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I,LGIRLS

Mikroorganizmalar, cesitli biyolojik molekiilleri
iretebilmeleri ve bazilarini salgilayabilmeleri bakimindan
bilytik bir potansiyele sahiptirler. Bu nedenle milattan On-
ceki yillardan bu yana, cesitli amaclar i¢cin kullanilmakta-
dirlar (Demain ve Solomon, 1981). Giinilimizde de mikroorganiz-
malardan endistriyel boyutlarda maksimum Urtn elde edebilmek
amaciyla, cesitli arastirmalar yogun bir bigimde sirdiril-

mektedir.

Mikroorganizmalarin lireme hizlar: ve metabolik
aktiviteleri, cevre kosullarindan 8nemli derecede etkilenir.
Bu nedenle lreme ve metabolik liriin olusumunun artirilmasi,
fiziksel ve kimyasal dis kosullar ile mikroorganizma meta-
bolizmasinin reglilasyonu arasindaki iliskinin anlasilmasina
baglidir. Ozmotik basing¢, sicaklik, i1sik, manyetik alan, su,
hidrostatik basing fiziksel kosullars; pH, C ve N kaynaklari
ile diger kimyasal maddeler de kimyasal ¢evre kosullari ola-

rak siralanabilir (Rehm ve Reed, 1981).

Kimyasal cevre kosullarindan H' aktivitesinin bir
8lolimti olan pH, cesitli biyolojik olaylar ilzerinde etkili-
dir. Bunlar arasinda; enzimler ve metabolitlerin olusmaszi,
hilcrenin permeabilitesinin (gecirgenliginin) degisimi, ce-

sitli bilesenlerin eriyebilirligi, proteinlerin izoelektrik



noktalarina g8re presipite (¢bkelmesi) ve koaglile olmaszi,
bunlarin sonucu olarak morfolojik yapi, Ureme ve dolayisi
ile biyomas olusumu, metabolitlerin salgilanmasi sayilabi-~
lir (Moat, 19793 Rehm ve Reed, 198l; Swada, 198l; Greenman
ve ark., 19833 Olivero ve ark., 19823 Therion ve ark., 1982
Blickstad, 19833 Johnson ve McDonald, 19833 Read ve Seviour,

19843 Montville ve ark., 1985).

pH'nin mikroorganizmalarin lUremeleri tizerindeki
etkileri, bugline kadar ¢egitli arastiricilar tarafindan de-
gisik mikroorganizmalarda g&sterilmistir. Bu konuyla ilig-
kili olarak son yillarda yapilan arastirmalar arasindas
Saccharomyces cerevisiae'nin solunum eksikligi g8steren bir
mutantinda (Swada, 1981), Propionibacterium acnes, P. avidum
ve P. granulosum‘'da (Greenman ve ark., 1982), Butyrivibrio
fibrisolvens, Streptococcus bovis, Selemonas ruminatum subsp.
lactilytica, Megasphaera elsdenii, Veillonella alcascens ve
Proéionibacterium acnes bakterilerinde (Therion ve ark.,
1982), maltoz fermente eden Saccharomyces cerevisiae'de
(Olivero ve ark., 1982), Lactobacillus viridescens, Lacto-
bacillus. sp. strain 173 ve Brochotrix thermosphacta'da
(Blickstad, 1983), Acremonium diospyri mayasinda (Read ve
Seviour, 1984) ve Clostridium sporogenes’'deki (Montville ve
ark., 1985) caligmalar sayilabilir. Birgok mikroorganizmanin
pH=3-4, mayalarin ise pH=4~5 arasinda optimum olarak Uredik-

Teri bilinmektedir. Ancak verilen bu pH alanlari genis si-



nirlar olup, her mikroorganizma tlriline 8zgl belli bir opti-

mum pH deBeri vardrir (Rehm ve Reed, 1881).

Hlicrede olusan pekg¢ok metabolik reaksiyon arasin-
da, primer metabolitlerin 8nemli bir grubu olan purin ve
pirimidin nukleotidlerinin biyosentezi yer almaktadir. Nukle-
otidlerins DNA, RNA ve bazi vitaminlerde yapisal birimler
olarak yer almalarinin yani sira, adenozin trifosfat (ATP),
guanozin trifosfat (GTP) ve koenzimlerin yapilarina girerek
enerji metabolizmasinda, bazi metabolik olaylarin da regi-
lasyonunda fonksiyonlari vardir. Metabolizmalarindaki bazi
aksakliklar, ¢esitli hastaliklara (gut, orotik asidiri,
Lesch-Nyhan sendromu) neden olabilir. Ayrica adenozin ana-
loglarinin antitimdr aktivitesi g8sterdikleri (Henderson
ve Paterson, 1973), bazi purin ve pirimidin bazlarinin anti-
biotiklerin yapilarinda bulunduklari bilinmektedir (Suhal-

donik, 1970~Rehm ve Reed'den, 1981).

Cesitli mikroorganizmalar ve bu arada bazi maya-
lar tarafindan fazla.miktarda Uretilen ve salgilanan nukle-
otidler ve onlarin tlirevleri, tatlandirici olarak besin en-
dlistrisinde kﬁllanllmaktadlr. Glinlimlizde inozin, guanin,
ksantin, nikotinamid adenin dinukleotid (NAD), flavin adenin
dinukleotid (FAD), guanilik-, ksantilik~-, ribonukleotid asit-

ler, inozin monofosfat (IMP), guanin monofosfat (GMP) gibi

purin ve pirimidin nukleosit 5'-monofosfatlari fermentas-



yonla {lretilen 8nemli bilesiklerdir (Pekin, 1979; Kimura

ve ark., 1982).

