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OZET

VAN GOLU’NUN FARKLI BOLGELERINDEN TOPLANAN SU VE
SEDIMENT ORNEKLERINDEN L-ASPARAGINAZ VE URIKAZ ENZIiMI
URETEN ALKALOFILIK BAKTERILERIN iZOLASYONU VE
KARAKTERIZASYONU

ESEN, Firdevs
Yiksek Lisans Tezi, Genel Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Erdal OGUN
Ocak 2018, 53 Sayfa

Bu aragtirmanin materyalini, Van Golii'nden toplanan su ve sediment ornekleri
olusturdu. Cocukluk ¢aginda goriilen Akut Lenfoblastik Losemi tedavisinde kullanilan
L-Asparaginaz enzimi ile gut hastaliginin teshis ve tedavisinde kullanilan tirikaz enzimi
yoniinden pozitif izolatlarin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik ozellikleri
belirlenerek 16S rRNA analizine dayali teshisleri gerceklestirildi.

Izolatlarin L-Asparaginaz enzimi iiretme kabiliyeti, % 1 oraninda L-asparajin ve
fenol kirmizisi igeren M9 ortaminda test edildi. Urikaz enzimi iiretiminin belirlenmesi
i¢in igerisinde % 0.5 oraninda iirik asit bulunan alkalofil ortami kullanildi.

Halomonas F1 izolati, iirikaz iretimi yoniinden pozitif 6zellik gosterirken;
Halomonas F2 izolatinin, L-asparaginaz iiretimi yoniinden pozitif 6zellik gosterdigi
belirlendi. Her iki izolatin 1liml1 haloalkalofilik gruba ait oldugu tespit edildi.

Karsilastirmali 16S rRNA gen dizisi analizi sonucunda F1 izolatinin % 98.5
benzerlik ile Halomonas variabilis ve F2 izolatinin % 99.2 benzerlik ile Halomonas

meridiana’ya benzerlik gosterdigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: L-Asparaginaz, Halomonas, Urikaz, Van Golii






ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ALKALOPHILIC BACTERIA
PRODUCING L-ASPARAGINASE AND URICASE ENZYME FROM WATER
AND SEDIMENT SAMPLES COLLECTED FROM DIFFERENT REGIONS OF
LAKE VAN

ESEN, Firdevs
M. Sc. Thesis, Biological Scince
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Erdal OGUN
January-2018, 53 Pages

The material of this study was water and sediment samples collected from Lake
Van. The morphological, biochemical and physiological characteristics of positive
isolates in terms of L-asparaginase used in the treatment of Acute Lymphoblastic
Leukemia in childhood and uricase enzyme used in diagnosis and treatment of gut
disease were determined and diagnoses based on 16S rRNA analysis were performed.

The ability of the isolates to produce L-Asparaginase enzyme was tested in the
M9 medium containing % 1 L-asparagine and phenol red. The alkalophylic medium
containing % 0.5 uric acid was used to determine the production of the uricase enzyme.

Halomonas F1 isolate showed a positive characteristic for uricase production,
while Halomonas F2 isolate showed positive for L-asparaginase production. It was
determined that both isolates belong to the moderate haloalkalophilic group.

A comparison of the 16S rRNA gene sequence analysis revealed that F1 isolate
had % 98.5 homology with Halomonas variabilis and F2 isolate had % 99.2 homology

with Halomonas meridiana.

Keywords: L-Asparaginase, Halomonas, Uricase, Lake Van






ON SOz

Mikrobiyal enzimlerin bir kismu hastaliklarin  teshis ve tedavisinde
kullanilmaktadir.  Bakteriyel L-asparaginaz  (L-Asparagine amido hydrolase,
E.C.3.5.1.1), insanlarda akut lenfoblastik 16semi ve lenfosarkoma tedavisinde son 25
yildir kullanilan kemoterdpik bir ajandir. Diger bir tedavi edici enzim olan iirikaz
enzimi, klinik teshiste ve lrik asit metabolizmasi ile ilgili olarak gelisen metabolizma
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir.

Bu tez konusunu bana Oneren ve caligmalarim sirasinda benden bilgi ve
deneyimlerini esirgemeyen tez danismanim Yrd. Dog. Dr. Erdal OGUN’e ve molekiiler
yontemlerdeki desteklerinden dolayr Yrd. Dog. Dr. Kerem OZDEMIR, Dr. Metin
ERTAS ve yiiksek lisans 6grencisi Nevroz ASLAN’a tesekkiir ederim. Ayrica Van
Gida Kontrol Laboratuvar Miidiirii Veteriner Hekim Saymn Mehmet CAMBAZOGLU,
Mikrobiyoloji béliimiinde birlikte calistigim calisma arkadaslarim Adem MIS, Kasim
HANCI ve Fatih ARSLAN’a ¢alismalarimdaki desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca hep yanimda olan ve tez ¢alismalarim esnasinda maddi ve
manevi desteklerini esirgemeyen kiymetli esim Zafer Sinan ESEN, degerli kizlarim

Emine Irem ESEN, Safiye Elif ESEN, ve canim aileme sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden protein yapisinda
molekiillerdir. Hiicrelerde ¢ok Onemli metabolik gorevleri olan enzimler c¢esitli
amaglarla kullanilmak {izere bir¢ok alanda hayata girmistir.

Enzimler kimyasal reaksiyonlarda degisiklige ugramazlar ve reaksiyon hizim
artirirlar. Enzimler olmadigr takdirde, reaksiyonlarin ¢ogu biyolojik sistemler de var
olandan daha yiiksek sicaklik ve enerji diizeylerine ihtiya¢ duyarlar (Lerner ve Lerner,
2002).

Mikrobiyal enzimlere ilginin artma sebebi bitkisel ve hayvansal enzimlerin
endiistriyel ihtiyaci karsilayamamasidir. Mikroorganizmalar genis biyolojik ¢esitliligi ve
genetik manipiilasyonlara uygunlugu sebebiyle miikemmel bir enzim kaynagi olarak
degerlendirilmektedir (Rao ve ark., 1998). Giiniimiizde endiistride kullanilan enzimlerin
biiyiikk ¢ogunlugu mikroorganizmalardan tiretilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma
kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik
aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, istenmeyen yan {iriin olusturmamalari, daha stabil ve
ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleridir. Bu mikroorganizmalar yalnizca
enzim tiretme yeteneklerine gore degil, mikroorganizmalarin toksik ve patojen
olmamasina gore de secilmistir. Bugiin endiistride kullanilan birgok enzim mikrobiyal
kokenli oldugu i¢in, endiistriyel enzimlerin kullaniminda, mikroorganizma kullanimi
artmistir (Kiran ve ark., 2006).

Mikrobiyal enzimler endiistriyel biyoproseslerin gelismesinde biiyilk 6nem
tasimaktadir. Kagit hamuru ve kagit, deri, deterjan, tekstil, kimya, gida ve icecek,
biyoyakitlar, hayvancilik yemleri ve kisisel bakim gibi alanlarda mevcut uygulamalar
ile bir¢ok farkli pazara odaklanmistir. Bugilin yeni gelistirilmis veya daha ¢ok yonlii
enzimler gelistirilerek daha yeni, siirdiiriilebilir ve rekabet¢i iiretim siireglerine ihtiyag
vardir. Mikrobiyal cesitlilik, metagenomik ve genomik gibi modern molekiiler teknikler,
katalitik Ozellikleri rasyonel, yari rasyonel ve rasgele yonlendirilmis evrim iizerine
kurulu farkli stratejilerle gelistirilebilir yeni mikrobiyal enzimleri kesfetmek igin
kullanilmaktadir. Endiistriyel enzimlerin ¢ogu bakteri ve mantarlarin rekombinant

formlarindan iiretilmektedir (Adrio, 2014).



Endiistriyel enzimlerin iretiminde kullanilan mikroorganizmalarin ¢ogu
ekstraselliiler 6zellige sahiptirler. Endiistriyel enzimler farkli pazarlarda diinya ¢apinda
kullanilmaktadirlar.  Proteazlarin  kullanildigi  deterjan  endiistrisi;  amilazlar,
amiloglukosidazlar ve glikoizomerazlarin kullanildig1 nisasta endiistrisi bunlardan en
onemlileridir. Enzimler ayrica bira sanayinde, mandirada, firincilikta, tekstil ve meyve
suyu endiistrisinde kullanilmaktadir (Vroemen, 1983). Tarihsel gelisim igerisinde
enzimler farkli kaynaklardan elde edilmistir. Mikrobiyal yolla iiretilen fungal enzimler
ilk defa 20. yiizyilin baslarinda ticari olarak kullanilirken, bakteriyal enzimlerin
kullaniminin ise I. Diinya Savasi sirasinda basladigi bilinmektedir. Yasayan hiicreden
aktif enzimin ayrilabilecegini ilk kez 1897 yilinda Buchner tarafindan gosterilmistir. Bu
islemi, mayanin alkol fermentasyonunun baslangicinda katilmasi yerine, yasayan hiicre
olmadan maya ekstraktindan yararlanilmak suretiyle gostermistir (Topal, 1985).

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi {iriinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi
ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel
enzimler ile ilgili alaninda yapilan ¢esitli arastirmalar daha da énem kazanmaktadir.
Ozellikle son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA
teknolojisinden yararlanilarak enzim tretimi biliyiik boyutlara ulasmis ve kullanimi
giderek yayginlagmistir (Kiran ve ark., 2006).

Mikrobiyal enzimlerin diinya genelinde yillik kullanim degerlerine bakildigi
zaman,; alkaliproteaz % 25, diger proteazlar % 21, Amilaz % 18, Renin % 10, Trypsin
% 3, Lipaz % 3 diger karbonhidrat pargalayan enzimler (seliilaz ve ksilanaz gibi) % 10,
analitik ve farmasotik enzimler % 10 seklinde bir dagilim gostermektedir (Rao ve ark.,
1998).

Ekstraseliiler hidrolitik enzimlerden Ornegin; amilazlar, proteazlar, lipazlar,
deoksiriboniikleazlar, pullulanazlar ve ksilenazlar; gida endiistrisi, yem sanayi,
biyomedikal ve kimya endiistrisi gibi ¢ok fakli alanlarda kullanilmaktadir (Sanchez-
Porro ve ark., 2003).

Bakteriyel L-asparaginaz insanlarda akut lenfoblastik 16semi ve lenfosarkoma
tedavisinde son 25 yildir kullanilan kemoterapik bir ajandir (Talluri ve ark., 2014).

Urikaz enzimi, klinik teshiste ve iirik asit metabolizmasi ile ilgili olarak gelisen

metabolizma hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Ertan ve Oksiiz, 2000).



1.1. L-Asparaginaz Enzimi
1.1.1. L-asparaginaz enziminin tarihgesi

Talluri ve ark. (2014), tarafindan bildirildigine goére Kidd 1953 yilinda,
sicanlarda anti timor aktiviteye sahip serumda bulunan bir madde fark etmistir.
Broome, 1963 yilinda tiimor inhibitor aktivitenin serumda bulunan L-asparaginaz
enziminden kaynaklandigini ilk defa tamimlamistir. De Lowery 1966°da L-asparaginaz
enzimini kobay serumundan saflastirmig, akut lenfoblastik lenfoma hastasi bir ¢ocuga
uygulamis ve pozitif sonu¢ almigtir. L-asparaginaz; L-asparajin’i aspartat ve amonyaga
dontistiiriir. Amonyagin yiikksek konsantrasyonlarda bulunmasi merkezi sinir sistemine
zarar verir. L-asparaginaz; bakteriler, bitkiler ve az sayidaki bazi hayvanlar tarafindan
tretilir. L-asparaginaz iiretiminde en sik kullanilan bakteriler Erwinia caratovora,
Bacillus spp, Corynebacterium glutamicum, Pseudomonas stutzeri ve E. coli’dir.
E.coli’den elde edilen L-asparaginaz tiimor hiicrelerinin aktivitesini inhibe etmekte
miikemmel sonug verir ayrica E. chrysanthemi’den elde edilen enzimde terdpatik etkiye
sahiptir. L-asparaginaz enzimi cocukluk c¢agi akut lenfoblastik 16semi tedavisinde

kullanilmaktadir.

1.1.2. L-asparaginaz enziminin etki mekanizmasi

Sinha ve ark (2013), bildirildigine gore L-asparaginaz enzimi; viicutta metabolik
ara triinlerden sentez edilebilen (esansiyel olmayan) bir aminoasit olan L-asparajin’i
aspartat ve amonyaga doniistliriir. Timorlii hiicreler biiyiimek ve béliinmek i¢in L-
asparajin aminoasidine ihtiyag duyarlar. Saglikli hiicreler i¢in L-asparajin esansiyel bir
aminoasit degildir bu yiizden L-asparaginaz enziminin muamelesinden etkilenmezler.
Ciinkii; normal hiicreler kendileri i¢in gerekli olan L-asparajin aminoasidini aktif
sekilde iiretmeyi saglayan asparajin sentetaz enzimine sahipken kanserli hiicreler bu L-
asparajin amino asidini bagka bir kaynaktan almak zorundadirlar. Kanserli hiicreler
digaridan alinan veya saglikli hiicreler tarafindan yapilarak kana verilen L-asparajin
aminoasidine bagimlidirlar. Akut Lenfoblastik Losemi hastalarina, L-asparaginaz
enizmi enjekte edildiginde timor hiicreleri asparajin amino asitinden yoksun kalirlar ve
boliniip ¢ogalamazlar. Bundan dolayr L-asparaginaz enzimi anti tiimor veya anti

l6semik ilag olarak kullanilmakta 6nem arz etmektedir.
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Sekil 1.1. L-asparaginaz enzimi ile L-asparajin aminoasidinin yikimiu.

