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OZET

TEZIN BASLIGI: LACTOCOCCUS LACTIS fhuR GENININ COKLU
KOPYALARININ NiSIiN BiYOSENTEZINE ETKIiSi

YAZAR ADI: ZEYNEP GIRGIN ERSOY

Nisin, laktik asit bakterilerinden Lactococcus lactis’in ¢esitli suslar1 tarafindan
tiretilen bir bakteriyosindir. Diinya Saglik Organizasyonu (WHO) tarafindan gida
katk1 maddesi olarak onaylanmis tek bakteriyosin olan nisinin kimyasal yolla tiretimi
miimkiin olmadigindan, bu bakteriyosini iireten suslarin iiretim veriminin arttirilmasi

Onem tasimaktadir.

Bu c¢alisma kapsaminda L. lactis ATCC 11454’in nisin iiretiminin
optimizasyonu i¢in farkli karbon kaynaklari, pH degerleri ve sicakliklar denenmistir.

En yiiksek nisin tiretimi, galaktoz varliginda, pH 5.5’te ve 25 °C’ta saglanmistir.

Literatiirde, bilgimiz dahilinde, kiikiirt metabolizmasiyla nisin tretimini
iliskilendiren tek bir caligma mevcuttur. Wu ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklari
bu calismada, kiikiirt metabolizmasimin diizenlenmesinde transkripsiyonel bir
aktivator olarak gorev yapan FhuR’den yoksun L. lactis suslarinin nisin
tiretemedikleri gosterilmistir. Bu ¢alismadan yola ¢ikilarak, tez ¢alismasinda, fhuR
genini yiiksek seviyede ifade edebilen mutant bir sus olusturulmasi amaglanmistir.
Bunun i¢in oncelikle fhuR geni PCR ile ¢ogaltilmis ve bu ¢alisma kapsaminda elde
edilen mekik vektorii pMG36e-Kn’e klonlanmistir. fhuR genini tasiyan rekombinant
plazmidin L. lactis hiicrelerine elektroporasyonla aktarilmasi i¢in yapilan her deneme

basarisizlikla sonuglanmaistir.



SUMMARY

TITLE OF THESIS: THE EFFECT OF MULTIPLE COPIES OF fhuR GENE
OF LACTOCOCCUS LACTIS ON NISIN BIOSYNTHESIS

AUTHOR: ZEYNEP GIRGIN ERSOY

Nisin, which is produced by certain strains of L. lactis (member of lactic acid
bacteria), is a bacteriocin. It’s the only bacteriocin which is approved by World
Health Organization (WHO) as a food additive. To increase the production efficiency
of nisin producing strains is important since this bacteriocin cannot be produced by

chemical methods.

In this study, to optimise nisin production of L. lactis ATCC 11454, different
carbon sources, pH values and temperatures are tried. Maximum nisin production is

achieved in the presence of galactose, at pH 5.5 and at 25 °C.

To our knowledge, in the literature, there is only one study which associate
sulphur metabolism with nisin production. In this study, Wu et al. (2009) showed
that L. lactis strains which lack FhuR, a transcriptional activator regulating sulphur
metabolism, cannot produce nisin. Based on this work, in the thesis study, it is aimed
to obtain a mutant strain which can overexpress fhuR gene. In order to achieve this,
PCR amplified fhuR gene is cloned to a shuttle vector pMG36e-Kn which is obtained
in this study. Every trial to transfer recombinant plasmid, which carry fhuR gene,

into L. lactis cells by electroporation was failed.
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1. GIRIS

1.1. Nisin

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan sentezlenen dogal antimikrobiyal
maddelerdir. Protein yapisinda olup, genellikle kisa zincirli, kiigiik molekiil
agirhigina sahiptirler. Genellikle tiretici susa yakin akraba tiirlere karsi antimikrobiyal
etki gosterirler. Bu polipeptitler, gida bozulmasi ve gida kokenli hastalik etmeni
bakterilerin gelisimini engellemekte ve bu 6zelliklerinden dolayr gida endiistrisinde
biiyiilk 6nem tagimaktadirlar. Farkli 6zelliklere sahip birg¢ok gesitlerinin olmasina
ragmen, gidalarda giivenli bir sekilde ve yaygin olarak daha ¢ok laktik asit
bakterilerinden elde edilen nisin kullanilmaktadir (Chen ve Hoover, 2003).

Klaenhammer (1988), laktik asit bakterilerinin {irettikleri bakteriyosinleri;
molekiiler agirliklari, 1s1 duyarliliklari, enzimatik duyarliliklari, translasyon sonrasi
modifiye edilen aminoasitlerinin olup olmayisi ve etki mekanizmalarini esas alarak 4

siifa ayirmistir:

Smif I bakteriyosinler (lantibiyotikler), ender bulunan aminoasitleri

(lantiyonin ve tiirevleri) i¢eren peptidler;

Smif II bakteriyosinler, diisiik molekiil agirligina sahip (<10 kDa), 1s1ya

dayanikli, lantiyonin icermeyen membran aktif peptidler;

Sumf III bakteriyosinler, yiiksek molekiil agirligina sahip (>30 kDa), 1s1ya

hassas proteinler;

Smif IV bakteriyosinler, proteine ilaveten zorunlu (essential) lipid veya

karbonhidrat gruplari iceren kompleks bakteriyosinler.



L. lactis’in ¢esitli suslart tarafindan iretilen ve lantibiyotikler olarak
adlandirillan Sinif I bakteriyosinler grubuna ait olan nisin, gidalarin korunmasi
amaciyla ticari olarak kullanilmaktadir (Nes ve ark., 1996). Nisin ile yapilan ilk
arastirmalar, nisinin veterinerlik ve klinik alanlarda tedavi amaciyla kullanilmasi ile
ilgilidir. Ancak, antibakteriyel spektrumunun dar olmasi, viicut sivilarindaki
¢oziinlirligiiniin disiik olmasi, sindirim proteazlar tarafindan inaktive edilmesi ve
fizyolojik pH’da (pH 7.0-7.5) stabil olmamasi gibi nedenlerle tedavi amaciyla

kullanilmasinin uygun olmadig diisiiniilmiistiir (Delves-Broughton, 1990b).

Nisin ¢ok genis bir yelpazede gram pozitif bakterilere, 6zellikle de ¢gok dnemli
bir gida patojeni olan Listeria monocytogenes ve Listeria’nin diger bazi tiirlerine
kars1 oldukga etkilidir. Ayrica, Clostridium ve Bacillus tiirlerinin sporlarina karsi
antimikrobiyal etkiye sahiptir (Koponen, 2004). Bu karakteristikleri nedeniyle nisin,
yiiksek sicakliktan etkilenen ya da 1si1l islem uygulanmayan asidik gidalarda, patojen
ya da gida bozulmasi etmeni birgok bakterinin vejetatif (Listeria ve laktik asit
bakterilerinin kontamine tyeleri gibi) ve spor formlarinin (Clostridium ve Bacillus

sporlar1 gibi) inhibisyonu amaci ile kullanilmaktadir (Hurst, 1981).

Ik olarak 1933 yilinda Yeni Zelanda’da protein yapisinda yeni bir madde
tanimlanmis ve 1947 yilinda bu madde nisin olarak isimlendirilmistir. 1953 yilinda
ticari olarak Ingiltere’de satisa sunulmus olan bu lantibiyotik giiniimiizde Avrupa
iilkeleri, Cin ve Amerika basta olmak iizere 50’den fazla iilkede yaygin olarak
kullanilmaktadir. 1969 yilinda, Gida ve Tarim Organizasyonu/Diinya Saglik
Organizasyonu (FAO/WHO) gida katkilari uzman kurulu tarafindan, nisinin
gidalarda kullaniminin giivenli oldugu onaylanmistir. Diinya Saglik Organizasyonu
(WHO) tarafindan gida katki maddesi olarak onaylanmis tek bakteriyosindir (Jack ve
ark., 1995; Hampikyan ve Colak, 2007). Yapilan ¢alismalarda nisinin toksik etkisinin
sofra tuzu ile esdeger diizeyde (LDso 7 g kg viicut agirligl) oldugu bildirilmistir
(Hurst 1981). 1983 yilinda Avrupa gida katki maddeleri listesinde E234 olarak
numaralandirilmistir (EEC, 1983). 1988°de Birlesmis Milletler Gida ve Ilag Idaresi
(FDA) tarafindan “GRAS” (Generally Recognized As Safe - Genel Olarak Giivenli
Kabul Edilebilir Uriin) statiisiinde kabul edilen nisinin peynir iiretiminde kullanimina
izin verilmistir (Cotter ve ark., 2005). Sonraki yillarda nisin, peynir {iretimi ile sinirh

kalmayi1p siit ve diger siit tiriinleri, konserve gidalar, sivi yumurta, pastane mamiilleri,



sebze, et, kanatli ve deniz iriinleri gibi ¢esitli gidalarda, ayrica sarap ve bira
sanayinde koruyucu olarak kullanilmaya baslanmistir (Hampikyan ve Colak, 2007,
Koca, 2009; Wessels ve ark., 1998).

1.1.1. Nisinin Yapisal Ozellikleri

Olgun nisin molekiilii, nisin onciil peptidindeki siradan aminoasitlerin (serin,
treonin ve sistein) post-translasyonel modifikasyonu ile olusmaktadir. Post-
translasyonel modifikasyonda; nisin onciil peptidindeki 57 aminoasit rezidiisiinden,
N-terminal lider peptidi olusturan 23 tanesi NisP tarafindan ¢ikartilir. Ayrica, serin
ve treonin rezidilleri NisB tarafindan dehidrasyona ugratilarak, sirasiyla
dehidroalanin ve dehidrobiitirine doniistiiriiliirler. Daha sonra, dehidrasyona ugramis
bu rezidiiler, NisC vasitasiyla iist taraflarinda bulunan sisteinlerle eslesirler ve bu
yolla karakteristik lantiyonin ve B-metil lantiyonin halkalarini meydana getiren
tiyoeter baglarini olustururlar (Kleerebezem ve Quadri, 2001) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Dogada nadir bulunan dehidroalanin, dehidrobiitirin, lantiyonin ve p-metil
lantiyonin aminoasitlerinin sentez mekanizmasi (Simsek, 2009).

Molekiil formiilii C143H230N42037S7 ve molekiil agirhigi 3354.25 Da olan olgun
nisin molekiilli, bir lantiyonin ve dort B-metil lantiyonin halkast ve ayrica
dehidroalanin, dehidrobiitirin gibi ender bulunan aminoasitleri iceren 34 aminoasitten
meydana gelmistir (Sekil 1.2). Lantibiyotik terimi igerdigi bu aminoasitlerden dolay1
tiretilmistir (Cheigh ve Pyun, 2005).

Nisinin, Nisin A ve Nisin Z olmak iizere iki dogal varyanti tanimlanmistir
(Mulders ve ark., 1991). Bu iki varyant benzer yapiya ve antimikrobiyal spektruma
sahiptir ancak 27. pozisyondaki tek bir aminoasit rezidiileri farklidir. Nisin A’da bu
aminoasit histidin iken, Nisin Z’de ise asparajindir (Sekil 1.2). Daha sonraki yillarda

yapilan g¢aligmalarda nisin molekiiliiniin Nisin Q (Zendo ve ark., 2003), Nisin U



(Wirawan ve ark., 2006) ve Nisin F (Kwaadsteniet ve ark., 2008) gibi farkli
varyantlar1 tanimlanmis olmakla beraber, Nisin A ve Nisin Z varyantlar1 dogada en

fazla bulunan nisin tirevleridir.

(a)

(b)

COOH

Sekil 1.2. Nisin Onciiliiniin (a) ve olgun nisinin (b) yapilarinin sematik gosterimleri. NisB ve
NisC tarafindan modifiye edilecek rezidiiler gri olarak gosterilmistir. Siyah ok, NisP
tarafindan lider peptidin ¢ikartilmasini isaret etmektedir. Sekilde goriilen yap1 Nisin A’ya
aittir, ancak, 27. pozisyondaki histidin rezidiisiiniin yerinde asparajin oldugunda Nisin Z
olugmaktadir. Dha dehidroalanini, Dhb dehidrobiitirini, Ala-S-Ala lantiyonini ve Abu-S-Ala
B-metil-lantiyonini ifade etmektedir (Jack ve ark., 1995; Nes ve ark., 1996; Cheigh ve Pyun,
2005).



