemie, Karl-Von-Frisch-StraMe, D-
35033 Marburg, Germany) tarafindan génderilen ve bu geni {izerinde tasiyan pB-PGA
plazmidi (Sekil 1.13) ile yapildi. Plazmid bir membran filtreye emdirilip steril bir filmle
kaplanarak posta ile tarafimiza saglanmistir. Membran steril bir ortamda parcalara
kesilerek 200 pl TE tamponu igeren bir eppendorf tiipline konuldu ve narin bir
calkalama ile emdirilmis DNA’nin soliisyona ge¢mesi saglandi ve transformasyon bu
solisyondan 1-10 pl alinarak gerceklestirildi. Klonlama yapilmis bakterilerin uygun
vektorii tasidiklart hem antibiyotik (amfisilin) secilim ve hem de plazmid izolasyonunu
takiben gergeklestirilen plazmid restriksiyon haritasi ile kanitlandi. Olusturulmus olan

ve pB-PGA plazmidi tasiyan rekombinant sus “Ea[pB-PGA]” olarak adlandirildi.
3.3.1.1 Kompetan hiicre olusturulmasi

Kompetan hiicre olusturulmasi (hiicrenin eksojen kaynakli bir DNA molekiiliini
icine almasi i¢in yapilan islem) standart CaCl, yontemi [149] ile asagidaki protokol
cercevesinde gerceklestirildi.

1. Gece boyunca (15-18 saat) 37 °C 200 rpm’de kiiltiiri yapilan hiicrelerden 100 pl
ornek (inokulum) alinarak 20 ml LB iceren erlenlere ekim yapildi ve bu kiiltiirler yine
calkalamali sartlarda (200 rpm) ve 37 °C’de Agoo degeri yaklasik 0.4-0.5 olana kadar
inkiibe edildi.

2. Yukaridaki optik yogunluga ulasan erlenler bir buz kabina gomiilerek 10 dk.
bekletildikten sonra, sogutmali (4 °C) santrifiijde 14,000 rpm’de 4 dk. santrifiij edilerek

peletler muhafaza edildi.
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3. Toplanan pelete 10 ml soguk 0.1 M CaCl, eklenerek 30 dk. buz iistiinde
tutulduktan sonra 4 °C, 14.000 rpm’de yine 4 dk. santrifiij edildi ve yine pelet muhafaza
edildi.

4.  Toplanan pelet 2 ml soguk 0.1 M CaCl, iginde siispanse edilerek transformasyon

icin hemen kullanildi ya da 18 saati gegmeyen bir siire i¢in 4 °C’de sakland.
3.3.1.2 Hiicrelerin transformasyonu

Yukaridaki sekilde elde edilen kompetan hiicrelere ansB geni tasiyan pB-PGA
plazmidinin aktarimi (transformasyonu) literatiirdeki standart “is1 soku” protokoliine
gore asagidaki sekilde yapildi[148].

1.  Yukarida elde edilen hiicre ve CaCl, siispansiyonundan 200 pl eppendorf
tiiplerine alinarak buz tistiinde 5 dk. inkiibe edildi.

2. Siispansiyonun iizerine 0.1-1 pg DNA igeren 1-10 pul DNA soliisyonu eklendi ve
buzda 30 dk. bekletildi.

3. Tipler 42 °C’deki bir su banyosuna alinarak 50 sn. tutulduktan sonra tekrar buza
gomiilerek 2 dk. bekletildi.

4.  Tipler 800 pl LB eklenerek hafifce galkalandiktan sonra 37 °C’de 30-90 dk.
inkiibe edildiler.

5. Hiicreler amfisilin (100 pg/ml) igceren agar petri kaplarina 100 ul olarak transfer

edilerek cam c¢ubukla yayildiktan sonra inkiibatére kaldirilarak en az 24 saat siire ile

inkiibe edildiler.
3.3.1.3 Rekombinant klonlarin se¢ilimi

Etrafinda satellit (uydu) koloniler tasiyan rekombinant kolonilerin bu uydu
kolonilerle gozle goriilebilir bir biiyiikliige ulagmalarinin en az 18 saatlik bir
inklibasyonu  gerektirdigi  belirlenmistir. ~ Rekombinant  kolonilerin  sahte
rekombinantlardan ayrilimi onlarin antibiyotik ortamda satellit olusturmalar1 ile
belirlenir. Etraflarinda kendi biiytlikliigiiniin 1/10-1/100 kadar daha kiiciik koloniler
iceren ortadaki ana koloni igne 6ze ile alinarak 20 ml LB-amp (100 pg/ml amfisilin
icren LB ortami) ortamina ekim yapildiktan sonra ¢alkalamali kosullarda (200-rpm) 37
%C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi ve bu kiiltiirlerden plazmid izolasyonu

yapildi.
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3.3.14 Plazmid izolasyonu ( miniprepler )

Yukaridaki sekilde secilimi ve cogaltilmasi yapilan rekombinant kolonilerden
plazmid izolasyonu standart alkali lizis yontemi kullanilarak yapildi [143]. Yaklasik 30
yil énce gelistirilen bu yontemle 1 pg plazmid DNA’s1 ile 5 x 10° - 2 x 107 transformant
elde edilebildigi bildirilmektedir. Hiicrelerden plazmid izolasyonu i¢in Cizelge 3.6°de

verilen ¢ozeltiler kullanildi.

1.  Gece boyunca inkiibasyonu yapilan kiiltiirlerden 1.5 ml bir eppendorf tiipe
aktarilarak 13,000-rpm’ de 30 sn. santrifiij edilerek siipernatan atildi ve pelet
plazmid izolasyonu i¢in kullanildu.

2. Pelet 100 ml soguk Cozelti I ile sulandirilip 30 sn. vortekslendikten sonra iizerine
200 ml Cozelti I (160 ml NaOH+ 40 ml SDS) eklenip tiip alt-iist edildikten sonra
10 dk. buz i¢inde bekletildi.

3. Karisima 150 ml soguk Cozelti 111 eklenerek tekrar vortekslendi ve buzda 15 dk.
bekletildi.

4.  Karisim 13,000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve siipernatan temiz bir tiipe
aktarildi.

5. Siipernatana esit hacimde fenol:kloroform eklenerek vortekslendikten sonra 2 dk.
13,000 rpm'de santrifiij edildi ve siipernatan temiz bir tiipe alindi.

6.  Siipernatan iizerine iki hacim saf alkol eklenerek buz {izerinde 15 dk.
bekletildikten sonra karigim 13,000 rpm'de 5 dk. santrifiij edilerek DNA (plazmid)
coktirtldi.

7.  Eppendorflar1 agz1 5 dk. acik birakilarak kurutulma islemi yapildiktan sonra pelete
%70’1ik soguk etanol eklenerek yikandi ve tekrar 13,000-rpm'de 5 dk. santrifiij
edilerek plazmid DNA’s1 ¢oktiirtildii.

8. Siipernatan uzaklastirip pelet (DNA) kurutuldu.

9.  Pelet 10 pl steril TE tamponu eklenerek ¢oziildii. Bu DNA soliisyonu restriksiyon

haritalama i¢in kullanildi.
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Cizelge 3.6. Alkali Lizis Yontemi ile hiicrelerin parcalanmasinda kullanilan ¢ozeltiler [149]

1. CozeltiI 2. Cozelti IT 3. Cozelti I11

50 mM Glukoz 0.2 N NaOH 60 ml 5 M Potasyum asetat
25 mM Tris.HCI % 1 SDS 11.5 ml Glasiyel asetik asit
(pH 8.0)

10 mM EDTA 28.5 ml H,O

(pH 8.0)

3.3.1.5 Agaroz jel elektroforezi

Uygun restriksiyon enzimleri ile muamele gérmiis yukaridaki plazmid (pG-BGA)

icin agaroz jel elektroforezi standart metotlar kullanilarak yapilmistir [148]. Jel

hazirlama ve yliriitme tamponu 5X stok TBE tamponunun 1X’e diliie edilmis halinden

olugmaktadir (1 litre 5X stok TBE tamponu: 54 g Tris baz (pH 8.3), 27.5 g borik asit, 20

ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)). Jellerin hazirlanmasi ve yiiriitiilmesi genel olarak asagidaki

protokole gore yapilmistir.

1.

Jeller icin 50 ml 1X TBE tamponuna % 1.5 (w/v) agaroz ilave edildi ve
mikrodalga firinda agaroz tamamen eriyip soliisyon berraklagincaya kadar
kaynatildi. Soliisyon 1sis1 60-70 °C diisince 10 mg/ml etidyum bromid stok
sollisyonundan 30 pl eklenerek hava kabarcig1 veya kopiirme olmayacak sekilde
hafifce karigsmasi saglandi.

Temiz ve kuru bir jel dokiim kalibina (15 x 15 cm, Biorad) tarak dislerini
kapatacak kalinlikta yukaridaki jel soliisyonundan dokiilerek yaklasik 20 dk.
beklendi.

Jel, dokiim kalibi ile beraber jel yiiriitme tanki i¢ine alinarak taraklar ¢ikarildi ve
jeli yaklasik 0.5 cm kapatacak miktarda jel yliriitme tamponu tanka dolduruldu.
Restriksiyon enzimi ile muamele goérmiis plazmid DNA’st ve yine uygun
restriksiyon enzimleri ile Onceden kesilmis lambda (A) DNA’st uygun
kuyucuklara eklenerek sabit voltaj (40-50 Volt) ve akimda (20-25 mA) jel
elektroforeze tabi tutuldu.

Jelin yiiriitiilmesi bromfenol mavisi uygun uzakliga ilerleyene kadar (genellikle 4-
5 saat) siirdiiriildi.

Jeldeki DNA bantlagma motifi UV 1sikta floresan 151k yayan Etidyum bromiir ile
belirlendi. Bu boyanin DNA’ya baglanarak (interkalasyon) 300 nm UV g1k
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altinda emisyonu (1s1k yaymasi) DNA bantlarinin bulunduklar1 pozisyonlarda
goriinmelerini ve fotograflanmalarini miimkiin kilar.

7.  Boyama isleminden sonra jel ylizeyi ¢ok koyu boyandig: takdirde, bantlar1 net
olarak gorebilmek icin jel bir plastik kap i¢indeki suya daldirild1 ve fazla boyadan
armdirildi [148].

8. Yukaridaki sekilde hazirlanan jelin fotograflar1 ¢ekilerek, jel iizerindeki plazmid
DNA fragmanlari (bantlari)nin biiytikliikleri (baz c¢ifti sayis1 veya kilobaz olarak),
restriksiyon fragman biiytlikligl bilinen A DNA’s1 standart egrisinden bulundu.

3.4 Bakterilerin kiiltiirii

Bakteri kiiltiirleri taze pasajlardan alinan kolonilerden yapildi. Bunun igin,
pasajlardan bir koloninin bir kismi1 6ze ile alinarak 20 ml LB iceren 125 ml kapasiteli
erlenlere ekim yapildi ve gece boyunca calkalamali kosullarda (200-rpm) 37 °C’de
inkiibe edildi. Bu gece kiiltiirlerinden yeni besi ortamlaria 1/100 inokulum (6r., 20 ml
LB igeren erlenlere 200 ul gece kiiltiirii) transfer edilerek, enzim sentezi ¢caligmalari i¢in

degisik kiiltiir kosullar altinda inkiibasyona birakildi.
3.4.1 Biyokiitle dl¢iimii

Hiicre kiiltlirlerinde ¢ogalma indikatorii olarak toplam ortam tiirbiditesinin optik
densitesi (Agoo) kullanildi. Agoo > 0.5 oldugunda kiiltiirler uygun sekilde (1/5 veya 1/10)
diliisyon yapilarak Agy degerleri kaydedildi.

3.4.2 Bakterilerin oksijen alimi

Oksijen 6l¢iim deneyleri YSI 5331 standart oksijen probu ile yapildi. Bu sistem
Su Banyosu- Polografik Probu tasiyan cam ornek haznesi (kiivet) ve Oksijen Monitorii
olmak iizere ii¢ kisimdan olugmaktadir. Prob Clark Tip bir oksijen probu olup komple
polarografik bir 6zellik gosterir. Probun ucuna sarili ince bir membran elektrotlar
bulunduklar1 ¢evreden ayirmaktadir. Membran gazlara gecirgen olup probun yiizeyi ile
temas halindedir. Uygun bir voltaj elektrotlara uygulandigi zaman oksijen katod ile
reaksiyona girer ve bir akim olusur. Akimin oran1t membrandan gegen oksijen miktari
ile iligkilidir. Dolayis1 ile prob esasen oksijen basincini olger. Oksijen katodda hizlica

tilketilirse membran i¢indeki oksijen basincinin sifir oldugu kabul edilir. Boylece
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oksijen basinct arttigt zaman daha ¢ok oksijen membrandan difiize olur ve
elektrotlardan daha ¢ok akim geger. Diisiik basing ise diisiik akima sebep olur.

Polografik probun oksijeni tiiketmesi asagidaki reaksiyona gore olur:

O, + 2H,O + 4e = 4 OH

Prob tarafindan tespit edilen oksijen harcanim orani elektrotlar tarafindan tretilen
akimla direkt iligkilidir. Bir mikro amperlik prob akimi prob tarafindan tiiketilen
8.3x10"" gr Ou/sn oksijene denk gelir. Bu standart oksijen probu 37°C’de ve havada
0.33 pamper akim saglar. Probun kalibrasyonu oksijen icerigi bilinen bir tampon sistemi
(0.1 M potasyum fosfat, pH 7.6) ile yapildi. Bu tampon bir manyetik karistirict araciligi
ile yaklasik 400-rpm hizda gece boyunca karistirilarak oksijene doyuruldu. Oksijen
monitori hiicrelerin kondugu kiivetlerin etrafini saran bir su banyosu ile desteklendi.
Degisik bakteriler i¢in su banyosunun 1sis1 Ol¢iimler oncesi kalibre edildi. Bakteri
siispansiyonlar1 ve kalibrasyon tamponunun kondugu kiivetlerdeki 1s1 bu kiivetlerin
etrafinda sirkiilasyon yapan suyun 1sis1 ile ayn1 oluncaya kadar bu kiivetlerin igindeki
manyetik karistiricilarla karistirildi. Bakterilerin oksijen tiiketim hesaplar1 4 ml havaya
doyurulmus potasyum fosfat tamponunun bulundugu kiivete goére yapildi. Bu kiivette
oksijen seviyesi % 100 kabul edilmektedir ve bakterilerin eklendikleri ortamda sebep
olduklar1 % oksijen diisiisii onlarin oksijen alim gii¢leri olarak ifade edilmektedir.

Hiicrelerin oksijen kullanimlarinin tespitinde kullanilan bu yontem uygulanirken
inokiilasyonun 6., 9. ve 12. saatlerinde 6rneklerden 5’er ml hiicre kiiltiirii alind1 ve oda
isisinda 5000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Daha sonra peletler Agoy degerlerine
bakilarak esit OD’de gece boyunca oksijene doyurulmus 0.1 M potasyum fosfat
tamponunda yeniden siispanse edildi. Bu siispansiyondan 1 ml alinarak probun kiivetine
konmus olan 3 ml havaya doyurulmus potasyum fosfat tamponuna eklendi. Kalibrasyon
probuna (4 ml potasyum fosfatin bulundugu kiivette bulunan prob) gore, érneklerin yani
bakteri siispansiyonlarinin bulundugu kiivetteki belli zaman araligindaki (genellikle 5
dak) % oksijen azalmasi1 kaydedildi ve bakterilerin oksijen alim oranlari hesaplandi.
Havaya doyurulmus yukaridaki potasyum fosfat tamponunun oksijen konsantrasyonu 25
°C’de 250 umol/L, 32 °C’de 233 pumol/L, 37 °C’de 218 pmol/L’dir. Bakterilerin oksijen
alim yetenekleri E. coli i¢in 25 °C, E. aerogenes igin 37 °C ve P. aeruginosa iginse 32
°C’de asagidaki formiile gore belirlendi [152].

R= Numol / Litre x (4/1000)L x D/VT
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Burada;

R= Bakteri basina tiiketilen oksijen miktarini

N= Bakteriye 6zgii sicaklik derecesinde tamponun igerdigi oksijen konsantrasyonunu
D= % Oksijen azalma oranini

V= Canl hiicre sayisin1

T= D’deki oksijen oraninin tiiketilmesi i¢in gecen zamani ifade etmektedir.

3.4.3 Kiiltiirlerin asit iiretimi

Kiiltiirlerin asit tretimi pH degeri olarak kaydedildi. Bunun i¢in kiiltiir
ortamlarinin baglangi¢ pH degerinin (genellikle pH 7.2) kiiltlir siiresi sonunda nasil

degistigi belirlendi.
3.4.4 Kiiltiir ortam amonyak konsantrasyonunun belirlenmesi

Bakterilerin kiiltiir ortamina salmis olduklart amonyak tayini i¢in kiiltiirler oda
sicakliginda 10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra hiicre peletleri elde
edildi. Bu peletler daha sonraki enzim (L-asparaginaz) tayinleri i¢in muhafaza edilirken,
supernatantlar ortama salinmis serbest amonyak igerikleri bakimindan analiz edildiler.
Bunun i¢in 100 pl supernatant alinarak i¢inde 4.65 ml distile su bulunan tiiplerine
eklendi, bu karisimin iizerine 0.25 ml Nessler ayiracit eklenerek vortekslendi ve 10
dakika oda sicakliginda tutulduktan sonra ODggy degerleri kaydedildi. Bu degerler,
amonyum siilfat kullanilarak olusturulan standart egriye gore degerlendirilerek ortam
amonyak konsantrasyonu belirlendi (Sekil 2.3). Standart egriler her deneyle paralel
yapilmakta olup 50 mM Tris-HCI (pH 8.6) i¢inde hazirlandi1 0.5 ml 10 mM L-asparagin,
1 umol/ml stok amonyum siilfat soliisyonundan 0.2-0.8 ml ve 0.25 Nessler ayiraci
eklenmeden Once toplam hacim 2.5 ml olacak sekilde dH,O eklendi ve tiipler
karistirllarak 10 dk. oda sicakliginda bekletildi ve kore karst 480 nm’de okumalari
yapildu.
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Sekil 3.3. L-asparaginaz aktivitesinin degerlendirilmesi ve kiiltiir ortamina salinan amonyak miktarinin

belirlenmesi i¢in kullanilan tipik bir amonyum siilfat standart egrisi.