1.1.3. L- asparaginaz enzimi’nin uygulamalari
1.1.3.1. Anti-tiimor ila¢ olarak

L-asparaginaz enzimi gesitli kanser tiirlerinin tedavisinde diger ilaglarla birlikte
kullanilabilen énemli bir protein kombinasyonuna sahiptir. Ozellikle cocukluk ¢aginda
goriilen akut lenfoblastik 16semi (ALL), Hodkin hastalig1, akut miyelositik 16semi, akut
miyelomonositik 16semi, kronik lenfositik 16semi, lenfosarkom tedavisi, retikiillosarkom
ve dokulari saran melanosarkom gibi kanser tiirlerinin tedavisinde L-asparaginaz enzimi
kullanilmaktadir. ilk calismalar; yiiksek miktarda L-asparaginaz enzimi igeren kobay
serumunun Gardner lenfosarkoma olan bir fareye intraperitonal enjeksiyonundan sonra
timorde belirgin sekilde gerileme oldugunu gostermistir. Daha sonra Eschericha coli
potansiyel bir L-asparaginaz kaynagi olarak bulunmustur. E.coli E.C.2 susundan elde
edilen L-asparaginaz enzimi insan habis tiimdrlerinin tedavisinde kullanilmigtir

(Asthana ve ark., 2003).
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Sekil 1.2. Saglikli hiicrede L-asparajin sentezi.
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Sekil 1.3. Tiimor hiicresinde L-asparajin sentezi.

1.1.3.2. Aminoasit metabolizmasindaki rolii

L-asparaginaz aspartik familyasindaki aminoasitlerin biyosentezinde ¢ok dnemli
bir rol oynar. Corynebacteria, endiistriyel agidan 6nemli aminoasitleri sentezledigi igin
biliylik dnem tasir. Lizin, trionin ve methionin ticari agidan 6nemli aminoasitler olup
C.glutamicum tarafindan iiretilir. Bu aminoasitler aspartik asitten elde edilir. Normal
kosullar altinda aspartik asit lizin ve trionin biyosentezi i¢in sinirlayicidir. Krebs
dongiisiiniin (glutamik asit kullanilarak) disinda aspartik asit asparajinin L-asparaginaz
ile hidrolizi sonucu olusur. L-asparaginazin bir rolii de lizin ve threonin aminoasidinin

dogrudan Onciilii olan aspartik asit olusumu igin asparajin aminoasidini parcalamaktir.



C. glutamicum bakterisinde lizin iireten fermantasyon durumunda aktif halde L-

asparajin bulunur (Sinha ve ark., 2013).

1.1.3.3. Biyosensor yapimindaki rolii

L-asparaginazin etkisiyle olusan amonyak miktari, bir hastanin kanindaki L-
asparajin miktar1 ile dogru orantili oldugundan teshis amagli biyosensor olarak da
kullanilir (Sinha ve ark., 2013).

1.1.3.4. Besin proseslerindeki rolii

L-asparaginaz enzimi gida sanayinde de kullanilir. Gida teknolojisinde ki son
calismalar kizartilmis ve pisirilmis yiyeceklerde (cogunlukla patates kizartmasi)
asparajinin indirgenmis sekerlerle reaksiyona girerek akrilamid olusturdugunu
gostermistir. Akrilamit kansorejen bir maddedir. Patates dilimleri ve ekmek hamurunun
kizartmadan veya firinlamadan 6ce L-asparaginaz ile muamele edilmesi akrilamid
olusumunu engeller. Aspergillus oryzae ve A. niger’den elde edilen L-asparaginaz
enzimi bu amagla firinlama endiistrisinde kullanilir. Bu enzimlerin optimum ¢alisma
sicakligr 40-60 °C ve pH 6.0-7.0’dir. Firinlama esnasinda sicaklik 120 °C’ye kadar
ciktig1 i¢cin genis sicaklik ve pH araliginda calisan enzimler tercih edilmektedir. Bu
yiizden L-asparaginaz iretimi igin farkli kaynaklar (bakteriler, funguslar, bitkiler ve
hayvanlar) arastirilmaktadir. Dolayis1 ile L-asparaginaz hem terap6tik hem de
endiistriyel aktiviteye sahiptir (Mahajan ve ark., 2014).

1.1.4. L-asparaginaz enzimi’nin kaynaklari

Sinha ve ark (2013), bildirildigine gore L-Asparginaz enziminin ilk defa E.coli
bakterisinden izole edildigi bildirilmistir. Bakteriler, kiif, maya, aktinomisetler ve
alglerden de L-asparaginaz iretilmistir. Bitki ve hayvanlardan da L-asparaginaz
uretilebilmesine ragmen bakteriler en 1yl enzim iiretme yetenegine sahiptirler.
Bakterilerde L-asparaginaz enzimini iiretim kapasitesinin yiiksek olmasi, ekonomik
olmasi, istenilen Ozelliklere sahip enzimlerin elde edilebilmesinin kolay olmasi ve
enzimi saflastirmanin daha basit olmasindan dolayi tercih edilmektedirler.

L-asparaginaz enzim kaynagi olarak; bakterilerin biiyiikk bir kismi, mayalar,

funguslar, algler, aktinomisetler, Withnaria somnifera, Sphagnum fallax, Lupine



araboreuse ve Lupina mgustplius gibi yiiksek yapili bitkiler kullanilmaktadir. Bunlarin
yaninda L-asparaginaz; Pinus pinaster ve Pinus radiata’nin koklerinde ektomikorizal
funguslar tarafindan {tretilmektedir. L-asparaginaz genellikle E. coli ve
Achromobacteriaceae familyas1 gibi diger gram negatif bakterilerde bulunur.
Pseudomonas fluoresces bakterisinden L-asparaginaz firetildigi rapor edilmistir.
Mycobacterium phlai, Erwinia cartovara, Thermis aquaticus bazi nitrobakteriler,
homodimer L-asparaginaz iircten Rhodosprium toruloides ve Rhodotorula sp.
Aspergillus nidulanus ve A. terreus da L-asparaginaz enzimi tretirler. L-asparaginaz bir
deniz algi olan Chlamydomonas’tan iiretilen ilk enzimdir. Aktinomisetlerde L-
asparaginaz tiretimi i¢in iyi birer kaynaktir. Streptomyces’ler, actinomyces’ler de 6nemli

oranlarda L-asparaginaz iiretme yetenegine sahiptirler (Sabu, 2003).

1.2. Urikaz Enzimi

Urikaz (iirat oksidaz E.C.1.7.3.3); oksidorediiktazlar sinifina ait bir enzim olup,
iirik asidi allantoin, karbondioksit ve hidrojen perokside katalizler. Bu enzim piirin
metabolik yolunda hayati 6nem tagir. Urik asit antioksidan &zelliklere sahiptir ve
plazmada &nemli bir antioksidan oldugu &ne siiriilmiistiir. Urik asidin parcalanmas: ile
olusan allantoin iirik aside gore bes ile on kat daha fazla ¢oziiniirdiir ve bobreklerden
cok daha hizli siiziilerek viicuttan atilir. Urik asidin kandaki oraninin agir1 yiikselmesi
hiperiirisemi, idrarda iirik asit miktarinin yiiksek olmasi hiperiirikosuri olarak
adlandirilir ve agrili bir eklem hastalig1 olan gut ile bobrek yetmezligine yol agabilir.
Urik asidin kan serumunda ki normal konsantrasyonu yetiskin erkeklerde 7.0
mg/dL’den yetiskin kadinlarda ise 6.8 mg/dL’den az olmalidir. Urik asit; hipertansiyon,
vaskiiler hastalik ve bobrek hastaliklarinin gelisiminde patojen bir role sahip olabilir.
Urikaz enzimi; kan ve serumdaki iirik asit konsantrasyonlarinin saptanmasi, immobilize
edilmis formunda biyosensor olarak kullanilmasi gibi farkli alanlarda kullanilmaktadir.
Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi bir¢cok canli grubu iirikaz enzimi liretme
yetenegine sahiptir fakat mikrobiyal kaynaklardan elde edilen iirikazin yliksek
miktarlarda tiretilebilmesi, optimizasyonunun kolay olmasi iiretim maliyetinin uygun
olmasi gibi avantajlar1 vardir. Kuslarin digkilar iirik asit bakimindan zengin oldugundan

kanatli atiklari mikrobiyalizolasyon i¢in ideal bir kaynaktir. Kanatli digkilart % 63 ile %



87 oraninda iirik asit icerir ki buda aerobik bakteriler tarafindan kullanilan tek azot
kaynagidir (Raval ve ark., 2016).

Piirinler niikleik asitlerin yapisina katilan 6nemli organik bilesiklerdir. Piirin
bazlariadenin, guanin, ksantin ve hipoksantindir. Adenin ve guanin DNA ve RNA’nin
yapisinda bulunur. Hipoksantin ve ksantin niikleik asit yapisinda yer almazlar; ancak
piirin niikleotitlerinin sentez ve yikiminda 6nemli ara iiriinlerdir. Piirin niikleotitleri,
kendisini olusturan bilesenlerin sirasiyla ayrilmasi sonucu yikilir. Insanlarda piirinlerin
katabolizmas1 sonucu olusan son iiriin “irik asit’tir. Pirimatlarin disindaki memelilerde
tirik asit allantoine yiikseltgenir. Allantoin ise bazi memelilerde iire hatta amonyaga
kadar parcalanabilir. Insanlarda 1 nolukromozom iizerinde bulunan iirat oksidaz (iirikaz)
geni iki non-sense mutasyon sonucunda etkisizdir. Urik oksidaz aktivitesinin olmamasi
evrim basamaginda geri adim olarak goriilse de yiiksek iirik asit konsantrasyonu veya
azalan {rat oksidaz aktivitesi insana Onemli avantajlar saglamaktadir (Wu ve ark.,
1992).

Insan viicudunda olusan {irik asidin 2/3’liik kismi idrarla atilir (Wright, 1995).
Geri kalan miktar1 gastrointestinal sistemden elimine edilir. Urik asidin % 98’i
plazmada sodyum-iirat seklinde serbest olarak dolasir ve glomeriiler filtrasyona tabidir;
% 5’ten az1 da proteine baglidir (Roch, 1999 ).

Insanlarda {irikaz enziminin kan plazmasindaki seviyesi, yasam boyunca
farkliliklar gosterir, 36-38 haftalik gelisimini tamamlamig bebeklerde 310 uM iken, bu
oran birkag giin igerisinde 140 uM seviyesine iner. Ilerleyen yillarda seviye cinsiyet
ayirimi gozetmeksizin artar ve ergen erkek bireylerde daha yiiksek bulunur. Biyolojik
stvilarda tirik asidin miktar1 bazi hastaliklarin teshisinde 6nem tagimaktadir (Bhargava,
1999). Bu hastaliklar gut hastaligi, bobrek hastaligi, Lesch-Nyhan sendromu ve organik
asidemi gibi hastaliklardir. Ayrica iirik asit kuvvetli bir antioksidandir. Bu o6zelligi
sayesinde trik asit oksijen radikallerini yok eder ve basta lipid peroksidasyonu olmak
tizere doku hasarlarini 6nlemede 6nemli rol oynar (Hiteman, 1996).

Urikaz enzimi klinikte sadece teshis enzimi olmayip, aym zamanda iirik asit
metabolizmasindaki bozukluklara bagli olarak meydana gelen hastaliklarin tedavisinde
de kullanilmaktadir. Urikaz, plazma iirik asit seviyelerini diisiiriicii ilaglar arasinda yer
almistir. Ayrica iirikaz enzimi, kozmetik alaninda sa¢ boyama ve dalgalandirmada

islemlerinde kullanilir (Nakagava ve ark., 1995). Son yillarda yapilan pek c¢ok



caligmalarda ise, lirikaz enzimi, lirik asit miktariin saptanmasinda, biyosensorlerin
yapiminda kullanilmistir (Kan ve ark., 1996; Miland ve ark., 1996; Hasebe ve ark.,
1998; Nakanimani ve ark., 1999).

1.3. Arastirma Alanimin Tanitinm

Diinya genelinde, ¢esitli kitalara yayilmis farkli biiyiikliiklerde bir¢ok soda golii
mevcuttur. Soda golleri arasinda Magadi Golii, Van Golii, Bliyiik Soda Golii ve Mono
Golii en fazla bilinen gollerdir (Grant, 2004).

Soda Gdlleri, disariya drenaji olmayan kapali gollerdir. Bu gdllerin su
kimyasindaki Mg*? ve Ca*iyonlarmim eksikligi ve COs?ve CI™ iyonlarimin fazlahig
sebebiyle pH oranlar1 9-12 arasinda degismektedir (Jones ve ark., 1998).