1.1.2. Nisinin Antimikrobiyal Etki Sekli ve Stabilitesi

Nisin, duyarli mikroorganizmalarin vejetatif hiicreleri lizerinde iki Onemli
etkiye sahiptir. Bunlardan birincisi, bakterilerin sitoplazmik membrani ile etkilesime
girip membran ylizeyinde porlar olusturarak hiicre icerisindeki iyonlarin ve kiiciik
molekiillerin hiicre digina sizmasina neden olmak; ikincisi ise, sitoplazmik
membranlarda yer alan lipid II molekiiliiniin peptidoglikan zinciriyle birlesmesini

Onleyerek hiicre duvari sentezini durdurmaktir.

Nisin, bakterisidal etkisini, duyarli hiicrelerin membranlarmi etkileyerek
gosterir. Nisin molekiiliiniin pozitif yiiklii N- ve C-terminal uglari ile hiicre
membraninda bulunan negatif yiiklii fosfolipidlerin reaksiyona girmesiyle
membranda porlar olusarak membran fonksiyonlar1 bozulur. Hiicre iginde bulunan
aminoasitler, ATP ve monovalent katyonlar olusan bu porlardan hizli bir sekilde
disar1 c¢ikar, hiicrelerin membran potansiyeli hizli bir sekilde azalir ve hiicre
lipozomlarinda pH degeri diiserek sonunda duyarli hiicredeki tim biyokimyasal

reaksiyonlar durur (Breukink ve ark., 1998).

Nisinin por olusturma mekanizmasini agiklayabilmek i¢in ¢esitli modeller 6ne
stirilmustiir. Bunlardan biri olan barrel-stave modele gore, baslangigta nisin
molekiilleri lipid yilizeye baglanirlar, sonrasinda molekiiller uygun membran
potansiyeli varliginda membranin igerisine dogru hamle yaparlar. Membran
igerisinde yerini alan nisin molekiilleri merkezi bir por ¢evresinde kiime olustururlar,
bu sekilde por olusumu tamamlanmis olur. Olaylarin olus sirasi 6ncelikle nisin
molekiillerinin membrana girisi, daha sonrasinda diger nisin molekillerinin por

¢evresinde birikmesi seklindedir (Benz ve ark., 1991; Sahl, 1991).

Wedge model olarak adlandirilan diger bir modele gore ise nisin molekiilleri
bolgesel yiiksek konsantrasyonlar1 sayesinde membranin anyonik ylizeylerine siki bir
sekilde baglanirlar ve membranin lipid dinamigini bozarlar. Uygun membran
potansiyeli varliginda nisin molekiilleri membrana girerler, bu giris ile beraber lipid
yiizeylerin anyonik fosfolipidleri nisin molekiiline dogru egilerek kama (wedge)

bi¢iminde spesifik olmayan bir por olustururlar. Bu modelin 6nemli bir yonii, nisin



molekdillerinin, bakteri hiicre membranindaki lipid katmanlarinin konformasyonunu
termodinamik olarak gecici sekilde bozmasi ve bu sekilde por olusumunun
saglanmasidir. Bu sekilde olusan porlar dogalar1 geregi kararsizlardir ¢iinkii lipidler
katman yapilarini olusturabilmek igin tekrar diizenlenmeye calisacaklardir (Driessen

ve ark., 1995) (Sekil 1.3).

Sekil 1.3. Nisin molekiilii tarafindan por olusumu igin 6nerilen Wedge modeli. 1. Nisin
molekiiliniin membrana baglanmasi. Nisinin C-terminal ucundaki pozitif yiikler,
membranda yer alan fosfolipidlerin negatif yiikleri ile elektrostatik olarak etkilesime girer. 2.
Nisinin membrana girigi. Nisin membran yiizeyine paralel bir duruma geger, N-terminal ucu
C-terminale gore biraz daha derine girmistir. 3. Nisinin anyonik fosfolipidlerle etkilesime
girmesi sonucu lipid yiizeylerin egilmesi ile kama (wedge) benzeri, spesifik olmayan por
olugur. Olusan porun Omrii milisaniyelerle ifade edilecek kadar kisadir. Nisin hizli bir
sekilde membran yiizeyine paralel duruma geri doner (Driessen ve ark., 1995).

Nisinin bir diger por olusturma mekanizmasi ise lipozomal membranlarin
fosfolipid kompozisyonuna baglidir. Son g¢aligmalar 1s1ginda nisinin, fosfolipid
komponentlerinden, hiicre duvari sentezinde Onciil bir molekiil olan lipid I
molekiiline baglanarak etkisini gosterdigi belirlenmistir. Ilk olarak nisin
molekiiliiniin N-terminal ucu, Sekil 1.4.’te de goriildiigi gibi lipid II molekiiliiniin
membranin hiicre disina yakin kisminda yer alan karbonhidrat igerikli kismina
baglanir. Daha sonra nisinin C-terminal ucu membranin karsi1 tarafina ulasincaya
kadar ilerler. Boylece nisin-lipid II kompleksi poru olusturur (Wiedemann ve ark.,
2001).
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Sekil 1.4. Nisin molekiilii tarafindan por olusumu i¢in 6nerilen Lipid I modeli. A. Nisin N-
terminal ucu aracilifiyla lipid II molekiiliiniin membranin hiicre disina yakin kisminda yer
alan karbonhidrat igerikli kismina baglanmaktadir. Daha sonra nisinin C-terminal ucu
membranin karsi tarafina ulasincaya kadar ilerler; boylece nisin-lipid Il kompleksi poru
olusturur. Porun kararliligi milisaniyelerden birkag¢ dakikaya kadar degisebilir. B. Nisin-lipit
I kompleksinin istten goriiniimii. C. Nisinin fonksiyonel agidan énemli kisimlari: N- ug
kopriileri ABC, C- ug¢ kopriileri DE ve aralarinda bulunan esnek mentese bolgesi. G: N-
asetilglukozamin, M: N-asetilmuramik asit (Wiedemann ve ark., 2001).

Nisin, diger gida koruyucularindan farkli olarak, sporlarin g¢imlenmesi
asamasinda etkili olmaktadir. So6zii gecen etki bakterisidal etkiden ¢ok
bakteriyostatiktir. Nisin molekiiliiniin yapisinda bulunan dehidroalanin ve
dehidrobiitirin aminoasitleri, ¢imlenen sporlarin membranlarindaki proteinlerin
stlfidril  gruplarina  baglanmakta ve bu sekilde sporlarin  ¢imlenmesi

engellenmektedir (Delves-Broughton ve Gasson, 1994).

Lantiyonin ve B-metil lantiyonin gibi ender rastlanan aminoasitlerin nisin
molekiiliindeki fonksiyonlar1 heniiz agiklik kazanmamakla birlikte, bu aminoasitlerin

nisinin bir takim yapisal 6zelliklerinde, 6rnegin diisiik pH’da otoklavlandiktan sonra



stabilitesini kaybetmemesinde etkili olabilecekleri 6ngoriillmektedir (Hansen, 1994).
Nisinin farkli pH’lardaki tampon ¢ozeltilerde otoklavlanmasi sonrasindaki
aktivitesini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada, nisinin pH degeri 3 olan tampon
cozeltide 121 °C’ta 15 dakika otoklavlanmasi sonucu aktivitesinin tamamini, pH
degeri 5 olan tampon ¢ozeltide aktivitesinin % 35’ini, pH degeri 7 olan tampon
¢ozeltide ise aktivitesinin % 5’ini korudugu tespit edilmistir (Delves-Broughton,
1990a). Yapilan baska bir ¢alismada, nisinin pH degeri 2 olan tampon ¢ozeltide 115
°C’ta 20 dakika otoklavlanmasinin, aktivitesinde herhangi bir kayba sebep olmadigi
saptanmustir (Piard ve ark., 1990). Bu konuda yapilan diger ¢alismalar, gidalara 1s1l
islem uygulanmasi sonucu yasanabilecek nisin aktivesi kaybinimn, nisinin tampon
cozeltilerde 1s1l islem gérmesi sonucu yasanan kayba gore daha az oldugunu
gostermistir (Delves-Broughton, 1990b). Bu sonuglar nisinin gidalarda kullaniminin

uygunlugunu destekleyici niteliktedir.

Nisin molekiiliiniin asidik karakterde olmasi, diisiik pH’da stabilitesinin ve
¢ozliniirligiiniin yiiksek olmasina sebep olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada (Liu ve
Hansen, 1990), nisinin diisiik pH’da ¢ozinirliginiin oldukga yiikksek olmasina
ragmen (25 °C’ta pH 2’deki ¢oziniirlik: 57 mg/ml), pH yiikseldikge molekiiliin
¢Oziiniirligiiniin hizl bir sekilde azaldigr (25 °C’ta pH 8-12’deki ¢oziiniirlik: 0.25

mg/ml) gosterilmistir.

Nisin aktivitesi lizerine pH’nin yani sira degisik proteolitik enzimlerin etkisi de
farkli ¢alismalarda incelenmistir. Bu ¢aligmalara gore nisin molekiiliiniin aktivitesini
etkilemeyen enzimler arasinda pepsin, tripsin, proteinaz K enzimleri sayilabilir.
Nisin molekiiliiniin a-kimotripsin uygulamasina ise duyarli oldugu gosterilmistir
(Klaenhammer, 1988; Piard ve ark., 1990; Kojic ve ark., 1991; Uhlman ve ark.,
1992; Zezza ve ark., 1993).
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1.1.3. Nisin Biyosentezinden Sorumlu Gen Kiimesi

L. lactis’in belirli suslar1 tarafindan gergeklestirilen nisin biyosentezinden, 11
genden olusan bir gen kiimesi sorumludur (Sekil 1.5). Bu regiilon nisA(Z)BTCIPRK
ve nisFEG olmak iizere, nisin tarafindan uyarilabilen iki operon i¢ermektedir. Ayrica
reglilonda nisRK genleri 6niinde siirekli ¢alisan bir promotor yer almaktadir (Sekil
1.5). Bu gen kiimesinde yer alan genler, konjugatif nisin—siikroz transpozonunda yer

alirlar (Kuipers ve ark., 1993).

nisA/Z B r ciIr F R K F E @

Sekil 1.5. Nisin biyosentezinden sorumlu olan gen kiimesinin organizasyonu. Sekilde verilen
genlerin kodladig1 iiriinlerin fonksiyonlart sdyle siralanabilir: nisSA/Z, nisin Onciil peptidi;
nisB and nisC, post-translasyonel modifikasyon; nisT, translokasyon; nisP, proteaz; nisR and
nisk, nisin biyosentezinin diizenlenmesi; nisl ve nisFEG, bagisiklik. Diizenlenebilen

promotorlar P* ile, konstitiitif promotorlar ise P ile gosterilmistir. IR ise genis bir ters tekrar
dizisini ifade etmektedir (Cheigh ve Pyun, 2005).

1.1.3.1. Biyosentez genleri

Nisin biyosentezinden sorumlu genler arasinda yer alan nisA(Z) geni, 57
aminoasit rezidiisiinden olusan nisA(Z) onciil peptidini kodlar. Bu aminoasitlerden
23 tanesi, nisin Onciiliiniin modifikasyonunda rol oynayan N-terminal lider peptidi

olustururlar (Kleerebezem ve Quadri, 2001).

nisB ve nisC genleri ise hiicre igi post-translasyonel modifikasyonda gorev
alan membran ile iligkili proteinleri kodlarlar. Post-translasyonel modifikasyonda
serin ve treonin rezidiileri dehidroalanin ve dehidrobiitirin olusturmak {izere

dehidrasyona ugrarlar. Daha sonra, dehidrasyona ugramis rezidiiler iist taraflarinda
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bulunan sisteinlerle eslesirler ve bu yolla karakteristik (f-metil) lantiyonin halkalarini

meydana getiren tiyoeter baglarini olustururlar (Kuipers ve ark., 1993).

nisT geni, ABC tasiyic ailesine ait oldugu diisiiniilen piitatif bir tasiyici protein
kodlamaktadir. Bu protein, modifiye olmus nisin onciiliiniin sitoplazmik membran

boyunca tasinmasinda gorev alir (Qiao ve Saris, 1996).

nisP geni, hiicre dis1 proteolitik aktivasyondan sorumlu olan bir proteaz kodlar.
Nisin Onciiliinlin membran boyunca tasinmasi esnasinda veya taginmanin hemen
sonrasinda lider peptid, hiicre dis1 olgun nisin peptidini olusturmak igin NisP proteaz

tarafindan ¢ikartilir (van der Meer ve ark., 1993).