Purin ve pirimidin metabolizmasindaki primer me-
tabolitlerden olan 5'-GMP'nin tatlandirici &zellijinden,
Japon besin endlistrisinde biylk &l¢lide yararlanilmaktadir
(Nakao, 1979-Wiseman'dan, 19833 Teshiba ve Furuya, 1984).
5'-UMP ve 5'-CMP'nin yararstz lriinler olarak diisiiniilmesine
karsin, ylksek oranda sitidin tlrevlerine ve geker nukle-
otidlerine g¢evrilmeleri, mikroorganizma olarak Hansenula
jadinii kullanilan ¢alisma ile gdsterilmistir (Kimura, 1975,
19783 —~Kimura ve ark.'dan, 1982). 5'-IMP'nin Brevibacterium
ammoniagenes IV mutantlarindan (Teshiba ve Furuya, 1984) ve
Bacillus ammoniagenes'in bir adenin oksotrofundan bol mik-
tarda elde edilmesine iligkin tanimlamalar yapilmrstir
(Nakao, 1979-Wiseman'dan, 1983) ve 5 '—IMP Japon besin en-
dliistrisinde tatlandirici olarak kullanilmaktadir (Nakao,

1979-Wiseman'dan, 1983).

Ayrica inozin, hipoksantin, ksantin, Urik asit,
adenilosiiksinik asit ve adenin biriktiren ve salgilayan cge-
sitli mikroorganizmalarla yapilan caligsmalar vardir (Partridge
ve Giles, 19573 Mans ve Koch, 1960-Sabina ve ark.'dan, 1979
Demain ve Hendlin, 1967:; Pourquie ve Heslot, 1971; Reichert
ve Winter, 1974-Sabina ve ark.'dan, 1979; Pendyala ve Wellman,

1977-Sabina ve ark,'dah, 19793 Sabina ve ark., 1979). Bu



calismalardan, purin nukleotidleri de novo biyosentezine
ait inozin monofosfat'in (IMP) adenilosuksinat'a (s~AMP)
A8nlistimll agsamasinda is gdren adenilosuksinat sentetaz enzi-
mi eksik mikroorganizmalardan bazilarina &rnek olarak sun-
lar Qerilebilir. Neurospora crassa'nin ad-8 mutanti hipo-
ksantin ve inozin (Partridge ve Giles, 1957; Sabina ve
ark., 1976-Partridge ve Giles, 1959-Sabina ve ark.'dan,
1879), Saccharomyces cerevisiae’nin ad-l2-mitantr hipoksan-~
tin ve inozin (Dorfman, 1969; Armitt ve Woods, 1970),
Schizosaccharomyces éomﬁe'nin ade2 mutant:i'nin inozin sal-
grladigi saptanmigtir (Pourquie ve Heslot, 1971). Aspergillus
nidulans'in adB mutant:'nrn hipoksantin (Bal ve Pieniazek,
18979) ve Bacillus subtilis'in RDA~16 mutantinin ise inozin
biriktirdigi bilinmektedir (Momose ve Shiio, 1969-ishii ve

Shiio'dan, 1972).

Purin nukleotidlerinin biyosentezi yollarindan
biri Sekil-I'de gdriilen, cok kademeli de nove sentezdir
(Moat, 1979). de novo biyosentez yolu purin yapisinda olma-
yan bir madde (Riboz-5-P) ile baslar, gesitli enzimlerin
kataliz8rlUgli ile AMP ve GMP ile sonlanir. de novo sentezin
arastirilan tlm organizmalardan ayni gsekilde oldugu saptan-
mistir (Henderson ve Paterson, 19733 Holmes ve ark., 1976-
Moat, 1979). Ayrica Sekil-I'de purin nukleotidlerinin hiic-
rede birbirlerine ddnlisebildigi g&sterilmistir (Moat ve

Friedman, 1960-Pourquié ve Heslot'dan, 1971).



Riboz-5-Fosfat
Foaforibazil p%rofosfat (PRPP)
Ribozilamin fosfat (PRA)

Fosforibozil glisinamid (GAR)
Fosforibozil formilglisinamid (FGAR)
Fosforibozil formilglisinamidin (FGAM)
Fosforibezil am%goimidazol (AIR)
Fosforibozil aminoimidazol karboksilat (CAIR)
Fosforibozil aminoimidazol suksinokarboksamid (SAICAR)

Fosforibozil aminoimidazol karboksamid (AICAR)

Fosforibozil formamidoimidazol karboksamid (FAICAR)

l

AMP ¢ S-AMP ¢ IMP 3 XMP 5 GMP
(Adenozin (Adenilosuk- (Inozin mono- (Ksantilat) {Guanozin
monofosfat) sinat) fosfat) moncfosfat)

Guanozin
Adenozin >;inozin
Guanin

Hipoksantin s Ksantin /

Adenin

Sekil-I: Purin nukleotidleri de movo biyosentezi, purinler ve onlarin
tiirevlerinin birbirine déniiglimi.



Funguslarin Ascomycetes alt sinifindan olan
Schizosaccharomyces bombe, hemen hemen sabit ¢apli silin-
dir biciminde hiicrelere sahip maya tipinde bir mikroorga-'
nizmadir (Mitchison, 1970). Son 20-25 yildan beri, bircok
besiyerinde havalandirmaya gereksinim duymaksizin lUreyebil-
mesi ve birgok mikroskob yéntemlerinin uygulanmasina elve-
rigliligi gibi cegitli 8zellikleri nedeniyle model bir &kar-
yotik hiicre olarak (Iino ve Yamamato, 1985) hilcre biyoloji-
si ve genetik calismalarda genis capta kullanilmaktadir.
Ayrrca Vrana (1983) tarafindan s. pombe 'nin treme kinetigi-

nin degerlendirilmesi ig¢in slrekli kiiltlrli de yaprlmistir.

Schizosaccharomyces cinsinden, sarap ve rom gibi
alkollti ickilerin yapiminda yararlanilmaktadir (Rose ve
Harrison, 1970), ve bu alanlarda kullanilmak tlizere belli
tlirleri belirlenmistir. Bunlardan biri olan, Schizosaccha-
romyces pombe 'nin sarap (Ribéreau-Gayon ve Peynaud, 1962-
Mayer ve Temperli, 1963-Peynaud, 1964-Peynaud ve Sudraud,
1964-Benda ve Schimitt, 1966-Rose ve Harrison'dan, 1970) ve rom
yapimiyla ilgili kullanim alanlari vardir (Harrison ve Gra-

ham-Rose ve Harrison'dan, 1970).

S. pombe'de ade2 diye tanimlanan lokusa ait mu-—
tantlarin, inozin moncfosfat (IMP) ile adenilosuksinat (s-
AMP) arasindaki kademede bloke olduklarini; Wanner (1955)

karszlikl:i beslenme (cross—feeding) y&ntemi ile, Nagy ve ark.