Kempe ve ark. (1991), tarafindan bildirildigine gore, Van Go6lii; 1648 m rakima
sahip olup, 576 km*lik hacmi, 3.522 km?'lik alan1 ve 450 m derinligiyle diinyanin en
biiyiik dordiincii kapali golii ve ayn1 zamanda en biiyiikk soda goliidiir. G6l suyunun
pH’s1 9.7-9.8 arasinda degismektedir. NaCl, sodyum Karbonat, siilfat, potasyum ve
magnezyum iceren g6liin tuzluluk oranit % 21.7°dir. Ancak kalsiyum orani oldukga
diistiktiir (4.6 mg/lt).

Soda gollerinde yayilis gosteren, haloalkalofilik bakteriler tuz stresine iki farkl
strateji ile cevap verirler. Bu stratejilerden biri tuz biriktirme stratejisidir. Bu bakteriler
artan Na’ konsantrasyonuna karsi sitoplazmalarinda K* iyonunu biriktirirler. Ikinci
strateji de ise sitoplazmada hiicre i¢i osmotik basinci yiikselten tuz hari¢ osmolit sentezi
veya biriktirilmesi stratejisidir. glisinbetain, ektoin, diger amino asit tiirevleri, sekerler
ve polioller hiicre i¢i osmotik basincin yiikselmesine yardimci olur (Boltyanskaya ve
ark., 2005). Alkalofilik bakteriler, yiiksek alkali pH’ya, proton motive giigten elde
edilen ATP enerjisini kullanarak Na'/H* iyonlarinin ters tasinmasi ile adaptasyon
gosterirler (Ulukanli ve Digrak, 2002).

1.4.Halomanas Genusunun Ozellikleri

Halomonadaceae ailesi, 16S rRNA gen dizisi analizine gore
Gammaproteobakteria igerisinde ayri1 bir filogenetik soy olusturur ve g¢ogunlukla
halofilik bakterilerden olusur. 1988'de kurulusundan bu yana (Franzmann ve ark., 1988)

ailenin taksonomisi siirekli revize edilmistir.
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Arahal ve ark. (2002), Halomonadaceae ailesi tiirlerinin filogenisini, 23S ve 16S
rRNA genlerinin kargilagtirmali sekans analizini kullanarak o sirada gegerli olarak
yayinlanmis (toplam 25) bir calisma yiiriitti. O zamandan bu yana, 49 yeni tiir
tanimlanmis ve bazi vakalarda filogenetik iliskileri agik bir sekilde ortaya konmamuistir.

Halomonadaceae familyasindaki 23S rRNA gen dizisinin ¢oziiniirligi genel
olarak 16S rRNA sekansinin ¢oziiniirligiinden daha biiyiikk olmasina ragmen, ¢ok
yakindan iligkili tiirlerin filogenetik iliskilerinin ¢dziimlenmesine hala izin vermedigini
bulundu. Dahasi, bu aile igindeki cins ve tiir sayisinin siirekli ve hizli bir sekilde artmasi
onu daha da karmasik hale getirmektedir. Bu sinirlamalarin {istesinden gelmek icin, ¢ok
odaga dayali siralama analizi (MLSA) ile sonuglanan daha fazla oda temizleme
genlerinin dahil edilmesi, bu heterojen ailenin iiyeleri arasindaki filogenetik iliskileri
acikliga kavusturmaya yardimei olabilir.

16S rRNA geni, islevsel olarak stabil, yiiksek oranda korunmus ve horizontal
gen transferinden uzak oldugu igin taksonomik calismalar i¢in etkili bir molekiiler
isaretleyici olarak kullanilmaktadir. Arke ve bakterilerde gozlemlenen 16S rRNA gen
sekans1  varyasyonu, prokaryotlarin  siniflandirilmast  igin  omurga  olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle, 16S rRNA geninin filogenetik analizi ¢esitli taksonomik
diizeylerde bakteriyel izolatlarin siiflandirilmasina yardimci olmasi agisindan uygun
bir yontem olarak kabul edilmektedir (Ramasamy ve ark., 2014).

Prokaryotik tiir tanimina gore, bir izolatin yeni bir tiir olmasi i¢in % 3 ve lizeri
16S rRNA gen bolgesi niikleotit farkliligina sahip olmasi ya da % 70’in altinda DNA-
DNA homoloji degeri vermesi, bunu belirli derecede fenotipik farkliliklar ile
desteklemesi gerekmektedir (Vandamme ve ark., 1996; Coenye ve ark., 2005).

Ribozomal RNA genleri, iiniversal ve fonksiyonel olarak yiiksek derecede
korunmus yapiya sahip oldugu icin filogenetik calismalarda en iyi sonu¢ veren hedef
yapilardandir (Woose, 1987). Modern mikrobiyal taksonomide filogenetik iliskileri
belirlemede en ¢ok tercih edilen 16S ve 23S rRNA gen dizilerinin diginda tiir i¢i siki
iligkileri ¢oziimleme de Ad Hoc komite tarafindan 6nerilen diger protein kodlayan gen
bolgelerinin de (en az li¢ ya da dort gen bolgesininde rpoB, recA, rpoD ve gyrB)
analizlerinin yapilmasi1 gerekmektedir (Coenye ve LiPuma, 2002; Romanenko ve ark.,
2002)
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Bu arastirmada, Van Goli'niin bazi bolgelerinden toplanan su ve sediment
orneklerinden izole edilen bakterilerin, L-asparaginaz ve iirikaz enzimi ydniinden
taranmas1 hedeflenmistir. Ilave olarak izolatlarin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik
Ozellikleri belirlenerek 16S rDNA analizine dayali teshislerinin gergeklestirilmesi

amaglanmistir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

L-asparaginaz enzimi; ¢ocukluk ¢aginda goriilen akut lenfoblastik 16semi (ALL)
tedavisinde kullanilan Onemli bir ajandir. Ayrica besin endiistrisinde akrilamid
olusumunu engellemek amaci kullanilirken biyosensor yapiminda da kullanilmaktadir.
Bunlardan dolay1 L-asparaginaz ile yapilan ¢alismalar olduk¢a 6nem kazanmustir.

Ghoshoon ve ark. (2008), Iran’in Shiraz bdlgesindeki atik sulardan ve Khoshk
nehrinden topladilart numunelerdenen ve Namazi Hastanesinden sagladiklari klinik
orneklerden izole ettikleri E.coli izolatlarinin L-asparaginaz enzimi irettigini
belirlediler. Farkli karbon kaynaklar1 kullanarak L-asparaginaz enziminin
optimizasyonunu ger¢eklestirdiler.

Gupta ve ark. (2009), Bu c¢alismay1 daha 6nce Orissa sahilinin Bhitarkanika
mangrove ormanlarindan izole edilen Streptomyces mikroorganizmasi ile yaptilar.
Streptomyces’lerin % 56.75’i L-asparaginaz aktivitesi gosterdi. Tim izolatlarin L-
asparaginaz tiretimi agisindan birbirinden farkli oldugunu bildirdiler. 74 izolat arasindan
27 Streptomyces cinsinin L-asparaginaz aktivitesi gosterdigini tespit ettiler.

Saleem ve ark. (2009), Hindistan’in Tamilnadu ve Kerala bolgesinin farkli
alanlarindan 20 deniz sediment Ornegi topladilar, buradan izole ettikleri
mikroorganizmalarin L-asparaginaz tiretip lretmedigini test ettiler. Bu 6rneklerin 10
tanesi besiyeri ortaminda ¢ogalma gosterdi ve bunlarin Streptomyces’lere ait oldugunu
saptadilar. Bu 6rneklerden de 3 tanesinin L-asparaginaz iirettigini tespit ettiler. Ayrica
Mg+2 lyonunun enzim Uretimini aktive ettigini; Cu*?, Zn" ve EDTA’nin ise inhibitdr
etki yaptigini buldular.

Kumar ve ark. (2010), Hindistan’da yaptiklar1 bir arastirmada Umman
Denizi’nin  Mumbai sahilinden izole ettikleri, halotolerant Marinobacter
hydrocarbonoclasticus AKS susunun ektraseliiler enzim (proteaz, amilaz, lipaz, esteraz,
glutaminaz, asparaginaz, ksilanaz ve inulinaz) iiretme kabiliyetini arastirdilar. AKS
susunun iirettigi esteraz, asparaginaz ve glutaminaz enzimlerinin ¢esitli biyoteknolojik
yontemlerde uygulama potansiyeline sahip oldugunu vurguladilar.

Moorthy ve ark. (2010), Hindistan’in Belgaluru bolgesinde, 30 cm derinlikten

toprak Ornekleri aldilar. M9 besiyeri ortamina 2 g L-asparaginaz ve birkag damla
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indikatér boya olan fenol red ilave ettiler ve ekim yaptilar. Izole edilen kolonilere
morfolojik ve biyokimyasal testler uygulayarak L-asparaginaz iireten bakterilerin
Bacillus genusuna ait oldugunu tespit ettiler.

Kumari ve ark. (2011), Hindistan’in Tamilnadu, Tuticorn bélgesinden deniz
sedimenti 6rnekleri aldilar. izole edilen 67 Actynomyces kolonisinden 32 tanesinin L-
asparaginaz enzim aktivitesi gosterdigini buldular. Morfolojik ve biyokimyasal testler
sonucunda L-asparaginaz enzimi aktivitesine sahip cinsin Streptomyces’lere ait
oldugunu saptadilar. Elektron mikroskobu c¢aligmalari, 16S rDNA c¢alismalari
sonucunda Streptomyces griseoluteus WS3/1 tiirliniin L-asparaginaz iiretiminde enzim
aktivitesi yoniinden en yiiksek sus olduguna dair ilk raporu sundular.

Dharmaraj (2011), Bu ¢alismada; Hindistan’in Kerala Kovalam kiyisinin 5-10 m
derinliginden Ornekler aldilar. Deniz siingeri olan Callyspongia diffusa’dan L-
asparaginaz enzimi ftreten Streptomyces noursei’yi izole ettiler. Ayrica; marin
aktinomiteslerden Ozellikle Streptomices’lerin L-asparaginaz enzimi agisindan
potansiyel bir kaynak olabilecegini o6nerdiler.

Usha ve ark. (2011), Hindistan’in giineydogu sahili boyunca yer alan
Pitchavaram mangrove ekosisteminden sediment Ornekleri aldilar ve marine
aktinomisetleri izole ettiler. Aktinomisetlerin en yogun oldugu bdlgenin rizosfer
oldugunu belirttiler. izole edilen izolatlarm yaklasik % 38’inin L-asparaginaz iirettigini
belirttiler. Streptomyces parvulus KUA106 susunun yiiksek seviyede L-asparaginaz
tirettigini tespit ettiler. L-asparaginaz iiretiminde en iyi besiyeri igeriginin asparajin,
tripton, dextroz ve NaCl oldugunu bildirdiler.

Kamble ve ark. (2012), Bu arastiricilar Hindistan’in farkli alanlarindan (Akola,
Akot, Katepurna, Balapur, Dongergaon) su, ciftlik ve tuzlu toprak orneklerinden L-
asparaginaz ireten bakterileri arastirdilar. % 1 pepton, % 0.6 et ekstrati, % 0.33
KH3POy, % 0.1 L-asparajin ve fenol igeren besiyeri kullandilar. Bakterilerin 37 °C, pH
7’de optimal enzim firettigini saptadilar. L-asparaginaz enzimi bakimindan, E. coli,
Aeromonas ve Proteus tiirlerinin ytliksek aktivite gosterdigini tespit ettiler. Ayrica; tuzlu
topraklardan izole ettikleri Pseudomonas ve Bacillus tiirleri ve tarim topraklarindan
izole ettikleri Pseudomonas, Bacillus ve Serratia tiirlerinin, L-asparaginaz enzimi

urettiklerini belirlediler.
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Jha ve ark. (2012), Farkli alanlardan hastane atiklari ile kontamine edilmis
toprak Ornekleri aldilar. 15 toprak izolati, 12 farkli kiiltiir koleksiyonundan bakteri
izolatlar1 aldilar. % 10 toprak siispansiyonu (1 g toprak, 10 ml steril su) hazirladilar. L-
asparaginaz treten kolonileri belirlemek amaci ile Modifiye M9 besiyeri kullandilar.
Indikatér boya olarak besiyerine fenol red ilave ettiler. Elde edilen bakteri kiiltiirlerini
morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal olarak arastirdilar. Bacillus spp. (ITBHU 01,
ITBHU 02), Proteus spp. (ITBHU 05), Pseudomonas (ITBHU 08) tiirlerini L-
asparaginaz pozitif olarak tespit ettiler.

Upadhyay ve ark. (2012), Bahge topragi, kompost ve orman topragindan 103
bakteri izolati elde ettiler. Bu bakterilerden 49 tanesi M9 besiyeri ortaminda L-
asparaginaz pozitif olarak sonug verdi. 5 giin sonunda 10 bakteri izolatinin daha yiiksek
enzim aktivitesi gosterdigini bildirdiler. Caligmanin sonunda L-asparaginaz enzim
aktivitesi yiiksek olan izolatin Aspergillus spp. oldugunu bildirdiler.