3.4.5 L-asparaginaz aktivitesinin olciilmesi

Enzim aktivitesinin Olgiilebilmesi icin ilk yapilan islem periplazmik L-
asparaginaz’in salinimi i¢in potasyum fosfat-hekzan sulu faz sistemi ile membran
permeabilizasyonudur. Bu metotta hiicreler permeabilize edilerek, ortama salinan L-
asparaginaz aktivitesi Olc¢lilmektedir [29]. Bu yontem, calismamizda farkli kiiltiir
kosullarinda E. coli, E. aerogenes, P. aeruginosa ve onlarin rekombinant suglarinda L-
asparaginaz sentezi i¢in uygulandi. L-asparaginaz tretimi i¢in iretilen hiicreler, oda
sicakliginda santrifiigasyon (10.000 rpm ve 5 dak) araciligiyla elde edildikten sonra
0.05 M potasyum fosfat (KPi) tamponu (pH 8.6) ile bir kez yikand1 ve %1 hekzan
igeren ayn1 tamponda, A= 5.0 olacak sekilde yeniden siispanse edildi. Bu siispansiyon
oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi ve her 10 dakikada bir vorteks ile
karistirildi. Siire bitiminde tlipler agz1 acik bir sekilde 5 dakika havalandirilarak L-
asparaginaz aktivite analizine gecildi.

L-asparaginaz aktivitesi, calismamizda bu enzim tarafindan L-asparaginin aspartik
asite ve amonyaga yikilmasindan agiga ¢ikan amonyagin belirlenmesine dayanan ve
yaygin olarak kullanilan Nessler reaksiyonu ile belirlenmektedir. Toplam 2 ml olan
reaksiyon karisgtgmi 1.8 ml 0.05 M Tris-HCI (pH 8.6) iginde taze olarak
hazirlanmaktadir. 0.01 M L-asparagin ve 0.2 ml hiicre ekstrakti (veya permeabilize

edilmis hiicre slipernatant1) igermektedir. Her bir 6rnek i¢in paralel hazirlanmis korlere
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ekstrakt konulmadan 6nce 0.1 ml 1.5 M trikloroasetik asit (TCA) konuldu ve sonra
ornekler ve kendi korleri 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi siire bitiminde
reaksiyonu durdurmak icin 6rnek tliplerine 0.1 ml 1.5 M trikloroasetik asit (TCA)
eklendi. Reaksiyon karigimi daha sonra 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek 1 ml
stipernatant ve 3.5 ml distile su iceren tiiplere transfer edildi. Bu karisima 0.5 ml Nessler
ayiract eklenerek tiipler vortekslendi ve 10 dakika oda sicakliginda tutuldu ve Augo
degerleri korlerine karsi okundu. Bir L-asparaginaz tinitesi (U), 37°C’de 1 dakikada 1
pmol amonyak ag¢iga cikaran enzim miktar1 olarak tanimlandi. Spesifik aktivite ise
miligram toplam hiicre proteininde bulunan enzim {initesi olarak ifade edildi (umol dak™
"' mg"! protein). Orneklerdeki amonyak konsantrasyonu, daha 6nce amonyum siilfatla
hazirlanmis olan standart egri yardimi ile hesaplandi. Bu metotla amonyak belirleme
smir1 yaklasik 10uM olarak belirlendi. Orneklerdeki total protein miktari, sigir serum

albiimin (BSA) standart egrisi kullanilarak Lowry (1951) metoduna gore yapildi [150].
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4 ARASTIRMA BULGULARI

Cocuk losemisi basta olmak lizere ¢esitli kanserlerde yaygin bir kemoterapotik
ajan olarak kullanilan L-asparaginazin sentezinin oksijenle 6nemli 6l¢iide regiile oldugu
konusunda yeterince literatiir bilgisi bulunmaktadir. Bu enzimin geni (ansB) aym
zamanda karbon katabolit represyon ve enzimin sentezi azot bagimli bir regiilasyon
gostermektedir. Benzer sekilde, kesfedilmis olan yegane bakteriyel hemoglobin olan
Vitreoscilla hemoglobin de oksijenle regiile olan ve karbon katabolit represyona maruz
kalan bir genle (vgb) ifade edilmektedir. Her iki gen de diisiik oksijen ortamlarinda
oldukca indiiklenirken, atmosferdeki oksijen seviyelerinde veya tamamen anerobik
(anoksik) ortamlarda her iki genin ekspresyonu neredeyse tamamen baskilanmaktadir.

Bu calismada L-asparaginazin besinsel olarak fakir ortamlardan cesitli zengin
ortamlara ve endistriyel atiklarin kullanildigi ¢esitli ortamlara degisik kiiltiir
ortamlarindaki sentezi arastirildi. Bu amag i¢in ¢alisma boyunca bu enzimi liretmeleri
ile bilinen 3 c¢esit gram-negatif bakteri (E. coli, E. aerogenes ve P. aeruginosa) ve
onlarin tarafimizdan olusturulan ve tarafimiza saglanan vgb ve ansB rekombinantlari
kullanildi.

Calismada ansB geni tastyan ve pB-PGA olarak adlandirilan bir vektoér [59] E.
aerogenes’e basaril1 bir sekilde klonlandi ve klonlar antibiyotik (amfisilin) igeren besi
ortamlarinda olusturduklar satellit koloni morfolojisinden secilip saflastirilarak plazmid
izolasyonu yapild1 ve agaroz jel elektroforezi sonucu elde edilen restriksiyon haritasi ile
plazmidin varlig1 gosterildi. Ayrica, baska bir arastirmaci grubu [60] tarafindan bize
saglanmis olan ve baska bir ansB vektorli (pAHZ12) tasiyan E. coli’den de benzer
sekilde antibiyotik secilimi, plazmid izolasyonu yapilarak bu plazmidin varligi da

belirlendi (Sekil 4.1).

4.1 Farkh Azot-Karbon Kaynaklarinin ve Besi Ortamlarinin L-Asparaginaz

Sentezi Uzerine Etkisi

Calismanin bu boliimiinde bakterilerin ve rekombinantlarinin L-asparaginaz

seviyeleri degisik ortamlarda karsilagtirmali olarak calisildi.

55



Sekil 4.1. Ea[pB-PGA] ve E. coli[pAHZ12] rekombinant bakterilerinden izole edilen plazmidlerin agaroz
jeldeki restriksiyon motifleri. 1 ADNA/HindlIll (23.1-9.4-6.6-4.4-2.3-2.0 kb), 2 konakg1 hiicre, 3 Ea[pB-
PGAJ]/EcoRI, 4 Konakgt hiicre, 5 E. coli[pAHZ12] /EcoRI, 6 A DNA/ EcoRI(21.2-7.4-5.8-5.6-4.9-3.5 kb).

4.1.1 L-Asparaginaz aktivitesine cesitli karbon kaynaklarinin etkisi

L-asparaginaz aktivitesindeki degisimin kullanilan karbon ve azot kaynagina bagl
olup olmadigimin anlasilmasi, ortamda ilgili kaynagin yegane besinsel madde olarak
kullanilmasi ile miimkiindiir. Bu amagcla standart minimal besi ortami (MM) kullanildi.
Ancak, sadece MM kullanilmasinin ortamda olduk¢a sinirlt bir biyokiitle olusumunu
desteklemesi ve bunun da Olciilebilir bir enzim aktivitesini saglamamasi nedeniyle bu
ortam % 0.05 maya 06ziitii ile kismen zenginlestirildi ve MMY olarak adlandirildi. Her
ic bakteri tlirli ve onlarin vgb ve ansB rekombinantlarinin MMY besiyeri ortaminda
enzim aktivitesi lizerine karbon kaynagi olarak secilen glukoz, mannitol, laktoz ve
gliseroliin etkisinin calisilmas1 icin bu bakterilerin gece kiiltiirlerinden uygun
inokulumlar alinarak yukaridaki C-kaynaklarindan herhangi birini igeren MMY i¢inde
takip eden biitiin ¢alismalarda calkalamali (200-rpm), kosullarda 37 °C’de 24 saatlik
inkiibasyona tabi tutuldular. Otoklavda karemelizasyonu onlemek i¢in yukaridaki C-
kaynaklar1 bunlarin uygun stok soliisyonlarindan otoklav sonrast MMY ortamina son
konsantrasyon % 0.01 olacak sekilde eklendi. Ayrica bu Kkiiltlirlerin pH degisimi,
biyokiitle {iiretim indikatorii olarak Agg degerleri ve ortama saldiklart amonyak

miktarlar1 onlarin L-asparaginaz aktivitelerine paralel olarak belirlendi.
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4.1.1.1 E. aerogenes ve onun vgb ve ansB rekombinantlari

Yukarida verilmis olan dort karbon kaynagi (glukoz, mannitol, laktoz ve gliserol)
ile desteklenmis MMY ortaminda ii¢ susun L-asparaginaz aktivitesine bakildiginda
(Sekil 4.2) en yiiksek aktivitenin E. aerogenes’de ve bunun glukozla saglandigi

goriilmektedir.

O Glukoz O Mannitol Laktoz Gliserol

61 1

L-Asparaginaz (umol dak mg™)

Ea Ea[pUC8:15] Ea[pBPGA]

Sekil 4.2. E. aerogenes ve bu bakterinin vgb (Ea[pUCS8:15]) ve ansB (Ea[pB-PGA]) rekombinantlarmin
degisik karbon kaynaklari iceren MMY ortaminda L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri {i¢ bagimsiz
tekrarm ortalamasi olup, * standart sapmalar (o,.;) veri degerinin iizerinde belirtilmistir.

Tersine, bu karbonhidrat vgh ve ansB rekombinantlarinda L-asparaginaz sentezi
icin mannitolden sonra en elverigsiz karbon kaynagi olarak goriilmektedir. Her iki
rekombinant da en yliksek enzim aktivitesini gliserolle gdstermislerdir. Bu C-kaynagini
iceren ortamdaki rekombinantlarda glukoza gore 2.1-2.8 kat daha fazla L-asparaginaz
aktivitesi gorilmiistir. Daha da ilging olan laktozun bile bu rekombinantlarda
glukozdan daha etkin bir C-kaynagi olarak belirlenmis olmasidir.

ansB geni klonlamis oldugumuz bakteride (Ea[PB-PGA]) hem gliserol ve hem de
laktoz diger iki susa gore enzim seviyesinde belirgin bir artis saglamistir. Bu ansB
rekombinanti gliserol ortaminda vgb susuna gore % 50, yabanil konakc¢iya gore ise % 20
daha fazla L-asparaginaz aktivitesi gostermistir. Benzer sekilde laktoz ortaminda ansB
susu vgb susundan 2.2 kat, E. aerogenes’den ise % 50 daha yliksek enzim aktivitesi
gostermistir. Her {i¢ sus icin de enzim sentezini en baskilayict C-kaynaginin genel

olarak fakir bir C-kaynagi olarak bilinen mannitol oldugu gézlenmistir.
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Her ii¢ susun bu karbon kaynaklari ile verdigi pH degisimleri genel olarak benzer

bir egilim gostermistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. E. aerogenes ve vgb ve ansB rekombinantlarinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle
olusumu ve amonyak salinimi. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (c,.;) £
degerler olarak belirtilmistir.

pH Degerleri
Glukoz Mannitol Laktoz Gliserol
E. erogenes 8.63+0.07 8.34+0.07 8.8310.21 9.05+0.01
Ea[pUCS8:15] 8.23+0.02 8.30+0.19 8.81£0.03 8.96+0.14
Ea[pB-PGA] 8.41+0.01 8.35+0.06 9.05+0.02 9.15+0.04
Agoo Degerleri
E. aerogenes 1.56+0.02 0.45+0.01 1.78%0.05 3.20+0.20
Ea[pUCS8:15] 1.3240.01 0.21£0.02 1.75+0.07 3.09+0.21
Ea[pB-PGA] 1.35+0.03 0.37+0.03 1.90+0.30 3.1240.20
Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak
E. aerogenes 0.096+0.04 0.11£0.02 0.25+0.01 0.603%0.02
Ea[pUCS8:15] 0.036+0.02 0.12+0.01 0.29+0.01 0.603£0.04
Ea[pB-PGA] 0.11£0.140 0.11£0.01 0.30£0.05 0.550+0.07

Kiiltiirlerin pH degerlerinde 24 saatlik inkiibasyon sonunda baslangi¢c pH degerine
(pH 7.2) gore en fazla yaklasik +2 birimlik bir pH degisimi oldugu saptanmistir. Bu
degisim degeri laktoz ve gliserol iceren MMY ortaminda goézlenmistir. Glukoz ve
mannitolde ise pH artis1 genellikle her ii¢ sus i¢in de 1.5 pH biriminin altinda olmustur.
Kiiltiirlerin ¢ogalma indikatorii olarak kaydedilen Agopo degerlerinden MMY ortaminda
farkli karbon kaynaklarimin olduk¢a farkli biyokiitle iiretimine katkida bulundugu
goriilmektedir.

Genel olarak ana konak¢i bakteri (E. aerogenes) tim karbon kaynaklari ile
rekombinantlarindan az da olsa daha yiiksek bir biyokiitle olusturmustur. Her ii¢ sus i¢in
de en iyi biyokiitlenin gliserol iceren MMY ortaminda oldugu goriilmektedir. Bu
ortamda biyokiitle olusumu glukoz ve laktoz ortamina gore neredeyse 2 kat, mannitol
ortamina gore ise 7-15 kat kadar daha fazla olmustur. Aymi kiiltiirlerde kiiltiir
supernatanindan Nessler reaksiyonu ile ortama salinan amonyak miktari tayin edilmistir.
Aygo degerleri olarak kaydedilen amonyak miktar1 Cizelge 4.1.’de goriilmektedir. En
yiiksek amonyak salintminin her {li¢ sus i¢in gliserol igeren ortamda oldugu
kaydedilmistir. Bu ortamda g¢ogalan bakterilerden kiiltiir ortamina salinan amonyak
diger ii¢ C-kaynagina gore 2 ila yaklasik 17 kat arasinda degisen degerlerde yiiksek
olmustur. L-asparaginaz sentezi ve biyokiitle olusumu i¢in oldukga elverigsiz bir C-
kaynag1 olarak tespit edilmis mannitol ortaminda ise tersine glukoza gore daha yiiksek

bir amonyak salinimi kaydedilmistir.
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4.1.1.2 E. coli ve ansB rekombinanti

Kullanilmis olan 4 énemli C-kaynagi ile MMY ortaminda hem E. coli’de ve hem
de onun ansB klonlanmis susunda benzer L-asparaginaz aktivitesi kaydedilmistir (Sekil
4.3). Her iki susta da en yiiksek aktivite laktoz ile saglanirken, bu karbonhidrat1 glukoz
takip etmistir. Ancak, laktoz rekombinant susta glukozdan yaklasik 3 kat, yabanil
konakgida ise yaklasik 2 kat aktivite artisi ile kaydedilmistir. Gliserol ve mannitol her
iki bakteri de de en diisiik enzim aktivitesine neden olan C-kaynaklar1 olmustur.
Laktoza gore bu iki karbohidrat ortaminda enzim aktivitesi her iki bakteride de 2-5 kat

kadar diistik kaydedilmistir.
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Sekil 4.3. E. coli ve bu bakterinin ansB klonlanmig susunun (E. colilpAHZ12]) degisik karbon kaynaklar1
iceren MMY ortaminda L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri iic bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, +
standart sapmalar (c,_,) veri degerinin iizerinde belirtilmistir.

Kiiltiirlerin pH degerlerinde 24 saat inkiibasyonun sonunda genel olarak bir artis
gozlenmistir. Baslangi¢c ortam pH degeri olan pH 7.2 bu siirenin sonunda 4 C-kaynagi
icin 7.78 ila 8.88 arasinda degismistir. Bu artan pH degerlerine istisna olarak yegane pH
diisiisii mannitol iceren MMY ortamindaki ansB rekombinant susu i¢in kaydedilmistir.
Bu susun kiiltiir ortam pH degeri inkiibasyon siiresinin sonunda 5.87 (+ 0.38) olarak

belirlenmistir.
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Yukaridaki kiiltiirlerin belirli bir siire (24 saat) inkiibasyondan sonra toplam
biyokiitleleri incelendiginde (Agpo), en yliksek biyokiitle olusumunun her iki sus i¢in de
gliserol ve laktozla saglandig1 goriilmektedir (Cizelge 2). Ancak, E. coli en yliksek
biyokiitleye gliserol ortaminda ulagirken, ansB rekombinant susu laktoz igeren ortamda
ulagsmustir. Glukoz ise gliserol ve laktoza gore yaklasik 2 kat daha az biyokiitle
olusumunu desteklemistir. Bu baglamda, mannitol en elverigsiz C-kaynagi olarak
kaydedilmigstir. Mannitolle diger C-kaynaklarina gore 8 kata varan oranlarda daha diisiik
biyokiitle olusumu olmustur.

Degisik C-kaynakli MMY ortamindaki amonyak degerleri bakimindan her iki sus
karsilastirildiginda, yabanil konak¢inin (E. coli) genel olarak daha yiiksek bir amonyak
saliimi gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.2). C-kaynaklar1 bakimidan en yliksek
amonyak saliniminin her iki sus i¢in de gliserolle oldugu, bunu glukoz ve laktozun takip
ettigi gorliilmistiir. Mannitol ortami en diisiik amonyak salinimin oldugu ortam olarak
kaydedilmistir.

Cizelge 4. 2 . E. coli ve ansB rekombinantinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle olusumu ve amonyak

salmimi. Her bir veri i¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (c,.;) = degerler olarak
belirtilmistir.

pH Degerleri
Glukoz Mannitol Laktoz Gliserol
E. coli 8.20+0.01 7.84£0.09 8.55+0.03 8.88+0.09
E. coli[pAHZ12]  8.14+0.06 5.8740.38 8.00£0.07 7.78+0.07
Agoo Degerleri
E. coli 1.04£0.05 0.32+0.02 1.56£0.02 2.50£0.20
E. coli[pAHZ12]  0.66£0.06 0.2940.01 1.64+0.14 1.30£0.10
Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak
E. coli 0.69+0.040 0.11£0.014 0.31+0.004 0.69+0.070
E. colilpAHZ12]  0.3140.020 0.02+0.002 0.24+0.024 0.57+0.040

4.1.1.3  P.aeruginosa ve vgb" Rekombinanti

P. aeruginosa ve onun vgb rekombinantinda kullanilmis olan 4 C-kaynagi
arasinda en yiiksek L-asparaginaz aktivitesi gliserolle gorilmiistiir (Sekil 4.4). Bu
durum 6zellikle rekombinant susta daha agiktir.

Bu sus konake1 hiicreye gore gliserolle yaklasik 2 kat daha fazla enzim aktivitesi
gostermistir. Bunun diginda her iki sus da diger C-kaynaklar1 iceren MMY ortaminda
benzer enzim aktivitelerine sahiptir. Gliserolden sonra en yliksek aktivite laktozla
goriiliirken, bunu glukoz takip etmistir. En diisiik seviyede L-asparaginaz aktivitesi ise

her iki sus i¢in de mannitol i¢eren ortamda gézlenmistir.
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Sekil 4.4. P.aeruginosa ve vgb susunun (PaJC) degisik karbon kaynaklart igeren MMY ortaminda L-
asparaginaz seviyeleri. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, + standart sapmalar (o,.;) veri
degerinin iizerinde belirtilmistir.