1.1.3.2. Direnclilik genleri

Nisin tretici hiicrelerin nisine karsi bagisikliginin saglanmasinda nisl ve
nisFEG genleri birlikte rol oynarlar. nisl geni nisin {iretici bakterinin nisine karsi
kendisini korumasinda gorev alan bir lipoprotein kodlarken (Kuipers ve ark., 1993),
niSFEG genleri ise tiretilen nisinin hiicre digina atilmasindan sorumlu olan piitatif bir

ABC tasiyici protein kodlarlar (Siegers ve Entian, 1995) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Nisin direncinin mekanizmasi. 1. Hiicre disinda bulunan nisin molekiili,
lipoprotein Nisl’ya baglanir. 2-3. Bu baglanma, sonraki nisin molekiillerinin ABC tasiyici
kompleksi nisFEG tarafindan hiicreden disar1 atilmalarini uyarir (Koponen, 2004).

1.1.3.3. Regiilasyon genleri

nisR ve nisK genleri, iki bilesenli diizenleyici sistemler smnifina ait olan
sirastyla bir cevap diizenleyici (van der Meer ve ark., 1993) ve bir sensor kinaz

(Siegers ve Entian, 1995) kodlarlar.

1.1.4. Nisin Biyosentezi

Nisin biyosentezinde ribozomlarda sentezlenen inaktif oncii peptid, iki ana
yapiy1 i¢ermektedir. Bunlardan birincisi sentezlenen molekiilii inaktif halde tutan
lider peptit (23 aminoasit) ve ikincisi de biyolojik aktif nisin Onciisii olan
propeptiddir (34 aminoasit). Translasyon sonrasinda lider peptid, iiretilen molekiiliin
sitoplazmik membranda bulunan modifikasyon mekanizmasina yonlendirilmesini
saglamaktadir. Oncelikle NisB proteini, serin ve treonini; sirasiyla dehidroalanin
(Dha) ve dehidrobiitirin (Dhb) aminoasitlerine doniistiirmek i¢in dehidre eder.
Sonrasinda, NisC vasitasiyla komsu sistein kalintilarinin tiyol gruplar1 ve dehidro-

aminoasitlerin ¢ift baglar1 reaksiyona girerek tiyoeter kopriilerini olustururlar. Nisin
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molekiili ABC tasima proteini NisT vasitasiyla hiicre dismna tagmir. Nisin
molekiiliinden lider peptidin proteolitik ayrilmasi serin proteaz NisP tarafindan

gerceklestirilir (Sekil 1.8) (Cheigh ve Pyun, 2005; Kleerebezem and Quadri 2001).

Nisin dretimi, yeterli sayr algilama (quorum sensing) sistemi ile
diizenlenmektedir. Sistemde bir indiikleyici peptid feromon (nisin) ve iki elemanli
(NisRK) regiilatorler gorev almaktadir. Bu sistemin isleyisinde oncelikle hiicre
disindaki olgun nisin, NisK’ya (histidin kinaz) baglanir. Nisin ve NisK’nin etkilesimi
sonucunda olusan hiicre dist sinyale yanit olarak, NisK hiicre i¢inde bulunan bir
histidin kalintisin1 otofosforilize eder. Sonrasinda bu fosforil grup, transkripsiyonel
aktivator olan hiicre ici NisR nin bir aspartik asit kalintisina aktarilir. Bu durum yanit
regiilatoriinde (NisR) konformasyonel bir degisikligi uyarir. Aktive edilen yanit
regiilatorii NisR, nisA(Z) ve nisF indiiklenebilen promotorlarinin alt akis yoniinde
bulunan genlerin transkripsiyonunu yonetir (Sekil 1.7) (Cheigh ve Pyun, 2005;
Kleerebezem ve Quadri 2001).
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Sekil 1.7. L. lactis’te nisin biyosentezinin ve bu biyosentezin diizenlenmesinin sematik
gosterimi (Cheigh ve Pyun, 2005).

1.1.5. Nisin Uretiminin Arttirilmasi

Nisin Uretim seviyesi ve miktary; besin kompozisyonu, pH, sicaklik gibi
faktorlere bagli oldugu kadar, tiretici hiicrenin dogasi ile de iliskilidir. Nitekim farkli
tiretici suslarda, farkli sinir iiretim oranlar tespit edilmistir (Kim ve ark., 1998). Bu
nedenle yiiksek nisin {iretme yetenegine sahip sus taramalart uzun siireden beri
uygulanmakta ve glinimiizde de devam etmektedir. Cevresel faktorlerin
optimizasyonu ve cesitli model sistemlerin gelistirilmesi suretiyle arttirilmaya
calisilan nisin Uretimi, ayn1 zamanda molekiiler boyutta yapilan g¢alismalarla da
desteklenmektedir. Nisin biyosentezinden sorumlu genlerin belirlenmesi ve genetik

davraniglarinin aydinlatilmasi, bu yondeki ¢alismalara hiz kazandirmistir.
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Endiistriyel nisin tiiretimine yonelik sus gelistirme calismalari, molekiiler
diizeyde ilk kez konjugasyon uygulamalari ile yiritilmistir. Konjugasyon
caligmalarinda alic1 ve verici suslar karsilastirilmis ve nisin iiretim yetenegi kazanmis
transkonjugantlar elde edilmistir. Ancak bugiine kadar yapilan c¢alismalarda,
transkonjugantlar igin verici susta elde edilen nisin tiretim diizeyi gegilememistir.
Ayrica transkonjugantlarda nisin fenotipinin stabil olmadigi da tespit edilmistir
(Simsek ve ark., 2007).

Nisin tiretiminde kullanilan hiicrelerin, dogal nisin direnglilik genlerinin (nisl,
nisF, niskE ve nisG) yiiksek diizeyde ifadesinin saglanmasi, bu bakteriyosinin tiretimi
izerine olumlu etki yapmaktadir. Ciinkd, iiretici hiicrelerin direnglilik gosterebildigi
bir sinir nisin degeri bulunmaktadir. Nitekim nisl genlerinin vektor bir plazmid
araciligr ile iretici dogal susa aktarilmasi ve bu genlerin ifadesinin saglanmasi
sonucunda, nisin tretim miktarinda % 20’lik bir artisin s6z konusu oldugu

belirlenmistir (Kim ve ark., 1998).

L. lactis subsp. lactis A164 susunda nisin Z {iretimi; nisZ, nisR, nisK ve nisF,
nisE, nisG genlerinin ¢oklu kopyalari klonlanarak arttirilmaya calisilmistir. nisZ
geninin klonlandig1 hiicrelerde gelisim sorunlar1 meydana gelmis ve bu durum nisin
Z on peptidinin ana sus tizerinde toksik etki olusturdugu seklinde yorumlanmustir.
Buna karsin kontrol susta 16.000 AU/ml olan nisin aktivitesi; nisR ve nisK ve nisF,
nisE, nisG genlerinin klonmasiyla 25.000 AU/ml degerine ulagmistir. Ayrica
Northern blot analizleri, nisR ve nisK genlerinin yiiksek diizeyde ifadelerinin nisZ

geninin transkripsiyonunu tesvik ettigini géstermistir (Cheigh ve ark., 2005).

2009 yilinda Wu ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢calismada, nisin iireticisi
olan L. lactis N8 susunda rastgele mutasyonlar gerceklestirebilmek i¢in Mu
transpozisyon kompleksleri kullanilmistir. Bu kompleksler kullanilarak yaklasik
2000 ekleme (insertion) mutantindan olusan bir kiitliphane olusturulmus ve bu
mutantlar nisin iretimindeki farkliliklar agisindan degerlendirilmislerdir. Bu
degerlendirme sonucu, elde edilen mutantlardan 3 tanesinde nisin iiretiminde azalig
gozlenmistir. Bu mutantlarda nisin iiretimini etkileyen genlerin nisB, fhuR ve rpiA

genleri oldugu tespit edilmistir.
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FhuR, L. lactis’te kiikiirt metabolizmasinin diizenlenmesinde merkezi bir rol
oynamaktadir (Sperandio ve ark., 2005). Bu protein, L. lactis’te kiikiirt alim ile ilgili
genlerin transkripsiyonunu aktive eden bir transkripsiyonel diizenleyici olarak gérev
yapar. Wu ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (2009), fhuR geninin
inaktivasyonunun, yapisinda kiikiirt molekiilii bulunan sistein aminoasidinin hiicresel
seviyesinin diismesine neden oldugu, bu durumun da Onciil metaboliti sistein

aminoasidi olan nisin biyosentezini sekteye ugrattigi ongoriilmektedir.

RpiA (Ribose Phosphate Isomerase A — Riboz Fosfat Izomeraz A) ise pentoz
fosfat yolaginda goérev alan anahtar enzimlerden bir tanesidir (Jensen ve Maigaard,
1993). Fonksiyonel RpiA’dan yoksun mutantlarda yavas gelisme gozlenmektedir
(Wu ve ark., 2009). Gelisme ve nisin tiretimi es zamanlh gergeklestiginden, mutant
suslarin diisilk metabolik etkinliklerinin nisin iiretim seviyelerinde diismeye neden

oldugu diistiniilmektedir.

1.2. fhuR geni

Kiikiirt (S); sistein, metiyonin, tiamin, biyotin, lipoik asit, koenzim A gibi
hiicre i¢in vazgecilmez olan bir ¢ok bilesigin yapi taslarindan biridir. Bu bilesikler
arasinda sistein aminoasidi merkezi bir role sahiptir ¢linkii mikroorganizmalarda
sisteinin de novo sentezi, kiikiirt alimi i¢in ana yolak durumundadir. Bu sebepten
otiirli sistein, kiikiirt iceren bilesiklerin yapimi i¢in gereken baglica metabolittir.
Sistein ayrica sitokromlar gibi demir—kiikiirt kiimeleri igceren evrensel proteinlerin
katalitik boliimlerinin esansiyel aminoasididir. Bunun disinda sistein; proteinlerin
katlanmalarinda, diizenlenmelerinde ve disiilfit baglarinin  olusumu yoluyla
karaliliklarinin saglanmasinda merkezi bir rol oynamaktadir. Ek olarak sisteinden
tiireyen glutatyon gibi enzimler, oksidatif stresten korunmada yine biiyiik role sahip
enzimlerdendir. Kiikiirt iceren aminoasitlerden ikincisi olan metiyonin ise
translasyon baslangicinin kontroliinde ve cesitli metiltransferaz reaksiyonlarinda

anahtar molekiil konumundadir (Sperandio ve ark., 2005).
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Sistein ve metiyonin hiicre icerisinde bir ¢ok 6nemli géreve sahip olmalarina
ragmen, bu aminoasitlerin biyosentezleri ve diizenlenmeleri Bacillus subtilis

haricindeki diger Gram pozitif bakterilerde tam olarak aydinlatilabilmis degildir.

FhuR (L. lactis subsp. cremoris’te CmbR olarak da adlandirilmaktadir.), L.
lactis’te demir metabolizmasi ve kiikiirt iceren aminoasitlerin biyosentezi ile iligkili
bir ¢ok metabolizmada gorev alan genlerin diizenlenmelerinde merkezi bir rol
oynamaktadir. Sperandio ve arkadaslari tarafindan 2005 yilinda yapilan ¢alismada bu
proteinin, L. lactis’te sistein ve metiyonin alimidan sorumlu olan gen setlerini
kodlayan yedi farkli transkripsiyonel iiniteyi aktive eden bir transkripsiyonel
diizenleyici olarak gorev yaptigi gosterilmistir. L. lactis’te FhuR tarafindan

diizenlenen genler Sekil 1.8°de gosterilmektedir.

. / 1 Serine
(out) | (in) / ) 'SE/ 2

H-sulfide /

O-acetyl-serine

i

I
1
1
lJ
|
]
|
'
\
'
)

cysM
Cysteine LDE) ("y‘S';‘[“N E O-acetyl-L-homoserine
* O-succinyl-L-homoserine
metB2 metBl metA
Homoserine
metA? »
Cystathionine ” -5
H-sulfide Vs

O-acetyl-L-homoserine

cysk | | y4E  cysD,

Al-2
L-Homocysteine SRH
y luxS \/)fs
yheE i metEF SAH
1 ,’1
plipABCD-ydcBCD metK #

[Methionine =—————seeegp METHIONINE —— SAM

Sekil 1.8. L. lactis’te Sistein ve metiyonin biyosentez yolagi ve bu yolagin FhuR tarafindan
diizenlenmesi. Sistein agligi veya FhuR tarafindan diizenlenen genler koyu ve kalin oklarla
gosterilmislerdir. Kesikli oklar, literatiirde tam olarak tespit edilemeyen reaksiyonlar
gostermektedir. cysE kutusu ve kesikli ¢izgi, sisteinin geribildirim mekanizmasinda rol alan
muhtemel molekiilin CysE oldugunu gostermektedir. O-acetyl-serine’in alt1 ¢izili olarak
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gosterilmesi, bu molekiiliin FhuR’nin aktivitesini arttirabilecegini vurgulamaktadir. SAM: S-
adenozilmetiyonin; SAH: S-adenozilhomosistein; SRH: S-ribozilhomosistein; Al-2:
otoindiikleyici 2 (Sperandio ve ark., 2005).