Akshatha ve ark. (2013), Bu ¢alismada; Hindistan’in Bat1 Gat, Shimoga bdlgesi
ve Karnataka bolgesinden alinan toprak drneklerinden 48 aktinomiset 6rnegi izole ettiler
ve bu orneklerin L-asparaginaz iiretip liretmedigine baktilar. 5 izolat enzim aktivitesi
gosterirken bunlardan 2 izolatin yiiksek enzim aktivitesi gosterdigini saptadilar. Bu
izolatlar i¢in besiyeri optimizasyon calismalar1 yaptilar. En uygun besiyeri ortamini; %
1 L-asparaginaz, % 1 malt extrakt, % 1 yeast extrakt, % 1 potasyum nitrat, % 0.1 tuz
soliisyonu, pH 8, sicaklik 27 °C, inkiibasyon zamanin1 10 giin oldugunu bildirdiler.

Nazemi ve Miri Nargesi (2013), Bu c¢alismada ekstraseliiller olarak L-
asparaginaz enzimi iireten Bacillus spp. tiirlerini arastirdilar. Proteince zengin toprak
orneklerinden Bacillus spp. izole ettiler, M9 besiyeri ortaminda kiiltliriinii yaptilar ve
tirettikleri enzimin aktivitesinin yiiksek oldugunu bildirdiler.

Makky ve ark. (2013), Bu ¢alisma; Bacillus spp. KK2S4 susunun L-asparaginaz
enzimi Uretimi ve optimizasyon caligmalarin1 igermektedir. Misir kogani atigini
substrakt olarak kullanarak 39 bakteri izolat1 elde ettiler. Bacillus sp. KK2S4 susunun
L-asparaginaz enzim aktivitesi ve protein igeriginin en yiiksek oldugunu bildirdiler.
Enzim tiretiminin pH 5.0, laktoz ve NaNOj3 varliginda oldugunu tespit ettiler.

Selvam ve Vishnupriya (2013), Giiney Hindistan bolgesindeki 10 farkli deniz

alanindan deniz sedimenti 6rnekleri aldilar ve 56 aktinomites izole ettiler. Aspergillus
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terreus, Vibrio succinogenes, Streptomyces noursei MTCC 10469 tiirlerinin L-
asparaginaz tirettigini tespit ettiler.

Talluri ve ark. (2013), Bu ¢alismada; Hindistan’in Vishakhapatnam bolgesinde
yiizeyden 30-40 cm derinlikten 6 adet toprak 6rnegi aldilar. Seri diliisyonlar hazirlayip
nutrient agara ekim yaptilar ve saf koloniler elde ettiler. Czapek dox agar kullandilar
icerisine 2 g L-Asparagine (1 g/1000 ml) ve % 0.09 (V/V) oraninda indikator boya olan
fenol red kattilar. Ekimi yapilan 64 bakteri izolatindan 21 tanesinin koloni etrafinda
pembe zon olusturdugunu, zon olusturan bu izolatlarin Mushburn&Briston metodu ile
enzim aktivitelerine bakilarak 7 izolatin enzim aktivitesinin yiiksek oldugunu bildirdiler.

Deshpande ve ark. (2014), Hindistan’in farkli lokasyonlarindan nehir sediment
ornekleri aldilar. 7 izolatin L-asparaginaz iirerip liretmedigini arastirdilar. Petri yontemi
ile saf aktinomiset kolonileri elde ettiler. Kusrer besiyeri kullandilar ve indikator olarak
fenol red ilave ettiler. Farkli besiyeri ortamlarinda Streptomyces ginsengisoli tarafindan
tretilen L-asparaginaz enzim aktivitesini Olgtiiler ve enzim f{retimini en yiiksek
Asparajin Dextrose Salt Agar (ADS) besiyerinde oldugunu saptadilar. Inkiibasyonun 5.
giintinde, agirlikli olarak hiicre disinda, pH. 8, 30 °C’de, karbon kaynag: olarak glikoz,
azot kaynagi olarak pepton, 120 rpm enzim lretimi i¢in en uygun kosullar oldugunu
saptadilar.

Dhanam Jayam ve Kannan (2014), Mannar Korfezi bolgesinden alinan toprak
orneklerinde L-asparaginaz iireten Streptomycet’leri arastirdilar. Saflastirma isleminde
nigasta kazein agar ve gliserol asparagin agar (ISP-S besiyeri) kullandilar. Besiyerine
bakteri ve funguslarin ¢ogalmasini engellemek i¢in streptomisin ve sikloheksimid ilave
ettiler. 22 koloni izole ettiler sadece 5 koloni L-asparaginaz icin pozitif sonu¢ verdi.
Koloni etrafinda pembe zon olusumunu L-asparaginaz pozitif olarak degerlendirdiler.

Dhanam Jayam ve Kannan (2015), Hindistan’in Madurai Kamaraj Universitesi
kampiisii Termit dagindan toprak ornekleri aldilar. 22 koloni izole ettiler sadece 5
koloni L-asparaginaz pozitif sonug verdi. Bu bakterilerin Actinomycetes spp. oldugunu
tespit ettiler.

Narasaiah ve ark. (2015), Hindistan’in Pradesh, Kandukur bolgesinden aldiklari
torak Orneklerinden 10 aktinomiset izole ettiler. L-asparaginaz enziminin Streptomyces
albus CN-4’den iiretimini ve optimizasyonunu yaptilar. Ayrica bu mikroorganizmanin

seliilaz, pektinaz, proteaz, lipaz, lireaz, DNaz, nitrat rediiktaz {lirettigini tespit ettiler.
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Wakil ve Adelegan (2015), Bu calismada; Farkli toprak orneklerinden L-
asparaginaz iireten bakteri tiirlerini tespit ettiler. Optimum enzim {iretimi igin gerekli
ortam kosullarini arastirdilar. Farkli bakteri tiirlerinin farkli pH, sicaklik, karbon
kaynagi ve azot kaynagi varliginda L-asparaginaz iretiminin maximum oldugunu
gosterdiler. Buna gore; Bacillus firmus; pH 7, 45 °C, glikoz 1 g/L, azot kaynagi olarak
yeast exrakt 4 g/L; Streptococcus spp. D1; pH 8, 45 °C, mannitol 1 g/L, NaNOs3 2 g/L;
Streptococcus spp. D2; pH 8, 25 °C, mannitol 2 ¢/L, yeast exrakt 8 g/L; Bacillus
polymyxa pH 8, 35 °C, mannitol 4 g/L, kazein 4 g/L; Bacillus circulans; pH 6, 45 °C,
laktoz 2 g/L, kazein 6 g/L; Paenibacillus validus; pH 6, 35 °C, siikroz 3 g/L, KNO3 2
g/L besiyeri ortaminin enzim iiretim aktivitesini artirdigini tespit ettiler.

Bhargavi ve Jayamadhuri (2016), Kerela kiy1 (Shangumugham Sahili, Veli Back
suyu) bolgesinden 10 cm derinlikten 2 tane deniz suyu 6rnegi aldilar ve 10 bakteri izole
ettiler. 120 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda bir bakteri izolatinin yiiksek L-
asparaginaz enzim aktivitesi gosterdiginin tespit ettiler. Bu bakteri izolatinin
Lactobacillus salivarius oldugunu bildirdiler.

Raj ve ark. (2016), Hindistan’in Tamil Nadu bolgesinin farkli lokasyonlarindan
10 deniz sedimenti o6rnegi, 9 karasal toprak Ornegi, 3 deniz suyu, 1 tath kaynak su
numunesi aldilar. Bu numunelerden 537 bakteri izole ettiler. Bakterilerin L-asparaginaz
ve L-glutaminaz iiretip iiretmedigini arastirdilar. Sadece 118 bakteri izolatinin enzim
aktivitesi gosterdigini belirttiler.

Rajguru Shubhangi ve Deshmukh Padma (2016), Arastiricilar; Farkli sucul ve
karasal habitatlardan L-asaparaginaz iireten bakterileri izole etmek amaci ile ornekler
aldilar. Ug farkli sucul habitat, bes farkli karasal habitattan alinan &rneklerden 384
bakteri izole ettiler. Bunlardan 211 bakteri izolatinin L-asparaginaz iirettigini gordiiler
Rapid Plate Semi-Quantitative assay yontemi ile daha yogun enzim {ireten bakteri
kolonilerini gézlemlediler.

Salimath ve Onkarappa (2016), Hindistan, Karnataka, Agumbe Eyaleti, Bati
Ghats bdlgesinden toprak ornekleri aldilar ve 25 Streptomyces kolonisi izole ettiler. Bu
mikroorganizmalardan 23 tanesinin L-asparaginaz iirettigini tespit ettiler. V17 susunun
enzim TUretiminin yiiksek oldugunu bildirdiler. Test edilen izolatlarin % 92’lik

kismindan iiretilen L-asparaginaz enziminin anti-kanser etki gosterdigini tespit ettiler.
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Thandeeswaran ve ark. (2016), Tamilnadu Tarim Universitesi (Coimbatore)
ciftliginden toprak drnekleri aldilar. Bu topragin kil ve potasyumlu bilesikler yoniinden
zengin, siyah pamuk yetistirilen nétral alkali verimli bir toprak oldugunu belirttiler. L-
asparaginaz tireten bakterileri izole ettiler enzim aktivitesini Olgtiiler.

Urikaz enzimi; kan ve serumdaki iirik asit konsantrasyonlarinin saptanmast,
immobilize edilmis formunda biyosensér olarak kullanilmasi gibi farkli alanlarda
kullanilmaktadir. Urikaz enzimi ile ilgili fazla bir calisma bulunmamaktadir.

Lehejckova ve ark. (1986), Kus ve kaplumbaga diskilart bulunan toprak
orneklerinden tirikaz enzimi tireten bakteri, maya ve kiifleri arastirdilar. Alternaria spp.,
Aspregillus niger, Bacillus subtilis, Bacillus megatherium, Candida lipolytica ve
Candida utilis’in iirikaz aktivitesi bulundugunu tespit ettiler.

Azab ve ark. (2005), Bu ¢alismada; arastirmacilar Proteus vulgaris’in 3 susunu
((1753, B-317-C ve UT7),); Streptomyces’lerin de 2 tirlinii (Streptomyces
graminofaciens ve S. albidoflavus) irikaz aktivitesi yoniinden incelediler ve
optimizasyon caligmalar1 yaptilar ve calisilan mikroorganizmalardan sadece Proteus
vulgaris U7’nin iirikaz aktivitesi gostermedigini saptadilar.

Zhou ve ark. (2005), Bu c¢alismada arastirmacilar; Cin, Zhejiang eyaletinin
baskenti Hangzhou sehrinden alinan toprak orneklerinde {iirikaz iireten bakterileri
arastirdilar. Izole ettikleri 40 bakteri kiiltiirii % 8 iirik asit iceren besiyeri ortaminda
gelisim gosterdi fakat sadece 5 bakteri kiiltiiriinlin {irikaz enzim aktivitesini yiiksek
oranda gosterdigini tespit ettiler. Yaptiklari calismalar sonunda Mikrobakterium cinsine
ait bakterinin yiiksek sicakliga dayanikli iirikaz enzimi iirettigini saptadilar. 70 °C de 30
dakika sicaklik etkisinde enzim aktivitesinin % 100 oldugu ve 37 °C’de pH 8.5’da borat
buffer icerisinde bekletildiginde enzim aktivitesinin 40 giin boyunca devam ettigini
ayrica; karbon ve azot kaynagi olarak en iyi sonu¢ veren maize milk besiyeri ortami
oldugunu saptadilar.

Anderson ve Vijayakumar (2011), Pseudomonas aeruginosa bakterisinden
tirikaz enzimini saflastirdilar ve maximum enzim aktivitesi i¢in gerekli olan ortam
kosullarm1 ¢alistilar. P.aeruginosa bakterisini kanatli atiklarindan izole ettiler. Urikaz
enzimini % 70 amonyum siilfat konsantrasyonu ile ¢oktiirdiiler ve pH 8.5, 35 °C

sicakligim en uygun kosullar oldugunu belirttiler. Ayrica; Ca*? enzim aktivitesini % 126
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artirirken, C0+2, Mn+2, Mg+2, Fe+2, Zn+2, Cu*? nin enzim aktivitesini diisiirdiigiinii tespit
ettiler.

Aly, ve ark. (2013), Suudi Arabistan, Cidde sehrinin farkli alanlarindan toprak,
atik su, deniz suyu ve kanatlh atiklarindan 6rnekler aldilar. 49 bakteri izolat1 elde ettiler.
% 0.5 trik asit iceren besiyeri ortamina ekim yapip iirikaz lireten bakterileri tespit
ettiler. Yapilan morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler analizler sonucunda
Streptomyces exfoliatus UR10 susunun hiicre i¢i tirikaz enzimi iirettigini ve enzim
aktivitesinin yiiksek oldugunu bildirdiler

Honarbakhsh ve ark. (2014), Bu arastirmada daha onceden tespit edilmeyen ve
ticari olmayan iirikaz enzimi iireten kaynaklarm arastirilmasini hedeflediler. Iran’da
tuzlu gol ve sulak alanlardan ornekler aldilar. 65 halotolerant bakteri susu izole ettiler ve
bu suslarin tirikaz enzimi aktivitesini test ettiler. Halomonas ve Paracococus cinsine ait
baz tiirlerin lirikaz enzimi iirettigini tespit ettiler

Ghosh ve ark. (2014), Kanath ciftligindeki topraktan izole edilen 6 bakteri
susunun {irikaz aktivitesini ¢aligtilar. Azot kaynagi olarak sadece trik asit kullandilar.
Bu bakterilerden Comamonas sp. BTUA’ nin iirik asidi daha hizli kullandigini buldular.
37 °C, 33 saatte lirik asidin % 99’unu kullandigini tespit ettiler. Comamonas sp. BT UA
susunun hiicre dis1 tirikaz enzimi irettigini bildirdiler. Saflastirilan enzim SDS-PAGE
elektroforezde tek bant olustugunu gozlemlediler (35 Kda). Bdylece yiiksek
duyarlilikta, stabil ve biyosensor olarak kullanilacak bir enzim elde ettiler.