Kiltiir ortam1 pH degisimi incelendiginde 4 C-kaynagi ile MMY ortaminda
baslangic kiiltiir pH degerine gore 1 ila 2.25 pH iinitelik artiglar gézlenmistir (Cizelge 4.
3). Her iki sus da benzer pH degisimleri gostermistir. En yiliksek pH degisimi laktoz
ortaminda goriiliirken, bunu laktoz ve glukoz izlemektedir. En diisiik pH degisimi ise

mannitol ortaminda kaydedilmistir.

Cizelge 4. 3. P. aeruginosa ve vgb rekombinantinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle olusumu ve
amonyak salinimi. Her bir veri ii¢c bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (o, ;) + degerler
olarak belirtilmistir.

pH Degerleri
Glukoz Mannitol Laktoz Gliserol
P. aeruginosa 8.81+0.09 8.39+0.10 9.1240.01 8.91+0.02
PaJC 8.7510.03 8.29+0.10 9.45+0.01 8.89+0.12
Agoo Degerleri
P. aeruginosa 1.12+0.07 0.3840.01 1.96+0.13 3.5610.1
PaJC 1.02+0.02 0.3240.11 0.7540.40 3.65+0.3
Kiiltiir Ortamina Salian Amonyak
P. aeruginosa 0.108+0.02 0.24+0.04 0.32+0.01 0.5240.04
PaJC 0.10040.03 0.20+0.02 0.28+0.05 0.56+0.44

Kiilttirlerin biyokiitle indikatorii olarak kullanilmis olan Agy degerleri laktoz
ortami hari¢ diger C-kaynaklar ile iki sus i¢in benzer kaydedilmistir. Her iki sus i¢in
gliserol ortam1 en yiiksek biyokiitle olusumunu desteklerken mannitol bu baglamda en

elverissiz C-kaynag1 olmustur.
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P. aeruginosa igin gliserol iceren ortam laktoz, gliserol ve mannitol iceren
ortamlara gore sirasiyla 1.8, 3.1 ve 9.3 kat daha yiiksek biyokiitle olusumu desteklerken,
vgb rekombinati i¢in bu degerler ayni sirada 4.8, 3.5 ve 11 kat olarak belirlenmistir.
Ortam amonyak miktar1 da her iki sus i¢in en yiiksek oranda gliserol igeren ortamda

kaydedilmistir. Bunu laktoz, mannitol ve glukoz takip etmektedir.
4.1.2 L-Asparaginaz sentezine cesitli azot kaynaklarimin etkileri

Degisik karbon kaynaklari ile yapilan calisma gibi, degisik azot kaynaklarinin da
MMY ortaminda L-asparaginaz sentezi lizerine etkisi her ii¢ bakteri tiirlinde ve bunlarin
rekombinantlarinda karsilagtirmali olarak ¢alisildi. Kiiltiir siiresi ve kosullar1 yukarida
C-kaynaklar1 i¢in c¢alisilanlarla aymidir. Azot kaynagi olarak dort temel bilesik
kullanildi; amonyum kloriir, asparagin, glutamin ve iire. Asparagin ve glutamin L-
asparaginaz i¢in dogal substratlar iken, amonyum kloriir ve {ire ise bakteriler tarafindan
kullanilan elverisli azot kaynaklaridir. Inorganik bir bilesik olan amonyum kloriir haric,
diger ii¢ karbon kaynagi (asparagin, glutamin ve iire) aym1 zamanda birer karbon
kaynagidirlar. N-kaynaklar1 uygun konsantrasyonda stok soliisyonlar olarak hazirlandi

ve otoklav sonrast MMY ortamina son konsantrasyon % 0.01 olacak sekilde eklediler.
4.1.2.1 E. aerogenes ve onun vgb ve ansB rekombinantlar:

Azot kaynaklarinin bu bakteri ve onun vgb ve ansB rekombinantlarinda L-
asparaginaz sentezi lizerine etkisine bakildiginda ayn1 zamanda enzimin substratlari
olan asparagin ve glutaminin sadece ansB geni klonlamis oldugumuz susta bariz
bicimde farkli enzim sentezine neden olduklar1 goriilmektedir (Sekil 4.5). Bu sus her iki
azot kaynagi ile E. aerogenes (Ea) ve onun vgb susu (Ea[pUC8:15])’na gore 2 kat kadar
daha fazla L-asparaginaz aktivitesi gdstermistir. Amonyum kloriir her ii¢ susta da bu
amag igin en elverissiz N-kaynag1 olarak kaydedilmistir. Ure ile her ii¢ susta da benzer
enzim seviyeleri belirlenmistir. Baslangi¢ kiiltiir pH degerine (pH 7.2) gore kiiltiirlerin
bu 4 N-kaynagindan her hangi birini igeren ortamdaki 24 saat inkiibasyon sonundaki pH
degerleri genel olarak az da olsa artis gostermis ve en diisiik 6.89 en yiiksek 8.35 olarak
Olciilmiistiir (cizelge 4.4). Genel olarak her ii¢c susun pH degisiminde de benzer bir
egilim kaydedilmistir.
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Sekil 4.5. E. aerogenes ve bu bakterinin vgb (Ea[pUCS8:15]) ve ansB (Ea[pB-PGA]) rekombinantlarinin
degisik azot kaynaklari iceren MMY ortaminda L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri ii¢ bagimsiz
tekrarm ortalamasi olup, * standart sapmalar (o, ;) veri degerinin iizerinde belirtilmistir.

Her {i¢ susun iire, glutamin ve asparagin ortaminda benzer biyokiitle
olusturduklar1 onlarin benzer Agy degerlerinden anlasilmaktadir. Ancak, inorganik bir
azot kaynagi olan amonyum kloriir ortaminda bu degerler organik birer azot kaynagi (ve
aynm1 zamanda karbon kaynagi) olan diger 3 N-kaynagma gore 3 ila 7 kat arasinda

degisen oranlarda daha diisiik kaydedilmistir.

Cizelge 4.4. E. aerogenes ve vgb ve ansB rekombinantlarmin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle
olusumu ve amonyak salinimi. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (o, ;) £
degerler olarak belirtilmistir.

pH Degerleri
A. Kloriir Asparagin Glutamin Ure
E. aerogenes 7.354£0.01 8.55+0.14 6.89+0.01 7.9910.04
E.a [puc 8:15] 7.40+0.02 8.33£0.12 7.05+0.07 7.79£0.04
E.a [pB-PGA] 7.4240.01 8.35%£0.09 7.05+0.007 7.8140.01
Agoo Degerleri
E. aerogenes 0.55+0.1 1.55+01 1.28+0.3 1.55+0.1
E.a [puc 8:15] 0.23£0.1 1.35£0.1 1.3240.1 1.47+0.2
E.a [pB-PGA] 0.61£0.3 1.64£0.3 1.2240.2 1.49+0.3
Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak
E. aerogenes 0.4610.01 0.96+0.04 0.33+0.02 0.17£0.01
E.a [puc 8:15] 0.52+0.02 0.36+0.02 0.39+0.04 0.16£0.03
E.a [pB-PGA] 0.53+0.05 1.11+0.14 0.35+0.01 0.1620.01

Kiiltiirlerin en yiiksek amonyak salinimi vgb susu hari¢ diger iki sus i¢in ayni

zamanda enzimin ana substrati olan L-asparagin iceren ortamda olmustur. Bu ortamda
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amonyak salimimi diger ii¢ N-ortamina gore 3 ila yaklasik 8 kat arasinda daha fazla
gbzlenmistir. Ancak, vgh rekombinanti E. aerogenes ve ansB rekombinanti ile
kiyaslandiginda, ayni ortamda olduk¢a (3 kata varan) diisiik amonyak salinimi
gostermistir. L-asparaginazin ikincil derecede cevirdigi bir substrat olan L-glutamin
iceren ortamdaki amonyak salinimi ise tersine amonyum kloriir ortamindakinden bile az

olmustur. Her ii¢ sus icin de en diisiik amonyum salinimi iire ortaminda goriilmiistiir.

4.1.2.2 E. coli ve ansB rekombinanti

Azot kaynaklarinin MMY ortaminda E. coli ve onun ansB rekombinantinda L-
asparaginaz aktivitesi iizerine etkisi Sekil 4.6.’da goriilmektedir. Bariz olarak en yiiksek
enzim aktivitesi ansB rekombinantinda iire ilave edilmis olan ortamda goriilmektedir.
Bu sus bu ortamda E. coli’ye gore yaklasik 2.7 kat daha fazla enzim aktivitesi
gostermistir.
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Sekil 4.6. E. coli ve bu bakterinin ansB klonlanmis susunun (E .coli[pAHZ12]) degisik azot kaynaklari
iceren MMY ortaminda L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri ii¢c bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, +
standart sapmalar (c,_,) veri degerinin iizerinde belirtilmistir.

Tersine E. coli’de bu N-kaynagi (iire) amonyum kloriir hari¢ en diisiik enzim

aktivitesine neden olmustur. Bu susta en yliksek L-asparaginaz aktivitesi L-asparagin
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bulunan ortamda goézlenmistir. Her iki susta da en diisiik enzim seviyeleri amonyum
klortirii i¢eren ortamda olmustur.

E. coli ve ansB rekombinantinin pH degisimleri N-kaynagina bagli olarak
baslangi¢ pH degerine gore diisiik veya yliksek bulunmuslardir (Cizelge 4.5). Asparagin
ortaminda her iki susun pH degerinde yaklasik 1 pH iinitelik artis gdzlenirken, glutamin
ortaminda ise E. coli i¢in yaklasik 2.5, ansB susu icin ise yaklasik 1.75 pH {initelik
diisiis goriilmiistiir. Amonyum kloriirii ortaminda E. colinin pH’sinda bir degisim
gbzlenmezken, ansB klonunda 1.2 pH’lik bir diisiis kaydedilmistir. Benzer sekilde iire
ortaminda E. coli pH’sinda artis (= 1 linite pH) goriiliirken, ansB rekombinantinda az bir

diisiis gorilmiistir.

Cizelge 4.5. E. coli ve ansB rekombinantinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle olusumu ve amonyak
salmimi. Her bir veri iic bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (c,.;) = degerler olarak
belirtilmistir.

pH Degerleri
A. Kloriir Asparagin Glutamin Ure
E. coli 7.4£0.01 8.31£0.10 4.64+0.01 8.37+0.04
E. coli[pAHZ12] 6.0+0.03 8.13£0.08 5.4310.01 6.8610.07
Agoo Degerleri
E. coli 0.33+0.13 0.984+0.24 0.67+0.10 1.3240.10
E. colilpAHZ12] 0.28+0.10 0.64+0.15 0.81+0.10 1.45+0.20
Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak
E. coli 0.49+0.02 0.6940.04 0.47+0.01 0.26+0.01
E. coli[pAHZ12] 0.46+0.03 0.3140.02 0.45+0.03 0.27+0.01

Ure iceren ortam her iki bakteride de benzer ve en yiiksek biyokiitle olusumunu
desteklerken, bunu ikinci sirada E. coli i¢in asparagin, ansB klonu i¢inse glutamin
saglamigtir. En diisiik biyokiitle olusumu ise her iki sus i¢cin amonyum kloriirle
olmustur. Amonyak salinimi E. coli i¢in asparagin, ansB susu i¢in ise amonyum kloriir
ve glutaminli ortaminda olmustur. Ure her iki susta da en diisiik diizeyde amonyak

salinimina neden olan N-kaynagi olarak belirlenmistir.
4.1.2.3 P. aeruginosa ve vgb rekombinanti

Azot kaynaklarinin P. aeruginosa ve onun vgb susunda (PaJC) enzim sentezi
iizerine etkisi benzer olmustur (Sekil 4.7). Buna tek istisna glutaminin PaJC susunda, P.
aeruginosa’ya gore 2 kat daha fazla L-asparaginaz aktivitesine neden oldugunun
belirlenmesidir. Her iki sus i¢in de en diisilk enzim seviyesi amonyum kloriirle

olmustur.
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Sekil 4.7. P.aeruginosa ve vgb susunun (PaJC) degisik azot kaynaklari igeren MMY ortaminda L-
asparaginaz seviyeleri. Her bir veri {i¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, + standart sapmalar (G, ;) veri
degerinin iizerinde belirtilmistir.

Ortam pH degeri her iki susta da tiim N-kaynaklar ile artig gostermistir (Cizelge
4.6). En yiiksek pH artis1 her iki sus i¢in de glutamin ve iire iceren ortamlarda olmustur.
Bunlar1 asparagin ve amonyum kloriir izlemistir.

Kiiltiirlerde en yiiksek biyokiitle her iki sus i¢in de glutamin iceren ortamda
olmustur. P. aeruginosa i¢in bu ortamda asparagin, lire ve amonyum kloriir iceren
ortamlarla karsilastirildiginda sirastyla 1.38, 1.5 ve 3.4 kat daha yiiksek degerlerde
biyokiitle olustugu kaydedilmistir. PaJC susu i¢inde bu artig ayni sirada 1.29, 1.37 ve
3.3 kat olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.6. P. aeruginosa ve vgb rekombinantinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle olusumu ve

amonyak salinimi. Her bir veri ii¢c bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (c,.;) + degerler
olarak belirtilmistir.

pH Degerleri
A. Kloriir Asparagin Glutamin Ure

P. aeruginosa 7.71+£0.01 8.81+0.09 9.11£0.08 9.610.01
PaJC 7.5240.01 7.9840.01 9.08+0.06 8.76+0.32

Agoo Degerleri
P. aeruginosa 0.68+0.1 1.67£0.1 2.32+0.8 1.50£0.2
PaJC 0.60£0.1 1.5410.1 2.00£0.2 1.45+0.1

Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak

P. aeruginosa 0.54£0.01 1.085%0.02 0.5240.02 0.706+0.04
PaJC 0.45+0.02 0.945+0.01 0.39+0.03 0.24940.01

En yiliksek amonyak salinimi her iki susta da asparagin iceren ortamda

goriilmustiir. Ancak, diger N-kaynaklarinin yabanil tip ve onun rekombinantinin
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amonyak salinimina etkisi farkliliklar gostermistir. P. aeruginosa’da ikinci en yiiksek
amonyum salinimi tire ile gozlenirken, bu N-kaynaginin PaJC’de bu yondeki (amonyak
salimmina) etkisi tim azot kaynaklari icinde en diisikk seviyede olan1 olarak

kaydedilmistir.
4.1.3 Cesitli atik ortamlarinda L-asparaginaz sentezi

Bu calismada endiistriyel atiklardan olan melas, vinas, peynir alti suyu ve
zeytinyag1 fabrikas1 atigmmin L-asparaginaz iireten bakterilerde yegane besi ortami
olarak kullanilabilirligi ilk defa arastirilmistir. Kiiltiir siiresi ve kosullar1 C ve N
kaynaklar1 igin ¢aligilanlarla aynidir. Kullanilan atiklar uygun konsantrasyonda
hazirlanmis ve enzim sentezine ve Olgiilen diger parametrelere etkileri rekombinant
bakteriler ile konak¢ilar1 arasinda karsilastirmali olarak calisilmistir.  Atiklar
konsantrasyonlart melas % 1, vinas % 5, ZYFA % 5 ve PAS % 10’luk olacak sekilde

hazirlandilar.
4.1.3.1 E. aerogenes ve onun vgh* ve ansB* rekombinantlar

E. aerogenes ve bu bakterinin vghb (Ea[puc 8:15]) ve ansB (E.a [pB-PGA])
klonlanmig rekombinantlarinin L-asparaginaz sentezine atiklarin etkileri incelendiginde
en yiiksek enzim aktivitesinin her ii¢ bakteride de vinas ortaminda oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.8). Her ii¢ sus arasinda ansB geni klonlanan sus melas ve vinas ortamlarinda
diger iki susa gore onemli derecede yiiksek enzim aktivitesi gostermistir. Bu sus melas
ortaminda yabanil konak¢iya gore yaklasik 3 kat, vgh susuna gore ise yaklasik 2 kat
daha fazla L-asparaginaz aktivitesi gostermistir. Tiim ortamlarda en diisiik enzim
seviyesi genel olarak vgb tasiyan susda kaydedilmistir. En diisilk L-asparaginaz
aktivitesi ise E. aerogenes ve Ea[pB-PGA]’da PAS’da, Ea[pUC8:15]’te ise ZYFA’ da
gozlenmistir.

Ortam pH degisimi her {i¢ susta da benzer bir egilim gdstermis ve baslangi¢c pH
degeri (pH 7.2)’ine gore melas ve vinasda 1.2-1.5 birimlik artis olurken, ZYFA ve PAS
ise 1.2-2.5 birimlik azalis tespit edilmistir (Cizelge 4.7).

Kiiltiirlerde en yiiksek biyokiitle her {i¢ sus i¢in de ZYFA ortaminda olmustur.
Bunu vinas ve melas takip etmistir. En diisiikk biyokiitle olusumu peynir alti suyunda

gozlenmistir.
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Sekil 4.8. E. aerogenes ve bu bakterinin vgb (Ea[pUCS8:15]) ve ansB (Ea[pB-PGA]) rekombinantlarmin
degisik endiistriyel atiklari igeren ortamlarda L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri li¢ bagimsiz tekrarin
ortalamasi olup, * standart sapmalar (c,,_;) veri degerinin iizerinde belirtilmistir.

Ortama salman en yliksek amonyak seviyesi vinas ortaminda gézlenmistir. Melas
ve ZYFA ortamlarindaki amonyak seviyeleri nispeten benzer kaydedilmistir. Peynir alt1
suyunda ise ortam amonyak seviyesi diger iic ortama gore 2 ila 17 kat arasinda diisiik

gozlenmistir.