(1974) da adenilosuksinat sentetaz (s-AMP sentetaz) enzimi-

nin aktivitesini 8lgerek gdstermislerdir.

Purin nukleotidleri de novo biyosentezinde adenine 8zel
kolun ilk kademesindeki reaksiyon;

inozin monofosfat + aspartat + gxrmzin'aﬁfbsfat4-N@fi______,
adenilosuksinat + guanozin difosfat + P,

seklinde olusur ve adenilosuksinat sentetaz enzimi tarafin-

dan katalizlenir (Henderson ve Patenson, 1973).

Bu calismada Schizosaccharomyces pombe ade2-739h
mutant susunun, Ureme ve purin metabolizmasina ait Urln sal-
gilamasi Uzerine pH'nin etkisi incelenmigtir. Elde edilen
sonuglarin, salgiladigi ara lirtinlerin kullanim alanindan
dolayi, bu susun endlistriyel boyutlarda lretim kosullarinin

belirlenmesinde yardimci olabilecegil dliglinlilmiistlr.



IT, MATERYEL VE METOD

1. Kullanilan organizma:

Bu ¢caligmada, Schizosaccharomyces pombe Linder str.
liquefaciens ade2-739h mutant susu kullanildi. Adenozin
monofosfat (AMP) biyosentezi yapamayan bu oksotrofik mutant
sug, besiyerine disaridan adenin eklenirse lirer. Kati besi-
yerinde pembe renkli koloniler olusturur. Bu mutant, purin
nukleotidleri biyosentezindeki kademelerden biri olan inozin
monofosfat'in (IMP) adenilosuksinat'a (s-AMP) ddniistmiintl
katalizleyen adenilosuksinat sentetaz enziminin kodlandiga

lokusa aittir.

Sus, Istanbul Universitesi Fen Fakliltesi Biyoloji
B81lUmld Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali'ndaki Maya Kiltiir

Kolleksiyonu'ndan saglandi.

2. Kullanilan besiyerleri:

Calismada kullanilan besiyerleri, Gutz ve ark.
(1974)'na gdre hazirlandi. Bu besiyerleris; maya ekstreli
kati besiyeri (YEA) (Tablo-I), maya ekstreli sivi besiyeri
(YEL) (Tablo-IT), minimal kati besiyeri (MMA) (Tablo-III)
ve adenin ilaveli minimal kati besiyeri (MMA + ade) dir.
YEA ve YEL besiyerleri Uretim, MMA ve MMA + ade besiyerleri

ise saflastirma amaciyla kullanildi. YEA, YEL ve MMA besi-



yerlerinin igerikleri tartildiktan sonra 1 litre destile

suda eritildi. MMA + ade besiyeri hazirlanirken Tablo III'

in icerigine, sterilizasyondan sonra 50 mg/litre adenin ila-

ve edildi. Besiyerlerinin timil otoklavda 121 °C'de (1 at.

basincta) 20 dakika tutularak steril edildi.

Tablo-I: Maya ekstreli kati besiyeri (YEA)

GLUKOZ (MEPCK ) i euieerineenenonnsnesoannnnns
Maya  ekstresi (Yeast extract, DIfco) «veveneaenen

Agar (Gibco)....

® & % 0 0 0 s 0 0 s 9 e e 3 e

s & & 0 et 0 &

30 g

5 g
20 g

Tablo-II: Maya ekstreli sivi besiyeri (YEL)

Glukoz {(Merck)....

Maya ekstresi (Yeast extract, DIfCO).ieeeeevn.

® & 2 o o 5 2 s v 0 s & o 0 . 2 o . .

30 g
5 g

Tablo-III: Minimal

kat:i besiyeri (MMA)

Glukoz {(Merck)
Na HPOu.lQHQO.

2
KHQPOM"""'

(NHq)Qsou....

MgSO, . TH,O. ..

NaCl....eov..

CaC12.2H20...

HSBOB........

-

.

10g/1
l1g/1

lg/1
5¢/1
500mg/1

100mg/1
100mg/1

500ug/1
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Tablo III'din devamz

Cuso 05H200--oq-Q-o-utqqouco‘nontncq. Ll-Ong/l

I
Ki...... e e aeen Cttaacsceconasaan laoug/l
FeCl3.6H.20 ........................... 2Q0ug/1
MnSO, Hy0.eueennnnnns et ce.... BOaug/l
H, MoO, .2H,0...... Ceiereraee e .. leopg/l
ZnSOu.7H20. ...... e et e . 4oQug/1l
Biotin..veeeennns ch e anecannes ceesee. lOug/l
Niketinik asit..ecvveveen e e Img/1
Kalgsiyum pantotenat..cioeecececes e Img/1l
Meso-incgitol..,..... c et ersrssanssres 1l0mg/l
Agar {Gibco).iiiiireeennans RNy, T 20 g/1

3. pH ayarlamalarz:

pH ayarlayici maddeler olarak bazik pH'lar icin (6,53
7,5) 0,5N NaoH, asit pH'lar i¢in (2,53 3,5; 4,5) 2N ngou
kullanildi (Swada, 1981). Deneylerde kullanilan pH ayarlayi-
cilarinin normaliteleri, besiyerine (YEL) eklenen miktarin,
besiyeri hacminin en fazla % 2-4'l kadar olmasini saglamak
amaciyla deneme yoluyla sec¢ildi. pH ayarlanmasi, sadece kilil-
tlirlemenin baslangrcrnda yaprld:r. Steril YEL besiyerinde
herhangi bir ayariama yaprlmadzgr durumlarda, pH'sinin 5,7

dolayinda oldugu saptandx ve bu grup kontrol olarak alindz.
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4, Metod