Nanda ve ark. (2014), Arastirmacilar; Hindistan’in Karnataka, Mulky bolgesinde
bulunan kanatl ciftliginden disk1 ve ¢op 6rnekleri aldilar. izole edilen 3 bakteri tiiriiniin
extraseliiler iirikaz enzimi Urettigini, fakat bu bakterilerden tirikaz aktivitesi en yiiksek
olanin Bacillus cereus DL3 susu oldugunu saptadilar. Besiyeri ortaminda karboksimetil
sellilozun en iyi karbon kaynagi; asparaginin ise en iyi azot kaynagi oldugunu tespit
ettiler.

Abdullah ve Flayyih (2015), Irak’in Bagdat sehrindeki farkli hastanelerden 150
klinik 6rnegi (yanik, idrar, kan, balgam, beyin omirilik sivis1) aldilar. 43 izolat1
Pseudomonas aeroginosa olarak teshis ettiler. 38 izolat iirikaz pozitif sonu¢ verirken;
sadece 5 izolatin iirikaz tiretmedigini tespit ettiler. Qualitative ve semi quantitative

metod kullanarak {irikaz iiretimi iizerinde iki metod arasindaki farki arastirdilar. Her iki
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metodun da ayni sonucu verdigini fakat; semi quantitative metot da ortama azot ve
karbon kaynagi olarak sadece lirik asit eklendiginden daha duyarli oldugunu bildirdiler.

El-Naggar (2015), Bu c¢alismada; Misir’in farkli boélgelerinden aldigi toprak
orneklerinden iirikaz tireten Aktinomyces’leri nisasta nitrat agar kullanilarak izole etti.
Topraktan izole edilen 130 Aktinomyces drneginin enzim aktivitesine bakti. Urikaz
enzimi iireten tiirleri saptanmak amaciyla iirik asit igeren besiyeri hazirladi. Urikaz
iireten kolonilerin etrafinda seffaf bir zon olustugunu gozlemledi. Arastirmaci,
Streptomyces rochei NEAE-25’in iirikaz enzimi aktivitesinin yiiksek oldugunu tespit
etti ve enzim optimizasyon c¢aligsmalar1 yapti. pH 8, inkiibasyon zamani 5 giin, sicaklik
35 °C oldugunda enzim {iretiminin en iyi sekilde oldugunu saptadi.

Ravichandran ve ark. (2015), Hindistan’in Chidambaram, Tamilnadu
bolgesindeki bir ordek ciftliginden toprak ornekleri aldilar. Bu 6rneklerden ektraseliiler
tirikaz enzimi treten bir bakteri saflastirdilar ve 16S rRNA analizi ile bu bakteriyi
Sphingobacterium thalpophilum olarak teshis ettiler.

Jagathy ve ark. (2016), Kanatlh ¢iftliginden izole ettikleri bakterilerin iirikaz
iretme yetenegini arastirdilar. Bacillus subtilis’in iyi bir tirikaz kaynagi oldugunu tespit
ettiler. Ayrica; optimizasyon calismalar1 sonunda pH 7, sicaklik 30 °C, siikroz % 1 ve
pepton % 0.2 ve inkiibasyon zaman1 24 saat oldugunda enzim {iretiminin maksimum
oldugunu bildirdiler.

Raval (2016), Hindistan’mm Manglore kentindeki kanatli ¢iftliginden ¢op
ornekleri aldilar. Besiyeri olarak iirik asit iceren kanath atiklarini kullandilar. Urikaz
pozitif olarak 4 bakteri izolati elde ettiler. Morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler
caligmalar sonunda bu izolatlar; Comamonas testosteroni ATCC 11996(T)(SR),
Bacillus flexus IFO 15715(T)(LR), Staphylococcus capitis (SD), Bacillus aryabhattai
B8W22(T)(LD) olarak teshis ettiler. Bu tiirlerden iirikaz enzim iiretiminin en yiiksek
oldugu bakterinin Comamonas testosteroni ATCC 11996(T)(SR) oldugunu bildirdiler

ve enzim iiretimi i¢in optimizasyon c¢aligmalar1 yaptilar.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu arastirmanin materyalini, Agustos 2016 tarithinde Van Goli’nden saglanan
sediment ve su oOrnekleri olusturdu. Numuneler Van Yiiziincii Y1l Universitesi

sahilinden agiktan alindu.

Sekil 3.1. Su 6rnekleri. Sekil 3.2. Sediment 6rnekleri.
3.1.1. Alkalifilik bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in kullanilan besiyerleri
3.1.1.1. Alkalofil besiyeri
Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildii. Otoklavda 121 °C’de 15 dk siire ile sterilize
edildi. Bu besiyeri alkalifilik bakterilerin izolasyonunda kullanildi.
3.1.2. Kullanmilan ¢ozelti ve boyalar
3.1.2.1. Kristal viyole boyasi

Kristal viyole boyas1 havanda déviildii. Uzerine 10 ml % 96’Iik fenol kristali ve
distile su ilave edildi. 24 saat bekletildi ve filtre kagidindan gegirilerek gram boyama
yonteminde kullanildi (Cotuk ve Sungur, 2015).

3.1.2.2. Safranin boyasi

Safranin etil alkolde ¢oziildi, distile su ilave edilip iyice karigtirilarak hazirlandi.

Bu ¢6zelti gram boyama yonteminde kullanildi (Cotuk ve Sungur, 2015).
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3.1.2.3. Liigol cozeltisi

Bu ¢6zelti gram boyama yonteminde kullanildi (Cotuk ve Sungur, 2015).
3.1.2.4. Siilfanilik asit ¢ozeltisi

Nitrat indirgenmesi testinde kullanildi (Cotuk ve Sungur, 2015).
3.1.2.5. %3’liikk H,0; ¢ozeltisi

% 3’liik H,O, ¢6zeltisi katalaz testi i¢in kullanild1 (Cotuk ve Sungur, 2015).
3.1.2.6. Rhodamin B boyasi

Rhodamin B (% 0.001°1lik) boyasi lipaz testinin belirlenmesinde kullanildi
(Cotuk ve Sungur, 2015).

3.2. Yontem
3.2.1. Su ve sediment érneklerinin toplanmasi

Su ve sediment ornekleri tekne yardimiyla saglandi. Van Golii’ne ait yiizey suyu
numuneleri steril seffaf siseler kullanilarak toplandi. Sediment 6rnekleri dip kepgesi
kullanilmak suretiyle, steril 6rnek kaplar1 ile toplandi. Numuneler, soguk zincir

igerisinde laboratuara ulastirildi.

3.2.2. Su ve sediment drneklerinden alkalofilik bakterilerin izolasyonu

Bu ¢alismada klasik diliisyon ile yiizeye yayma yontemi kullanildi. Steril erlen
mayerlerin igerisine 25 gram sediment 6rnegi 225 ml ringer ¢ozeltisi ilave edildi.
Boylece 10™%1ik diliisyonlarimiz hazirlanmis oldu. Bu soliisyonlar, sediment kolloidlere
tutunmus olan mikroorganizmalar1 ayirmak amaci ile 30 dakika calkalandi. Her bir
sediment Ornegi karigtirillarak homojen hale getirildi. Daha sonra birim miktarda
bulunan bakteri yogunlugunu azaltmak amaci ile seri diliisyonlar hazirlandi. Bunun igin
10™lik diliisyondan steril mikropipet ile 1 ml alinip 9 ml ringer ¢dzeltisi bulunan steril
cam tiiplere aktarildi ve tiip karistiricida karistirildi. Bu sekilde 101ik seyrelti elde
edildi. Aym sekilde 107, 101k dilisyonlar hazirlandi. Her diliisyondan 0.1 ml alinip
alkalofil agar iceren petri kaplaria drigalski yardimi ile yayma ekim yapildi. Her bir
diliisyon i¢in 4 petri kutusuna ekim yapildi ve 30 °C’de 24-72 saat siireyle inkiibasyona
birakildi. Ekim yapilan petri kutularinda gelisen koloniler hem c¢iplak gozle hem de
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100x10 151k mikroskobunda incelendi ve sayimi yapildi. Inkiibasyonu takiben besiyeri
tizerinde gelisen bakteriler muhtemel alkalofilik bakteriler olarak degerlendirildi ve bu

bakterilerin koloni morfolojileri dikkate alinarak se¢imi yapildi.

3.2.3. Alkalofilik bakterilerin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi

Alkalofilik agar besiyerinde gelisen kiiltiirden 6ze yardimi ile bir koloni alinip
¢izgi plak yontemi ile ekimler yapilarak saf kiiltiirler elde edildi. Stok kiiltiir hazirlamak
amaci ile de yatik besiyeri kullanildi. Saf kiiltiirler % 20’lik gliserol bulunan kriyojenik
tiiplere birakilarak -20 °C’de muhafaza edildi (MacFaddin, 2000).

3.2.4. Alkalofilik bakteri suslarinin koloni ve hiicre morfolojilerinin incelenmesi

Izole edilen suslarin koloni morfolojisi dzellikleri binokiiler mikroskop yardimi
ile belirlendi. Hiicre morfolojisinin belirlenmesi i¢in gram boyama yontemi uygulandi

(Cotuk ve Sungur, 2015).

3.2.5. M9 agarda L-asparaginaz enzimi iiretiminin belirlenmesi

Izolatlarin, L-asparaginaz enzimini {iretiminin belirlenmesi M9 besiyeri
ortaminda yapildi. Bu amagla hazirlanan besiyerinin pH. 6’ya ayarlandi. Igerisinde % 1
oraninda L-asparagin ve fenol kirmizisi bulunan M9 besiyerine izolatlar yogun bir
sekilde ekildi. Petri plaklart 30 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu
takiben, kolonilerin etrafinda kirmizi bir zonun olusmasi L-asparaginaz enzimi tiretimi

yoniinden pozitif olarak degerlendirildi (Krishnapura, 2015).

3.2.6. Alkalofil agarda iirikaz enzimi iiretiminin belirlenmesi

Icerisinde % 0.5 oraninda iirik asit bulunan alkalofil agar plaklarma, izolatlar
yogun bir ¢izgi halinde ekildi. Petri plaklar1 30 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonu takiben ekim yapilan alanin etrafinda olusan seffaf zon iirikaz iiretimi

yoniinden pozitif olarak degerlendirildi (Honarbakhsh ve ark., 2014).

3.2.7. Alkalofilik izolatlarin identifikasyonu

Izolatlarin koloni morfolojilojilerinin, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

belirlenmesinde standart yontemler kullamildi (Benson, 2002). izolatlarin cins
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seviyesinde identifikasyonu igin Halomonas tiirlerinin tip strainlerinin ayrintili bir

fenotipik karakterizasyonu konulu arastirma referans alindi (Mata ve ark., 2002).

3.2.8. izolatlarin gram boyama yontemi ile boyanmasi

Gram boyama yapilacak saf kiiltiirlerden fizyolojik tuzlu su ile yayma preparat
hazirlandi. Preparat havada kurutulup alevde fikse edildi. Fiksasyon isleminden sonra
preparatin iizerine kristal viyole boyasi damlatildi. Iki dakika beklendi. Fazla boya
dokiilerek liigol ¢ozeltisi ilave edilip 1 dakika beklendi. Preparat % 96’lik etil alkol ile
6-10 sn dekolorize edildi. Saf su ile yikandi. Son olarak safranin boyasi ilave edildi. 30
saniye kadar beklenip preparat saf su ile yikandi. Kurutma kagidi kullanilarak preparat
kurutuldu. Kuruduktan sonra preparatin iizerine 1 damla immersiyon yagi damlatilarak
100°’1ik objektifte incelendi mor-menekse goriilenler gram pozitif, kirmizi-pembe

goriilenler gram negatif olarak degerlendirildi (Cotuk ve Sungur, 2015).

3.2.9. Hareket testi

Igerisinde SIM ortami bulunan tiiplere batirma ydntemiyle platin igne yardimi
ile ekim yapildi. Tiipler 37 °C'de 48 saat inkiibe edildi. EKim hattinin yani sira besiyerinin
tamaminda bulaniklik goriilmesi hareket pozitif olarak degerlendirildi (Benson, 2002).

3.2.10. Katalaz testi

Kolonilerin tiizerine 100 pl % 3’lik hidrojen peroksit (H2O2) damlatildi.
Alkalofilik agar iizerinde gelistirilen kolonilerden 6ze ile bir miktar alinarak lam
tizerindeki hidrojen peroksit ile muamele edildi. Koloniler iizerinde kopiik olusmasi

pozitif katalaz reaksiyonu, kopiik gozlenmemesi ise negatif katalaz reaksiyonu olarak

degerlendirildi (Benson, 2002).