1.3. TEZ CALISMASININ AMACI

Gidalarin korunmasinda, bakteriyosinlerin kullanimini kisitlayan temel sorun
bu bilesiklerin iretici suglar tarafindan diisilk verimde {iretiliyor olmasidir. Bu
nedenle koruyucu olarak kullanilacak bakteriyosinlerin iiretim ve saflastirma
maliyetleri oldukca yiiksek olmaktadir. Nisinin yiiksek ticari potansiyeli, liretimin
arttirllmasi yoniindeki ¢aligmalara hiz kazandirmistir. Bu ¢aligmalar; iiretici susun (L.
lactis) farkli fermentasyon kosullarindaki davranisi ve nisin iiretiminden sorumlu
genetik 6zellikleri esas alinarak verimli fermentasyon sistemlerinin tasarlanmasini ve

bu sayede yiiksek verimli tiretici suslarin gelistirilmesini hedeflemektedir.

Bu tez ¢alismasinda, L. lactis’in nisin iretimini etkileyebilecek faktorlerin
arastirilmasi ve nisin tiretim verimini arttirmak amaciyla optimizasyon ¢alismalarinin
yapilmas: amaglanmistir. Bunun yaninda, yoklugunda nisin iiretiminin tamamen
durdugu FhuR transkripsiyonel aktivatoriinii kodlayan genin (fhuR) ¢oklu

kopyalarinin nisin biyosentezine etkisinin belirlenmesi de hedefler arasindadir.
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Geregler

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

CaCl;, (Merck), Tris (Merck), SDS (Merck), Triton X-100 (Sigma Aldrich), EDTA
(Merck), Pepton (Merck), MgCl,.6H,0 (Merck), Agaroz (Sigma Aldrich), Etidyum
bromid (Sigma Aldrich), Agar (Merck), NaOH (Merck), Siikroz (Merck), % 87
Gliserol (Riedel de Haen), D-(+)-Glukoz (Merck), PIPES (Fluka), NaCl (Sigma-
Aldrich), MgS0,.7H,O (Fluka), Fenol (Riedel de Haen), Kloroform (Riedel de
Haen), izoamil alkol (Merck), 2-propanol (Merck), Asetik asit (Riedel de Haen), %
99.5 Etanol (Riedel de Haen), HCI (Riedel de Haen), CTAB (Merck), KOAc
(Merck), MnCl,.4H,0O (Merck), KCI (Riedel de Haen), MOPS (Sigma-Aldrich),
Maya Oziitii (Alfa Aesar), Et Oziitii (Merck), Na,HPO, (Sigma-Aldrich), Tween 20
(Merck), M17 (Merck), Nutrient Broth (Merck), TSB (Merck), Jelatin (Merck),
Glisin (Merck), Nisaplin (Sigma-Aldrich), D(-)-Fruktoz (Riedel de Haen), D(-)-
Arabinoz (Fluka), D-(+)-Galaktoz (Fluka), D(+)-Ksiloz (Fluka), D(+)-Mannoz
(Fluka), D-(+)-Sellobiyoz (Fluka), Nisasta (Fluka), Melas, PAS, K,HPO, (Merck),
KH,PO, (Riedel de Haen) LiAc (Sigma-Aldrich), DTT (Fiscer), D(+)-Trehaloz
(Fluka), L-Treonin (Sigma-Aldrich).

2.1.2. Kullanilan Enzimler

Phusion DNA Polimeraz (Fynnzymes), EcoRI Restriksiyon Endoniikleaz
(Fermantas), Pstl Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Xbal Restriksiyon
Endoniikleaz (Fermantas), HindIII Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Sacl
Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Sall Restriksiyon Endoniikleaz (Jena
Bioscience), T4 DNA ligaz (Jena Bioscience), Klenow Fragment (Calbiochem),

Riboniikleaz A (Fermantas), Lizozim (Sigma).
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Enzim reaksiyonlar tiretici firmalarin 6nerdigi tamponlarla gergeklestirilmistir.

2.1.3. Kullanilan Kitler ve DNA Molekiiler Belirtecleri

Hem kimyasal yontemle izole edilen plazmitlerin temizlenmesinde hem de
DNA’nin jelden saflastirilmasi islemlerinde Jel Bant Piirifikasyon Kiti (GE Health

Care) kullanilmistr.

Bu caligmada Sekil 2.1°de gosterilen molekiiler belirtegler kullanilmistir.

Kilobases Mass (ng)
bp ng/0.5 pg % 00 42
R — 8.0 42
e — 6.0 S0
300 60 [’
288 1§§ — 40 33
0 60 fammnd-30 12
300 60
B8 o
250 50 el
250 50
60.0 120 e
250 50
250 50 s s
250 50
05 42
A B.

Sekil 2.1. Kullanilan Molekiiler DNA Belirtegleri. A. 1 kb Molekiiler DNA Belirteci
(Fermentas, SM1334); B. 1 kb Molekiiler DNA Belirteci (Biolabs, Quick-Load).

2.1.4. Kullanilan Bakteri Soylar:1 ve Plazmitler

Bu ¢alismada kullanilan bakteri soylari ve plazmitler sirasiyla Tablo 2.1 ve

Tablo 2.2°de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. Bu ¢alismada kullanilan bakteri soylarinin karakteristik 6zellikleri ve kaynaklari.

Bakteri Soylari Genotip Kaynak
F recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17
E. coli DH5a. (re » m*), sup4d, relAln Hanahan, 1983

(680dLacZAM15), D(lacZYA-

argF)u169

E. coli ET12567

dam, dcm, hsdS, cat, tet

MacNeil ve ark.,
1992

Lactococcus lactis 11454 | Yaban tip ATCC
Micrococcus luteus 1123 | Yaban tip RSKK
Bacillus thuringiensis
var. israelensis 35646 Yaban tip ATCC
Streptomyces coelicolor

) Hopwood ve ark.,
A3(2) Yaban tip

1985

E. coli DH5a/pMG36e

pMG36e plazmidini icermektedir.

Bu ¢alisma

E. coli DH5a/pMG36e-
pMG36e-Kn plazmidini igermektedir.

Kn Bu ¢alisma
E. coli DH5a/pMG36e- | pMG36e-Kn-fhuR plazmidini
Kn-fhuR icermektedir. Bu galisma
E. coli ET12567/ pMG36e-Kn-fhuR plazmidini
pMG36e-Kn-fhuR icermektedir. Bu ¢alisma
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Tablo 2.2. Bu ¢alismada kullanilan plazmidlerin karakteristik 6zellikleri ve kaynaklart.

Plazmidler Direngclilik Direnglilik | Biiyiikliik Kaynaklar
geni
pMG36e emr Eritromisin | 3610 bg van de Guchte
ve ark., 1989

pMG36e-Kn emr/kan Eritromisin/ | 5107 bg Bu ¢alisma
Kanamisin

pMG36e-Kn- emr/kan Eritromisin/ | 6084 bg Bu ¢alisma

fhuR Kanamisin

pSKdesAKn bla/kan Ampisilin/ | 8700 bg Tunca ve ark.,
Kanamisin 2007

pK18mob2 kan Kanamisin | 3035 bg Tauch ve ark.,

1998

pMG36e plazmiti (Sekil 2.2)

lizerinde, eritromisin direng geni (emr), P32

promotoru ve repA gen bdlgesi bulunmaktadir.




Eco47II,

Hindlll EcoNI,
Sphl Kpnl, ™
Pst| , Banl
Shfl|  AccB5l

Bsg\glll Eael. .
Accl
Hpa| s
Clal

Xmal

Smal

Sacl

Ecl 1361l

Bsp1286] 5

BsiHKAI EcoR|
Banll

Bell

Pmg36e

3610 bps

Beivl

.'Hpal

“Nsil
Ppu10l

,..Bsu3sl

Pshal

Munl
Eco0 109l
© tPpuMl

%% SanDI

% Eco57I
Nhel

23

Sekil 2.2. pMG36e vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesi ve genel oOzelliklerini gosteren

haritasi.

2.1.5. Kullamilan Cozeltiler

Tiim sterilizasyon islemleri yiiksek basing altinda 121 °C’ta 20 dakika siireyle

gerceklestirilmistir.
Tris—Asetat—-EDTA (TAE) (50x)
v’ 242 g Tris Baz
v 57.1 ml Glasiyal Asetik Asit
v/ 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)

Tris—-EDTA (TE) Tamponu

v' 10 mM Tris—HCI (pH 8.0)
v 1mM EDTA (pH 8.0)



Soliisyon I

v' 25 mM Tris (pH 8.0)
v' 10 mM EDTA (pH 8.0)
v" 50 mM Glukoz

Soliisyon I1

v 0.2 N NaOH
v % 1SDS

Soliisyon I1I

v %605 M KOACc
v" % 11.5 Glasiyal asetik asit

Tfbl

<

30 mM KOAc
50 mM MnCl,
100 mM KCI
10 mM CaCl,
% 15 gliserol

AN < S

<

Tfb 11

10 mM Na—MOPS (pH 7.0)
75 mM CacCl,

10 mM KCI

% 15 gliserol

LSRN NN
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STET Tamponu

% 8 Siikroz

% 5 Triton X-100

50 mM Tris-HCI pH 8.0
50 mM EDTA pH 8.0

<N X

24:1 Kloroform/izoamilalkol Karisimi (1 L, v/v)

v" 960 ml Kloroform
v 40 ml Izoamilalkol

25:24:1 Fenol/Kloroform/izoamilalkol Karisim (1 L, v/v/v)
v 500 ml Fenol
v 480 ml Kloroform
v 20 ml Izoamilalkol

CTAB/NaCl Soliisyonu

v % 10 CTAB
v' 0.7 M NaCl

CaCl;, Cozeltisi

v 60 mM CacCl,
v" % 15 Gliserol
v" 10 mM PIPES

EDTA igeren elektroporasyon tamponu (pH 7.0)

v' 0.5 M siikroz
v" % 10 gliserol
v' 0.05 M EDTA
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EDTA icermeyen elektroporasyon tamponu (pH 7.0)

v" 0.5 M siikroz
v" % 10 gliserol

EPB (Elektroporasyon Tamponu)

v' 0.5 M siikroz
v 1 mM MgCl,
v 7 mM K;HPO,
v’ 7 mM KH;PO,

LiA¢/DTT Cézeltisi (pH 7.5)

v' 100 mM LiAc
v 10mM DTT

v" 0.6 M siikroz

v" 10 mM Tris-HCI

2.1.6. Kullanilan Besiyerleri

Luria Bertani (LB) Besiyeri
v" 10 g NaCl
v' 10 g tripton

v 5 g maya 6ziitii

dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanr.

26
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BLB Agar Besiyeri (pH 7.2)

AR NEE NI NERN

10 g pepton

1 g maya ozuti

5 g et oziitii (beef powder=meat extract)
5 g NaCl

15 g agar

dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanr.

S1 Agar Besiyeri

NSNS SR

8 g tripton

5 g maya Ozutu
5 g glukoz

5 g NaCl

2 g Na;HPO4
% 1.5 Tween 20
16 g agar

dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanr.

M17 Besiyeri

v

42.5 g M17

dH20 ile 1 L’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir.
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SGML17 Besiyeri

v 425gM17

dH20 ile 980 mI’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir.

v" 10 ml % 50 glukoz
v 10 ml % 50 siikroz

otoklav sonrasi besiyerine eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlanir.

SM17MC Besiyeri

v 425gM17
v" 0.5 M siikroz

otoklav sonrasi eklenecek maddeler i¢in gerekli hacim ayrilarak dH,O ile

¢oOziiliir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir.

v' 10 mM MgCl,
v" 10 mM CacCl,

otoklav sonrasi besiyerine eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlanir.

Nutrient Broth Besiyeri

v 8 g Nutrient Broth

dH20 ile 1 L’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir.
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TSB (Triptic Soy Broth) Besiyeri
v" 30 g Triptic Soy Broth
dH20 ile 1 L’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanr.
SR Agar Besiyeri (pH 6.8)
10 g tripton
5 g maya oOzutu
200 g siikroz

10 g glukoz
25 g jelatin

AN N NI

15 g agar

otoklav sonrasi eklenecek maddeler icin gerekli hacim ayrilarak dH20 ile

¢oOziiliir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir.

v' 2.5 mM MgCl,
v 25mM CaCl,

otoklav sonrasi besiyerine eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlanir.

2.1.7. Kullanmilan Antibiyotikler

Calismada kullanilan  antibiyotikler ve Kkonsantrasyonlar1 Tablo 2.3’te

gosterilmistir.