Cizelge 4.7. E. aerogenes ve vgb ve ansB rekombinantlarinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle
olusumu ve amonyak salinimi. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (c,,1) £
degerler olarak belirtilmistir.

pH Degerleri
Melas Vinas ZYFA PAS

E. aerogenes 8.74+0.005 8.41+0.020 6.25+0.020 5.17£0.007
Ea [puc8:15] 8.6210.040 8.41+0.160 6.24+0.020 4.48+0.160
Ea [pB-GA] 8.58+0.007 8.4620.010 6.260.007 5.834+0.007

Agoo Degerleri
E. aerogenes 0.57+0.04 1.14£0.01 1.17£0.08 0.28+0.13
Ea [puc :15] 0.24+0.12 0.7240.01 1.11£0.05 0.20+0.20
Ea [pB-GA] 0.33£0.07 0.95+0.04 1.10£0.06 0.27£0.02

Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak

E. aerogenes 0.324+0.010 0.37£0.010 0.18+0.01 0.09+0.020
Ea [puc8:15] 0.15+0.040 0.85+0.021 0.22+0.002 0.05+0.030
Ea [pB-GA] 0.32+0.070 0.45£0.001 0.2240.01 0.09+0.040
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4.1.3.2 E. coli ve ansB rekombinanti

En yiiksek L-asparaginaz seviyesi ansB klonunda melas ve P.A.S ortaminda
gbzlenmistir (Sekil 4.9). Bu sus orijinal konakg¢isina gore melas ortaminda yaklasik 7,
PAS ortaminda ise yaklasik 2 kat daha fazla enzim aktivitesi gostermistir. Vinas ve
ZYFA ortamlarinda ise her iki sus genel olarak benzer enzim aktivitesi gostermislerdir.
E. coli vinas ortaminda melastan 4.2 kat, ZYFA‘dan 8.2 kat daha yiiksek L-asparaginaz
aktivitesi gostermistir. PAS ortaminda ise vinasa benzer aktivite kaydedilmistir. E.
colilpAHZ12] ise PAS ortaminda ZYFA‘dan 10 kat, vinastan ise 1.9 kat daha yiiksek
aktivite enzim aktivitesi gostermistir. Bu susun melasla elde edilen enzim aktivitesi ise
PAS ile elde edilmis olana benzer bulunmustur. Her {i¢ sustada en diisiik L-asparaginaz
aktivitesinin belirlendigi ortam diger ortamlara gore ¢ok diisiik degerler veren ZYFA

olarak kaydedilmistir.

817 OMelas OVinas EHZYFA HPAS
7 F
S 6 -
IS
§ 51
S
1S
34 .
T
S3
g
[}
< 24
—
11 ¥
0
E.coli E.coli [pAHZ12]

Sekil 4.9. E. coli ve bu bakterinin ansB klonlanmis susunun (£ .colilpAHZ12]) degisik endiistriyel atik
ortamlarinda L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarmn ortalamasi olup, * standart
sapmalar (o,.;) veri degerinin iizerinde belirtilmistir.

Ortamlardaki pH degisimi her iki sustada melas, vinas ve PAS’da 1-2 pH birimlik
artiglar seklinde gozlenirken sadece ZYFA ortaminda pH degerinde baslangic pH degeri
olan 7.2’den 1 {initelik pH diisiisii goriilmistiir (Sekil 4.8).

Her iki sus i¢in de en yliksek biyokiitle olusumunun vinasla desteklendigi

kaydedilmistir.
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Cizelge 4.8. E. coli ve ansB rekombinantinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle olusumu ve amonyak
salmimi. Her bir veri iic bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (c,.;) = degerler olarak

belirtilmistir.
pH Degerleri
Melas Vinas ZYFA PAS
E. coli 8.51+0.03 7.37+0.03 6.25+0.02 8.25+0.007
E. coli[pAHZ12]  7.67+0.07 8.2410.1 6.21+0.01 7.84£0.14
Agoo Degerleri
E. coli 1.03£0.07 1.13£0.19 0.76£0.16 0.32+0.30
E. coli[pAHZ12]  0.1240.04 0.93+0.02 0.55+0.28 0.20+0.01
Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak
E. coli 0.2040.01 0.305%0.01 0.18+0.02 0.097£0.01
E. colilpAHZ12]  0.27+0.03 0.345%0.01 0.25+0.01 0.1240.01

Melas E. coli igin ikinci en yiiksek biyokiitle olusumunu saglayan ortam iken,

aynt ortam bu bakterinin ansB klonu i¢in olduk¢a elverigsiz olmustur. Amonyak

salinimimin en yiiksek oldugu ortam vinas olmustur. Bunu melas, ZYFA ve PAS’in

takip ettigi belirlenmistir.

4.1.3.3 P. aeruginosa ve vgb rekombinanti

Atik besi ortaminda iiretilen P. aeruginosa ve PaJC’nin L-asparaginaz enzim

aktivitesinin en yliksek oldugu ortam vinas olmustur. Melas ve PAS ise oldukca

elverigsiz ortamlar olarak kaydedilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.20. P.aeruginosa ve vgb susunun (PaJC) degisik endiistriyel atik ortamlarinda L-asparaginaz
seviyeleri. Her bir veri {i¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, + standart sapmalar (o, ;) veri degerinin
iizerinde belirtilmistir.
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Ayrica, P. aeruginosa’da Olgiilen bu deger tez kapsaminda kullanilan tiim
ortamlar icinde Ol¢lilmiis olan en yliksek deger olmasi sebebi ile de ayr1 bir 6énem
tasimaktadir. Bu ortamda P. aeruginosa melastan 5.6 kat, ZYFA’dan 7.5 kat ve
PAS’dan ise yaklasik 14 kat daha yiliksek L-asparaginaz aktivitesi gdstermistir. Bu
bakterinin vgb susunda ise vinas ve ZYFA ortaminda L-asparaginaz aktivitesi benzer
kaydedilmis ve ZYFA ortaminda enzim aktivitesinin ayni ortamdaki P. aeruginosa dan
2 kat daha fazla oldugu belirlenmistir.

P. aeruginosa ve PaJC suslarinin kiiltiir ortamlar1 pH degisiminde 0.8-1.8 birimlik
artiglar olmustur (Cizelge 4.9). En yiiksek pH artis1 melas ortaminda, en diisiik pH artis1
ise PAS ortaminda olmustur. Suslar arasinda en 6nemli pH farki ise vinas ortaminda

olmustur. Bu ortamda PaJC konakgiya gore 0.6 pH tinitelik artis gdstermistir.

Cizelge 4.9. P. aeruginosa ve vgh rekombinantinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle olusumu ve
amonyak salinimi. Her bir veri ii¢c bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (o, ;) + degerler
olarak belirtilmistir.

pH Degerleri
Melas Vinas ZYFA P.A .S.

P. aeruginosa 8.88+0.07 8.11+0.12 8.13+0.02 8.05+0.11
PaJC 9.01+0.01 8.50+0.02 8.21+0.02 8.18+0.01

Agoo Degerleri
P. aeruginosa 0.25+0.04 3.20+0.07 0.24+0.30 0.35+0.01
PaJC 0.20+0.04 1.05+0.20 0.29+0.02 0.29+0.01

Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak

P. aeruginosa 0.370+0.01 0.730£0.01 0.22+0.06 0.136+0.05
PaJC 0.092+0.01 0.350+0.01 0.140%0.03 0.380£0.01

Toplam biyomas iiretiminin en yiiksek oldugu ortam vinas olarak kaydedilmistir.
Ancak, bu ortamda yabanil sus PaJC rekombinantinin 3 kati daha fazla bir biyomas
iretmistir. Diger li¢ ortamda ise biyokiitle seviyesi benzer olup vinasa gore genel olarak
3 ila 13 kat arasinda {izerinde daha diisiik olmustur.

Farkli miktarlarda da olsa her iki sus i¢in bu ortamlar arasinda en yiiksek amonyak
birikiminin oldugu ortam vinas olmustur. Bu ortamda P. aeruginosa’da PaJC susundan
2 katin iizerinde daha fazla amonyak salinimi olmustur. P. aeruginosa igin ikinci en
yiiksek amonyak salinimi melas ortaminda olurken, PaJC i¢in bu P.A.S ile olmustur.
PaJC susu en diisiik amonyak seviyesini melas ortaminda verirken, P. aeruginosa’da bu

PAS ortaminda olmustur.
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4.1.4 Zengin besi ortamlarinda L-asparaginaz sentezi

Bakterilerin L-asparaginaz sentezi lizerine ¢esitli kaynaklarin etkisini saptamak
icin degisik karbon ve azot kaynaklariin kullanildigi minimal ortamlar ve yine gesitli
endiistriyel atiklarin kullanildig1 ortamlara ilaveten bakterilerin ¢esitli zengin ortamlarda
da kiiltiiri yapildi. Bu amagla kullanilan baslica besi ortamlari yiiksek oranda biyokiitle
olusturmalart ile bilinen Lauria Broth (LB), Terrific Broth (TB) ve SOB ortamlaridir.
Bakterilerin bu ortamlarda kiiltlirii yukarida azot ve karbon kaynaklarinin kullanildigi
MMY ortami ve endiistriyel atiklardaki gibi yapildi ve 24 saat inkiibasyon periyodunu
sonunda kiiltiirlerin L-asparaginaz aktiviteleri, biyokiitleleri, kiiltiir pH degisimi ve
kiiltiir ortamina salinan amonyak miktar1 Slgiildii. Bu zengin besi ortamlarinda en
onemli ve dikkat c¢ekici nokta L-asparaginaz sentezinin bundan Onceki minimal ve
endiistriyel ortamlara gore 10 katlara varan oranlarda yiliksek olmasidir. Ayrica,
biyokiitle olusumunun ve amonyak saliniminin da bu ortamlarda biiylik boyutlarda

oldugu belirlendi.
4.1.4.1. E. aerogenes ve onun vgb ve ansB rekombinantlar:

Kullanilmis olan {i¢ zengin besi ortami arasinda vgb susu hari¢ diger iki susta (E.
aerogenes ve onun ansB rekombinant1) L-asparaginaz sentezi TB ortaminda belirgin

derecede yiiksek olmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.31. E. aerogenes ve bu bakterinin vgb (Ea[pUCS8:15]) ve ansB (Ea[pB-PGA]) rekombinantlarinin
degisik zengin besi ortamlarinda L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi
olup, + standart sapmalar (c,.;) veri degerinin {izerinde belirtilmistir.
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Her ii¢ ortamda da vgbh susunda benzer ve oldukca diisiik enzim seviyeleri
kaydedilmistir. Bu sus diger iki susa gore bu ortamlarda 10 kata varan daha diisiik
seviyelerde enzim aktivitesi gostermistir. ansB geni klonlamis oldugumuz sus ii¢
ortamda da diger suslardan daha fazla L-asparaginaz aktivitesi gostermistir. Bu susun
enzim aktivitesi orijinal konakg¢idan 1.5-2 kat, vgb susundan ise 10 kat daha fazla
olmustur.

Uc sus i¢in de en yiiksek pH artist SOB ortaminda kaydedilmistir. Bu ortamda
baslangi¢ pH degeri (pH 7.2)’ne gore yaklasik 2 pH iinitelik bir artis kaydedilmistir
(Cizelge 4.10). LB ve TB ortamlarinda yaklagik 1 birimlik artis gozlenmistir.
Kiiltiirlerin biyokiitle seviyelerinin besi ortami ve susa bagli olarak degisiklik arz ettigi
goriilmiistiir. E. aerogenes en yliksek biyokiitleye LB ortaminda ulasirken ve bunu TB
takip ederken, vgb susunda tersine en yliksek biyokiitleye TB ortaminda olmus ve bunu
LB takip etmistir. ansB geni klonlanan sus ise en yiiksek biyokiitleye LB ve TB’de

ulagmustir. Bu iki ortamda ansB klonu benzer biyokiitle olusturmustur.

Cizelge 4.10. E. aerogenes ve vgb ve ansB rekombinantlarinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle
olusumu ve amonyak salinimi. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (o, ;) +
degerler olarak belirtilmistir.

pH Degerleri
LB SOB TB

E. aerogenes 7.98+0.02 9.16+0.08 8.40£0.25
Ea[pUCS8:15] 8.50+0.01 9.06+0.08 8.29+0.39
Ea[pB-PGA] 8.01+0.06 9.07+0.09 8.2240.01

Agoo Degerleri
E. aerogenes 4.90+0.1 2.93+0.1 4.10+0.2
Ea[pUCS8:15] 3.17£0.1 2.46x0.2 3.80+0.2
Ea[pB-PGA] 3.9240.2 3.07+0.1 4.00£0.1

Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak

E. aerogenes 0.567£0.03 0.340£0.08 0.807+0.14
Ea[pUCS8:15] 0.345+0.01 0.320%0.08 0.698+0.20
Ea[pB-PGA] 0.601+0.01 0.33040.05 0.950+0.34

Ug ortam i¢inde en yiiksek amonyak salmiminim her ii¢ sus i¢in de TB ortaminda
oldugu belirlenmistir. Bu ortam1 LB takip ederken, her iki ortamda da ansB geni
klonlanmis susun diger iki susa gore belirgin bir yiiksek amonyak birikimine neden

oldugu goriilmiistiir.
4.1.4.2. E. coli ve ansB rekombinant

Her ii¢ besi ortaminin L-asparaginaz sentezi iizerine etkisi iki susta da benzer

egilim gostermistir. Farkli seviyelerde olmalarina ragmen her iki susta da en yiiksek
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enzim aktivitesi TB ortaminda kaydedilmistir (Sekil 4.12). Ancak, ansB klonunun bu
ortamdaki enzim aktivitesi konakg1 hiicreye gore % 40 fazla olmustur. ansB susunun bu
ortamdaki enzim seviyesi LB ortamina gore yaklasik 3 kat, SOB ortamina gore ise
yaklagik 7 kat fazla olmustur. E. coli’de de benzer sekilde TB ortamindaki enzim
aktivitesi LB ortamindan yaklasik 2.5 kat, SOB ortamindan ise 3.4 kat fazla enzim

seviyesine sahip oldugu kaydedilmistir.
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Sekil 4.42. E. coli ve bu bakterinin ansB klonlanmig susunun (E .coli[pAHZ12]) ¢esitli zengin besi
ortamlarinda L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, * standart
sapmalar (o,.;) veri degerinin iizerinde belirtilmistir.

En 6nemli pH degisimi her iki sus i¢cin de SOB ortaminda olmustur. Bu otamda
pH degisimi yaklasik 1.75 pH {initelik bir artisla kendini gosterirken, LB ve TB

ortamlarinda benzer bir egilim olmustur (Cizelge 4.11). Bu son iki ortamda pH degisimi

0.8-1.0 pH tinitelik artislar seklinde kaydedilmistir.

Cizelge 4.11. E. coli ve ansB rekombinantinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle olusumu ve amonyak
salmimi. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (c,.;) = degerler olarak
belirtilmistir.

pH Degerleri
LB SOB TB

E. coli 7.8£0.01 8.91£0.09 8.17£0.17
E. coli[pAHZ12] 8.1£0.04 9.01£0.09 7.99£0.13

Agoo Degerleri
E. coli 3.3810.4 2.98+0.2 4.12+0.8
E. coli[pAHZ12] 3.1610.1 2.9240.1 3.60+0.2

Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak

E. coli 0.59+0.01 0.39+0.08 0.82+0.05
E. coli[pAHZ12] 0.624+0.07 0.37+0.01 0.77+0.01
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En yiiksek biyokiitle olusumunu destekleyen ortam TB ortami olarak
belirlenmistir. Bu ortami LB ve SOB takip ederken, amonyak birikiminin de en yiiksek

TB ortaminda oldugu belirlenmistir.
4.1.4.3. P. aeruginosa ve vgb Rekombinanti

Calisilan her ii¢ zengin besi yeri ortaminda da en yliksek enzim aktivitesi her iki
sus icin de TB ortaminda gézlenmistir (Sekil 4.13). Tiim ortamlarda P. aeruginosa’nin
Vitreoscilla hemoglobini geni tasiyan rekombinanti (PaJC), konakg¢1 bakteriye gore
onemli seviyede yiiksek L-asparaginaz aktivitesi gostermistir. PaJC susu, konakgi
hiicreye gore TB ortaminda yaklasik 2.8 kat, SOB ortaminda yaklasik 4 kat, LB

ortaminda ise 2 katin {izerinde enzim aktivitesi géstermistir.
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Sekil 4.53. P.aeruginosa ve vgb susunun (PaJC) cesitli zengin besi ortamlarinda L-asparaginaz
seviyeleri. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, * standart sapmalar (c,.;) veri degerinin
tizerinde belirtilmistir.
Ortam pH degisiminde en yiiksek artis her iki sus i¢in de SOB ortaminda
kaydedilmistir (Cizelge 4.12). Bu ortamda ortam pH’s1 baslangi¢ kiiltiir pH degerine
gbre 1.5 {nitelik bir artis gostermistir. Lauria Broth ve TB ortaminda ise pH artisi

nispeten benzer olmustur. Bu ortamlarda yaklasik 1 {initelik pH artis1 gozlenmistir.
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Cizelge 4.12. P.aeruginosa ve vgb rekombinantinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle olusumu ve
amonyak salinimi. Her bir veri ii¢c bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (o, ;) + degerler
olarak belirtilmistir.

pH Degerleri
LB SOB TB
P. aeruginosa 8.01+£0.01 8.73+£0.01 8.17£0.34
PaJC 8.11+0.01 8.74+0.11 8.28+0.04
Agoo Degerleri
P. aeruginosa 4.70£0.7 5.2240.4 4.14+0.2
PaJC 4.7620.2 4.60£0.6 4.02+0.2
Kiiltiir Ortamina Saliman Amonyak
P. aeruginosa 0.59+0.01 0.68+0.05 0.97+0.03
PaJC 0.55+0.03 0.62+0.02 0.99+0.01

Ortamlarda biyokiitle olusumu P. aeruginosa igin en yiikksek SOB ortaminda ve
PaJC susu i¢in LB ortaminda olmakla beraber, her li¢ ortamda da her iki sus i¢in
nispeten benzer biyokiitle liretimi gozlenmistir. Amonyak salinimi her iki bakteri susu
icin de en yiiksek diizeyde TB ortaminda goriilmiistiir. Bu ortam1 SOB ve LB takip
etmigtir. LB ortamina salinan amonyak TB ortamindakinden hemen hemen 2 kat daha

diisiik kaydedilmisgtir.
4.2 Ortam Optimizasyonu Calismalar:

L-asparaginaz sentezinin ortam pH’s1 ve 1sis1 basta olmak iizere c¢esitli fiziksel
sartlardan Onemli derecede etkilendigi bilinmektedir. Caligmanin bu bdliimiinde,
calisma boyunca kullanilan standart ortam pH (7.2) ve sicaklik (37 °C) derecelerinin
altindaki ve tstiindeki pH ve sicaklik degerlerinin L-asparaginaz sentezi iizerine etkisi
caligildi. Kiiltiir ortam1 olarak tiim calisilmis parametreler i¢in genel olarak en elverisli
sonuclar1 veren (yiiksek L-asparaginaz aktivitesi, yliksek biyokiitle olusumu, yiiksek

amonyak salinimi, nispeten daha az pH degisimi) TB ortam1 kullanildi.
4.2.1 pH etkisi

L-asparaginaz sentezi genel olarak notr ve notre yakin ortam pH’larinda
oldugundan, enzim sentezinin pH degisiminden nasil etkilendigi birer pH {initelik artisla

dort ayr1 pH’da gergeklestirildi (pH 5.0-8.0). Kiiltiir ortam1 olarak TB ortami kullanildi.
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4.2.1.1 E. aerogenes ve onun vgb* ve ansB * rekombinantlar

E. aerogenes’in vgb susu hari¢ diger iki susunda (E. aerogenes ve onun ansB geni
klonlanmis susu), pH 5.0’dan pH 8.0’e¢ dogru enzim sentezinde Onemli yiikselis
gozlenmistir (Sekil 4.14). En diislik enzim aktivitesinin goriildiigii pH 5.0 ila en yliksek
enzim sentezinin belirlendigi pH 8.0 arasinda 4 katin iizerinde fark goriilmiistiir.
Vitreoscilla hemoglobini sentezleyen susta ise tersine pH’nin enzim sentezi {izerine
onemli bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Ayrica bu susta enzim sentezi diger iki susa

gore 10 kata varan seviyelerde diislik olmustur.
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Sekil 4.64. Degisik pH’ya sahip TB ortaminda kiiltiirii yapilan E. aerogenes ve bu bakterinin vgh
(Ea[pUCS8:15]) ve ansB (Ea[pB-PGA]) rekombinantlarinin L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri li¢
bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, + standart sapmalar (c,.;) veri degerinin iizerinde belirtilmistir.