3.2.11. Oksidaz testi

Bu test i¢in Oxoid firmasinin {iretmis oldugu Microbact Oxidase Strips MB0266
kiti kullanildi. Bu kitte bulunan seritler, bakteri sitokrom oksidaz enziminin tespiti i¢in
NNN'N tetrametil-p-fenilen-diamin dihidrokloriir ile emprenye edilmistir. Bakteri
iceren soliisyona birakildigi zaman mavi renk olusumu oksidaz pozitif oldugunu

gostermektedir.
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3.2.12. Voges -proskauer (VP) testi

5 ml’lik alkalofilik besiyerine aktif kiiltiirden 6ze ile ekim yapildi. Tipler etiivde
30 °C’de 2-4 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra iizerine 0.6 ml alfa naftol
cozeltisi ilave edildi ve karistirildi. Bunun tizerine 0.2 ml % 40°lik KOH c¢ozeltisi ilave
edildi ve karistirildi. 4 saat sonra sonuglar degerlendirildi. Visne ciiriigii renk olusumu

pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (Benson, 2002).

3.2.13. Ornitin dekarboksilaz testi

Icerisinde 5 ml moeller besiyeri bulunan tiipe bakterinin saf kiiltiirii ekildi.
Besiyeri ortamina % 1 oraninda L-ornitin ilave edildi. Anaerob ortam olusturmak igin
tiiplerin iizerine 5 ml mineral yag ilave edildi. Tiipler 30 °C'de 24/72 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonucunda olusan mor renk pozitif sonug olarak degerlendirildi

(Benson, 2002).

3.2.14. Nitrat indirgenmesi testi

Bu test i¢cin Biomerioux firmasina ait Nitrate A ve Nitrate B reagentler1
kullanild. igerisinde 5’er ml nitrat broth bulunan besiyerlerinin igerisine test edilecek
bakterilerin saf ve taze kiiltiirlinden steril 6ze yardimi ile ekim yapildi. Tiipler 30 °C'de
24/72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiilbasyon sonunda nitrat A ve nitrat B
sollisyonlarindan 5’er damla damlatildi. Eger ki besiyeri ortaminda kirmizi renk olustu

ise sonug nitrat indirgenmesi yoniinden pozitif olarak degerlendirildi (Benson, 2002).

3.2.15. Karbonhidrat oksidasyon/fermentasyon testleri

Dehidre fenol red besiyeri 1.5 g/80 ml olacak sekilde saf su igerisinde ¢6ziildii.
4’er ml tiiplere birakilip 121 °C'de 15 dk otoklavda steril edildi. Denenecek seker 0.5
0/10ml olacak sekilde hazirland, filtre ile sterilize edilip hazirlandi. izolatlar, 4 ml fenol
red ve 1 ml denecek seker bulunan tiiplere ekildi. Tipler 30 °C'de 24/72 saat
inkiibasyona birakildi. Bakterinin sekeri kullanip kullanmadig: inkiibasyon sonucunda
besiyeri igerisinde bulunan indikatér boyanin renk degistirmesi ile anlagildi (Cotuk ve

Sungur, 2015).
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3.2.16. Nisasta hidroliz testi

Icerisinde % 1 oraninda ¢dziiniir nisasta bulunan alkalofilik agara izolatlar dze
yardimi ile yogun bir ¢izgi seklinde ekildi. Petri kaplar1 30 °C'de 48 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyonu miiteakip besiyerinin iizerini kaplayacak sekilde liigol ¢ozeltisi
ilave edildi. Nisastanin hirolize oldugu boélgelerde koloni etrafindaki seffaf bolgeler
pozitif nigasta sindirimi, mor bolgeler ise negatif nisasta sindirimi olarak degerlendirildi

(Benson, 2002).

3.2.17. Tween 80 hidroliz testi

Icerisinde % 3 oraninda Tween 80 bulunan alkalofilik agara izolatlar 6ze yardimi
ile yogun bir ¢izgi seklinde ekildi. Petri kaplar1 30 °C'de 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan, petrilerin yiizeyini kapatacak sekilde % 0.001°lik Rhodamin B
ilave edildi. Kolonilerin etrafinda olusan zonlar lipaz aktivitesi i¢in pozitif sonug¢ olarak

degerlendirildi (Benson, 2002).

3.2.18. Kazein hidroliz testi

Icerisinde % 1 oraninda kazein bulunan alkalofilik agara, izolatlar 6ze yardimu ile
yogun bir ¢izgi seklinde ekildi. Petri kaplart 30 °C'de 48 saat inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyonu miiteakip besiyerinde koloni etrafinda olusan seffaf zon proteaz varligin

gosterdi (Benson, 2002).

3.2.19. Genomik DNA izolasyonu

Bakterilerden genomik DNA izolasyonu i¢in Chen ve Kuo (1993) tarafindan
onerilen metod kullanilarak yapildi.

Metodun uygulanisi agagidaki gibidir.

1. Steril, agz1 kapakli ependorflara 800 pl STE tamponu konularak igerisine 4-5
0ze dolusu daha oOnceden alkalifilik agar besiyerinde gelistirilmis bakteri
biomasi ilave edildi.

2. Tipler 2700 rpm’de vortekslenerek homojenizasyon saglandi.

3. Vortekslenen tiipler 10000 rpm’de 10 dk. santrifiijlendikten sonra {ist faz
mikropipetle alindi ve pellet lizerine tekrar 800 pul STE tamponu eklenerek 10
dk. 10000 rpm’de santrifiij yapildi.
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Santrifiij sonras1 olusan iist faz atilip pellet tizerine 400 ul STE tamponu ilave
edildi. Tamponun pelletle tamamen karigmasi saglandi.

Tiipler 75 °C’ye ayarli su banyosunda 30 dk. inkiibe edildi.

Su banyosundan ¢ikartilarak 50 pl % 10’luk SDS ve 2 pl proteinaz K eklenen
tiipler 40 °C’ye ayarli su banyosunda 1 saat bekletildi.

Inkiibasyon sonrasi tiiplere ortamdaki tuz konsantrasyonu 0.75-0.8 olacak
sekilde 5 M NaCl ve 0.1 hacim % 10 CTAB/0.7 M NaCl eklendi.

Tiipler 65 °C’ye ayarli su banyosunda 10 dk. inkiibe edildi.

Esit hacimde 24:1 kloroform : izoamilalkol ilave edilen tiipler 10 dk. oda
sicakliginda hematoloji ¢alkalayicisinda karistirildi.

Tiipler 16000 rpm’de 15 dk. santrifiijlendikten sonra iist faz yeni steril ependorf
tiiplere aktarildi. Her bir tiipe 0.1 hacim % 10 CTAB/0.7 M NaCl ilave edildi.

65 °C’ye ayarli su banyosunda tiipler 10 dk. bekletildi.

Tiiplere esit hacimde 25 : 24 : 1 fenol : kloroform : izoamilalkol eklendi ve
tiipler 10-20 dk. oda sicakliginda, hematoloji ¢alkalayicisinda calkalanda.

Tiipler 16000 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Olusan {iist faz yeni steril bir
ependorfa alindi ve lizerine esit hacimde 24 : 1 kloroform : izoamilalkol eklendi.
Hafif sekilde tiipler 10 dk. karistirildu.

Ust faz tekrar yeni steril bir ependorf tiipiine aktarildi ve iizerine 0.8 hacim
isopropanol (-20 °C ) ilave edilerek tiipler —20 °C’de bir gece bekletildi.

Daha sonra tiipler 16000 rpm de 15 dk. santrifiij edildi ve supernatant atildi.

. Her bir sus igin steril ependorf tiiplerine % 70°lik etil alkolden 100 ul konuldu.

Pipetin yardimiyla DNA bu tiiplerde yikandu.

Tekrar 16000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve supernatant atildi.

Kalan etil alkoliin u¢gmast ve DNA’nin kurumasi i¢cin DNA’lar seffaf bir
gorliniim alana kadar oda sicakliginda bekletildi.

Elde edilen DNA miktarina gore steril ependorf tiiplerine 30-100 pl TE ¢6zeltisi
konuldu.

DNA iyice ¢oziindiikten sonra tiiplere 2 ul RNAz ilave edildi.

2-3 sn. santrifiij edilen tiipler 37 °C’de 30 dk. bekletildi.

Sonra tiipler etiketlenerek +4 °C’de muhafaza edildi.
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DNA numuneleri, izolasyon isleminin sonunda agaroz jel -elektroforeze
kosturularak kontrol edildi. Izole edilen DNA numunelerinin agaroz jelde goriiniir hale
gelmesi icin jel igerisine floresans 6zellik gosteren etidyum bromid boyasi ilave edildi.
Etidyum bromid ¢ift zincirli DNA’nin baz giftlerine baglanarak 254 veya 312 nm dalga
boyunda UV transilliiminatérde kirmizi floresans yayma o6zelligi gosterir. Bu ozellik
DNA izole edilmis ise UV translilliiminatdr iizerinde agaroz jelde bantlarin gériinmesini
saglar. Bunun igin 0.4 g (% 1) agaroz 40 ml 1X TBE tamponu bulunan 100 ml’lik
erlene ilave edildi. Karnstirildiktan sonra mikro dalga firin yardimiyla tamamen
agarozun erimesi saglandi ve ortalama 60 °C’ye soguyunca igerisine 6 ul etidyum
bromid (10 mg/ml) ilave edildi. Erlen hava kabarcigi olusmayacak sekilde hafifge
karigtirildi.

Elektroforez tablas1 diiz bir zemine yerlestirildikten sonra jel soliisyonu hava
kabarcig1 olusturulmadan dokiildii. Taraklar dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Agarozun
donmasindan sonra tarak ¢ikarildi (15-20 dk) ve i¢inde 1X TBE pH. 8 tamponu bulunan
elektroforez tankina yerlestirildi. Taragm olusturdugu bosluklara her bir DNA
numunesinden 10 pl ve 8 pl yiikleme boyasi (Brom Fenol Mavisi) ile birlikte toplam 18
ul olarak yiiklendi. Agaroz jel 100 voltta ortalama 20 dk elektroforez edildi ve UV

transilliiminator’de gozlendi. Jel goriintiileme sistemi kullanilarak fotograflandi.

3.2.20. 16S rRNA’nin PZR amplifikasyonu

16S rRNA’nin polimeraz zincir reaksiyon islemleri 0.2 ml’lik PZR tiiplerinde
Termal Cycler (MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler, Korea)’da yapildi. Test
organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA oOrneklerinin 16S rRNA genini
kodlayan DNA bdlgesinin amplifikasyonu icin evrensel iki primerler (27f : 5’-AGA
GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’ ve 1492R: 5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT)
kullanildi. PZR reaksiyonu i¢in hazirlanan biitiin stok soliisyonlar steril ddH,O ile
hazirlandi. Stok soliisyonlar kontaminasyon riskine karsilik kiiciik miktarlarda (25-100
ul) steril ependorf tiiplere boliindii kullanima kadar -20 °C’de saklandi.
Hazirlik:

1. Primer stoklar (10 uM)
27f (forward primer: 16S rDNA’nin baslangic bolgesine baglanan evrensel
primer, 5>-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’)
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1492R (reverse primer: 16S rDNA’nin son bdlgesine baglanan evrensel primer,
5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’)

2. ThermoScientific PCR Master Mix (2X) (Katalog N0:0172)
3. DNA (50-100 ng)
4. ddH,O

Cizelge 3.1. PZR amplifikasyonunda kullanilan miktarlar.

ThermoScientific PCR Master Mix (2X) 25 ul
27f 6 ul
1492R 6 ul
DNA 6 ul
ddH,0 7 ul
Toplam Hacim 50 pul
Uygulama:

1. Reaksiyon karigimi 1.5 ml’lik PZR tiiplerinde her bir 6rnek icin toplam hacim
25 ul olacak sekilde hazirlandi ve daha sonra 0.2 ml’lik PZR tiiplerine buz
tizerinde 22 pl transfer edildi.

2. Reaksiyon karigimindan ayri olarak her bir 6rnek igin DNA 6rnekleri 3 pl olacak
sekilde steril 0.2 ml’lik PZR tiiplerinin igerisine transfer edildi. DNA
orneklerinin eklenen miktar: toplam hacimi 25 pl yapt.

3. Transfer isleminden hemen sonra PZR reaksiyonu (MyGenie-96 Gradient
Thermal Cycler, Korea) Cizelge 3.5’deki sartlarda baslatildi.

4. 3 ul PZR iiriinii, % 1°lik agaroz jelde kontrol edildi.

Cizelge 3.2. 16S rRNA gen bolgesi PZR reaksiyon sartlari.

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon Baglanma Uzama Uzama
95°C 95°C 50 °C 72 °C 72 °C 4°C
10 dk 00:25 dk 00:25 dk 1dk 5dk ----
1 dongii 30 dongii 1 Dongli

Purifikasyon kiti ile PCR sonrasi saflastirma iglemi (ROCHE’un High Pure PCR
Product)



29

1. 50 pllik PCR firiiniiniin tizerine 250 pl “Binding Buffer” koyulur, iyice
karistirilir.
Filtreli tiip toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilir.
Ornek filtreli tiipe koyulur.
12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.
Asagiya gecen siv1 atilir.
500 pl “Wash Buffer” eklenir.
12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.
Asagiya gecen siviyl atilir
200 pl “Wash Buffer” eklenir.