Tablo 2.3. Bu ¢aligmada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari.
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Antibiyotik Stok E. coli’de L. lactis’te
konsantrasyon kullanilan kullanilan
(mg/ml) konsantrasyonu konsantrasyonu

(ng/ml) (ng/ml)

Ampisilin (Amp) 100 100 -

Eritromisin* (Ert) 25 400 5

Kanamisin (Kn) 50 25 -

Kloramfenikol* (Chl) | 50 50 -

* Coziicli: % 100 Etanol

2.1.8. Kullanilan Cihazlar

+4 °C Buzdolab1 (Ariston), -20 °C Derin Dondurucu (Ariston), -80 °C Derin
Dondurucu (Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE
BF85), Yatay Elektroforez Sistemi (BIO-RAD, Mini-Sab Cell CT), Gii¢ Kaynagi
(BIO-RAD, PowerPac Basic), Masa Ustii Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R), Masa
Ustii Santrifiij (Beckman Coulter, Microfuge 22R), Otoklav (Hirayama, Hiclave
HVE-50), pH Metre (Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH Meter), Steril
Kabin (Heraeus, HP48), Etiiv (Binder, 9010-0078), Inkiibator (Heraeus, D-63450
Herau), Calkalamali inkiibatér (Edmund Biihler, KS-15), Su Banyosu (TECHNE,
TE-10A Tempette), UV Goriintilleme Cihazi (Vilmer Lourmart), Mikrodalga Firin
(Kumtel), Spektrofotometre (BIO-RAD), PCR (Applied Biosystems).
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2.2. Yontemler

2.2.1. Restriksiyon Endoniikleaz Kesimleri

izole edilen plazmit ve kromozomal DNA’larmn restriksiyon endoniikleaz
kesim reaksiyonlari, enzimlerin {retici firmalarinin belirttigi konsantrasyonlar ve
kosullarda, Onerilen tamponlar kullanilarak gerceklestirilmistir. Plazmit DNA’lar
yaklagik 2-5 saat siire ile kesilirken, kromozomal DNA’larin kesimleri gece boyunca

devam etmistir.

2.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez yontemi ile, niikleik asitlerin agaroz jelde biiyiikliiklerine bagl
olarak ayrilmalari saglanmistir. % 0.8 veya % 1’ lik agaroz jeli, 1x TAE tamponu
kullanilarak hazirlanmis ve son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde EtBr ilave
edilmistir. DNA yiikleme tamponu ilave edilen 6rnekler agaroz jele yiiklenerek,
icinde yiiriitme tamponu olarak 1x TAE bulunan elektroforez tankinda 80—120 Volt’

ta ylriitiilmuslerdir.

2.2.3. Izole Edilen DNA’nin Agaroz Jelden Geri Kazamilmasi

DNA fragmentlerinin agaroz jelden geri elde edilmesi protokolii, Jel Bant
Piirifikasyon Kiti (GE Healthcare) kullanilarak, iiretici firmanin verdigi kullanma

talimatina uygun bir sekilde yapilmistir.

2.2.4. Ligasyon

Ligasyon reaksiyonlarinda bulunmasi gereken vektdor ve insort DNA

konsantrasyonlar1 asagidaki formiile gore hesaplanmistir:
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ng (vektor) X kb (insort)
kb (vektor)

ng (insort)=

Genel olarak reaksiyonlarda vektor:insort orani, 1:3, 1:5 ve 1:10 olacak sekilde
ayarlanmistir. Ligasyon reaksiyonlarinda 1U T4 Ligaz, 1x T4 Ligaz tamponu
kullanilmistir. Ligasyon i¢in hazirlanan karisim, 16 °C’ta 1 gece boyunca inkiibe

edilmistir.

2.2.5. E. coli’ den Plazmit izolasyonu

E. coli’ den plazmit izolasyonu Sambrook ve arkadaslarinin (1989) yontemi ile
gerceklestirilmistir. Uygun antibiyotik iceren 100 ml LB’ de 37 °C’ ta 220 rpm’de
12-16 saat biiyiitiilmis kiiltiir, oda sicakliginda 4500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra pelet lizerine her 5 ml kiiltiir i¢cin 200 pl Soliisyon I eklenmis,
vortekslenmis ve bu karigim 200’er pl olacak sekilde ependorf tiiplerine
paylastirilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra tizerlerine 400’er pl
Soliisyon II eklenerek karigtirilmis ve her 2 dakikada bir karistirilarak 5 dakika
boyunca buzda bekletilmistir. 5 dakika buzda bekletildikten sonra her birine 300’er
ul Soliisyon IIT eklenip, her 2 dakikada bir karistirilarak 10 dakika boyunca buzda
inkiibe edilmistir. Daha sonra 14000 rpm’de +4 °C’ ta 20 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda siipernatantlar temiz birer ependorf tiipiine alinarak,
tizerlerine 0.6 hacim izopropanol eklenip karistirilmistir. En az 15 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra, karigimlar oda sicakliginda 11000 rpm’de 30
dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi siipernatantlar atilip, her bir ependorf
tiipiindeki pelet 25 ul dH,0’da ¢oziilmiistiir. Uzerlerine her 100 pl érnek igin 10 pl
RNaz (10 mg/ml) eklendikten sonra 30 dakika 37 °C’ ta inkiibe edilmistir. Bu sekilde
izole edilen plazmit, Jel Bant Piirifikasyon Kitinden (GE Healthcare) gegirilerek

saflastirilmistir. Saflastirilan plazmit DNA, -20 °C’ta saklanmustir.
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E. coli hiicrelerinin plazmitlerle transformasyonu sonucu elde edilen tek
kolonilerden dogrulama amaci ile plazmit izolasyonu yapmak i¢in ise asagida
anlatilan yontem kullanilmistir. Koloniler steril kiirdan ile uygun antibiyotik igeren
1’er ml LB besiyerine ekildikten sonra, 37 °C’ta 12-16 saat inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyon sonrasi hiicreler, oda sicakliginda 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilerek st sivilar uzaklastirilmistir. Peletler, 2 mg/ml lizozim igeren 250’ser ul
STET tamponunda vortekslenerek ¢oziilmiisler ve hemen kaynayan su i¢ine alinarak
45 saniye bekletilmislerdir. Daha sonra 6rnekler, oda sicakliginda 13000 rpm’de 15
dk santrifiij edilmislerdir. Tiiplerin dibinde olusan peletler steril kiirdan ile
uzaklastirilmig ve st sivilar iizerlerine 250°ser pl izopropanol eklenerek 10 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilmislerdir. Ardindan ornekler oda sicakliginda 10000
rpm’de 30 dakika santrifiij edilmiglerdir. Siipernatantlar uzaklastirildiktan sonra
peletler vakum ile kurutulmuslar ve yogunluklarmma gére 20-30 ul dH20’da
cozlilmislerdir. Elde edilen DNA o6rnekleri hemen % 1°lik agaroz jelde yiritiilerek

analiz edilmislerdir.

2.2.6. E. coli Kompetan Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli DH5a ve E. coli ET12567 kompetan hiicreleri CaCl, yontemiyle
hazirlanmiglardir (Sambrook ve ark., 1989). Hiicreler, kloramfenikol i¢eren (E. coli
ET12567 igin) ve igermeyen (E. coli DH5a i¢in) 10’ar ml LB besiyerlerine ekilerek
37 °C’ta 225 rpm’de gece boyunca iiretilmislerdir. Kloramfenikol igeren (E. coli
ET12567 igin) ve icermeyen (E. coli DH5a igin) 100’er ml LB besiyerlerine bu 6n
kiiltiirlerden 1/100 oraninda ekimler yapilmistir. Hiicreler, 600 nm dalga boyunda
absorbans degeri 0.4—0.6’ya ulasana kadar 37 °C’ta 225 rpm’de inkiibe edilmislerdir.
2 adet 50 ml’lik santriflij tiipiine esit bir sekilde boliinen kiltir, 5 dk buzda
bekletildikten sonra +4 °C’ta 3000 rpm’de 7 dk santrifiij edilmistir. Peletler 10’ar ml
soguk 60 mM CaCl; soliisyonunda ¢6ziilmiisler ve ardindan +4 °C’ta 2500 rpm’de 5
dk santrifiij edilmislerdir. Bu basamak 2 defa tekrar edilmistir. Son santrifiij
isleminden sonra peletler 1 ml soguk 60 mM CaCl; soliisyonunda ¢oziilmisler ve
100’er pul olacak sekilde soguk ependorf tiiplerine dagitilmiglardir. Hiicreler, sivi azot

i¢inde hizli bir sekilde dondurularak -80 °C’a kaldirilmislardir.
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Yapilan denemelerde stte anlatilan yontemin verimliligi  disiik
bulundugundan, E. coli DH5a ve E. coli ET12567 hiicrelerinden asagida tarif edilen
yonteme gore (Sanders, 2011) kompetan hiicreler hazirlanmistir. Hiicreler gece
boyunca kat1 besiyerinde tiretilmislerdir. E. coli DH5a antibiyotiksiz LB besiyerinde
tiretilirken, E. coli ET12567 hiicreleri 25 pg/ml kloramfenikol i¢eren LB besiyerinde
tretilmislerdir. Ertesi sabah, {ireyen hiicrelerden bir koloni secilip 5 ml
antibiyotiksiz/antibiyotikli sivi LB besiyerine ekim yapilmistir. Hiicreler 300 rpm’de
37 °C’ta 2 saat inkiibe edilmislerdir. 2 saat sonrasinda hiicreler 100 ml
antibiyotiksiz/antibiyotikli LB besiyerine aktarilmig, 200 rpm’de 37 °C’ta ODsso 0.4
olana kadar ¢alkalayicida inkiibasyona birakilmiglardir. Ureyen hiicreler 50 ml’lik
falkona aktarilip 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmislerdir. Ust faz atilarak hiicre peleti
40 ml soguk T1bI soliisyonunda ¢oziilmiis ve 10 dk buzda bekletilmistir. Karigim 3000
rpm’de 8 dk +4 °C’ta santrifiij edilmistir. Sivi kisim atilip hiicre peleti soguk Tfbll
sollisyonunda coziilerek soguk ependorf tiiplerine 100’er pl olacak sekilde dagitilmistir.

Hiicreler s1vi azot i¢inde hizli bir sekilde dondurularak -80 °C’a kaldirilmislardir.

2.2.7. L. lactis’in Biiyiime Egrisinin Cikarilmasi

L. lactis hiicresinin biiyiime egrisinin ¢ikarilmasi, canli hiicre sayimi ve nisin
liretiminin belirlenmesi es zamanli olarak gerceklestirilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle 1
gecelik L. lactis kiiltiirinden 2 ml alinarak 100 ml SGM17 besiyerine ekilmistir.
Ekim yapildiktan hemen sonra alinan 1 ml’lik ilk 6rnek to olarak kabul edilmistir.
Daha sonra kiiltiir 30 °C’ta calkalamasiz olarak iiremeye birakilmistir. Bundan
sonraki Ornekler 2., 4., 6., 8., 10., 12., 16. ve 24. saatlerde alinmistir. Belirtilen
saatlerde alinan 1’er ml’lik 6rneklerin oncelikle 600 nm dalga boyunda absorbans
degerleri Olciilerek kaydedilmistir. Daha sonra 6rneklerin 10'2, 10'4, 10'5, 10'6, 107 ve
10°® oranlarinda seyreltmeleri yapilmistir. Bu seyreltmelerin 1072 disinda kalanlarin
hepsinden SGM17 agara 100’er pl ekim yapilmigtir. Son olarak 6rnekler, 13000
rpm’de 3 dk santrifiij edilerek siipernatantlart ayrilmistir. Ayrilan bu siipernatantlar,
nisin liretiminin belirlenmesi i¢in kullanilmislardir. Bu denemelerin hepsi 3’er kez

tekrarlanmustir.
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2.2.8. L. lactis’ten Kromozomal DNA Izolasyonu

L. lactis’in genomik DNA’s1, Ausubel ve arkadaslarinin (2003) y6ntemine gére
izole edilmistir. 100 ml LB’de 1 gece boyunca inkiibe edilen hiicreler 2 adet 50
ml’lik santrifiij tiiptinde +4 °C’ta 4500 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve peletler
1.7 ml TE tamponunda ¢oziilerek karisima 3.4 mg lizozim eklenmistir. 1.7 ml
karisimin {izerine 50 pl % 20 SDS ve 50 ul RNaz (10 mg/ml) eklendikten sonra, 37
°C’ta 15 dk inkiibe edilmistir. Bu karisim 4 ependorf tiipiine boliindiikten sonra her
bir ependorf tiipiine 75 ul 5 M NaCl ve 60 ul CTAB/NaCl soliisyonu eklenerek 65
°C’ta 10 dakika inkiibe edilmistir.