Dort farkli baslangic pH degeri (pH 5.0, pH 6.0, pH 7.0 , pH 8.0) ile baglanan TB
kiiltiir ortamlarinda 24 saat inkiibasyon periyodunun sonunda ortam pH’larinda genel
olarak bir artis gézlenmistir (Cizelge 4.13). En yiiksek pH artis1 baslangi¢c pH degeri 5.0
olan ortamda (yaklasik 2 {initelik pH artis1) goriiliirken, en diisiik pH artis1 ise baslangi¢
pH degeri 8.0 olan ortamda (yaklasik 0.5 tinitelik pH artis1) kaydedilmistir.

En yiiksek biyokiitle olusumu ise pH 7.0 ortaminda goézlenmis, bunu pH 5.0
ortami izlemistir. Ortam amonyak saliniminin da en yiiksek oranda yine pH 7.0

ortaminda oldugu ve bunu pH 8.0 ortaminin takip ettigi belirlenmistir. Ortam pH degeri

77



5.0 ve 6.0 olan kiiltiir ortamlarinda ise nispeten benzer ve daha diisiik seviyede amonyak
salinimi gozlenmistir.
Cizelge 4.13. E. aerogenes ve vgb ve ansB rekombinantlarinin kiiltlirlerinde pH degisimi, biyokiitle

olusumu ve amonyak salinimi. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (c,.1) =
degerler olarak belirtilmistir.

pH Degerleri

pH 5.0 PH 6.0 pH 7.0 pH 8.0
E. aerogenes 6.9510.13 7.17£0.07 7.95+0.09 8.50£0.45
Ea[pUC8:15] 6.87£0.10 7.14£0.09 7.71£0.01 8.7610.33
Ea[pB-PGA] 6.99+0.07 7.09+0.28 8.01+0.04 8.6610.35
Agoo Degerleri
E. aerogenes 3.87+0.2 3.8110.2 4.1020.1 2.90+0.4
Ea[pUC8:15] 3.57+0.2 3.20+0.1 3.80+0.2 3.29+0.9
Ea[pB-PGA] 3.8510.3 4.05£0.1 4.00£0.1 2.46x0.8
Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak

E. aerogenes 0.79+0.04 0.77£0.02 1.041£0.02 0.912+0.07
Ea[pUCS8:15] 0.72+0.04 0.74£0.06 0.932+0.01 0.937£0.03
Ea[pB-PGA] 0.78+0.04 0.76+0.02 1.014£0.04 0.855+0.02

4212 E. coli ve ansB rekombinanti

Ortam pH’sinin bu iki susta L-asparaginaz sentezi lizerine etkisi oldukg¢a farkl
bulunmustur. Yabanil tip bakteride en yiiksek enzim aktivitesi pH 8.0 de gortiliirken,

benzer seviyedeki enzim aktivitesi ansB susu i¢cin pH 7.0’de belirlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.75. E. coli ve bu bakterinin ansB klonlanmis susunun (E. colilpAHZ12]) degisik pH’ya yarlanmis
TB ortaminda L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri {i¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, + standart
sapmalar (c,.1) veri degerinin iizerinde belirtilmistir.
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Ilging olan bu susta (ansB) 1 iinitelik pH artisinin veya diisiisiiniin bile enzim
sentezi lizerinde kendini 6nemli etki ile ortaya koymasidir. En yiiksek L-asparaginaz
aktivitesinin belirlendigi pH 7.0 ile pH 6.0 arasinda yaklasik 3 kat, pH 8.0 arasinda ise
yaklasik 5 kat fark bulunmaktadir.

E. aerogenes ve rekombinantlarinda oldugu gibi bu iki bakteri susunda da en
yiiksek pH artis1 baslangic pH degeri 5.0 olan ortamda gozlenirken, en diisik pH
degisimi pH 8.0 ortaminda kaydedilmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. E. coli ve ansB rekombinantinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle olusumu ve amonyak
salinimi. Her bir veri li¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (o, ;) = degerler olarak
belirtilmistir.

pH Degerleri
pH 5.0 pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0

E. coli 6.8240.04 7.09+0.07 8.03£0.06 8.6510.26
E. coli [pAHZ12] 6.74+0.02 7.0540.01 7.6940.02 8.53%0.04

Agoo Degerleri
E. coli 4.2310.2 3.81+0.1 4.12+0.2 3.60£0.3
E. coli [pAHZ12] 3.9940.5 3.71+0.2 3.60£0.1 3.1240.3

Kiiltiir Ortamina Salman Amonyak

E. coli 0.71+0.03 0.688+0.03 1.02240.01 0.975+0.02
E. coli [pAHZ12] 0.57£0.02 0.62110.02 0.85440.01 0.807+0.01

Ancak, en yiiksek biyokiitle olusumunun baslangic pH degeri 5.0 olan TB
ortaminda oldugu kaydedilmistir. Genel olarak yabanil tip bakteri (E. coli), rekombinant
sus (pAHZ12)’a gore az da olsa daha yiiksek biyokiitle olusumu gostermistir. En yiiksek
amonyak salinimi ise her iki sus i¢in pH 7.0 ortaminda kaydedilmistir. Ortam baslangi¢
pH degeri 5.0 olan TB ise en diisiik diizeyde amonyak birikiminin oldugu ortam olarak

belirlenmistir.

4.2.1.3  P.aeruginosave vgh® rekombinanti

Ortam pH farkinin L-asparaginaz sentezi {lizerine etkisi bu iki susta oldukcga farkl
olmustur. Tiim pH araliklarinda rekombinant sus (PaJC) konak¢1 hiicre (P.
aeruginosa)’ye gore dnemli oranda yiiksek enzim aktivitesi gostermistir (Sekil 4.16). En
yiiksek enzim aktivitesi PaJC susu icin pH 6.0’da gozlenirken, bunu pH 5.0 takip
etmistir. {lging olan bu susun hem pH 7.0 ve hem de 6zellikle pH 8.0 ortaminda oldukga
diisiik enzim seviyesi gostermesi olmustur. Ortam pH degeri 6.0 ile karsilastirildiginda

bu sus pH 8.0’de 2 kat diisiik enzim aktivitesi gdstermistir
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Sekil 4.86. Farkli pH’ya ayarlanmig TB ortaminda P.aeruginosa ve vgb susunun (PaJC) L-asparaginaz

seviyeleri. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, * standart sapmalar (c,.) veri degerinin
tizerinde belirtilmistir.

Ortam pH degisimi diisiik pH ortaminda (pH 5.0) en yiiksek derecede olurken,
yiiksek pH’l1 ortamda (pH 8.0) en diisiik seviyede olmustur (Cizelge 4.15). Baslangic
pH degeri 5.0 olan ortamda pH degisim 2 iinitenin iizerinde olurken, pH 6.0 ortaminda
yaklasik 1.5, pH 7.0 ortaminda yaklasik 1.0 ve pH 8.0 ortaminda yaklasik 0.75 tinitelik
artislar seklinde kaydedilmistir.

Cizelge 4.15. P.aeruginosa ve vgb rekombinantinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle olusumu ve

amonyak salinimi. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (c,.;) + degerler
olarak belirtilmistir.

pH Degerleri
pH 5.0 pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0
P. aeruginosa 7.2240.05 7.4240.08 7.94+0.19 8.76%0.09
PaJC 7.2240.02 7.484+0.05 8.2740.03 8.81+0.04
Agoo Degerleri
P. aeruginosa 4.48+0.3 3.67+0.3 4.14+0.1 4.56£0.1
PaJC 4.07+0.1 4.08+0.1 4.02+0.2 4.36x0.1
Kiiltiir Ortamina Salian Amonyak
P. aeruginosa 1.19£0.48 1.08+0.03 1.070+0.16 1.31+0.04
PaJC 1.20£0.06 1.18£0.12 1.1.43£0.20 1.30£0.14

Kiiltirlerin en yiiksek oranda biyokiitle olusturdugu ortam pH 8.0 olarak

belirlenmistir. Her {i¢ sus da diger pH degerlerinde benzer biyokiitleler olusturmuslardir.
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Amonyak birikimi ise yine en yiiksek 6l¢ekte pH 8.0 ortaminda kaydedilirken, bunu pH
5.0 ortamu takip etmistir.

4.2.2 Sicakhk

Bakterilerin istenen dlgiilerde ¢ogalmasi i¢in besin kaynaklarit ve ortam pH’sinin
yaninda ortam sicakligt da 6nemli bir dis etkendir. Degisik bakteriler degisik
sicakliklarda ¢ogalma egilimi gosterirler. Hatta burada c¢alisilmis ve hepsi gram-negatif
olan bakterilerin bile farkli sicaklik araliklarinda optimum c¢ogalma gosterdikleri
bilinmektedir. Bu nedenle, arastirma boyunca calisilmis olan 37°C’ye ilaveten her iig
bakterinin ve onlarin rekombinantlarinin 25 °C, 30 °C ve 40 °C’de ¢ogalma
karakteristikleri de caligildi. Ortam besi yeri olarak yine en elverisli besi ortami olarak

belirlenmis olan TB secildi.
4.2.2.1 E. aerogenes ve onun vgb* ve ansB” rekombinantlari

E. aerogenes ve rekombinantlarinda L-asparaginaz sentezi iizerine sicakligin
etkisi Sekil 4. 17°de gorilmektedir. Burada ilging olarak vgb tasiyan sus diger iki susla
karsilastirildiginda tiim sicakliklarda en diisiik aktivite gosteren sus olarak dikkat

¢cekmektedir.
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Sekil 4.97. TB ortaminda degisik 1silarda kiltiiri yapilan E. aerogenes ve bu bakterinin vgb
(Ea[pUCS8:15]) ve ansB (Ea[pB-PGA]) rekombinantlarinin L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri lig
bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, + standart sapmalar (c,.;) veri degerinin iizerinde belirtilmistir.
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Bu sus tiim calisilan sicakliklarda benzer enzim aktivitesi gostermis ve bu aktivite
diger iki sustan benzer 3-10 kat arasinda diisiik kaydedilmistir. E. aerogenes ve ansB
klonu ise tiim sicakliklarda benzer aktiviteler gdstermistir. Bu iki susta en yiiksek
aktivite 37 °C’de goriiliirken, bunu 40 °C takip etmistir. Bu iki susun en diisiik enzim
aktivitesi 25 °C’de gozlenmistir. Bu 1sida her iki bakteri susu 37 °C ile kiyaslandiginda
2 kata varan diisiik enzim aktiviteleri ile kaydedilmislerdir.

Bu kiiltiirler i¢inde pH degisiminin baslangic pH degeri olan 7.2°den en biiyiik
oOlglide degismis olan 40 °C’deki kiiltiirler olmustur (Cizelge 4.16). Bu sicaklikda pH
degisiminde yaklagik 1 {initelik artis kaydedilmistir. Benzer sekilde her {i¢ sus icin en
yiiksek biyomass da bu kiiltiirlerde (40 °C) olmustur.

Cizelge 4.16. E. aerogenes ve vgb ve ansB rekombinantlarmin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle

olusumu ve amonyak salinimi. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (o, ;) +
degerler olarak belirtilmistir.

pH Degerleri
25°C 30°C 37°C 40°C
E. aerogenes 8.01£0.09 8.09£0.02 7.9540.11 8.3940.31
Ea[pUCS8:15] 7.93+0.24 8.24+0.80 7.71£0.02 8.27£0.17
Ea[pB-PGA] 7.93+0.14 7.76£0.07 8.01£0.02 8.07£0.06
Agoo Degerleri
E. aerogenes 6.0610.1 6.8610.1 7.1240.1 8.00£0.2
Ea[pUCS8:15] 7.27+0.2 6.8610.6 7.80£0.2 7.93+0.1
Ea[pB-PGA] 6.44+0.5 5.67£0.5 7.00£0.1 7.38+0.20
Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak
E. aerogenes 1.360%0.06 1.220+0.06 1.041+0.02 1.84040.08
Ea[pUCS8:15] 0.950+0.09 0.950+0.09 0.93240.01 1.920+0.03
Ea[pB-PGA] 1.040+0.04 1.040+0.04 1.01440.04 1.700+0.01

Ortam sicakliglr diistiikgce her iic susun biyokiitle {iiretiminde de diisiis
kaydedilmigtir. Ortama saliman amonyak miktari da en yiiksek diizeyde 40 °C’deki
kiiltiirlerde  belirlenmistir. Bu  ortamdaki amonyak konsantrasyonun diger

sicakliklardakinin 2 katina ulastig1 belirlenmistir.

4.2.2.2 E. coli ve ansB rekombinanti

E. coli ve ansB klonunda en yiiksek L-asparaginaz sentezinin 37 °C’de oldugu
bulunmustur (Sekil 4.18). Ancak, bu sicaklikda rekombinant sus konakg1 hiicreye gore
% 50’nin lizerinde daha fazla enzim aktivitesi gdstermistir. Bu sicaklikda her iki sus
diger sicakliklardakinden 2 ila 8 kat daha fazla enzim aktivitesi gostermislerdir. En

diisiik enzim aktivitesi her iki sus i¢in de 25 °C’de kaydedilmistir.
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Sekil 4.108. TB ortaminda degisik sicakliklarda kiiltlirii yapilmis E. coli ve ansB klonlanmig sugunun (E.
colil[pAHZ12]) L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri {i¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, + standart
sapmalar (o,1) veri degerinin iizerinde belirtilmistir.

Her iki sus i¢in de en yiiksek pH degisimi 40 °C’de gozlenmistir. Bu sicaklikda
baslangic pH degeri (pH 7.2)’ne gore yaklasik 2 {initelik pH artist kaydedilmistir
(Cizelge 4.17). Diger sicakliklarda genel olarak 0.5-0.8 iinitelik artiglar gozlenmistir.
Kiiltiirler en yiiksek biyokiitleye 40 °C’de ulasirken, sicaklik araligindaki azaligla
biyokiitle olusumunda da genel bir azalis kaydedilmistir. Ortama salinan amonyak
miktar1 ise 37 °C kiiltiirleri harig, diger 3 sicaklik derecesinde benzer olmustur. En
diisiik amonyak birikimi 37 °C kiiltiirlerinde kaydedilmistir.

Cizelge 4.17. E. coli ve ansB rekombinantinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle olusumu ve amonyak

salimmmi. Her bir veri {i¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (c,;) = degerler olarak
belirtilmistir.

pH Degerleri
25°C 30°C 37°C 40°C
E. coli 7.83+0.05 7.84£0.06 8.03+0.06 8.19+0.07
E. coli [pAHZ12]  8.00+0.04 7.93+0.07 7.6940.02 7.9440.01
Agoo Degerleri
E. coli 5.19+0.2 6.2610.1 7.00£0.1 7.37+0.3
E. coli [pAHZ12]  6.25+0.1 7.1840.5 7.09£0.02 7.2840.1
Kiiltiir Ortamina Salian Amonyak
E. coli 1.35£0.15 1.35+0.15 1.022+0.22 1.35+0.06
E. coli [pAHZ12]  1.1840.01 1.23£0.08 0.854+0.01 1.30+0.25
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4.2.2.3 P. aeruginosa ve vgb" rekombinant

P. aeruginosa ve bu bakterinin vgh rekombinantinda en yiiksek L-asparaginaz
sentezi 30 °C’deki kiiltiirlerde kaydedilmistir. Ancak, rekombinant sus bu ortamda

konaker1 hiicreden 1.5 kat daha fazla enzim aktivitesi gostermistir.
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Sekil 4.119. TB ortaminda farkl sicakliklarda kiiltiirii yapilmis olan P.aeruginosa ve vgb susunun (PaJC)
L-asparaginaz seviyeleri. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasi olup, + standart sapmalar (c,.;) veri
degerinin lizerinde belirtilmistir.

Konakg1 hiicre i¢in 25 °C ikinci en yiiksek enzim aktivitesini verirken,
rekombinant sus bu sicaklikda en diisiik enzim aktivitesi gostermistir. Bu sicaklikda
rekombinant susun 37 °C’dekine gore yaklasik 4 kat diisiik enzim seviyesine sahip
oldugu belirlenmistir. Konakg1 hiicrede ise en diisiik aktivite 40 °C’de gozlenmistir.

P. aeruginosa ve onun vgb klonu tiim sicaklik araliklarinda benzer (0.7- 1.0) pH
artislar1 gostermislerdir (Cizelge 4.18).