. 12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.

© © N o g bk w DD

[
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. Toplam tiipii atilir ve filtreli tiip 1.5 ml.lik temiz bir tiipe yerlestirilir.
. 30 ul “Elution Buffer” eklenir.
. 12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.

e N
A W DN

. Asagiya gecen DNA Ornegimizdir.

Dizileme reaksiyonu

Ornekleriniz ABI Prism 310 Genetic Analyzer cihazi ile ABI PRISM® BigDye
Terminator Cycle Sequencing Kit kullanilarak dizileme islemi BMLabosis firmasina

hizmet alim1 olarak yaptirilmistir.

3.2.21. 16S rRNA gen bélgesinin analizi

16S rRNA bolgesi dizileme isleminden sonra gelen abl dosyalar1 alinarak
Codon Code Aligner V.6.0.2 programu ile her sus i¢in kromatogramlar tek tek incelendi
ve zayif nitelikli baz dizilerinin (belirsiz yani ‘N’ kodlu birka¢ baz) genellikle sekans
baslar1 ve sonlarindaki bolgelerinde kesilerek uzaklastirildi ve contigler olusturuldu.
Tiim izolatlarn 16S rDNA niikleotid baz dizileri filogenetik dendogramlarin
olusturulmasi i¢in kullanildi. NCBI’da blast yapilarak her susa yakin tiirlerin access
kodlar1 alindi. Hem veri tabanindaki yakin tiirlerle hem de kendi aralarinda analiz edildi.
Mega7 programi ile bu dizilemesi yapilan suslar ve Gen Banktaki suslarin fasta

formatlar1 programa cagrildi. Daha sonra Clustal W yapilarak korunmus bolgeler
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kiyaslandi. Bu islemin ardindan Mega7 programindaki bu dosya fasta seklinde
kaydedildi. Bu islemden sonra Mega 7.0.18 paket programi ile Maksimum Olabilirlik
algoritmas1 segilerek Jukes ve Cantor'un uzaklik matrisi ile filogenik agaglar

olusturuldu.



4. BULGULAR

4.1. Alkalifilik izolatlarin Saf Kiiltiirleri

Alkalofil agar besiyerinde gelisen karigik kiiltiirden steril alkalofilik agar
besiyerlerine 6ze yardimiyla ¢izgi plak yontemi ile ekimler yapildi. Karisik kiiltiirlerden

saf kiiltiir elde edildi. Saf kiiltiirler, %20’lik gliserol soliisyonunda -20 °C’de derin

dondurucuda muhafaza edildi.

Sekil 4.1. F1 izolatina ait saf kiiltiir. Sekil 4.2. F2 izolatina ait saf kiiltiir.

F1 izolat1 iirikaz enzimi yoniinden pozitif 6zellik gosterirken, F2 izolati L-

asparaginaz enzimi yoniinden pozitif 6zellik gosterdi (Sekil 4.3.;Sekil 4.4.).

Sekil 4.3. F1 izolat1 tarafindan tirikaz tiretimi.
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Sekil 4.4. M9 ortaminda F2 izolati tarafindan L-asparaginaz iiretimi.

4.2. izolatlarin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Van Goli’nden alinan su ve sediment 6rneklerinden, iirikaz ve L-asparaginaz
treten iki farkli bakteri izolati elde edildi. Bu izolatlarin koloni morfolojilerinin
birbirinden farkli oldugu tespit edildi. Her iki izolatin da gram negatif 6zellikte oldugu
belirlendi.

Izole edilen izolatlar F1 (Firdevs 1) ve F2 (Firdevs 2) olarak adlanlandirildi. Bu
izolatlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler ozellikleri belirlendi.
Indol, oksidaz, katalaz, kazein, tween80 hidrolizi, nisasta hidrolizi, nitrat rediiksiyonu,
Voges Proskauer (VP), L-asparaginaz aktivitesi, tirikaz aktivitesi ve bazi sekerlerin

kullanimu ile ilgili biyokimyasal 6zellikleri tespit edildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. F1 veF2 izolatlarinin biyokimyasal 6zellikleri

Ozellik Flizolati F2 Izolati
Koloni ¢ap1 3mm 3mm
Pigmentasyon Krem Beyaz
Hiicre sekli ¢omak Comak
Gram reaksiyonu - -
Oksidaz testi + +
Katalaz testi + +
Nitrat rediiksiyonu - -
Indol testi - -
Voges-Proskauer (VP) - +

Lizin dekarboksilaz - -
Ornitin dekarboksilaz - -
ONPG - -
Jelatin - -
HZS + +
Ure - +
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Cizelge 4.1. F1 veF2 izolatlarinin biyokimyasal 6zellikleri (devam)

—+

Mannitol -
Arabinoz -
Laktoz -
Glikoz -
Siikroz -
Mannoz -
Maltoz -
Trehaloz -
Sukroz -
Dextroz -
Fruktoz -
Tween 80 hidrolizi -
Skim milk hidrolizi -
Nisasta hidrolizi -
Asparaginaz enzim aktivitesi
Urikaz enzim aktivitesi +

+ + 4+ +++++++++++

Her iki izolatin nitrat indirgemesi yoniinden negatif oldugu goriildi. F1 ve F2

izolatlarinin oksidaz ve katalaz pozitif oldugu belirlendi.

Sekil 4.6. Nitrat rediiksiyon testi.

LT

Sekil 4.7. F1 izolatina ait katalaz testi. Sekil 4.8. F2 izolatina ait katalaz testi.
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F2 izolat1 laktoz, fruktoz, sukroz, mannitol, glukoz, dextroz, galaktoz arabinoz,
trehaloz, mannoz ve maltoz sekerlerini karbon kaynag olarak kullanirken; F1 izolatinin

bu sekerleri karbon kaynagi olarak kullanmadig: belirlendi.

Sekil 4.9. F1 izolatina ait KH fermantasyon Sekil 4.10. F2 izolatina ait KH
testleri. fermantasyon testleri.

4.3. 16S rRNA Gen Bélgesinin Analizi

F1 ve F2 izolatlarina ait 16S rRNA dizisinin belirlenmesi amaci ile 27F ve
1492R evrensel primerleri kullanilmistir. Sekans cihazindan alinan ham data Codon
Code Aligner V.6.0.2 programi kullanilarak diizenlenmis, birlestirilerek sonug
(consensus) dizisine ulasilmistir. Benzerlik arastirmasi NCBI veritabanlarinda bulunan
Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) programi kullanilarak yapilmistir.
izolatlarin filogenetik agacgta yer alan Halomonas cinsi bakteriler ile % 99 iizerinde
benzerlik gosterdigi ve aynmi kiime icinde bulundugu belirlenmistir. Dis grup olarak
Halomonadaceae familyas iiyesi olan Salinicola halophilus cinsi se¢ilmistir.

Izolatlarin filogenetik pozisyonunu belirlemek amaci ile referans Halomonas
tirlerinin 16S rDNA dizileri ile karsilastirmali olarak Sekil: 4.11.’te verilen filogenetik
aga¢, Maximum Likelihood algoritmasi kullanilarak Jukes-Cantor metodu ile Mega 7
paket programi kullanilarak olusturulmustur. Karsilastirmali 16S rRNA gen sekans
analiz sonucunda 2 izolatin Halomonas iiyelerine % 99 iizerinde benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.
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r2

i1

Halomonas meridiana KY196404
75
Halomonas meridiana KY616525

100

LHanmonas meridiana M93356
Halomonas axialensis AF212206

—— Halomonas variabilis JX034739

Halomonas variabilis JX122606

93

Halomonas variabilis LN849907

—— F1

Salinicola halophilus KY234251 |2

0.005

Sekil 4.11.Maksimum Likelihood (ML) yontemine gore F1 ve F2 izolat1 igin 16S rRNA
gen dizilerine dayanan filogenetik agag.




5. TARTISMA ve SONUC

Endiistrinin  hemen  her alaninda  kullanilan  enzimler  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli
enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok
yiiksek olmalari, istenmeyen yan iiriin olugturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari,
fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Wiseman, 1987). Bugiine kadar 2000’den fazla
enzim tanimlanmis olup, bunlar arasinda yaklasik 100 tanesi ticari kullanima uygun
bulunmasina ragmen giiniimiizde sadece 18 tanesi endiistriyel amacla kullanilmaktadir
(Zeman ve Mcrea, 1985).

Enzim iireten mikroorganizmalar yalnizca enzim iiretme yeteneklerine gore
degil, mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasina gore de se¢ilmistir. Bugiin
endistride kullanilan bircok enzim mikrobiyal kokenli oldugu i¢in, endiistriyel
enzimlerin kullaniminda, mikroorganizma kullanimi artmistir (Demain ve Solomon,
1981).

Soda golleri dogal olarak olusan asir1 alkalin ortamlardir, pH degerleri genellikle
10’un iizerinde olup 12’ye kadar da ulasabilir ve biiyilk miktarda Na,COg3 varlig1 ile
karakterize edilirler (Duckworth ve ark., 1996; Grant, 2006). Soda gollerinin yiiksek
pH, tuzluluk ve yiiksek verimlilige sahip olmasindan dolay1 diger su ekosistemlerinden
farklidir (Dudhagara ve ark., 2015). Soda gollerindeki mikroorganizmalar yiiksek pH ve
tuzluluk derecelerinde enzim iiretme yetenegine sahip olduklari i¢in biyoteknolojik
oneme sahiptirler (Dudhagara ve ark., 2015).

Van Goli, Diinya {izerindeki dordiincii en biiyiik su kiitlesidir (hacim 607 km?,
alan 3570 km?, maksimum derinlik 450 m, gél seviyesi deniz seviyesinden 1648 m
yiiksekliktedir). pH oran1 9.7-9.8 ve tuzluluk oran1 % 21.7 olan yeryiiziindeki en biiyiik
soda golii olarak da bilinir (Berber ve Yenidiinya, 2005). Van Golii, diinyadaki bilinen
en biiylik mikrobiyalitleri barindirir (Kempe ve ark., 1991).

Bu arastirmada Van Goliinden alinan su ve sediment 6rneklerinden ekstraseliiler
hidrolitik enzim iireten L-asparaginaz ve iirikaz enzim aktivitesi bulunan bakterilerin
tespit edilmesi amaglandi. Izole edilen bakterilere morfolojik, biyokimyasal,
ekstraseliiler hidrolitik enzim ve 16S rDNA analizine dayal teshis ¢alismalar1 yapilarak

2 bakteri izole edildi ve bu bakterilere 31 farkli fenotipik ve biyokimyasal testler
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uygulandi. 16S rDNA dizi analizleri yapilarak karakterize edildi ve 16S rDNA
genlerinin niikleotid dizileri belirlenerek analiz edilen tiirlerin filogenetik dendogramlari
olusturuldu.

Yapilan laboratuvar ¢alismalar1 sonucunda iirikaz ve L-asparaginaz aktivitesi
bulunan iki bakteri izolat1 elde edildi. Daha sonra bu bakterileri teshis etmek amaci ile
morfolojik, biyokimyasal ve 16S rRNA dizilislerine gore testler uygulandi. ilk olarak
izolatlar Gram boyama metoduna gére boyandilar ve her iki izolat ta (F1 ve F2
izolatlar1) Gram (-) olarak belirlendi. izolatlarm her ikisi nitrat rediiksiyonu negatif
bulunurken; oksidaz ve katalaz reaksiyonlar1 pozitif bulunmustur.

Calismamiz da F1 izolati {irikaz aktivitesi gosterirken; F2 izolat1 L-asparaginaz
aktivitesi gostermistir. F1 izolatinin {irikaz aktivitesi gosterdigi, alkalofilik agara ekimi
yapilan bakteri kiiltiiriiniin etrafinda seffaf bir zon olusturmas: ile tespit edildi. F2
izolatinin L-asparaginaz aktivitesi, M9 besiyeri ortamina ilave edilen fenol red indikator
boyasinin ortamin pH degisimine bagli olarak renk degistirmesi esasina gore belirlendi.
L-asparaginaz; L-asparajin amino asidini L-aspartik ve amonyaga hidroliz eder. Bu
reaksiyon sonucunda ortam alkaliye doniistiigii igin agik sar1 renk olan ortam pembe bir
hal alir.

F1 (iirikaz +) izolatimin blast sonucu % 99 Halomonas variabilis olarak
bulunmustur ve bizim ¢alismamiz daha 6nce yapilan ¢calismalarla karsilastirilmistir. Bu
sus i¢in Mata ve ark. (2002), yapmis oldugu calismadaki sonuglar ile bizim
caligmamizdaki sonuglar biiylik oranda paralellik gostermistir. Honarbakhsh ve ark.
(2014) yilinda yaptiklar: ¢alismada Halomonas ve Paracococus cinsine ait bazi tiirlerin
iirikaz enzimi Urettigini tespit etmislerdir. Bunun disinda Halomonas’larla yapilmis
baska bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Zhou ve ark. (2005) mikrobakterium’larin;
Anderson ve Vijayakumar (2011) Pseudomonas aeruginosa’nin; Aly ve ark. (2013)
Streptomyces exfoliatus UR10 susunun; Nanda P. ve ark. (2014) Bacillus cereus’un;
Azab, E. A. ve ark. (2005) Proteus vulgaris’in 3 susunu (1753, B-317-C ve U7) ve
Streptomyces’lerin de 2 tiiriiniin (Streptomyces graminofaciens ve S. albidoflavus) daha
onceki ¢aligmalarda iirikaz aktivitesi gosterdiklerini tespit etmislerdir.