Oda sicakligina sogutulan Ornek Tlzerine esit hacimde CIA (24 hacim
Kloroform + 1 hacim Izoamilalkol) eklendikten sonra oda sicakliginda 13000 rpm’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir ependorf tiipiine alinip esit hacimde
Fenol/CIA (25 hacim Fenol + 24 hacim Kloroform + 1 hacim Izoamilalkol) ile
muamele edilmis ve santrifiijjlenmistir. Bu islem iki kez tekrarlandiktan sonra yeni
bir ependorf tlipiine alinan {ist faz iizerine 0.6 hacim izoproponal eklenerek oda
sicakliginda 13000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Pelet % 70 etanol ile
yikandiktan sonra kurutulmus ve dH20’da ¢oziilerek saklanmak tizere -20 °C’a

kaldirilmistir.

2.2.9. Ampisilin (bla) ve Kanamisin (kan) Diren¢ Genleri ile fhuR

Geninin PCR ile Cogaltilmasi

L. lactis ATCC 11454 susunun genom dizisi bilinmedigi i¢in, genom dizisi
bilinen L. lactis suslarmin fhuR gen bolgesinin karsilagtirilmasi sonucu belirlenmis
olan korunmus bolgeler kullanilarak dejenere primerler hazirlanmistir. Tasarlanan
primerlerin 5’ uglarina pMG36e klonlama vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgelerine
uygun sekilde yerlesmesini saglayacak restriksiyon enzim tanima bdlgeleri
eklenmistir. i1k olarak hazirlanan F ve R primerlerin 5° uglarina Pstl enziminin kesim
bolgesi eklenmistir. Ancak klonlama caligmalarinda karsilasilan sorunlar neticesinde

ayni gen igin farkli bir F primer tasarlanarak bu kez primerin 5° ucuna Xbal enzim
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kesim bolgesi eklenmistir (Tablo 2.4). fhuR genine ait DNA fragmani, L. lactis
genomik DNA’smin kalip olarak kullanildig1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
cogaltilmistir (Tablo 2.5).

Ampisilin diren¢ geninin ¢ogaltilmasi i¢in gereken primerlerin hazirlanmasinda
pBluescript SK(-) plazmidinin DNA dizisinden yararlanilmigtir. Ampisilin direng
geni ve bu genin promotorunu igeren bolgenin 6n kismindan yaklasik 200 niikleotit,
arka kismindan ise yaklasik 350 niikleotitlik kismi1 da igerecek sekilde F ve R
primerler hazirlanmistir. Hazirlanan primerlerin 5’ uglarma EcoRI enzim kesim
bolgesi eklenmistir (Tablo 2.4). PCR i¢in kalip olarak pBluescript SK(-) plazmidinin
DNA’s1 kullanilmistir (Tablo 2.5).

Kanamisin diren¢ geninin gogaltilmasi igin gerekli primerler, pK18mob2
plazmidinin kanamisin diren¢ geni esas alinarak hazirlanmiglardir (Tablo 2.4).
Kanamisin direng genine ait DNA fragmaninin ¢ogaltilmasinda, pSKdesAKn plazmit
DNA’s1 PCR igin kalip olarak kullanilmistir (Tablo 2.5).

Farkli DNA polimeraz enzimleri ve primer baglanma sicakliklari ile yapilan
PCR optimizasyon ¢alismalari sonucunda en i1yl PCR iiriinliniin elde edildigi
reaksiyon kosullart ve tamponlari belirlenmistir. Belirtilen genlerin PCR ile
¢ogaltilmasinda kullanilan enzimler, reaksiyon tamponlari ve reaksiyon kosullar1 Tablo

2.5’te gosterilmistir.
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Tablo 2.4. Ampisilin (bla) ve Kanamisin (kan) direng genleri ile fhuR geni icin tasarlanmis
ileri ve geri primerler.

AGTAG’3

Gen Primer Restriksiyon | PCR Uriinii
Endoniikleaz (bg)
fleri | S>AACTGCAGAACCAATGCAT Pst|
(1) | TGATG3
s fleri | S>CTAGTCTAGACTAGATGAA
oY VT Xbal 977
O 2 TATTAAACAATTA’3
5
=
Geri 5’AACTGCAGAACCAATGCAT Pst|
TGTTAAAATTCATAGTTTTC’3
.. | ’GGAATTCCCGGCGAACGTG
- Ileri GCGAGAA'3 EcoRlI
=35
= O 1492
2 g
3 & Geri | 3 GSAATTCCAGGCGGTGCTA EcoRl
g° CAGAGT’3
. | GTGCTGACCCCGGATGAAT
Ileri , -
= GT’3
£3
O 1497
g o
% = . | 5’AGCGGGGCAGGATAGGTGA
S A Geri -
X
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Tablo 2.5. Ampisilin (bla) ve Kanamisin (kan) diren¢ genleri ile fhuR geninin PCR ile
cogaltilmasinda kullanilan enzimler, reaksiyon tamponlar1 ve reaksiyon kosullari.

Gen Enzim Reaksiyon Bilesenleri Reaksiyon Kosullar:
(Son Konsantrasyon) (45 dongii)
98 °C’ta 3 dk.
98 °C’ta 10 sn.
fhuR Geni 50 °C’ta 30 sn.
72 °C’ta 45 sn.
72 °C’ta 10 dk.
1x Phusion HF Tamponu 98 °C’ta 3 dk.
200 uM dNTP 98 °C’ta 10 sn.
Ampisilin . .
Direnc Geni Phu5|_on DNA 0.5 uM Primerler 70 °C’ta 30 sn.
Polimeraz
(bla)
250 ng Kalip DNA 72 °C’ta 1 dk.
1 U Phusion DNA 72°C’ta 10 dk.
Polimeraz
98 °C’ta 3 dk.
98 °C’ta 10 sn.
Kanamisin
Direng Geni 55 °C’ta 30 sn.
(kan)
72 °C’ta 1 dk.
72 °C’ta 10 dk.
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2.2.10. PCR Uriinlerinin Klonlanmasi

2.2.10.1. fhuR geninin pMG36e Mekik Plazmidine Klonlanmasi

fhuR geninin pMG36e plazmidine klonlanmasi1 amactyla, dncelikle fhuR geni
fleri Primer (1) ve Geri Primer kullanilarak Tablo 2.5’te belirtilen kosullarda PCR ile
cogaltilmistir. fhuR PCR iiriinii ve pMG36e plazmidi Pstl restriksiyon enzimi ile 37
°C’ta 4 saat boyunca kesilmislerdir. Kesim reaksiyonlar1 1x Pstl Tamponu igerisinde

gerceklestirilmistir.

Kesim reaksiyonlart % 1’lik agaroz jele yiiklenerek 1 saat siireyle yiiriitiilmiis
ve 1 kb Molekiiler DNA belirteci ile biiyiikliikkleri dogrulanmis ve agaroz jelden
saflastirilmiglardir. Tekrar agaroz jelde yiiriitiilerek konsantrasyonlari belirlenen fhuR
Pstl fragmani (40 ng/ul) ve pMG36e Pstl plazmidi (70 ng/ul) ile 3:1 (insort:vektor),
5:1 (insort:vektor) ve 10:1 (insort:vektdr) oranlarinda ligasyon reaksiyonlari
kurulmustur. Ligasyon iriinleri E. coli DHS5a susunun transformasyonunda
kullanilmis ve hiicreler 300 pg/ml eritromisin igeren LB agar besiyerlerine

yayilmiglardir.

Ancak transformasyon sonrast 300 pg/ml eritromisin igeren LB agar
besiyerlerinde yaban tip E. coli hiicreleri iirerken ayrica transformasyon petrilerinde
hiicreler tiim besiyerini kaplayacak sekilde tiremislerdir. Bu durumda transformantlar
ile yaban tip hiicreler arasinda se¢im yapilamadigindan besiyerindeki eritromisin
konsantrasyonunun arttirilmasi denenmistir. Ancak konsantrasyonun 400, 500, 600,
700 hatta 800 pg/ml’ye c¢ikarilmasina ragmen yaban tip E. coli hiicreleri bu

besiyerlerinde liremeye devam etmislerdir.

Bu kez fhuR geninin ¢ogaltilmasi i¢in baska bir enzim kesim bolgesine (Xbal)
sahip olan Ileri Primer (2) siparis edilmis ve yukarida anlatilan islemler bu kez de bu
primer kullanilarak gerceklestirilmistir. Ancak sonug degismemis ve yabap tip E. coli
hiicreleri besiyerinde ¢ok yiiksek seviyelere ulasan eritromisin konsantrasyonlarinda

iiremeye devam etmislerdir.
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Bu durum pMG36e plazmidinde yer alan eritromisin direng geninin E. coli
hiicrelerinde etkin bir bigcimde calismadigini gostermistir. Bu sebeple bu plazmide E.
coli hiicrelerinde etkin bir bi¢gimde c¢alisacak bir antibiyotik diren¢ geninin

eklenmesine karar verilmistir.

2.2.10.2. Ampisilin  Diren¢ Geninin (bla) pMG36e Mekik Plazmidine

Klonlanmasi

pMG36e plazmiti ve Tablo 2.5’te belirtilen kosullarda PCR ile ¢ogaltilmis
Ampisilin direng geni, klonlama ¢alismalari i¢in oncelikle ECORI restriksiyon enzimi
ile 37 °C’ta 4 saat siire ile kesilmiglerdir. Kesilen DNA fragmanlar1 % 1’lik agaroz

jelde gozlenerek, uygun fragmanlar jelden saflastiriimiglardir.

Tekrar agaroz jelde yiiriitiillerek konsantrasyonlart belirlenen pMG36e EcoRI
plazmidi (100 ng/ul) ve Ampisilin direng geni ECORI fragmani (25 ng/ul) ile 3:1
(insort:vektor) ve 5:1 (insort:vektor) oranlarinda ligasyon reaksiyonlart kurulmustur.

Reaksiyonlar 16 °C’ta gece boyu inkiibe edilmistir.

Ligasyon friinlerinin 5’er pl’si, 100°er ul E. coli DH5a kompetan hiicreleri
tizerine eklenerek buz igerisinde 30 dakika inkiibe edilmislerdir. Daha sonra 42 °C’ta
45 saniye 1s1 soku uygulanarak 2 dakika daha buz igerisinde bekletilmiglerdir.
Uzerlerine 900’er ul LB eklendikten sonra 1 saat 37 °C’ta ¢alkalanarak inkiibasyona
birakilmislardir. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerden 200’er ul, 100 pg/ml ampisilin
iceren LB agar besiyerlerine yayilmistir. Petriler 37 °C’ta gece boyu inkiibe
edilmiglerdir. Ancak inkiibasyon sonrasi petrilerde higbir iireme gbzlenmemistir.
Ligasyon ve transformasyon islemlerinin tekrar edilmesi, sonucu degistirmemistir.
Bu sonug, PCR ile elde edilen DNA fragmanmin ampisilin direng geni (bla)

olamayabilecegini diisindiirmiistiir.

2.2.10.3. Kanamisin Diren¢ Geninin (kan) pMG36e Mekik Plazmidine

Klonlanmasi

pMG36e plazmidinin Hindlll restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasi olusan

yapiskan uglari kiit uca ¢evirmek amaciyla Klenow enzimi kullanilmigtir. Kanamisin
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direng geni (kan) ise Phusion DNA Polimeraz enziminin 6zelliginden dolayi kiit uglu
PCR iiriinii oldugundan, ligasyon Oncesi herhangi bir restriksiyon enzim kesimi
gerckmemistir. Plazmit ve gen belirtilen islemler sonrasinda % 1°lik agaroz jelde
gozlenmis ve wuygun DNA fragmanlart jelden saflastirilmistir. Belirlenen
konsantrasyonlara gére Kanamisin direng geni (kan) (120 ng/ul) ve pMG36e plazmiti
(60 ng/ul) ile 3:1 (PCR dirlinii:vektor), 5:1 (PCR driini:vektor) ve 10:1 (PCR
uriinti:vektdr) oranlarinda ligasyon reaksiyonlar1  kurulmustur. Ligasyon
reaksiyonlarinda 1U T4 Ligaz, 1x T4 Ligaz tamponu kullanilmistir. Ornekler 16
°C’ta gece boyu inkiibe edilmistir.

Transformasyon icin, 10 pl ligasyon karistmi E. coli DHS5a susunun
transformasyonunda kullanilmis ve hiicreler 100 pg/ml kanamisin igeren LB agar

besiyerlerine yayilmislardir.