En yiiksek biyokiitle olusumu her iki sus i¢in de 40 °C’de gozlenirken, bunu 37
°C’deki Kkiiltiirler takip etmistir. Diger sicakliklarda (25 °C ve 30 °C) ise benzer
biyokiitle olusumu gozlenmistir. En yiiksek amonyak birikimi de 40 °C’de goriiliirken,

bunu 25 °C ve 30 °C takip etmistir.
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Cizelge 4.18. P. auroginosa ve vgb rekombinantinin kiiltiirlerinde pH degisimi, biyokiitle olusumu ve
amonyak salinimi. Her bir veri ii¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar (o, ;) + degerler
olarak belirtilmistir.

pH Degerleri
25°C 30°C 37°C 40°C

P. aeruginosa 8.06+0.02 7.98+0.04 7.94+0.19 8.08+0.15
PaJC 8.2610.19 8.1620.25 8.27£0.03 8.050.07

Agoo Degerleri
P. aeruginosa 6.92+0.1 6.7610.1 7.40+0.2 8.410.1
PaJC 6.94+0.1 7.17£0.2 7.20£0.2 8.7£0.1

Kiiltiir Ortamina Salinan Amonyak

P. aeruginosa 1.33+0.09 1.33+0.09 1,070+0.16 1.925+0.03
PaJC 1.39£0.20 1.37£0.17 1,143£0.20 1.945+0.06

4.3 Optimal L-asparaginaz aktivitesi

Bu boliimde L-asparaginaz sentezinin en yiiksek oldugu bakteri susu ve yine
enzim aktivitesinin en yliksek belirlendigi kiiltlir ortami kullanilarak hiicrelerde enzim
ekstraksiyonu yapildi ve reaksiyon ortaminda degisik pH ve sicaklik araliklarinda bu
enzimin sentezinin nasil etkilendigi arastirildi. Bu amagla L-asparaginaz sentezinin en
yiiksek bulundugu ve tarafimizdan olusturulmus olan E. aerogenes ansB rekombinanti
(Ea[pB-PGA]) ve ortam olarak da TB kullanildi. Kiiltiirler yukarida cesitli besi
ortamlarinda oldugu gibi yapildi ve 24 saat inkiibasyon sonrasi enzim ekstraksiyonu
yapilarak, degisik reaksiyon pH ve sicakliklarda enzimin katalitik aktivitesinin nasil

etkilendigi arastirildi.
4.3.1 pH optimizasyonu

L-Asparaginaz aktivitesi tayininde toplam 2 ml olan reaksiyon karisimi 0.05 M
Tris-HCI, 0.01 M L-asparagin ve belli hacimde hiicre ekstrakti icermektedir. Enzim
aktivitesi amonyum siilfat standart egrisinden yukarida materyal ve metod kisminda
bahsedildigi gibi gerceklestirildi. Ancak, enzimin degisik pH’larda nasil reaksiyon
kinetigi verdigi tampon pH’sinda yapilmis olan degisiklikle saptandi. Diger bir deyimle,
hiicreden oziitlenmis (ekstrakt) enzimin katalitik aktivitesi iizerine farkli pH’larin etkisi
aragtirildi. Bunun i¢in tiim bakteriler i¢inde en yiiksek L-asparaginaz aktivitesinin
goriildiigli Ea[pB-PGA] rekombinantindan 24 saat inkiibasyon sonrasinda enzim
ekstraksiyonu yapildi ve bu enzimin katalitik giicii pH 7.0, pH 7.5, pH 8.0, pH 8.6, pH
9.0 ve pH 9.5°da belirlendi.
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Enzim aktivitesinin pH artisi ile orantili bigimde arttig1 ve en yiiksek aktivitenin
pH 8.6’da oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.20). Daha ileri pH’larda (pH 9.0 ve pH 9.5) ise
enzim aktivitesinin diistiigii ve diisiik pH ortamindakilere (pH 7.0 ve pH 8.0) benzer

diizeye indigi belirlenmistir.
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Sekil 4.20. L-Asparaginaz Enziminin Aktivitesine farkli pH derecelerinin etkileri. Her bir veri ii¢
bagimsiz tekrarin ortalamasidir ve Standart sapmalar1 hata cubuklar1 (on-1) ile ifade edilmistir.

4.3.2 Sicakhik Optimizasyonu

L-asparaginaz geni klonlamis oldugumuz E. aerogenes (Ea[pB-PGA])’den
ekstrate edilmis olan enzimin katalitik aktivitesinin sicaklik ile nasil etkilendigini
anlamak i¢in, enzimin verdigi reaksiyon (L-asparagini L-aspartik asite ve amonyaga
cevirmesi) degisik sicakliklarda calisildi. Bunun igin reaksiyon ortam sicakligi olarak 20
°C, 25°C, 30°C, 37°C, 40 °C ve 45 °C ‘lerde ¢alisild.

Enzimin en yiksek katalitik aktivitesi 37°C’de gozlenirken, daha diisiik
sicakliklarda enzim aktivitesi derece derece diislis gostermektedir (Sekil 4.21). Daha
yiiksek derecelerde (40 ve 45°C) ise enzim aktivitesi 37 °C’ye gore diisiik olmakla
beraber, bu sicakligin altindaki (20 °C, 25 °C, 30 °C) derecelerden daha yiiksek
kaydedilmistir. Enzim 37 °C’de en diisiik sicaklik olan 20 °C’ye gore yaklagik 4 kat

daha fazla katalitik aktivite gdstermistir.

86



LN
o
|
HH

L-Asparaginaz (umol dak™* mg™)

0
(°C) 20 25 30 37 40 45

Sekil 4.212. L-Asparaginaz Enziminin Aktivitesine farkli sicaklik derecelerinin etkileri. Her bir veri ii¢
bagimsiz tekrarin ortalamasidir ve Standart sapmalart hata ¢ubuklar1 (on-1) ile ifade edilmistir.

4.4 Bakterilerin oksijen tiiketim karakteristikleri

Hiicrelerin oksijen kullanim karakteristikleri onlarin belli sayisinin ortamdaki
oksijeni ne kadar siirede ve ne oranda tiikettiklerinin Ol¢iilmesi ile belirlendi. Bunu igin
kullanilan her fazdaki kiiltiir canli hiicre sayisi, kiiltiirlerin uygun diliisyonlarinin LB
agar plakalar {lizerine ekilmesi ve bunlar lizerindeki kolonilerin sayilarak kullanilan
dilisyon faktorii ile ¢arpilmasi ve boylece ortamlarin 1 ml’sindeki canli hiicre sayisinin
belirlenmesi ile gerceklestirildi.

Kiiltirler TB ortaminda (37 °C, 200-rpm) yapilarak ve inkiibasyonun 6., 9. ve 12.
saatlerinde kiiltiirden O0rnekler alinarak Agy degerleri 6l¢iildli ve sonra santrifiij edildi,
belirlenen absorbans degerlerine gore kiiltiirler esit OD’de olacak sekilde havaya
doyurulmus 0.1 M, pH 7.6 fosfat tamponunda siispanse edildiler. Daha sonra hiicrelerin
oksijen tiiketimi materyal ve metot kisminda belirtildigi gibi yapilarak ve her bir bakteri
hiicresinin birim zamanda ne kadar oksijen tiikettigi belirlendi.

Kullanilmig olan tiim bakterilerin oksijen tiiketim karakterleri Cizelge 4.19°da
gosterilmektedir. Ozellikle kiiltiirlerin erken logaritmik fazlarinda (6. saat) Vitreoscilla
hemoglobini sentezleyen bakterilerin bariz bicimde daha fazla oksijen tiikettikleri
goriilmektedir. Tiim bakterilerde genel olarak rekombinant hiicrelerin konakgilarina

gore daha fazla oksijen tiikettikleri goriilmektedir.
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Cizelge 4.19. Kullanilan bakterilerin ve rekombinantlarinin degisik kiltiir fazlarinda oksijen tiiketimi.
Her veri noktasi 3 bagimsiz deneyin ortalamasi olup parantez i¢indeki degerler + standart sapmalari (G,,.1)
ifade etmektedir.

6. saat oksijen tiiketimi

(picomol/bakteri/dakika)  Canh Hiicre Sayisi/ml Agoo

Ea 1.08 10°  (0.007) 8.10 10°  (0.070) 2.540 0

Ea puc 8:15 9.88 10°  (1.300) 7.05 10° (0.140) 2.295 (0.007)
Ea pB-PGA 3.63 10° (0.060) 3.45 10° (0.071) 2.595 (0.100)
E. coli 3.53 10° (0.060) 2.96 10° (0.060) 1.240 (0.010)
E. coli pAHZ12 489 10°  (0.240) 247 10° (0.030) 1.030 (0.040)
Pa 337 10°  (0.200) 6.65 10° (0.210) 1.270 (0.010)
PaJC 401 10°  (0.260) 8.01 10° (0.120) 1.470 (0.150)

9. saat oksijen tiiketimi

Ea 3.15 10°  (0.37) 1200 10° (0.67) 3.51 (0.15)
Ea puc 8:15 462 10°  (0.75) 2245 10°  (0.07) 3.32 (0.05)
Ea pB-PGA 2.16 10°  (0.09) 20.10 10° (0.42) 3.54 (0.07)
E. coli 1.04 10°  (0.12) 4535 10°  (3.04) 2.47 (0.02)
E. coli pAHZ12 133 10°  (0.02) 47.85 10°  (2.61) 2.46 (0.14)
Pa 463 10°  (0.23) 191.50 10° (2.12) 2.57 (0.03)
PaJC 0.52 10°  (0.02) 225.50 10° (2.12) 2.68 (0.01)

12. saat oksijen tiiketimi

E.a 0.52 10°  (0.03) 2725 10°  (1.90) 3.76 (0.05)
E.a puc 8:15 0.61 10°  (0.11) 27.90 10° (5.79) 3.73 (0.40)
E.a pB-PGA 0.94 10°  (0.07) 2580 10° (0.84) 3.89 (0.13)
E. coli 0.51 10°  (0.05) 36.25 10°  (3.60) 3.46 (0.08)
E. coli pAHZ12 0.55 10°  (0.03) 38.40 10° (2.26) 3.33 (0.07)
Pa 0.41 10°  (0.07) 133.50 10° (3.53) 3.01 (0.11)
PaJC 0.37 10°  (0.02) 138.50 10°  (0.70) 3.50 (0.12)
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Bu fazda (6. saat) E. aerogenes’in vgb rekombinant1 konak¢1 hiicreden neredeyse
10 kat, ansB geni klonlanmis olan E. aerogenes’den ise yaklasik 3 kat daha fazla
oksijen tiikettigi goriilmektedir. Bu bakterinin ansB geni klonladigimiz susu ise hem vgb
susuna ve hem de konak¢i bakteriye gore 2 kattan daha diisiik hiicre yogunlugu
gostermistir.  Kiiltiir fazindaki uzama (9. ve 12. saat) ile birlikte E. aerogenes ve
rekombinantlarinin oksijen kullaniminda azalma olmus ve her ii¢ sus benzer oksijen
tilketim degerleri gostermeye baslamislardir. Buna tek istisna E. aerogenes’ de en
yiiksek oksijen tiikketiminin 9. saatte olmasidir. Ortam canli hiicre sayisinda ise 6. saatte
konake1 hiicrenin en yiiksek hiicre yogunluguna ulastigi kaydedilmistir.

E. coli ve bu bakterinin ansB klonlanmis rekombinantinin oksijen kullanim
karakteristikleri karsilastirildiginda, rekombinantin konakg1 hiicreye goére az da olsa ii¢
kiiltiir fazinda da daha fazla oksijen tiikettigi gortilmektedir. Her iki sus i¢in en yiiksek
oksijen aliminin oldugu 6. saatten 9. ve 12. saate gidildiginde azalma olmustur. Suslarin
12. saatteki oksijen tiikketimi 6. saate gore yaklasik 9 kat diisiik kaydedilmistir.

E. aerogenes ic¢in Vitreoscilla hemoglobininden kaynaklanan yiiksek oksijen
kullantminin  P. aeruginosa igin gecerli olmadigi saptanmistir. Erken logaritmik
kiiltiirleri (6. saat) hari¢, bu bakterinin ve vgh rekombinantinin tiim kiiltiir fazlarindaki
oksijen alim 6zelliklerinin neredeyse benzer olduklar1 kaydedilmistir. Erken logaritmik

fazda ise vgb klonu az da olsa daha fazla oksijen kullanmaktadir.
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5 TARTISMA

Diger canlilarda oldugu gibi hem yiiksek oksijende ve hem de diisiik oksijen
ortamlarinda bakteriler strese maruz kalirlar ve bu tiir istenmeyen durumlar1 atlatmak
icin ¢esitli savunma mekanizmalart gelistirmislerdir. Bitki ve hayvanlardan farkli
olarak, bazi bakteriler bu tiir olumsuz sartlar altinda yagamaya devam etmekle kalmaz,
ayn1 zamanda daha da iyi cogalmaya baslarlar. Anaerobik sartlar altinda yasamak
bakterinin oksijene alternatif oksitleyici ajanlar bulup kullanmasi ile ilgilidir. Ortam
oksijen seviyesi normal seviyelerde iken E. coli’deki esas sitokrom oksidaz sitokrom o
iken, oksijen azaldik¢a sitokrom d dominant oksidaz olur. Oksijen kisitlamasi ile
beraber hiicre fizyolojisinde diger bir¢ok ayarlamalar yapilir. TCA ve lipit oksidasyonu
icin gerekli genlerin aktivitesinde diisiise gidilirken, anaerobik transfer reaksiyonlari
icin gerekli genlerin aktivitesinde artig olur. Oksijenle regiile olan genler iki genel sinif
altinda toplanabilir: arc, aerobik respirasyon kontrolii ile ilgili iken, fir (fumarat ve
nitrat rediiksiyonu) anaerobik respirasyon kontrolii ile ilgilidir. ArcA bir seri aerobik
fonksiyon icin bir anaerobik represor olarak davranir. Hem ArcA ve hem de FNR
transkripsiyonel faktorlerdir. Bu faktdrlerin DNA’ya baglanma aktiviteleri anaerobik
hiicrede aktive olur. Her iki protein de sitokrom o’yu baskilarken, sitokrom d’yi aktive
ederler. Sit o aerobik sartlarda dominant formken, Sit d anaerobik veya mikroaerobik
sartlar altindaki E. coli’de dominant formdur. FNR hem yap1 ve hem de fonksiyon
olarak CRP (cAMP baglayan protein)’e benzer TCA ve lipit oksidasyonu i¢in gerekli
genlerin aktivitesinde diislis ArcAB sistemi ile olurken, anaerobik transfer reaksiyonlari
icin gerekli genlerin aktivitesinde artis FNR ve CRP faktorleri ile olur. Anaerobik
sartlar altinda bakterilerin ¢ogalmasi i¢in oksijene alternatif en iyi elektron alicis
nitrattir. Eger boyle sartlar altinda nitrat, nitrit veya fumarat gibi alternatif elektron
alicilar yoksa, bircok bakteri fermentasyon reaksiyonlarin1 devreye sokarak ATP’sini
substrat seviyesinde fosforilasyondan saglar. Format muhtemelen E. coli’nin en énemli
fermentasyon iriinii olup, metabolizmas1 FNR ile diizenlenir [151].

E. coli’de 200’den fazla genin ortam oksijen seviyesi ile direk iligkili olarak
regiile olduklart sanilmaktadir. Bu ¢alismanin konusunu olusturan iki gen, vgb ve ansB,
benzer sekilde oksijenle regiile olan genlerdir. Her iki genin promotorunun optimal
aktivasyonu i¢in FNR ile CRP’nin koordineli olarak promotor bolgedeki kendilerine
6zel DNA motifine baglanmalar1 gerekir. Her iki gen de anaerobiosis sartlar1 altinda

maksimum diizeyde indiiklenmekle beraber, komple anaerobik ve aerobik ortamlarda
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her iki genin ekspresyonu da baskilanmaktadir. Dolayisi ile L-asparaginazda oldugu
gibi, cesitli biyoiiretimlerde oksijen konsantrasyonunun belli kritik seviyelerin altina
diismesi en 6nemli belirleyici olup, bdyle sistemlerde hiicrelere etkin bir oksijen alim ve
tampon 0zelligi kazandiran Vitreoscilla hemoglobininin kullanilmasinin énemli avantaj
saglayacag diisliniilmiistiir. Ancak, sonuglar VHb nin farkli bakterilerde oldukca farkl
L-asparaginaz sentezine neden oldugunu, bazi bakterilerde beklendigi gibi enzim
seviyesinde Onemli artis gozlenirken bazi bakterilerde enzimin neredeyse tamamen
inhibe oldugunu gostermistir.

Bu c¢aligmanin konusunu olusturan her iki genin (ansB ve vgb)
indiiksiyonunun ve represyonunun yukarida bahsedilen global transkripsiyon
regiilatorleri (ArcAB, FNR ve CRP) basta olmak {izere ¢esitli transkripsiyon faktorlerini
iceren karisik mekanizmalar ile kontrol edildigi ve buna bagli olarak bu genlerin {iriinii
olan L- asparaginaz ve VHD sentezinin karbon, azot ve oksijen gibi besinsel ve ¢evresel
faktorler tarafindan regiile edildigi bilinmektedir [14]. Buradan hareketle bu ¢alismada
ansB geni ve vgb geni klonlanmig transformantlarda ve onlarin dogal konakg¢ilarinda
farkl1 karbon ve azot kaynaklarmin L-asparaginaz sentezine etkileri karsilagtirmali
olarak arastirilmistir. Bu amagcla ¢alisma gram-negatif bakteriler olan E. coli ve onun
ansB geni klonlanmis rekombinant susu (E. coli-pAHZ12), Pseudomonas aeruginosa ve

bu bakterinin Vitreoscilla hemoglobini klonlanmis rekombinant susu (PaJC) ve

Enterobacter aerogenes ve onun vghb™t rekombinant1 ([pUC8:15]) ve ayrica ansB geni
tagtyan bir vektorle (pB-PGA) klonladigimiz Enterobacter aerogenes rekombinanti
(Ea[pB-PGA]) kullanilmistir.

Karbon kaynaklarmin L-asparaginaz enziminin aktivitesine etkilerinin
arastirilmasi ¢aligmalari ¢ercevesinde glukoz, laktoz, gliserol ve mannitol kullanilmistir.
Calismada kullanilmis  olan bu dort karbon kaynaginin  bakterilerde ve
rekombinantlarinda L-asparaginaz sentezini oldukca farkli diizeyde etkiledikleri
saptanmistir. Bu farkin ayni zamanda bu bakterilerin biyokiitle olusturmasina ve
amonyak salinimlarina genel olarak yansidigi goriilmektedir. Genel olarak yiiksek
biyokiitle olusturulan ortamlarda enzim sentezinin de yiiksek oldugu belirlenmistir.
Ornegin kiiltiir ortaminda biyokiitle olusturmast bakimindan her ii¢ bakteride (ve
onlarin rekombinantlarinda) de en elverigsiz C-kaynagi olarak belirlenen mannitoliin
genel olarak enzim sentezini en diisiik diizeyde destekleyen bir karbonhidrat oldugu
belirlenmistir. Mannitoliin bakteri kiiltiirleri i¢in genel olarak fakir bir karbon ve enerji

kaynag1 oldugunu gosteren ¢aligmalar [152] da bu sonuglar1 desteklemektedir. Ayrica,
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buradaki ¢aligmalar bir bakteri tiirlinde L-asparaginaz sentezi veya biyokiitle olusturma
icin oldukega elverigli olarak belirlenen bir C-kaynagi baska bir bakteri i¢cin tamamen
elverissiz olabilecegini gdstermistir. Ilging olan bu durumun ayn1 bakterinin yabaml tipi
ile rekombinant suslar1 arasinda da goriilmesidir.