4.1. Susun safliginin kontroli:

Bu calismada kullanilan ade2-739h  mutanti, sitit tozu
(Skim milk, Difco) ile sispansiyonu yapilarak silika jel
(0,2-0,5 mm capinda, Merck) ig¢inde +49C'de saklanan stok-
lardan alinarak egri YEA'ya ekildi, 30°C'de ve aerobik ko-
sullarda tretildi. Ekimden U¢ glin sonra killtlirlerden, pet-
rideki YEA besiyerlerine azaltma y&ntemiyle ekim yaprldz.
3-5 glin sonra, g&zlenen pembe renkli kolonilerden secilen
8rnekler, MMA ve MMA + adenin'li petrideki besiyerlerine
ekildi. 3-5 glin sonra petrilerdeki Ureme durumu incelenerek
MMA'da liremeyen, buna karsilik MMA + ade besiyerinde lreyen
kolonilerin birinden alinan 8rnek, efri YEA'lara ekilerek
+4°C'de saklandi. Bu kilttirlerin belli araliklarla pasaj-
larz yapildi ve calisma boyunca zaman zaman safliklari kont-

rol edildi.
4.2. Organizmanin kesikli kiiltiirlinlin elde edilmesi:

Egri YEA'daki mililitresinde yaklasik 10° hicre bu-
lunan 72 saatlik baslangic¢ kiltlirti, 5 ml destile su ile slis-
pansiyon haline getirildi. Bu silspansiyondan 0,5 ml alina-
rak, icinde 50 ml YEL (degisik pH'larda) bulunduran 250 ml'

lik (Sekil-II'de g&riilen) 8zel erlenlere ekimler yapildz.
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5mil. l l 0.5 ml. maya
D.H,0 1 sispansiyonu
—_—
0 10°hii
/m. === 50mlYEL

Sekil II: Kesikli k{iltlir eldesi igcin 85zel erlene
ekim.

Sus, dairesel hareket ile karistirma yapan calkala-
yicida (Braun, Lab Shaker) sabit kosullarda (30°C:.100 de-

vir/ dak) t¢ gilin stireyle liretildi.

4.3, Uremenin izlenmesi:

Uc glin stiren liretim islemi sirasinda, kiiltirtin birim
hacmi (Iml) icerisindeki hiicre sayisi olarak ifade edilen
Ureme, hiicre sayisi ve hiicre kitlesinin &lclilmesine dayanan

y&ntemlerle izlendi.
4.3.1. Hilicre sayisinin Slgiilmesi:z

Calismada, kiiltlirdeki hiicre sayrsinin saptanmasinda
direkt mikroskobik hiicre sayim: ve koloni sayimr ydntemleri

kullanildz.

4.3.1.1. Direkt mikroskobik hiicre sayimi y&n-
temiz

Mikroskobik sayim, Thoma lami (derinlik = 0,01 mm;
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alan = 0,0025 mmz) ile yapildi. Belli zaman araliklariyla
alinan Srnekler, mikroskop altznda saymlébak kadar hiicre

icermesi ig¢in 8nce uygun oranda sulandirildz.

Mikroskopta sayrlip, ortalamas: alrnan degerler,

hilere sayisi x sulandirma oramr
lam sabiti

formiillinde yerine koyularak kiilttirlerin mililitrelerindeki

organizma sayilari bulundu.

4.3.1.2. Koloni sayimi ySntemiz:

Belli zaman araliklariyla steril kosullarda alinan
8rnekler, petriye sayilacak kadar koloni diislirebilmek ama-
ciyla uygun oranlarda sulandirildi. YEA besiyeri igeren pet-
rilere yayma ydntemiyle ekimleri yapildi ve 30°C'1ik etiivde
4~-5 glin slireyle Uremeye birakildi. Bu silirenin sonunda kolo-
niler sayilarak ana kiltlrln mililitresindeki canli hilicre

sayisi, asagidaki formlile g8re hesaplandx.

koloni sayisi
hilcre/ml =

sulandirma orani x petriye yayilan Srnek miktara

4.3.2. Hiicre kitlesinin &6lg¢iilmesi:

Calismada, kiiltiirdeki {iremenin hiicre kitlesinin sap-
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tanmas1 yoluyla 8l¢lilmesine dayanan y&ntemlerden, nefelomet-

rik ydntem kullanildi.

Bu amacla, bir cam boru ilavesi ile sterilite bozul-
madan Slglm yapmaya olanak veren 8zel erlenler (Sekil-II)
igindeki kiiltlirlerin bulanikligr, belli zaman araliklarinda
fotoelektrik kolorimetre (Erma) ile 530 nm dalga boyundaki
1sxk kullanilarak optik dansite (0D) cinsinden &lciildii. 0D
cinsinden elde edilen degerler, standart grafikten yararla-
nilarak hiicre/ml cinsine cevrildi. Bu amacla, mililitresin-
deki hicre sayist mikroskobik olarak saptanan kiiltfirlerden
belli oranlarda yaprlan sulandrrimlarin optik dansite cin-
sinden degerleri, 530 nm dalga boyunda 1sik kullanilarak
fotoelektrik kolorimetreyle 8lctildli. Optik dansite ile mi-
lilitredeki hilcre sayis1i arasindaki iligki bir grafikle gd&s-
terildi. Bu standart efri, deneylerde nefelometrik ydntemle
elde edilen optik dansite degerlerinin hiicre/ml degerlerine

cevrilmesinde kullanilda.

4.4. Ureme egrisinin saptanmasi:

Uremenin izlenmesi b&limiinde (4.3) verilen yéntemler-
le, belli zaman araliklarinda elde edilen degerler yari lo-
garitmik kagit tizerinde zamana karsi hiicre/ml cinsinden g&s-
terilerek; logaritmik lireme devresinin sonuna kadar degisik
pH'lardaki, lUreme egrileri ¢izildi. On deneylerde, t{im y&n-

temlerle elde edilen bulgular, arasinda paralellik g&zlendi-
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gi icin ¢alismanin sonraki agsamalari .nefelometrik ydntemle

slirdlirtildli ve sadece bu y6ntemle elde edilen bulgular veril-

di.

Deney serileri bes tekrarli olarak yapzrldr. Farkli
pH degerlerinde (2,53 3,53 4,53 6,5 ve 7,5) elde edilen bul-
gularin kontrol deger (5,7) ile karsilastirilmasi, t-testi

kullanzlarak yapildzx.