F2 (L-asparaginaz +) izolatinin blast sonucu % 99 Halomonas meridiana olarak
bulunmustur. Arahal ve ark. (2002), yapmis oldugu c¢alismada bu susun VP test

sonucunu negatif olarak gosterirken bizim caligmamizda sonu¢ pozitif olarak
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belirlenmistir. Ayrica ornitin dekarboksilaz testi Arahal ve ark. (2002) yaptiklar
calismalarda pozitif bulunmusken; bizim g¢aligmamizda negatif olarak bulunmustur.
Halomonas grubunun L-asparaginaz iretimine dair daha Once yapilan ¢alismalar
mevcuttur. Ebrahiminezhad ve ark. (2011)’de asir1 duyarh hastalar i¢in halofilik bir
bakteri olan Bacillus spp. BCSS 034 susunun intraseliiler ve extraseliiler L-asparaginaz
enzimi Urettigini belirtmislerdir. Asad ve ark. (2016), yilinda yaptiklar1 ¢alismada yine
halofilik mikroorganizmalardan Bacillus ve Salicola genusuna ait mikroorganizmalarin
ektraseliiler L-asparaginaz {iretigini; Barati ve ark. (2016) halofilik bakterilerden
Halomonas ve Aidingimonas cinsine ait bakterilerin potansiyel bir L-asparaginaz
tireticisi oldugunu; Luhana ve ark. (2016) halofilik bakterilerden 3 izolatin L-
asparaginaz {irettigine dair ¢aligmalar bildirmislerdir. Bacillus tiirlerinin asparaginaz
tirettigine dair olduk¢a ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Jha ve ark. (2012); Nazemi ve Miri
Nargesi, (2013); Makky ve ark. (2013) bunlardan bazilaridir. Ayrica; Ghoshoon ve ark.
(2008)’de E.coli’nin; Usha ve ark. (2011)’de Streptomyces parvulus 'un; Gupta ve ark.
(2009); Dharmaraj (2011); Dhanam Jayam ve Kannan (2014) Streptomyces’lerin;
Kamble ve ark. (2012) Pseudomonas spp., Bacillus spp., Serratia spp.’lerin asparaginaz
tirettigini tespit etmislerdir. Fakat Halomanas meridiana’nin L-asparaginaz iirettigine
dair her hangi bir caligmaya rastlanamamastir.

Alkalifiller; haloalkalifiller ve alkalifiller olmak tizere iki fizyolojik gruptan
olusurlar. Alkalifiller 9 ve iistii pH’larda biiylime gosterirler; optimum biiylime pH’lar
ise 10 ve ustiidiir. Haloalkalifiller ise ortamlarinda hem 9 ve iistii pH isterler hem de
yiiksek tuzluluk oranmna sahip ortamlari tercih ederler. Alkalifiller 6zellikle ndtral
ortamlardan bazen de asidik toprak ve diskidan izole edilebilirler. Haloalkalifiller ise
Ozellikle asir1 alkali tuzlu ortamlardan izole edilirler. Rift vadisi, Dogu Afrika golleri
gibi (Horikoski, 1999).

Halomonadaceae ailesi, 16S rRNA gen dizisi analizine gére Gammaproteo
bakteriler igerisinde ayri bir filogenetik soy olusturur ve cogunlukla halofilik
bakterilerden olusur. 1988'de kurulusundan bu yana (Franzmann ve ark, 1988) ailenin
taksonomisi siirekli revize edilmistir.

Arahal ve ark. (2002), Halomonadaceae ailesi tiirlerinin filogenisini, 23S ve 16S

rRNA genlerinin karsilastirmali sekans analizini kullanarak o sirada gecerli olarak
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yaymlanmis (toplam 25) bir ¢aligma yiiriittii. O zamandan bu yana, 49 yeni tiir
tanimlanmis ve bazi vakalarda filogenetik iliskileri acik bir sekilde ortaya konmamuistir.

Bu ¢alismada, L-asparaginaz ve iirikaz pozitif olan 2 izolatin 16S rRNA gen
bolgesi 27F ve 1492R primerleri ile ¢ogaltilmistir. Bu gen bolgesinin sekans analizi
sonuglart alinarak Codon Code Aligner V.6.0.2 programinda tiim niikleotitler
elektroferogramlara bakilarak tek tek kontrol edilmistir. 16S rRNA gen dizileri
NCBI’dan elde edilmis ve izolatlarin gen dizileriyle birlikte hizalanmistir. Bosluklar
cikarildiktan sonra elde edilen dizi filogenetik analizlere tabi tutulmustur. Bu ¢alismada,
tirler arasindaki genetik uzakligi belirlemek i¢in filogenetik analizlere uygun formatlara
getirilmis 16S rDNA dizileri, Maksimum Likelihood algoritmasina tabi tutulmustur.
Analiz sonucunda olusan filogenetik agacta Halomonas bakterileri giiglii bir homoloji
ile kiimelenmistir. Dig grup olarak ayni familyadan olan Salinicola halophilus
secilmistir. Halomonas cinsine ait F1 (Urikaz pozitif), F2 (L-asparaginaz pozitif)
izolatlarinin ve NCBI’dan alinan gen dizileri alinan izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi
filogenetik analizlerinde; Halomonas cinsine 2 izolatin 16S rRNA gen bolgesi
filogenetik analizlerinde; Flizolatinin karsilagtirilan 1113 niikleotitlik bolgede 16
niikleotit farkliligi ve %98.5 benzerlik ile Halomonas variabilis LN849907°ye, 18
niikleotit farkliligi ve %98.3 benzerlik ile Halomonas variabilis JX122606’ya ve 26
niikleotit farkliligi ve %97.8Halomonas variabilis JX034739’a benzerlik gosterdigi
belirlenmigtir. F2 izolatinin karsilagtirilan 1245 niikleotitlik bolgede 9 niikleotit
farkliligt ve % 99.2 benzerlik ile Halomonas meridiana KY196404’e, 13 niikleotit
farkliligi ve % 98.9 benzerlik ile Halomonas meridiana KY616525’¢ ve 16 niikleotit
farkliligt ve % 98.7 Halomonas meridiana M93356’ya benzerlik gosterdigi
belirlenmigtir. Halomonas cinsi bakterilerin gii¢lii bir homoloji ile kiimelenmeleri ve
tiirlerin de kendi aralarinda kiimelenmesi ¢alismamizin giivenilir oldugunu gdstermistir.

Sonug olarak;

Bu tezde, F1 izolat1 Halomonas variabilis, F2 izolat: ise Halomonas meridiana
olarak teshis edilip ekstraseliiler hidrolitik enzim aktivitelerine bakilmistir. Elde edilen
ilk sonuclar ile bakterilerden endiistriyel kullanim potansiyeli olan enzimler elde
edilmistir. F1 izolat1 iirikaz aktivitesi gosterirken; F2 izolati L-asparaginaz, nisasta,
proteaz ve lipaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Her iki enzim de tipta teshis ve

tedavi amach kullanildig: i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. Bundan sonraki ¢alismalar,
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bu enzimlerin karakterizasyonu, optimizasyonu, raf Omrii ve bu Ozelliklerin
iyilestirilmesi konularinda aragtirmalar yapilarak, mikrobiyal agidan dnemli enzimlerin
daha biiylik 6lcekte tiretilmesini saglamak olmalidir. Boyle ¢alismalarla tilkemizin disa

bagimlilig1 azalacak ve {ilke ekonomisine 6nemli katkilarda bulunmus olunulacaktir.
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EKLER

Ek 1. Besiyerleri

Ek.1.1.Alkalofil broth

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Glikoz 10¢
Yeast Ekstrakt 59
Pepton 5¢
KH,PO, 1g
MgSO4 x 7TH,0 0,2¢g
NaNO3; 10 g
ddH,0O 1000 ml

Not: NaNOs ayr1 olarak otoklavlanmalidir ve otoklav sonrasi besiyerine katilmalidir.

Ek.1.2. Alkalofil agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Glikoz 10¢
Yeast Ekstrakt 59
Pepton 50
KH,PO, 1g
MgSQO4 x 7H,0 029
NaNO3 10g
Agar 15¢
ddH,0 1000 ml

Not: NaNOj ayr1 olarak otoklavlanmalidir ve otoklav sonrasi besiyerine katilmalidir.

EK.1.3. M9 agar besiyeri

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Glikoz 10¢g
Agar 209
Na2HPO4.2H20 649
KH>PO, 3 g
MgSO4X 7H20 2ml
CaCl,.2H,0 Iml
NaCl 05¢g

ddH,0 1000 ml
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Ek. 1.4. Nisasta agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Nisasta 20
Agar 24
Alkalifilik Broth 100 ml
Ek. 1.5. Skim milk agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Skim milk 0.1¢g
Agar 24
Alkalifilik Broth 100 ml
Ek. 1. 6. Tween 80 Agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Tween 80 3ml
Agar 24
Alkalofilik Broth 100 ml
Ek. 1.7. Nitrat broth

Kullanilan Maddeler Miktarlar
KNO3; 1g
Alkalofilik Broth 100 ml
Ek. 1.8. Karbonhidrat Fermentasyon Ortami1

Kullanilan maddeler Miktarlar
Fenol Red 0.03¢g
Alkalofilik Broth 100. ml
Ek. 1.9. Moeller baz besiyeri ortami

Kullanilan maddeler Miktarlar
Pepton 50
Sigir eti ekstrakti 50
Glikoz 50
Brom krezol moru 001g
Krezol kirmizisi 0.005 g

Pridoksal




Distile su 1000 mi

Ek 2. DNA izolasyonu I¢in Kullanilan Tamponlar

Ek. 2. 1. Agaroz jel hazirlama

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Agaroz 04¢9
TBE 40 ml
Ethidium Bromid 4 ul
1.5 dalga firin

Ek. 2.2. CTAB+0.7 M NaCl

Kullanilan Maddeler Miktarlar
CTAB 109

NaCl 419
Steril distile su 100 ml
Ek. 2.3. Fenol-kloroform-izoamilalkol

Kullanilan Maddeler Oranlar
Fenol-kloroform-izoamilalkol 25:24:1
Ek. 2.4. TBE Hazirlama

Kullanilan malzemeler Miktarlar
Tris HCI 10.78 ¢

Borik asit 5.503 ¢
EDTA 0.5845 g
Safsu 1000 ml
Ek.2.5.0.5M EDTA

Kullanilan malzemeler Miktarlar
EDTA 18.62 g
Safsu 100 mi




Ek. 2.6.Ethidium bromide

50

Kullanilan malzemeler

Miktarlar
EthidiumBromid 0.01g
1ml
Distilesu
Ek. 2.7. RNAaz hazirlama
Kullanilan malzemeler Miktarlar
RNAase 25 ul
Steril saf su 1 ml
Ek. 2.8. SDS ¢ozetisi
Kullanilan Maddeler Miktarlar
SDS 10¢
Distile su 100 ml
Ek. 2.9. Kloroform-izoamilalkol ¢6zeltisi
Kullanilan Maddeler Oranlar
Kloroform-izoamilalkol 24:1
Ek. 2.10. Loading dye Hazirlama
Kullanilan malzemeler Miktarlar
Sukroz 30¢g
EDTA (0.5 M pH:8) 20 ml
Bromo Blue 10 mg
Steril saf su 50 ml
Ek. 2.11. T.E. (Tris-Edta) ¢6zeltisi
Kullanilan malzemeler Miktarlar
Tris 1.211¢
0.5 MEDTA

4 ml




51

k. 2.12. TAE(tris-asetat) ¢cozeltisi

Kullanilan malzemeler Miktarlar
TrisHCI 4.84 ¢
Asetikasit 1.142 g
EDTA 2 ml
Ek 3. Kullamlan Cozelti ve Boyalar
Ek. 3.1. Liigolgozeltisi
Kullanilan maddeler Miktarlar
Iyot kristalleri 1g
Potasyum iyodiir 24
Distile su 300 ml
Ek.3.2. Safranin boyasi
Kullanilan maddeler Miktarlar
Safranin lg
Distile su 100 ml
Ek.3.3. Malasit yesili boyasi
Kullanilan maddeler Miktarlar
Malasit yesili 59
Distile su 100 ml
Ek. 3.4.H,0,¢0zeltisi
Kullanilan maddeler Miktarlar
Hidrojen peroksit 1g
Distile su 100 ml
Ek. 3.5. Kristal viyole boyasi
Kullanilan maddeler Miktarlar
Kristal viyole 19
Distile su 100 ml
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Ek. 3.6.Rhodamin B boyasi

Kullanilan maddeler Miktarlar
Rhodamin B 0.001g¢
Distile su 100 mi
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