Elde edilen transformanlarin tek koloni halinde yeni besiyerine ¢izilmesiyle
elde edilen saf kiiltiirlerin her birinden kaynatma ydntemiyle plazmit izolasyonu
yapilmis ve plazmitler uygun restriksiyon enzimleri (Sacl ve Sall) ile kesilerek
dogrulanmistir. Bu ¢alisma sonucunda olusturulan yeni plazmide pMG36e-Kn adi

verilmistir.

2.2.10.4. pMG36e-Kn Plazmidine fhuR Geninin Klonlanmasi

pPMG36e-Kn plazmidine, fhuR genini klonlamak i¢in, fhuR geni ileri Primer (2)
ve Geri Primer kullanilarak Tablo 2.5°te belirtilen kosullarda PCR ile ¢ogaltilmustir.
fhuR PCR fiiriinii ve pMG36e-Kn plazmidi Xbal ve Pstl restriksiyon enzimleri ile 37
°C’ta 4 saat siire ile kesilmislerdir. Kesim reaksiyonlari ortak tampon olarak
belirlenen 1x B4 Tamponu (Biolabs) icerisinde gerceklestirilmistir. Her iki enzimin
de ortak tamponda etkili bir sekilde ¢alisabilmeleri i¢in reaksiyona 0.1 mg/ml BSA
(Biolabs) eklenmistir.

Kesim reaksiyonlar1 % 1°lik agaroz jele yliklenerek 1 saat siireyle yiiriitiilmiis
ve 1 kb Molekiiler DNA belirteci ile biiyiikliikleri dogrulanmis ve agaroz jelden
saflastirilmiglardir. Tekrar agaroz jelde yiiriitiilerek konsantrasyonlar1 belirlenen fhuR
Xbal-Pstl fragmani (150 ng/ul) ve pMG36e-Kn Xbal-Pstl plazmidi (200 ng/ul) ile
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3:1 (insort:vektor), 5:1 (insort:vektor) ve 10:1 (insort:vektor) oranlarinda ligasyon
reaksiyonlart kurulmustur. Ligasyon reaksiyonlarinda 1U T4 Ligaz, 1x T4 Ligaz
tamponu kullanilmistir. Reaksiyonlar 16 °C’ta gece boyu inkiibe edilmistir. Ligasyon
tirtinlerinin 10’ar pl’si E. coli DH5a susunun transformasyonunda kullanilmis ve

hiicreler 100 pg/ml kanamisin igeren LB agar besiyerlerine yayilmistir.

Elde edilen transformanlarin tek koloni halinde yeni besiyerine ¢izilmesiyle
elde edilen saf kiiltlirlerin her birinden kaynatma yontemiyle plazmit izolasyonu
yapilmig ve plazmitler enzim kesimi (Sacl), PCR reaksiyonu ve dizi analizi ile
dogrulanmiglardir. Enzim kesimi ve PCR reaksiyonu ile fhuR geninin plazmitteki
varlig1 ispat edilirken, plazmide dogru yonde yerlesip yerlesmediginin belirlenmesi
icin dizi analizine ihtiya¢ duyulmustur. Dogrulama icin gergeklestirilen PCR
reaksiyonunda kalip olarak 4 farkli DNA (L. lactis genomik DNA’s1, pMG36e
plazmit DNA’si, pMG36e-Kn plazmit DNA’st ve pMG36e-Kn-fhuR plazmit
DNA’s1) kullanilirken, primer olarak fhuR geni i¢in tasarlanan ileri (2) ve geri
primerler kullanilmistir. Phusion DNA Polimeraz enziminin gerceklestirdigi
reaksiyonda primer baglanma sicakligi 55 °C olarak secilmistir. Bu calisma

sonucunda olusturulan yeni plazmide pMG36e-Kn-fhuR adi verilmistir.

Elde edilen pMG36e-Kn-fhuR plazmiti ile fhuR geninin PCR firiinii, DNA
dizilerinin belirlenmesi i¢in jelden saflagtirildiktan sonra uygun konsantrasyonlarda
fontek Ltd.’ye (Istanbul, Tiirkiye) gonderilmislerdir. fhuR geninin dizilenmesi i¢in
gene Ozgiil ileri ve geri primerler kullanilirken, pMG36e-Kn-fhuR plazmidindeki
fhuR geninin varligmin ve yoniiniin belirlenmesi igin ise genin orta kismindaki
dizilere uygun olarak tasarlanan primerler kullanilmistir. Kullanilan primerler Tablo
2.6’da belirtilmistir.
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Tablo 2.6. fhuR geninin dizi analizi i¢in kullanilan ileri ve geri primerler.

5’AACTGCAGAACCAAT

Ileri Primer GCATTGATG’3
fhuR Geni 5’AACTGCAGAACCAAT
GCATTGTTAAAATTCAT
(PCR Uriinii) Geri Primer AGTTTTC’3

S’TAAGAATGCTCAATA

fhuR Geni Ileri Primer AACT’3
(PMG36e-Kn-fthuR 5’ACGTTGAGCTAGTGG
plazmidi) Geri Primer ATGG’3

2.2.12. pMG36e-Kn-fhuR Plazmidinin E. coli ET12567 Susuna

Aktarilmasi

E. coli K12 ya da E. coli DH5a gibi suslarda ¢ogaltilan plazmit DNA’larinin,
Dam (GAM*TC), Dcm (CM®CA/TGG) vya da Hsd (AAMCN¢GTGC ve
GCAM®CNGGTT) enzimleri tarafindan metillenmesi, Lactococcus suslarinmn bu
plazmidlerle transformasyonunu engellenmektedir. Bu nedenle, E. coli DHS5a
susunda bulunan pMG36e-Kn ve pMG36e-Kn-thuR plazmitlerinin, L. lactis’e
aktarilabilmesi igin 6ncelikle Dam, Dem ve HsdS enzimlerinden yoksun olan E. coli

ET12567 susuna aktarilip bu bakteriden izole edilmeleri gerekir.

Bu amagla, E. coli DHSa susundan izole edilen pMG36e-Kn ve pMG36e-Kn-
fhuR plazmitlerinden 10’ar pl, 100’er pul kompetan E. coli ET12567 hiicreleriyle
karistirilmistir. Buz icinde 30 dakika bekletilen hiicrelere 42 °C’ta 45 saniye 1s1 soku
uygulandiktan sonra 2 dakika daha buz igerisinde bekletilmisler ve daha sonra

tizerlerine 900’er ul LB eklenerek 37 °C’ta 1 saat c¢alkalamali olarak inkiibe
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edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasi &rnekler, 100 pg/ml kanamisin ve 50 pg/ml
kloramfenikol igceren LB agar besiyerine 100’er ul yayilarak 37 °C’ta gece boyu

inkiibe edilmislerdir.

Elde edilen transformanlardan 3—4 tanesi alinarak kanamisin ve kloramfenikol
iceren LB agar petrilerine ¢izilerek biiyiitiilmiis ve kolonilerin her birinden kaynatma
yontemiyle plazmit izolasyonu yapilmustir. izole edilen plazmitler restriksiyon enzim

analizi ile dogrulanmislardir.

2.2.13. pMG36e-Kn-fhuR Plazmidinin L. lactis’e Aktarilmasi

2.2.13.1. L.lactis Elektrokompetanlarinin Hazirlanmasi

L. lactis elektrokompetan hiicrelerinin hazirlanmasinda Holo ve Nes (1995)’in
yontemi denenmis ancak bu yontemle basari saglanamamistir. Bu yonteme gore ilk
giin L. lactis hiicrelerinin -80 °C stogundan 5 ml SGM17 besiyerine ekim yapilarak
30 °C’ta 1 gece inkiibasyona birakilmustir. Ikinci giin bu kiiltiir 10 ml % 2.5 glisin
iceren SGM17 besiyerine aktarilmig ve gece boyu 30 °C’ta inkiibe edilmistir. Bu
kiiltiirden % 2.5 glisin igeren SGM17 besiyerine 1/100 oraninda ekim yapilarak,
kiltiriin optik yogunlugu ODgyp 0.2-0.3 olana dek hiicreler 30 °C’ta inkiibe
edilmiglerdir. Bu araliga ulasan kiiltiir, buz iizerine alinarak sogutulmus ve hiicreler
4500 rpm’de +4 °C’ta 20 dk santrifiij edilerek toplanmglardir. Ust sivi dokiilerek
uzaklastirildiktan sonra hiicreler EDTA icermeyen elektroporasyon tamponunda (+4
°C) ¢ozilmiislerdir. Elde edilen siispansiyon, 4500 rpm’de +4 °C’ta 20 dk santrifiij
edilerek tekrar hiicre c¢okeltisi elde edilmistir. Hiicreler bu kez EDTA igeren
elektroporasyon tamponunda c¢oziilerek, buz iizerinde 15 dk inkiibe edilmislerdir.
Inkiibe edilen bu hiicreler tekrar 4500 rpm’de +4 °C’ta 20 dk santrifiij edilerek hiicre
peleti son kez EDTA igermeyen elektroporasyon tamponuyla yikanmistir. Son olarak
hiicrelerin 4500 rpm’de +4 °C’ta 20 dk santrifiij edilmesiyle elde edilen hiicre peleti,
EDTA igermeyen elektroporasyon tamponunda ¢oziilerek 100’er pl olacak sekilde
buzda sogutulmus ependorf tiliplerine boliinerek, kullanilincaya kadar -80 °C’ta

muhafaza edilmislerdir.
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Elektroporasyon denemelerinin basarili olmamasi sonucu, besiyerindeki glisin
miktart % 0.5, 1, 1.5 ve 2 olacak sekilde degistirilerek denenmis ancak yine de bu

yontemde basar1 saglanamamuistir.

Elektrokompetan hiicrelerin hazirlanmasinda Powell ve ark. (1988) tarafindan
kullanilan yontem de denenmistir. Bu yontemde ilk giin L. lactis hiicrelerinin -80 °C
stogundan % 0.5 oraninda glukoz igceren M17 besiyerine ekim yapilarak 30 °C’ta 1
gece inkiibasyona birakilmustir. Ikinci giin bu kiiltiir, % 0.5 oraninda glukoz igeren
M17 besiyerine 1/100 oraninda inokiile edilmis ve 30 °C’ta 2 ila 4 saat ODgy 0.3—
0.7 olana dek inkiibe edilmistir. Bu araliga ulasan hiicreler 4500 rpm’de +4 °C’ta 10
dk santriftij edilerek ¢oktiriildiikten sonra, +4 °C’taki elektroporasyon tamponunda
(EPB) yikanmislardir. Yikama isleminden sonra hiicreler toplam kiiltiir hacminin
0.1°1 hacminde EPB’de c¢oziilmiislerdir. Lizozim ile muamele edilebilmesi igin
oncelikle hiicreler 37 °C’a 1sitilmislar, sonrasinda son konsantasyon 2 kU/ml olacak
sekilde lizozim eklenerek 37 °C’ta 20 dk bekletilmislerdir. Bekleme siiresi sonunda
hiicreler santrifiijle (4500 rpm’de +4 °C’ta 15 dk) toplandiktan sonra, +4 °C’taki
elektroporasyon tamponunda (EPB) yikanmislardir. Hiicreler son olarak toplam
kiiltiir hacminin 0.05’1 oraninda EPB ile ¢oziildiikten sonra 100°er ul olacak sekilde
buzda sogutulmus ependorf tiiplerine boliinerek, kullanilincaya kadar -80 °C’ta
saklanmislardir. Ancak bu hiicreler kullanilarak yapilan elektroporasyon denemeleri

de basarili olmamistir.

Son olarak L. lactis ATCC 11454 elektrokompetan hiicreleri hazirlamak igin,
Papagianni ve ark.’nin 2007 yilinda yaymladiklart yontem kullanilmistir. Bu
yonteme gore, ilk giin L. lactis hiicrelerinin -80 °C stogundan GM17 besiyerine
ekilip 30 °C’ta 1 gece inkiibe edilerek hiicreler canlandirilmiglardir. Ertesi giin
hiicreler, 40 mmol/L treonin igeren GM17 besiyerine ekilerek ayni sartlarda inkiibe
edilmiglerdir. 1 gece inkiibasyon sonrasi lireyen hiicreler, 1:12.5 oraninda 100 ml
GM17 besiyerine inokiile edilerek ODggo degeri 0.26—0.38 olana dek 30 °C’ta inkiibe
edilmislerdir. Kiiltiir bu araliga ulastiginda, 4500 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek
hiicreler toplanmiglardir. Elde edilen peletler, 32 ml LiAc/DTT ¢0Ozeltisinde
¢oziilerek oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon siiresi
sonunda hiicreler tekrar santrifiijle toplanmislar, bu kez de aymi ¢ozeltinin 10

ml’sinde tekrar ¢oziilerek tekrar santrifiij edilmislerdir. Bu asamadan sonra hiicreler
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buza alinarak bundan sonra eklenecek biitliin soliisyonlar +4 °C’ta hazir olarak
bekletilmiglerdir. Bu asamadan sonra yapilacak tiim santrifiijler, +4 °C’ta 4500
rpm’de 15 dk olacak sekilde gergeklestirilmislerdir. Hiicreler bundan sonra sirasiyla;
8 ml dH,0, 4 ml dH,0, 4 ml 50 mmol/L EDTA (pH 8), 4 ml dH,0, 4 ml 0.3 mol/L
siikroz’da ¢oziilerek santrifiij edilmislerdir. Son olarak hiicreler 1.2 ml 0.3 mol/L
stikroz’da ¢oziilerek 200°er pl olacak sekilde buzda sogtulmus ependorf tiiplerine
aktarilmislardir. Hiicreler elektroporasyonda kullanilincaya kadar -80 °C’ta
saklanmiglardir. Bu yontem ile hazirlanan elektrokompetan hiicrelerle yapilan

elektroporasyon denemelerinde yine basari saglanamamustir.