4.5. Generasyon siiresi, generasyon sayisi ve dzel

fireme hizinin hesaplanmasi:

Ureme egrilerine dayanarak, Uremenin artis hizinin
logaritmik oldugu evrelerde, hiicrelerin kac bdllnme gecir-
digi (generasyon sayisi) asagrdaki formiile g8re hesaplandi

(Moat, 1979).

log N2 - log Nl

generasyon sayisi (n) =

log 2
N, = kiltlrde lUremenin baglangicindaki hiicre sayisi
N2 = logaritmik Ureme sonundaki hlicre sayiszi

Logaritmik lreme sliresince hlicre kitlesinin iki ka-
tina ¢ikma sliresi (generasyon sliresi) asagidaki formilile gdre

saptandi (Boyd, 1984).
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generasyon stiresi (g,) =

H
1}

logaritmik Uremenin baslangz¢ zamani

logaritmik Ulremenin bitis zamanz

H
]

Yzel Ureme hizinin saptanmasinda, asagrda verilen

formiilden yararlanild:r (Moat, 1979).

Uzel Ureme hizi (ugt) = log X, - log X

t zamaninda populasyondaki hlicre sayisi

~
]

{iremenin baglangicinda populasyondaki hiicre

>
I

sayisi

4,6. salgilanan lrilinlin saptanmaszi:

Farkli pH degerlerinin, hipoksantin ve inozin salgi-
lanmas: Uzerindeki etkilerinin arastirilmas: i¢in ince ta-
baka kromatografisi (T.L.C) y®ntemi kullanildzr. 30°C'de lo-
garitmik Ureme fazinin sonuna kadar liretilen kiiltlirlerden
(pH'larz 5,75 6,53 4,55 2,5 olan) alinan &rnekler, 2500 de-
vir/dak.'da 15 dakika santrifiij edildi,list gszvzlar alindzx
ve 10pl plaklara uygulandr. T.L.C i¢in silika jel (60-F-
254 kalinlik: 0,25 mm; Merck) plaklar kullanildi. Kontrol

olarak plaklara, 1,2N HCl'de eritilen (Merck indeksi) 10 mg/ml'
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lik hipoksantin (Fluka) ve suda eritilen (Merck indeksi)
16 mg/ml'lik inozin (Sigma) eriyiklerinden 1lul; YEL'den ise
10ul uygulandz. Plaklar 3 (Amonyak): 7 (Ilzopropancl) siste-
minde 3-4 saat ylrlitildd (Bal ve Pieniazek, 1979). Daha son-
ra, 254 nm dalga boyunda 1sik veren bir ultraviyole lambasi
altinda g&zlenerek, salgilanan lriinle ilgili olarak olusan

lekeler kalitatif olarak incelendi.
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111, BULGULAR

1. pH'nin Schizosaccharomyces pombe ade2 mutanti'nin

liremesi tizerindeki etkileri:

Besiyerlerinin baslangi¢ pH'larr 2,55 3,53 4,55 5,7
(Kontrol); 6,5 ve 7,5 degerlerinde olan deney serilerinde,
nefelometrik ydntemle hiicre/ml cinsinden elde edilen deger-
lerden, bu susun {reme SLra31nda.yaklaslk 56. saatte loga-
ritmik fazin sonuna ulastigr saptandzr. Bu slire iginde bellil
zaman araliklarinda elde edilen ortalama degerler, standart
hatalariyla birlikte Tablo-IV'de verildi; bu degerlerden

zamana karsi ¢izilen grafikler ise, Sekil-ITII'de g&sterildi.

Sekil-III'de gdrildipd gibi S. pombe ade2? susu, lre-
mesi icin optimal pH degeri oldugu saptanan 5,7'de, Uremenin
hi¢ olmadigi kisa bir lag fazdan sonra, logaritmik lremenin
gbrlildigll faza gegmektedir. Logaritmik fazin iki asamalzl
oldugus 1. logaritmik faz olarak da adlandirilabilen bu aga-
malardan birincisinde yakléslk 22. saate kadar sliren hizli
bir lireme, ikinci asamasindé (2.'logaritmik faz) ise dura-
gan faza girme saati olan 56.‘saatin‘sonuna kadar slren ve
birinci asamaya g&re hizi daha az olan bir lUreme saptandi.

Uygulanan tim pH,degerlerinAe (pH = 7,5 harig¢) opti-

mal pH olan 5,7'ye g8re daha az olmakla beraber {iremenin



oldugu bulundu. pH = 7,5'da ise Uremenin tamamen durdugu
g&zlendi. Optimal deger olan pH = §5,7'ye g&re bazik pH'lar,
S. pombe ade2-739hR mutant susunun tremesini &nemli derecede
etkiledi. pH = 5,7'den baziklige dogru yaklasik 1.0 pH bi-
rimlik artigslarda Ureme, hrzla dlislis g¥sterdi. pH'nin 6,5
oldugu deneylerde Ureme, optimale g8re diistik olup, logarit-
mik devrenin ikinci asamastna ge¢is yaklasik alti saat ge-
cikmeyle oldu. Buna karszl:ik organizmanin Uremesi, 2,53 3,5
ve 4,5 gibi optimale gdre asidik olan degerlerden, bazik
pH'lara gdre ¢ok daha az etkilendi. Bu asidik de8erlerde
optimale gdre logaritmik devrenin ikinci asamasina gecis
saatinde Snemli bir kayma izlenmedi. 2,5 gibi oldukc¢a kuv-

vetli bir asidik pH'da bile lireme gbzlendi.

Baslangi¢ pH'larz 2,53 3,535 4,53 6,5 ve 7,5 deBerle-
rine ayarlanarak yapilmig deneylerin 56. saatlerindeki, mi-
lilitredeki hiicre sayilarina ait ortalama degerlerin, opti-
mal degerin (pH = 5,7) 56. saatinin ortalama degBeri ile kar-
silastirilmasi i¢in yapilan t-testi bulgularina gd8re pH'lari
2,53 6,5 ve 7,5'a ayarlanmigs deneylere ait degerlerin opti-
male gdre farklarinin anlamli, pH'lari 3,5 ve 4,5'a ayarlan-
migs olanlarin ise optimale g&re farklarinin anlamsiz oldugu

saptanda.



- 21 -

Tablo-IV: Schizosaccharomyces pombg ade2-739n mutantinin
farkli pH'larda YEL ig¢inde iiremesi.