Glukoz, E. aerogenes’de enzim sentezini en yiiksek diizeyde destekleyen
C-kaynag1 iken, ayni karbonhidrat bu bakterinin vgb ve ansB rekombinantlarinda
mannitolden sonra en elverissiz karbon kaynagi olarak kaydedilmistir. Daha da ilging
olan ise glukozla beraber bulundugu bir ortamda genellikle tercih edilmeyen laktozun
bile bu rekombinantlarda L-asparaginaz sentezi i¢in glukozdan daha etkin bir C-kaynagi
olarak belirlenmis olmasidir. Ancak, yabanil tip E. aerogenes’de laktoz bu amag i¢in
(L-asparaginaz  sentezi) mannitolden sonra en uygun olmayan C-kaynagi
goriiniimiindedir. Bu bakteri ile yapilan ¢alismalarda L-asparaginaz genini klonlamis
oldugumuz sus (Ea[pB-PGA])’un hem gliserol ve laktoz ortaminda yabanil tipten ve
vgb susundan oldukca ytiksek ( 2.2 kata kadar ) L-asparaginaz seviyesine sahip olmasi
bu yeni olusturulan susun daha ileri caligmalar i¢in potansiyelinin olabilecegini
gostermektedir. Bu susa ansB geninin komple operonunun yerlestirilmesinin bir sonucu
olarak bu enzimin rekombinant bakteride dogal konak¢isindan daha ¢ok ifade edilmesi
beklenen bir sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Glukozun yabanil sustaki etkisi haric,
kiiltiir ortamina salinan amonyak miktar1 ile suslarin L-asparaginaz seviyeleri arasinda
bir iligski vardir. Her {i¢ sus icin de en diisiik enzim seviyesinin kaydedildigi mannitol
ortami ayni zamanda en diisik diizeyde amonyak salinimin oldugu ortam olarak
belirlenmistir. Diger taraftan, genel olarak en yiiksek enzim seviyelerinin agiga
cikmasini saglayan gliserol ve laktoz ortaminda, amonyak saliniminin da en yiiksek
diizeyde oldugu kaydedilmistir. Enzim {iretimi ile ilgili tim biyoproseslerde ortam
hiicre yogunlugunun enzim sentezi ile dogru orantili oldugu bilinmektedir [154]. Bu
baglamda, yine glukoz hari¢, E. aerogenes ve rekombinantlarinda en yiiksek enzim
seviyesinin en yliksek biyokiitle olusumunu destekleyen ortamlarda (6r. gliserol ve
laktoz ortamlarinda) oldugu saptanmigtir. Diger bir ifadeyle, bu bakteri ve suslar1 i¢in
amonyak saliniminin ve biyokiitle olusumunun en yiiksek oldugu ortamda bakterilerin
L-asparaginaz seviyelerinin de en yliksek diizeyde oldugu kaydedilmistir. Glukoz bu
enzimin iretiminde en yaygin kullanilan karbon kaynagi olmasina ragmen, ozellikle
bazi bakterilerde bu karbonhidratin yiliksek bir katabolit inhibisyona neden oldugu
gosterilmistir [7, 11, 13]. Ancak bunun tersinin rapor edildigi bir ¢alismada glukozun

Serratia marcescens’de L-asparaginaz sentezini arttirdigi bildirilmistir [87]. Baska bir
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caligma da ise glukozla L-asparaginaz sentezinin glukozun kullanilan konsantrasyonu
ile ilgili oldugu, ytliksek konsantrasyonda glukozun (% 1) enzim aktivitesini tamamen
inhibe ettigi, diisiik konsantrasyondaki (% 0.1) ise nispeten indiikleyici bir etki yaptig1
rapor edilmistir [152]. Boyle bir etkinin nedeni glukozun yiiksek konsantrasyonunda
hiicrelerin fermantasyon yapmasina ve bdylece ortama asetat, format ve laktat gibi
fermantasyon iriinleri salarak ortam pH’simi diisiirmesine baglanabilir. Tersine
ortamdaki diisiik konsantrasyondaki glukoz genel olarak bu kaynagin enerjitik amaglar
icin tamamen oksidasyonuna ve dolayisi ile daha az fermentatif iiriin olusarak ortam
pH’smin kararl kalmasina ya da az da olsa artigini1 saglayarak L-asparaginaz sentezine
katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Yiiksek glukozlu ortamlarda L-asparaginaz
sentezinin inhibisyonunun sadece glukozun katabolit represyonundan kaynaklanmadig,
ayni zamanda glukozun metabolizmasi sonucu ortam pH’smin diismesinin dolayl
olarak enzim sentezini negatif etkiledigi rapor edilmistir [10]. Bu baglamda
Enterobacter cloacae ile yapilan bir calismada L-asparaginaz sentezinin ortam pH’siin
diismesiyle (pH<6.0) inhibe oldugu rapor edilmistir. Tersine enzim sentezinin ndtr veya
alkali pH’lar da (pH 6.5-9.5) yiiksek oldugu kaydedilmistir [55]. Ortam pH degerinin
7.0’den daha diisiik olmasmin ortama salinan amonyagin iyonize (NH;") formda
birikmesine ve boylece ortam pH degerinin daha da diismesine neden oldugu
diisiiniilmektedir. Bu sonuclar, ortam pH’sin1 diisiiren iyonlarin L-asparaginaz sentezini
inhibe ettigi sonuglariyla bagdasmaktadir [53]. Caligmamiz boyunca ortam pH degerleri
nadiren 7.0’nin altina diismistiir. Buna bagli olarak da bu ortamlarda diisiik enzim
seviyeleri gozlenmistir.

E. aerogenes igin tiim karbon kaynaklarinda vgh" susunun diger iki bakteri
susuna gore daha diisiik enzim aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Daha 6nce yapilan bir
calismada VHb’ nin E. aerogenes de bulundugunda L-Asparaginaz sentezini olumsuz
etkiledigi belirlenmistir [11]. Bu sonuglar ile calismamizda elde ettigimiz sonuglar
ortiismektedir. Ea[pUC8:15]’in daha yiiksek oksijen alim sistemine sahip olmasi, bu
susun E. aerogenes’den daha diisiik L-asparaginaz sentezine sahip olmasina neden
olabilir. Ciinkii L-asparaginaz sentezi yiiksek oksijen kosullari altinda baskilanmaktadir
[10]. Hem VHb hem de L-asparaginaz’in sentezinin diisiik oksijenli sartlar altinda
global regiilator faktorler olan Fnr (fumarat nitrat rediiksiyon) ve cAMP reseptor
protein (CRP) aracilig1 ile indiiklendigi bilinmektedir [ 10, 81, 82]. Dolayis1 ile bu 24
saat kiiltiirlerinde indiiklenmis olan VHb’in klonlanmis bakteride L-asparaginaz

sentezini baskiladig1 diistiniilmektedir.
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E. coli’de ve onun ansB klonlanmis susunda (E. colijpAHZ12]) C-
kaynaklarinin L-asparaginaz sentezi lizerine etkisi E. aerogenes’den oldukca farkli
olmustur. Sonrakinde oldukga elverisli bir C-kaynagi olarak kaydedilen gliserol, E. coli
ve E. coli[pAHZ12]’da L-asparaginaz sentezi i¢in mannitolle beraber en uygun olmayan
C-kaynagi olarak belirlenmistir. Ancak, diisiik bir enzim seviyesi saglamasi ile beraber,
rekombinantla konakg1 hiicre arasinda L-asparaginaz seviyesindeki tek fark gliserolle
olmustur. Bu C-kaynagini igeren ortamda E. coli[pAHZ12] konakg1 hiicreden 2 kattan
fazla enzim aktivitesi gostermistir. Diger li¢ ortamda ise konak¢1 ve rekombinant susun
enzim seviyeleri benzerlik gostermistir. Her iki susta en yiiksek enzim seviyeleri ise
laktozla saglanmistir. Her iki susta da kismi glukoz baskilamasi goriilmiistiir. £. coli’de
L-asparaginaz sentezi iizerine glukozun etkisinin c¢alisildig1 bir bagka c¢aligsmada [51], %
5’lik glukoz igeren biiyime ortaminda enzim sentezinin hemen hemen tamamen
baskilandig1 saptanmig ve L-asparaginaz sentezini inhibe eden faktorlerin basinda
glukozun neden oldugu hiicre i¢ci cAMP seviyesindeki azalisa ve ortam asiditesindeki
artisa bagli oldugu ileri stiriilmiistiir. Glukozun gosterdigi katabolit represyon aslinda bu
maddenin hiicre i¢ine taginimu ile iligkilendirilebilir. Bu seker E. coli ve E. aerogenes
bakterileri ve rekombinantlarinda hiicre igine, bir grup translokasyonu tipi taginim
ornegi olan fosfotransferaz sistemi ile alinmaktadir. Bu sistem bir seri tastyici protein ile
fosfoenol piirivattan fosfat grubunun membrana kadar tasinip glukoz molekiiliiniin
fosforillenerek hiicre i¢ine alinmasi prensibi ile ¢alismaktadir. Bu sistemin son fosfat
tagiyicist ayni zamanda hiicre i¢ginde ATP’den cAMP ‘in olusumunu saglayan adenilat
siklaz enziminin de aktivatoriidiir. Dolayis1 ile hiicre i¢ine glukozun fosfotransferaz
sistemi ile alindig1 bakterilerde adenilat siklaz yeterince aktive edilemedigi igin hiicre
ici cAMP seviyesi diismektedir. Bu durum cAMP ile regiile olan ansB promotorunun
yeterince ¢alisamamasmma ve dolayisiyla L-asparaginazin  diisik oraninda
sentezlenmesine sebep olmaktadir. Calismamizda kullandigimiz E. coli ve E. aerogenes
bakterileri, laktozun parcalanmasi ile olusan glukozda ise herhangi bir katabolit
baskilamaya maruz kalmamislardir ¢iinkii bu bakterilerde laktoz hiicre i¢ine aktif tagima
ile alinmaktadir. Bu sekilde madde aliniminin ise adenilat siklaz enziminin aktivitesi ve
dolayisi ile hiicre i¢i cAMP seviyesine bir olumsuz etkisi olmamakta ve L-asparaginaz
sentezini etkilememektedir. P. aeruginosa’da ise madde aliniminda fosfotransferaz

sistemi kullanilmadigi i¢in bu tiir bir durumdan s6z edilemeyecektir.
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C-kaynaklar ile E. aerogens ve rekombinantlari i¢in L-asparaginaz sentezi,
biyokiitle olusumu ve kiiltliir ortamina salinan amonyak miktarlar1 arasindaki dogru
iligki mannitol harig, E. coli ve E. coli[pAHZ12]’da gézlemlenmistir.

P. aeruginosa ve onun vgb rekombinanti (PaJC) genel olarak tiim C-
kaynaklar ile diger iki bakteri (E. aerogenes ve E. coli)’ye ve suslarina gore daha
yiiksek L-asparaginaz aktivitesi gostermistir. Bu fark o6zellikle PaJC igin gliserol
ortaminda daha barizdir. Tiim bakteriler i¢inde en yiiksek L-asparaginaz seviyesi bu
susta ve gliserolle kaydedilmistir. Bu ortamda PaJC susu konakc¢isindan 2 kat diger
bakterilerden ise 6 kata varan yiiksek enzim seviyeleri gostermistir. Bu baglamda bu
bakterinin ve susunun diger bakterilere gore genel olarak daha yiiksek biyokiitle
olusturdugu belirlenmistir. Diger 6nemli bir fark ise E. aerogenes (Ea[pUC8:15])’de
VHb’nin L-asparaginaz sentezi iizerine gosterdigi baskilanmanin PaJC’da goriilmemis
olmasi, aksine uygulanan tiim C-kaynaklari ile bu susun konakg¢isina goére daha yiiksek
enzim aktivitesi gostermis olmasidir. Yapilan bir ¢calismaya gore [152] mannitollii besi
ortaminda E. aerogenes ve P. aeruginosa L-asparaginaz sentezlemeleri bakimindan
farkli seviyelerde etkilenmislerdir. Yani enzim sentezi bakimindan zayif bir C-kaynag1
olan mannitolden her iki bakterinin farkli derecelerde etkilendigi gozlemlenmistir.
Calismanin sonucunda bu bakterilerde glukozun L-asparaginaz sentezi lizerine yapmis
oldugu katabolit represyonun mannitolde gériilmedigi belirtilmistir. Ayrica mannitoliin
L-asparaginaz sentezi i¢in zayif bir karbon kaynagi oldugu ispatlanmistir. Bu ¢alisma
da yukaridaki ¢alismaya paralel bulgular elde edilmis ve mannitoliin kullanilan diger
tim karbon kaynaklar1 i¢inde enzim aktivitesi ve Agoo degerleri bakimindan en zayif
karbon kaynagi oldugu tespit edilmistir.

Calisilmis olan ii¢ bakteri tiiriiniin de gram-negatif ve yakin bakteriler
olmalarina ragmen, ayni C-ortamindaki enzim regiilasyonlar1 arasindaki bu derece
farkli olmalarinin onlarin farkli metabolik 6zellige sahip olmalari ile agiklanabilir. E.
coli ve E. aerogenes fakiiltatif anaerob olmalarina ragmen, birincisinin karisik asit
fermantasyonu ikincisinin ise daha notr {riinler olan biitandiol ve asetoin
fermantasyonu yaptigi bilinmektedir. P. aeruginosa ise zorunlu aerob olup, yine
kendine 6zgii metabolik aktiviteleri olan bir bakteridir. Dolayis1 ile, bu ii¢ bakteri
metabolik aktivite agisindan gram-negatif bakterilerin 6nemli bir kesimini etmektedir.
Global regiilatorler E. aerogenes ve P. aeruginosa’da farkli sekillerde
diizenlenmektedir. E. aerogenes ‘de Fnr ve P. aeruginosa’da Fnr’nin homologu olan

Anr oksijenin sinirlt oldugu kosullarda aktiftirler. Fnr ve Anr kendi promotorlari i¢in
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farkl1 baglanma o6zgiilliiklerine sahip olmalarindan dolay1 E. aerogenes ve P.
aeruginosa’da farkli seviyelerde L-asparaginaz sentezinin goriildiigli belirtilmektedir.
[39, 86]. Bu calismadaki sonuglar gostermistir ki, bu farklilik sadece burada kullanilan
iic bakteri tliri ile smirli olmayip, ayni tiirin farkli suslar1 (konake1 bakteri ile ansB
veya vgb rekombinantlar1) arasinda da L-asparaginaz seviyeleri arasinda 6nemli farklar
vardir. Dolayist ile bir bakterinin yiiksek L-asparaginaz sentezi i¢in gerekli kosullar
diger bakteriye uygulanamayacagi gibi, bir bakterinin farkli suslar1 arasinda da bu
kosullar farkli olabilir. Dolayist ile L-asparaginaz tiiretiminde her bakterinin veya
susunun yiiksek enzim sentezi i¢in ayr1 ayri ele alinip ortam ve ¢evre kosullarinin o
bakteri veya susa 0zgii bicimde optimize edilmesinin uygun olacagi diistiniilmiistiir.
Amonyum kloriir, asparagin, glutamin ve iirenin temel azot kaynagi olarak
kullanildig1 ¢alismalarda da karbon kaynaklari ile yapilan ¢alisma sonuglarina benzer
olarak en yiiksek L-asparaginaz seviyeleri ii¢ bakteri tiirii arasinda P. aeruginosa’da
kaydedilmistir. Ozellikle bu bakterinin vgb susu (PaJC) kendi konakgisi dahil tiim
bakteriler ve suslart arasinda en yiiksek enzim seviyesine sahip olam1 olarak
belirlenmistir. E. aerogens ve bu bakterinin vgbh susu (Ea[pUCS8:15]) genel olarak ayni
N-kaynagi ortaminda benzer L-asparaginaz aktiviteleri oOlgiiliirken, ansB geni
klonladigimiz susta Ozellikle asparagin ve glutamin ortaminda kaydedilen enzim
seviyeleri bu bakterinin diger iki susundan O6nemli derecede (4 kata varan oranda)
yiiksek kaydedilmistir. Bu sonug, karbon kaynaklarinda da oldugu gibi yeni olusturmus
oldugumuz bu ansB susunun yiiksek L-asparaginaz sentezi ¢aligmalari i¢in umut verici
oldugunu gostermektedir. E. coli’de en yiiksek enzim seviyesi asparagin ile saglanirken,
bu bakterinin ansB rekombinantinda (pAHZ12) bu iire ile saglanmistir. Bu sus bu
ortamda E. coli’ye gore yaklagik 2.7 kat daha fazla enzim aktivitesi gostermistir.
Tersine E. coli’de bu N-kaynagi (iire) amonyum kloriir hari¢ en diisiik enzim
aktivitesine neden olmustur. Bu susta en yiiksek L-asparaginaz aktivitesi L-asparagin
bulunan ortamda gdzlenmistir. Ure iceren ortam her iki bakteride de benzer ve en
yiiksek biyokiitle olusumunu desteklerken, bunu ikinci sirada E. coli igin asparagin,
ansB klonu iginse glutamin saglamistir. Kullanilan N-kaynaklar1 arasinda her ii¢ bakteri
tiirlinde de en diisiik enzim diizeyi amonyum kloriirle kaydedilmistir. Bu sonug, N-
kaynaklar1 arasinda sadece amonyum kloriiriin inorganik bir N-kaynagi olmasi ile
aciklanabilir. Diger iic N- kaynag1 (asparagin, glutamin ve iire) ise organik maddeler
olup, azota ilaveten tasidiklar1 karbon iskeleti ile hiicrelerin karbon ihtiyaglart igin de

kullanilabilirler. Bu baglamda en diisiik diizeyde biyokiitle olusumu amonyum kloriiri
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iceren ortamda kaydedilmis ve yine en diisiik diizeyde ortam amonyak birikimi bu
kiiltiirlerde belirlenmistir. Benzer ¢aligmalarda L-asparagin, L-glutamin ve L-glutamik
asit gibi ¢oziiniir azot kaynagi olan amino asitlerin ve iirenin enzim sentezini uyarirken,
amonyum bilesiklerinin enzim sentezini baskiladiklar1 rapor edilmistir [17, 52].
Bulgularimiza paralelik gdsteren bir baska calismada glukoz ve amonyum iyonlarinin
ortama eklenmesi ile L-asparaginaz iiretiminin baskilandig1 rapor edilmistir [53]. Farklh
C-kaynaklar1 ile oldugu gibi, farkli N-kaynaklari ile farkli bakterilerde ve hatta bir
bakterinin farkli suslar1 arasinda bile farkli sonuglar elde edildigi rapor edilmistir [7, 11,
13]. Dolayzist ile her bakteri tiirii ve hatta kullanilacak sus i¢in uygun N-kaynaklarinin
belirlenmesi ve gerekirse alternatif alternatif karbon ve azot kaynaklarin aragtirilmasi bu
enzimin ticari anlamda iiretilebilmesi igin bir gerekliliktir. Ornegin, ilgili bir calismada
E. aereogenes’de L-asparaginaz iiretimi icin en iyi karbon kaynaginin sodyum sitrat, en
iyi azot kaynaginin ise diamonyum hidrojen fosfat oldugu rapor edilmistir [7].
Calismamizda elde ettigimiz ilging bir sonucta E. aerogenes ve ansB rekombinantinda,
ayrica P. aeruginosa nin rekombinant sugsunda enzimin aktivitesi agisindan, glutaminin
asparaginden daha elverigli bir N-kaynagi goriiniimiinde olmasidir. Bu durum 1.
bolimdeki sekill.6’daki reaksiyonla kolayca acgiklanabilir. Asparagin, aspartat ve
glutaminden olusmaktadir. Ortamda glutamin oldugunda enzim o6nce hiicre i¢indeki
asparagini pargalayacak ve bu parcalanma ile olusan aspartat ortamdaki glutaminden
amino grubu transferi ile yeniden asparagini olusturacaktir. Bu durum ortama stirekli
substrat ilavesi olarak da diisiliniilebilir. Bu durum E. coli nin ansB rekombinantinda
gozlenememistir. E. coli nin ansB rekombinantinin tagidigi vektor iizerindeki aspartaz
geni, asparagin olusumu ile agiga ¢ikan aspartatin fumarat ve amonyaga doniisiimiinii
katalizledigi i¢in bu susta glutamin varliginin asparagin olusumu igin bir avantaj
olusturmadigini diisiinmekteyiz.