Hicre say1isui (xlO7 /ml)
Zaman
(saat) | 25 | pH=3.s pH=4,5 pH=5 , 7 pH=6,5
0 0,170 0,02%0 0,065%0 0,065%0,023 0,1%0,05
2. 0,170 0,020 0,065%0 0,065%0,023 0,1%0,05
4 0,1%0 0,02%0 0,065%0 0,065%0,023 0,1%0,05
6 0,1%0 0,02%0 0,082%0,045 | 0,106¥0,024 0,1%0,05
8 0,170 0,02%0,009 | 0,14470,04 |0,133%0,029 0,1%0,05
10 0,170 0,02%0,02 |0,212%0,044 | 0,17%0,033 0,1%0,05
12 0,1%0 0,12%0,33 |0,336%0,039 |0,268%0,053 |0,126%0,066
24 | 0,453%0,013 |0,716%0,072 |0,934%0,069 | 1,06%0,1 0,446%0,04
26 | 0,526¥0,026 | 0,780,074 170,086 | 1,15%0,106 0,5%0,034
28 0,546%0,026 |0,878%0,075 | 1,07¥0,073 | 1,27%0,114 | 0,59¥0,04
30 0,613%0,013 | 0,96¥0,44 | 1,19¥0,08 | 1,38¥0,113 | 0,74%0,04
32 0,686%0,023 170,09 | 1,27%0,08 | 1,49%0,12 0,860,034
34 | 0,746¥0,026 | 1,13¥0,11 | 1,39%0,08 | 1,65¥0,13 | 0,913%0,028
36 |0,8r3%0,006 | 1,2270,11 | 1,48%0,08 | 1,81%0,15 1,03%0,02
48 1,21%0,02 1,76%0,15 | 2,12%0,07 | 2,75%0,25 1,58%0,01
50 | 1,26%0,02 1,8270,15 | 2,1770,07 | 2,92%0,25 1,65%0
52 1,31%0,02 1,91%0,15 | 2,27¥0,08 | 3,06%0,26 1,76%0
54 1,37%0,01 2¥0,17 | 2,36%0,1 3,2470,29 1,85%0
56 | 1,45%0 2,3870,15 | 2,48%0,135| 3,29%0,37 1,95%0,01




Hicre/ml

w0’ |-

ZAMAN
(Saat)

» pH=35.7 (Kontrol)
a pH: 25
A pH: 3.5
] pH: 4.5
Q pH: 8.5
ApH=75

Sekil-III: YEL'de {iretilen Schizosaccharomyces pombe
ade2-739n" mutantinin farkl: pH'lardaki

Ureme egrileri.



2. pH'nin generasyon sliresi, generasyon sayisi ve

ozel Ureme hizt Uzerindeki etkileri:

IT.4.5'de verilen formlillerle 1. logaritmik faz icin
hesaplanan generasyon sliresi, generasyon sayisi ve &zel Ureme
hizlarina ait veriler, Tablo-V'de verildi. Bu tabloda da
gbriildiigl gibi 2,55 3,53 4,5 ve 6,5 deneylerinin 1. logarit~
mik fazlarina ait generasyon sirelerinin, pH = 5,7'ye gbre
daha uzun oldugu saptandi. Generasyon sliresine bagli olarak
generasyon sayzlarinin da, optimal deger olan pH = 5,7'ye
gbre bazik ve asidik degerlerde (asitlik derecesinin arti-

sina bagl: olarak), azalma g8sterdigi bulundu.

Tablo-V: Farkl:i pH degerlerinin, Schizosaccharomyces
pombe ade2-7392h° mutant susunun Uremesinin
1. logaritmik asamasinda generasyon sliresi,
generasyon sayisi ve Szel lUreme hizi lizerine

etkileri,

Generasyon Generasyon Ozel Ureme
DH siiresi (gt) (saat) | sayisi (n) hizi (ugt)
2,5 5,5 2,18 1,5
3,5 5, 2,84 2
4.5 4,87 3,69 2,55
5,7 4,58 3,94 2,73
6,5 6,74 2,67 1,86
7,5 0 0 0

Tablo-V ve Sekil-IV'de gdrildiigi gibi pH = 2,5; 3,53



4,55 6,5 deneylerinde, 8zel Ureme hizlarinda pH = 5,7'ye

gbre azalma izlendi.

4 Mg“r
3.
2 .
N
25 35 45 57 65 75 pH

Sekil~IV: Farkli pH degerlerinin, Schizosaccharomyces
pombe ade2~73%9h~ mutantinin Uremesinin 1.
logaritmik asamasindaki &zel lreme hizi
(ugth’) {izerindeki etkileri.

3. pH'nain S. pombe ade2 mutantinin purin salgilamasi
lizerindeki etkileri:

Schizosaccharomyces pombe ade2-739h mnmutant susunun,
Uretildigi ortama purin nukleotidleri metabolizmasina ait
ara Uriinlerden hipoksantini salgzladigi ince tabaka kroma-

tografisi y&ntemiyle kalitatif olarak saptandi ve farkla
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PH degerlerindeki deneylerde elde edilen sonugclar, Sekil-V'

de gdsterildi.

Qo= °
bb vd"v

YEL inosin Hipaksantin 5.7 6.5 4.5 2.5

Sekil-V: Schizosaccharomyces pombe ade2-739h mutan-
tinin purin salgilamasi {zerine pH'nin et-
kisi.

Sekilden de izlenecegi gibi, pH = 2,53 4,53 6,5 de-

neylerinde hipoksantin salgilamasinda optimal de8er olan

PH = 5,7'ye gbre azalma oldufu, hipoksantin lekelerinin bii-
yUklikleri karsilagstirilarak saptandi. Buna karsin inozin'e
ait lekelerin, besiyerindeki (YEL) leke ile ayni blylikliikte

olusu, sugun inozin salgilamas: yapmadigini g&sterdi.
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IV, TARTISMA

Her mikroorganizmanin metabolik olaylarini optimum
dlizeyde gerceklestirebilmesi ve sonucta hizlr bi¢imde Ure-
yebilmesinin, bir takim fiziksel ve kimyasal kosullarla sikay

iliskili olduBu bilinmektedir.

Bu caligmada kullanilan bir adenin oksotrofu olan
S. pombBe ade2-739h mutantinin, kontrol olarak kullanilan
ve pH'si yaklasik 5,7 olan sivi begsiyerindeki (YEL) {reme-
sinin, Sekil-III'de verilen grafikte de g¥riildigl gibi, ddrt
saat slren bir lag fazdan sonra, hizli bir Uremenin gdril-
diigt 1. logaritmik faz, bunu izleyen {iremenin birinci loga-
ritmik faza g&re daha yavas oldugu 2. logaritmik faz geg¢ir-
digi saptandi. S. pombe ade2h susunun {ireme egrisinin iki
logaritmik fazli oldugu, Nagy ve ark. (1974) tarafindan,
ayni organizmanin, lUremesi tek logaritmik fazli olan yabani
tipiyle karsilagtirilarak g&sterilmistir. Bu arastiricilar
adezh” susunda, yabani tipin Ureme egrisine benzeyen 1. lo-
garitmik fazdan sonrakil, Ureme hizinin 8zellikle 1. logarit-
mik faza g&re daha yavas olduBu 2. logaritmik fazin muhteme-
len adenin aglifindan kaynaklandigini belirtmiglerdir. Ma-
yalarin Uremesi icin genellikle pH 4-5 arasindaki degerlerin
optimal oldugu, bununla beraber bu organizmalarin genis pH
sinirlari (pH:2,5-8,5) icinde Uireyebildikleri bilinmektedir

(Rehm ve Reed, 1981).



Sekil~ITII'de de gd&rlldugl gibi Schizosaccharomyces
pombe ade2-739h mutant susunun Uremesi icin optimum pH de-
gerinin 5,7 dolayinda oldugu saptandi. Johnson ve McDonald
(1983), siirekli kiiltlirde lirettikleri S. pombe‘nin hiicre bo-
liinmesi {izerine oksijen konsantrasyonu ve sicaklikla beraber
pH'nin etkisini inceledikleri c¢alismalarinda, optimal pH
degeri olarak 5,5'u kullanmrglardir. Agar ve Bailey ise
(1982), S. pombe'nin sicakliga bagli olarak siirekli kiltlr-
de sinkronize lremesinin 8lg¢llmesi ile ilgili ¢alismalarin-
da pH'yi 5.0 olarak kullanmrslardir. Buna gbére S. pombe'nin
iremesi icin optimal pH degerinin, 5-6 arasinda oldugu sdy-

lenebilir.

S. pombe ade2-739h  mutantimin {iremesinin, pH = 5,7'ye gire
bazik olan pH degerlerinde hizla azaldigi saptandi. pH = 6,5'da lireme-
nin 5,7'ye gdre az olmasi, pH = 7,5'da ise hic olmamasi susun bazik
pH'lardan gok kuvvetle etkilendigini dusindlirdi. Oysa uygulanan asidik
pH degerleri olan 2,5; 3,5 ve 4,5'da Ureme optimale gbre asitlik dere-
cesinin artisina bagli olarak azalmakla beraber bu azalma bazik deger-
lerde oldugundan daha yavas oldu. Bu durum ise S. pombe ade2-739h mu-
tantinin asit pH degerlerine oldukca dayanikliligimin yani sira, genis
pH alanlarinda tireyebildigini gdstermektedir.

Tablo-V'de verilen farkli pH degerlerine ait generas-
yon stiresi ve generasyon sayilari verilerinden anlasilacagi

gibi, bu pH degerlerinde susun Ureme 8zelliklerine bagla



olarak generasyon sireleri ve generasyon sayilari degismek-
tedir. B8yle bir sonucu, Swada (1981) Saccharomyces cere-
visiae'nin bir mutantinda tek hiicrelerin lUremeleri Uzerinde
pH'nin etkisini inceledigi calismasinda saptamistir. Acre-
monium diospyri'de de maksimum &zel Ureme hizi (pmax)'nln
en yliksek oldugu pH derecesinde generasyon siiresinin en ki-
sa, pmax'ln en dlslk oldugu pH derecesinde ise generasyon

sliresinin en uzun degerde oldugu Read ve Seviour (1984) ta-

rafindan saptanmistir.

Bu ¢alismada, uygulanan farkli pH degerlerinin, Ure-
me Uzerinde yaptipr etkiye paralel olarak 8zel Ureme hizini
da etkiledigi saptanmistir (Tablo-V). Bu bulgu litera-
tlr sonug¢lariyla uygunluk gdstermektedir. Greenman ve ark.
(1983) calismalarinda pH'nin, Propionibacterium acnes, P.
avidum ve P. granulosum’da $zel Ureme hizinr etkiledigini
bulmuslardir. Ayrica yine asit pH'lara karsi oldukca duyar-
11 olan ve pH = 6.0'dan daha disik degerlerde Uremenin g&-
rlilmedigl Butyrivibhrio fibrisolvens, Streptococcus bovis,
Selemonas ruminatum subsp. lactilytica, Megaséhaera elsdenii,
Veillonella alcalescens ve Propionibacterium acnes bakteri-
lerinde 6zel itreme hizrnin pH'dan etkilendigi saptanmrigtir
(Therion ve ark.,, 1382). Read ve Seviour (19s84)fun yaptikla-
r1 ¢alismada bir maya olan Acremonium dicspyri'nin &zel {ireme
hizinin pH degisimlerinden etkilendigini, pH = 3.0 ve pH =

9.0 gibi uc¢ noktalarda ¥zel Ureme hizinin az, pH = 6.0'da



igse tlm diger degerlere gdre ylksek oldugunu saptamrslardir.
Clostridium sporogenes'in 6zel Ureme hizinin, ferment&rde

ve test tliplerinde yap:rlan Uretimlerde ayni pH deBerleri
icin farkli olmak {izere pH degisimlerinden etkilendifi
Montville ve ark. (1985) tarafindan yapilan c¢alrsmada sap-
tanmrstir. Saccharomyces cerevisiae’nin maltozda kesikli
kiiltdrd yapildiginda, pH artrslari 6zel lreme hizini olum-
suz y®nde etkilemigtir. Ama glukoz veya galaktozda kesikli
kiiltlird yapildigi zaman etkilenme ayni sekilde olmamistzir
(Olivero ve ark., 1982). Yine Saccharomyces cerevisiae’'nin
solunum eksikligi g®steren bir mutantinda, hiicrelerin tomur-
cuklanma devresinde &zel Ureme hizlarinin, pH'dan etkilendi-

gi Swada (1981) tarafrndan gbsterilmistir.