Burada ¢alisilmis olan bakterilerin ¢ogalmasi ve onlarin L-asparaginaz
sentezi i¢in endiistriyel atiklarin uygun ortamlar olup olmadiklar1 vinas, melas, ZYFA
ve PAS kullanilarak arastirilmistir. C ve N-kaynaklari ile elde edilmis olan ¢aligmalarda
oldugu gibi genel olarak en yiiksek enzim aktivitesi li¢ bakteri tiirli i¢inde P.
aeuroginosa’da kaydedilmistir. Ozellikle bu bakterinin yabaml tipi vinas ortaminda bu
calisma boyunca elde edilen en yiiksek L-asparaginaz seviyesi (=53 umol dak” mg”
protein) ile kendini gostermistir. Bu ortamda L-asparaginaz seviyesi diger tim
ortamlarla karsilastirildiginda, 2 ila 100 kata varan oranlarda yiliksek bulunmustur. Bu

bakteri diger atiklarda 5 katin {izerinde diisiik aktivite gostermistir. Toplam biyomas
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iiretiminin en yiiksek oldugu ortam da vinas olarak kaydedilmistir. Ancak, bu ortamda
yabanil sus PaJC rekombinantindan 3 kat1 daha fazla bir biyomas iiretmistir. Diger ii¢
ortamda ise biyokiitle seviyesi benzer enzim seviyeleri ile orantili olup vinasa gore
genel olarak 3 ila 13 kat arasinda lizerinde daha diisiik olmustur. E. aerogenes ve bu
bakterinin vgb (Ea[pUC8:15]) ve ansB (E.a [pB-PGA]) klonlanmis rekombinantlarinda
L-asparaginaz sentezine atiklarin etkileri incelendiginde en yiiksek enzim aktivitesinin
her {li¢ bakteride de vinasda oldugu belirlenmistir. Baglantili olarak ortama salinan
amonyak seviyesi en yliksek vinas ortaminda gézlenmistir. Esasen, ansB geni tastyan E.
coli (pAHZ12) harig, diger tiim bakteri ve suslarda da en yiiksek enzim seviyeleri
vinasla saglanmistir. pAHZ12 susu diger bakterilerde genel olarak bu amac¢ (L-
asparaginaz sentezi) i¢in en elverigsiz ortam olan PAS ortaminda en yiiksek enzim
aktivitesini gostermistir. Bu baglamda ortam amonyak seviyesi en diisiik (2-17 kata
varan oranlarda) PAS’da gozlenmistir. Kiiltiirler genel olarak vinas ve ZYFA ortaminda
en yiiksek biyokiitlelere ulagirken, enzim seviyesi ile biyokiitle arsinda C- ve N-destekli
ortamlar gibi direkt bir iliski goriilmemistir. ZYFA’nin sahip oldugu organik bilesenler
ve toksik icerigi ile mikrobiyal liremeyi sinirlayict bir 6zellige sahip oldugu rapor
edilmigse de [116], burada calisilan organizmalarin hepsinin bu atikta oldukga iyi
cogalma sagladiklar1 saptanmistir. Genel olarak en diisiik enzim seviyelerinin (pAHZ12
hari¢) tespit edildigi PAS ortaminda tiim bakterilerin biyokiitle olusturma seviyeleri de
oldukca diisiik kalmigtir. Diger atiklardan daha yiiksek besin degeri ile bilinen PAS i¢in
bu beklenilmeyen bir sonu¢ olmustur. Bu durum kullanilan ortamlarin inkiibasyon
boyunca ulastiklar1 ortam asitligi ile ilgili olabilir. Calisma boyunca baslangic pH
degeri 7.2’ye ayarlanmus atiklardan inkiibasyon periyodu sonunda sadece PAS
ortaminda E. aerogenes ve rekombinantlarmin kiiltiir pH degerleri 6.0’nin altina
inmigtir. Boyle diisiik pH dereceleri de dogal olarak bakteri ¢ogalmasini ve enzim
sentezini sinirlandirmis olabilir. PAS yapisinda laktoz bulunduran bir maddedir. E.
aerogenes’de laktozu metabolize ederken asit aciga c¢ikarir [152]. Dolayisi ile bu
ortamdaki pH diisiisii bununla iliskilendirilebilir. En yiiksek enzim aktivitesinin
goriildiigli vinas ise yogun organik yiike sahiptir ve melasin fermantasyon triiniidiir.
Kiiltiir periyodu sonunda genel olarak baslangic pH (7.2) degerine gbre nispeten artis
goriilen ortam pH’lar1 L-asparaginaz sentezini destekleyen araliklarda (8.0-8.5)
olmustur. Bircok caligmada L-asparaginaz sentezinin nétral ve alkali ortamlarda
indiiklendigi (pH 7.0-8.6) rapor edilmistir [2]. L-Asparaginaz aktivitesi iizerine g¢esitli

divalent metal katyonlarinin etkileri lizerine yapilan ¢aligmalarda mangan ve ¢inkonun
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biitlin konsantrasyonlar1 enzimi tamamen inhibe ederken, bakirin sadece yliksek
konsantrasyonlarda enzimin sentezini baskiladig1 saptanmistir [55, 56]. Demir, kobalt,
magnezyum ve nikelin ise diisiik konsantrasyonlarda enzim aktivitesini arttirdiklari,
yiiksek konsantrasyonlarda ise inhibe ettikleri belirlenmistir [57]. Bu ¢alismada
kullanmis oldugumuz atiklar bu elementler bakimindan karsilastirildiginda birgok
calismada farkli konsantrasyonlarin rapor edildigi goriilmektedir. Bu durum bu atiklarin
tiretildigi endiistriyel komplekslerin farkli ¢alisma ozelliklerinin bir sonucu olabilir.
Kullanilmis olan endiistriyel atiklarin elementel analizi bu ¢aligmada yapilmadigindan,
L-asparaginaz sentezi ve biyokiitle olusumunun ortamlarda bulunan metal katyonlari ile
iliskisinin muhtemel ac¢iklamasi baska bir ¢calismanin konusudur.

Ozellikle yiiksek biyokiitle olusumunun saglanmasi arzu edilen
biyoproseslerde yaygin olarak zengin besi ortamlar1 kullanilir. Calismada bu
ortamlardan olan Lauria Broth (LB), Terrific Broth (TB) ve SOB ortamlarinin L-
asparaginaz sentezi iizerine etkileri arastirilmistir. Bu zengin besi ortamlarindaki en
dikkat c¢ekici nokta L-asparaginaz sentezinin bundan 6nceki degisik C- ve N-kaynakli
minimal ortamlara gore 10 katlara varan biiyiikliikklerde artis gdstermis olmasidir.
Ayrica, biyokiitle olusumu ve amonyak salinimi da bu ortamlarda daha yliksek
diizeylerde gerceklesmistir. Bakterilerin genelinde hem biyokiitle degerlerinin hem de
L-asparaginaz seviyesinin TB ortaminda belirgin sekilde yiiksek oldugu belirlenmistir.
Bu besiyerinin hem yiiksek besinsel i¢erige hem de ortam pH’sin1 dengede tutabilen
tamponlayict bilesiklere sahip olmasi nedeniyle bu sonuglar sasirtict degildir. Benzer
bir ¢alismada TB ortaminda kiiltiirii yapilan E. coli’'nin LB besiyerindekine gore
yaklagik 4 kat daha fazla L-asparaginaz aktivitesi gosterdigi rapor edilmistir [154].

L-asparaginaz sentezinin ortam pH ve sicakligi basta olmak iizere cesitli
fiziksel sartlardan etkilendigi bilinmektedir. Calisma boyunca kullanilan standart ortam
pH (7.2) ve sicaklik (37 °C) derecelerinde yiiksek L-asparaginaz aktivitesi, yliksek
biyokiitle olusumu, yiiksek amonyak salinimi ve nispeten daha az ortam pH degisimi
TB ortaminda goriilmiistiir. Bu nedenle bu ortamdaki kiiltlirlerin standart pH (7.2) ve
sicaklik (37 °C) derecelerinin altindaki ve tizerindeki kosullarda nasil etkilendigi de
arastirillmistir. E. aerogenes ve bu bakterinin tarafimizdan olusturulan ansB geni
klonlanmis susunda pH 5.0’dan pH 8.0’e dogru enzim sentezinde kademeli bir yiikselis
gozlenmistir. En diisiik enzim aktivitesinin goriildigii pH 5.0 ila en yiiksek enzim
sentezinin kaydedildigi pH 8.0 arasinda 4 katin iizerinde fark goriilmistir. Bu

bakterinin Vitreoscilla hemoglobini sentezleyen susunda ise, diger iki susa gore 10 kata
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varan daha diisiik enzim seviyelerinin ortam pH farkliligindan etkilenmedigi
belirlenmistir. Ortam pH farkinin L-asparaginaz sentezi iizerine etkisi P. aeruginosa ve
onun vgbh rekombinantinda (PaJC) oldukg¢a farkli olmustur. PaJC susu tim pH
araliklarinda konakg1 hiicreye gére onemli oranda yiiksek enzim aktivitesi gostermistir.
Benzer bigimde E. coli ve onun ansB rekombinanti olan pAHZ12’de de ortam pH’sinin
L-asparaginaz sentezi lizerine etkisi olduk¢a farkli bulunmustur. Yabanil tip bakteride
en yiiksek enzim aktivitesi pH 8.0 de goriiliirken, benzer seviyedeki enzim aktivitesi
PAHZI12 susu icin pH 7.0 de belirlenmistir. Ortam sicakligi bakimindan da bakteriler
arasinda L-asparaginaz seviyeleri bakimindan farklilik oldugu gibi, bir bakteri ile
rekombinantlar1 arasinda da 6nemli farkliliklar oldugu gézlenmistir. E. aerogenes ve
rekombinantlarinda L-asparaginaz sentezi iizerine sicakliginin etkisine bakildiginda vgb
tagiyan susun tiim c¢alisilan sicakliklarda benzer ve diger iki susa gore 3-10 kat arasinda
diisilk enzim aktivitesi gosterdigi kaydedilmistir. Bu bakteri ve E. coli ve bunlarin
rekombinantlarinda genel olarak en diisiik enzim seviyeleri en diisiik sicaklikda (25 °C)
kaydedilmistir. Tersine P. aeruginosa ve bu bakterinin vgbh rekombinantinda en yiiksek
L-asparaginaz sentezi 30 °C’deki kiiltiirlerde belirlenmistir. Bu sonuglarin bakterilerin
dogal yasama alanlarindan kaynaklandigi disiiniilebilir. Caligmamizda kullanilan
bakterilerin mezofilik olduklar1 yani 20-40 °C arasindaki sicakliklara uyumlu olduklari
zaten bilinmektedir. Bu araliklardaki sicakliklarda yasayan bu mikroorganizmalarin
optimum tireme noktalarinin birbirinden farkli olmasi beklenen bir durumdur. Dolayisi
ile en yiiksek enzim aktivitesi gosterdikleri sicaklik derecelerinin farkli olmasida normal
karsilanabilir.

Bakterilerden izole edilen ekstrakt ortamindaki L-asparaginazin farkli ortam
reaksiyon 1sis1 ve reaksiyon pH’sindan nasil etkilendiginin arastirilmas: enzimin
katalitik aktivitesinin pH artig1 ile orantili bicimde arttigin1 ve enzim en yiiksek katalitik
aktiviteye pH 8.6’da ulastigin1 géstermektedir. Daha bazik pH’larda ise enzim aktivitesi
diismekte ve diisiik pH’l1 reaksiyon ortamlarina benzer bir seyir izlemektedir. Bu sonug,
bu yonde rapor edilmis bir ¢cok calisma ile benzerlik gostermektedir. Enzimin katalitik
aktivitesinin ise 37 °C reaksiyon ortaminda en yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu
sicakligin altindaki ve iizerindeki sicakliklarda enzimin katalitik aktivitesinde 6nemli
diisiis goriilmiistiir. Farkli organizmalarla yapilan bu tiir ¢aligmalarda farkh
bakterilerden gelen L-asparaginazlarin katalitik aktivitesi i¢in farkli sicaklik ve pH

dereceleri rapor edilmistir [2, 46].
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Atmosferik icerigin (oksijenin) L-asparaginaz sentezi iizerine olan etkisi
konusunda da farkli sonuglar rapor edilmistir. Baz1 bakterilerde iyi bir havalandirmanin
L-asparaginaz sentezini indiikledigi [7], digerlerinde ise baskiladig: bildirilmistir [11,
14]. Calismamizda ozellikle kiiltiirlerin erken logaritmik fazda Vitreoscilla hemoglobini
ile daha yiliksek bir oksijen alimi gerceklestirdikleri kaydedilmistir. Ayrica, tim
bakterilerde genel olarak rekombinant hiicrelerin konakg¢ilarina gére daha fazla (3-10
kat) oksijen tiikettikleri gOriilmiistiir. Bu durum, bakterilere plazmid tarafindan
yiikklenmis olan ekstra metabolik yiikle ilgili olabilir. E. coli’de enzim sentezinin
anaerobiosis ile yiiksek aerobik kosullara gore 100 ile 1000 kat kadar fazla oldugu rapor
edilirken [14], ayn1 bakteri ile yapilan bir bagka caligmada artan ¢6ziinmiis oksijen
seviyesine paralel olarak L-asparaginaz sentezinin de arttigi gosterilmistir [54]. Bu
calisma sonuglari, aktarilmis oldugu hiicrelere etkin bir oksijen alim yetenegi
kazandiran Vitreoscilla hemoglobininin E. aerogenes’de L-asparaginaz sentezini
neredeyse tamamen inhibe ettigini, P. aeruginosa’da ise indiikledigini géstermektedir.
Dolayis1 ile bu iki bakteride L-asparaginaz sentezi i¢in gereksinim duyulan oksijen
miktarlar1 farkli olmalidir. VHb ile saglanan oksijen birinci bakteride enzim sentezi i¢in
bir dezavantaj yaratip enzim sentezini baskilarken, ikinci bakteride bu sistemle saglanan
oksijen daha yiiksek bir L-asparaginaz sentezini desteklemektedir. Katabolit represyon
altindaki E. aerogenes ve P. aeruginosa’da L-asparaginaz sentezinin farkli sekillerde
regiile edilmesi, bu iki bakteride karbon akisinin regiilasyonunun ve indiikleyici
kontroliin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Ciinkii bu bakteriler glukoz metabolizmasi
icin alternatif glikolitik yollar1 kullanirlar. E. aerogenes glukozu, Embden-Meyerhot-
Parnas yolunu kullanarak metabolize eder. Bu metabolik yol sonunda format, asetat,
laktat gibi asitler ve asetoin, biitandiol gibi fermantasyon iiriinleri olusur. P. aeruginosa
ise daha ¢ok Entner-Doudoroff yolunu kullanarak glukozu nétr bir {iriin olan glukonata
doniistiiriir.

Bilindigi gibi hem VHb hem de L-asparaginaz de oksijenin sinirli oldugu
kosullar altinda daha c¢ok sentezlenirken, tamamen oksijensiz kosullarda bu sentez
durmaktadir. E. aerogenes ve P. aeruginosa’nin bu enzimi sentezleyebilmeleri igin
kritik seviyede bir oksijene gereksinim duyduklar1 yapilan ¢alismalarla ispatlanmistir
[86]. Ciinkii bu kosullarda, bu proteinlerin genlerini (vgh ve ansB) regiile eden global
regiilator faktorler olan FNR ve cAMP reseptor protein (CRP) indiiklenmektedir. Bu
global regiilatorler E. aerogenes ve P. aeruginosa’da farkli sekillerde opere

edilmektedir. E. aerogenes‘de FNR ve P. aeruginosa’da FNR’nin homologu olan ANR
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oksijenin smirli oldugu kosullarda aktif hale gecen (pozitif) transkripsiyon
regiilatorleridir.  FNR ve ANR’nin kendi promotorlart icin farkli baglanma
ozgiilliiklerine sahip olmalarindan dolayr E. aerogenes ve P. aeruginosa’da farkl
seviyelerde L-asparaginaz sentezinin gorildiigii belirtilmektedir [39, 86]. Farkh
havalandirma ve calkalama kosullarinda en yiiksek enzim aktivitesinin diisiik
havalandirma ve ¢alkalama kosullarinda oldugu goriilmiistiir [152]. Diger bir ¢calismada
ise E. aerogenes’de ¢oziinmiis oksijen seviyesinin L-asparaginaz sentezi i¢in sinirlayici
bir faktér oldugu ve ¢6ziinmiis oksijenin varliginda L-asparaginaz sentezinin onemli
derecede arttig1 bildirilmistir [10].

Biitin bu sonucglardan yola c¢ikarak L-asparaginaz sentezleyen cesitli
bakterilerin biyokimyasal karakteristiklerinin oldukc¢a farkli olmasinin, onlarin ayni
ortamlarda farkli L-asparaginaz sentezlemelerine neden oldugu diisiiniilmektedir.
Dolayisi ile bir bakteri i¢in gegerli optimum enzim sentez kosullarinin (kimyasal veya
fiziksel) ona oldukc¢a yakin olan diger bir bakteriye uygulanamayabilecegi goriilmiistiir.
Buradaki calismada bu sartlarin sadece farkli bakterilerde farkli enzim seviyelerin
ortaya ¢ikmasini saglamadigi, ayn1 zamanda bir bakterinin farkli suslarinda bile ayni
ortam kosullarinda olduk¢a farkli L-asparaginaz seviyelerine neden oldugu
belirlenmistir. Dolayis1 ile bu enzimin sentezi veya iiretimi ¢alismalarinda, optimal
kosullarin belirlenmesi her bakteri ve hatta her rekombinant i¢in ayr1 ayr1 yapilmalidir.
Bu c¢alismada olusturulmus olan E. aerogenes’in ansB geni tasityan susu (Ea[pB-PGA])
basta olmak tizere, kullanilan diger vgb ve ansB rekombinantlarinin konakgilarina gore
cesitli ortamlarda olduke¢a yiiksek miktarda L-asparaginaz sentezi yapmalarmin bu

enzimin sentezi ve iiretimi ¢aligmalari icin umut verdigi ifade edilebilir.
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