Bu ¢aligmada kullanilan Schizosaccharomyces pombe
ade2-739h" mutant susunun, uygulanan tim pH degerlerindeki
Ureme hizina bagli olarak, hﬁcré disina salgiladrgzr hipok~-
santin miktarinin da degistigi Sekil-V'de gdrildigl gibi
kalitatif olarak saptandr. Susun hipoksantin biriktirip
salgilamasinin nedeni, adenilosiiksinat sentetaz enzimini
igcermediginden purin nukleotidleri de novo sentezinde IMP
(inczinat)' den s-AMP (adenilosuksinat)'yi olusturamamasi
sonucu, ortamda fazla miktarda biriken IMP'nin &nce inozi-
ne, inozinin de hipoksantine dSnlismesidir (Henderson ve

Paterson, 1973).



Literatiirde S. pombe ade2 mutantinin hipoksantini
salgiladigina ait verilere rastlanmamistir. Bununla beraber,
baska mikroorganizmalarin s—-AMP. sentetaz enzimi bulunmayan
mutantlarinin hipoksantini salgiladig:r kaydedilmigtir. Neu-
roséora crassa'nin adenilosuksinaz aktivitesine sahip olan
ad8 mutanti'nin (Partridge ve Giles, 19563 Sabina ve ark.,
1979), Saccharomyces cerevisiae'nin adenilo suksinat sente-
taz aktivitesine sahip olmayan. ad-I2 mutantz'nin (Armitt ve

Woods, 19703 Dorfman, 1969) hipoksantin salgladigr bilinmektedir.

Ayrica bazi mikroorganizmalarda purin Biyosentezinin
degisik kademelerine ait mutantlarin da hipoksantini birik-
tirdigi ve salgiladigz saptanmistir. Ornegins Schizosaccha-
romyces pombe 'nin hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz
enzimi eksik olan pur-l (Reichert ve Winter, 1974-Sabina ve
ark.'dan, 1979) ve 8-azaguanine direncli olan azal mutanti’
nin (Heslot, 1966-1972'den), Bacillus subtilis'in adenine
gereksinme duyan bir oksotrofu'nun (Demain ve Hendlin, 1867),
adenin ilaveli besiyerinde Ureyen Escherichia coli’'nin hipo-
ksantin salgiladigzr bilinmektedir (Mans ve Koch, 1960-Sabina

ve ark.'dan, 1979).

Calismada kullanilan S. pombe ade2 mutantinin uygula-
nan tlm pH degerlerinde, T.L.C y8ntemiyle g&zlenen inozin
lekelerinin, hemen ayni bliylikliikte olarak, uygulanan besi-

yerinde (YEL) ¢ikmast susun inozin salgrlamadrigini diislin-
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dlirdii. Buna karsilik Pourquie ve Heslot (1971) bu ¢alrgmadan
farkli ve ¢ok hassas y&ntemlerle yaptiklar: analizlerde Schi-

zosaccharomyces pombe'nin IMP birikimi elan tlm mutantlarinin ino-

zin salgiladigini kaydetmiglerdir.

Ayrica, Neurospora crassa'nin ad8 mutantr'nin (Sabina
ve ark., 1979), Saccharomyces cerevisiae'nin ad-12 mutantz'
nin (Armitt ve Woods, 19703 Dorfman, 1969) hipoksantin ile
birlikte inozin de salgrladiklari, Bacillus subtilis'in ade-
nilosuksinat sentetaz enzimini icermeyen RDA-16 ve RDA-15
ile RDA-3 mutantlari'nin (Momose ve Shiio, 1969-Ishii ve

Shiio'dan, 1971) ise inozin biriktirdigi bilinmektedir.

Bu calismada elde edilen bulgulardan, besiyerindeki
PH degisimlerinin kesikli kiltliril yapilan Schizosaccharomyces
pombe ade2-739h mutant susunun, Ureme ve dolayisiyla purin
salgilama 8zelliklerini etkileyen Snemli bir parametre ol-
dugu sonucu elde edilmistir. Farkl:i pH degerlerinin susun
lireme ve salgilama Szelliklerini ne y8nde degigtirdiginin
bilinmesinin, bu organizmanin fermentasyon metodlariyla lire-
timinde, optimum Uretim kosullarinin belirlenmesi y8nilinden

yardimcr olacagi disinilmlstir.



V.OZET

Bu c¢alismada, bir adenin oksotrofu olan Schizosac-
charomyces pombe ade2-739hR  mutanti'nin, Ureme ve purin sal-
gilamasi Uzerine pH'nin etkisi incelenmistir. Uremenin iz*
lenmesi ic¢in, mikroskobik hilcre sayimi, koloni sayimr ve
nefelometrik y&ntemler, purin salgrlanmasinin saptanmasi

icin de ince tabaka kromatografisi y8ntemi kullanilmigtir.

Purin nukleotidleri biyosentezine ait bir Urlin olan
adenozin monofosfat (AMP)': sentezleyemeyen bu mutant sus'
un kesikli kiltlirdeki Uremesinde, optimum pH degerinin
pH = 5,7 oldugu saptanmistir. Sugsun lremesinin asidik pH
degerlerinden, bazik pH degerlerine oranla daha az etkilen-

digi bulunmustur.

S. pombe ade2-739h mutanti'nin hipoksantin salgila-
masinin, uygulanan pH degerlerindeki liremesine bagl:i olarak

pH'dan etkilendigi g&zlenmistir.

Ureme ve salgilama gibi biyolojik olaylarin, 8zellik-
le son yillarda mikroorganizmalar'la gerceklestirilen endlst-
riyel uygulamalardaki 6nemine bagli olarak; elde edilen so-
nuglarin, salgiladigi Urlinlerin kullanim alanindan dolayi,
bu susun endlistriyel boyutlarda Uretim kosullarinin belir-

lenmesinde yardimci olabilecegi diislinlilmektedir.
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