2.2.13.2. Elektroporasyon

100 pl L. lactis elektrokompetan hiicresi iizerine E. coli ET12567 hiicresinden
izole edilen pMG36e-Kn-fhuR plazmidi eklenerek karistirilmistir. Elde edilen bu
karisim, 0.2 cm’lik elektroporasyon kiivetine konularak elektroporasyon i¢in hazir
hale getirilmistir. Elektroporasyon 2.5 kV’ta, 25 pF’ta, farkli plazmit miktarlar1 ve
farkli ohm(Q)’lar denenerek gergeklestirilmistir. Elektroporasyon sonrasinda
hiicrelere 900 pul SM17MC besiyeri eklenmis ve 30 °C’ta 2 saat ¢alkalama olmadan
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda hiicreler, 200’er ul olacak sekilde
5 adet Kn (25 pg/ml) iceren LB agara yayilarak ekim yapilmustir. Ertesi giin hiicreler
taranarak klonlar segilmistir. Elektroporasyonda denenen plazmit miktarlar1 (pl) ve

ohm(Q)’lar Tablo 2.7’de verilmistir.
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Tablo 2.7. Elektroporasyonda denenen plazmit miktarlart (ul), Volt, ohm(Q) ve pFarad
degerleri.

Plazmit (ul) Volt Ohm (Q) pFarad
5 2500 200 25
5 2500 300 25
7.5 2500 200 25
7.5 2500 300 25
10 2500 200 25
10 2500 300 25

2.2.14. L. lactis’in Nisin Uretimi

2.2.14.1. Nisin Uretiminin Belirlenmesi

Nisin ana stogu, Cheigh ve arkadaslarinin (2002) yontemine gore 10000 1U/ml
olacak sekilde hazirlanmistir. Bunun igin 0.1 g nisaplin (Sigma) tartilip son hacim
0.02 N HCl ile 10 mI’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu soliisyon 4500 rpm’de 10 dk
santrifiijlendikten sonra, elde edilen siipernatant 0.2 pm’lik filtreden gegirilerek +4

°C’ta muhafaza edilmistir.

Nisin standart grafiginin olusturulmasi i¢in ana stok (10000 1U/ml) 100 1U/ml,
200 1U/ml, 400 IU/ml, 800 IU/ml ve 1600 IU/ml olacak sekilde 0.02 N HCI ile
seyreltilmistir. Hazirlanan bu soliisyonlarla yapilan biyoassay deneyinin sonuglari

grafige dokiilerek nisin standart grafigi elde edilmistir (Sekil 2.3).
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Nisin Standart Grafigi

14,5 -
14 - y =2,7709In(x) + 9,054
13,5 -
13 -
12,5 -
12 -
11,5 -
11 -

10,5 T T T T 1
100 200 400 800 1600

== Nisin Standart Grafigi

Zon Capi (mm)

Log. (Nisin Standart
Grafigi)

IU/ml nisaplin

Sekil 2.3. Nisin Standart Grafigi.

Nisin iiretiminin belirlenmesinde Wu ve arkadaslarinin (2009) ¢alismalar1 esas
alinmigtir. BLB agar besiyerinde 20 saat bilyiitiilmiis olan M. luteus susundan bir 6ze
dolusu alinarak, 6 ml steril izotonik (% 0.9) NaCl igerisinde siispanse edilmistir. 20
ml S1 agar (50 °C’ta) M. luteus siispansiyonu ile karigtirilmig, petriye yayilmis ve
orneklerin eklenmesinin ardindan 30 °C’ta 20-24 saat inkiibe edilmistir. Orneklerin
eklenmesi, 16 saat biyiitiilmiis olan L. lactis suslarinin stipernatantlarindan 80 ul
alinip S1 agardaki kuyucuklara eklenmesi ile gerceklestirilmistir. 20-24 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda, M. luteus’a karsi olusan inhibisyon zonlar1 dlgiilerek,
nisin standart grafiginin yardimiyla L. lactis hiicrelerinin IU/ml cinsinden nisin

iretimleri belirlenmistir.

2.2.14.2. L. lactis’in Nisin Uretimine Besiyerindeki Kiikiirt Konsantrasyonunun
Etkisi

L. lactis hiicrelerini iiretmek i¢in kullanilan SGM17 besiyeri kiikiirt kaynagi
olarak 0.25g/L MgSO, icerdiginden, besiyerindeki kiikiirt konsantrasyonunu
arttirmak igin yine bu bilesik kullanilmigtir. 0.5 g/L, 0.75 g/L ve 1 g/L MgSO,.7H,0
iceren SGM17 besiyerleri hazirlanmistir. 1 gecelik L. lactis onkiiltiirinden bu
besiyerlerine (20’ser ml) ve ayrica kontrol olarak kullanilmak tizere 0.25g/L MgSO4
iceren SGM17 besiyerine (20 ml) 200’er pl ekim yapilmistir. 16 saatlik inkiibasyon
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siiresinin sonunda nisin Uretiminin belirlenmesi deneyi gergeklestirilmistir. Bir

sonraki giin zon ¢aplari dlgiilerek hiicrelerin nisin liretimleri belirlenmistir.

2.2.14.3. L. lactis’in Nisin Uretimine Karbon Kaynagimin EtKkisi

L. lactis’in farkli karbon kaynaklarindaki nisin iiretimini inceleyebilmek igin
karbon kaynagi olarak 12 farkli madde kullanilmistir. Bu maddeler; siikroz, glukoz,
fruktoz, arabinoz, galaktoz, ksiloz, mannoz, trehaloz, sellobiyoz, nisasta, melas ve
peynir altt suyu (PAS)’dur (Tablo 2.8). Deneyi gergeklestirmeden once ekim
yapilacak 50 ml’lik falkonlar tartilarak not edilmistir. 50 ml’lik falkonlarin her birine
farkli karbon kaynaklar1 igeren 20’ser ml M17 besiyeri konulmustur. Kullanilan
karbon kaynaklart M17 besiyerine % 0.5 g olacak sekilde eklenmislerdir. Melas ise
oncelikle 1/5 oraninda sulandirilmis, besiyerine ise 1/4 oraninda seyrelecek sekilde

eklenmistir. PAS da besiyerine 1/4 seyrelecek sekilde eklenmistir.



Tablo 2.8. Bu ¢aligsmada kullanilan karbon kaynaklariin gruplandirilmasi.
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Basit Seker Unitelerinin

Sayisina Gore

Karbon Zincirinin

Uzunluguna Gore

Reaktif

Gruplarma Gore

Glukoz Monosakkarit Hegzos (6 Karbonlu) | Aldoz
Fruktoz Monosakkarit Hegzos (6 Karbonlu) | Ketoz
Arabinoz Monosakkarit Pentoz (5 Karbonlu) | Aldoz
Galaktoz Monosakkarit Hegzos (6 Karbonlu) | Aldoz
Ksiloz Monosakkarit Pentoz (5 Karbonlu) | Aldoz
Mannoz Monosakkarit Hegzos (6 Karbonlu) | Aldoz
Siikroz Disakkarit (glukoz+fruktoz) - -
Sellobiyoz Disakkarit (glukoz+glukoz) - -
Trehaloz Disakkarit (glukoz+glukoz) - -
Nisasta Polisakkarit (glukoz) - -
Melas Disakkarit (siikrozca - —
zengin)
PAS Disakkarit (laktozca zengin) - -

laktoz=glukoz+galaktoz
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1 gecelik L. lactis kiiltiiriinden 0.5’er ml, farkli karbon kaynaklari i¢eren 20’ser
ml M17 besiyerlerine eklenerek 1 gece 30 °C’ta inkiibe edilmistir. Kontrol olarak ise
herhangi bir karbon kaynag1 igermeyen M17 besiyerine ekim yapilmistir. Inkiibasyon
sonrasi falkonlar 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek hiicreler ¢oktliriilmustiir.
Stipernatantlar nisin tretimi deneyinde kullanilmak {izere ayrilirlarken, hiicre
peletleri 1 saat boyunca hudda kurutulmuslardir. Kurutulan falkonlar tekrar tartilarak
hiicre peletleri  hesaplanmistir.  Biitiin  denemeler ikiser tekrarli olarak

gergeklestirilmistir.

L. lactis’in nisin iretimine karbon kaynagmin etkisini grafik {izerinde
gosterebilmek i¢in Oncelikle iki tekrarli olarak gergeklestirilen deneyler sonucu elde
edilen IU/ml cinsinden nisin degerlerinin ortalamalar1 alinmistir. Sonrasinda elde
edilen ortalama nisin degerleri, ortalama pelet agirliklarina bdoliinerek ortalama
spesifik nisin aktiviteleri (1U/ml.g) hesaplanmistir. Hesaplanan ortalama spesifik
nisin aktiviteleri, grafikte siitunlar olarak gosterilmislerdir. Standart sapmalarin
belirlenmesi igin ise her bir deney tekrar1 igin ayri spesifik nisin aktivitesi
hesaplanarak, bu birim spesifik nisin aktivitesinin ortalama spesifik nisin
aktivitesinden farki alinmistir. Elde edilen pozitif farklar pozitif sapma, elde edilen
negatif farklar negatif sapma olarak gosterilmislerdir. Nisin {iiretimine pH ve

sicakligin etkisi de ayn1 sekilde hesaplanarak grafige dokiilmiislerdir.

2.2.14.4. L. lactis’in Nisin Uretimine pH’nmin EtKkisi

L. lactis’in nisin tiretimine farkli pH’larin etkisini inceleyebilmek i¢in M17
besiyerlerinin baslangi¢c pH’lar1 3, 4, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 8 ve 9’a ayarlanmistir. Deneyi
gerceklestirmeden once ekim yapilacak 50 ml’lik falkonlar tartilarak not edilmistir.
50 ml’lik falkonlarin her birine farkli farkli pH’larda 20’ser ml M17 besiyeri

konulmustur.

1 gecelik L. lactis kiiltiiriinden 0.5er ml, farkli baslangi¢ pH’larindaki 20’ser
ml M17 besiyerlerine eklenerek 1 gece 30 °C’ta inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasi falkonlar 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir.
Stipernatantlar nisin Uretimi deneyinde kullanilmak iizere ayrilirlarken, hiicre

peletleri 1 saat boyunca hudda kurutulmuslardir. Kurutulan falkonlar tekrar tartilarak
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hiicre peletleri hesaplanmistir.  Biitlin  denemeler ikiser tekrarli olarak

gerceklestirilmistir.

2.2.14.5. L. lactis’in Nisin Uretimine Sicakhgin EtKisi

L. lactis’in nisin iretimine farkli biiylime sicakliklarinin  etkisini
inceleyebilmek igin M17 besiyerlerine ekilen hiicreler, 25 °C, 30 °C, 37 °C ve 42
°C’ta inkiibe edilmislerdir. Deneyi gergeklestirmeden once ekim yapilacak 50 ml’lik

falkonlar tartilarak not edilmistir.

1 gecelik L. lactis kiltirinden 0.5’er ml, 20’ser ml M17 besiyerlerine
eklenerek 1 gece farkl1 sicakliklarda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 falkonlar
4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatantlar nisin
tiretimi deneyinde kullanilmak iizere ayrilirlarken, hiicre peletleri 1 saat boyunca
hudda kurutulmuslardir. Kurutulan falkonlar tekrar tartilarak hiicre peletleri

hesaplanmistir. Biitiin denemeler ikiser tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

2.2.14.6. L. lactiin Nisin Uretimine B. thuringiensis ve S. coelicolor

Kiiltiirlerinin Etkisi

B. thuringiensis hiicrelerini deneye hazir hale getirmek i¢in 6ncelikle 1 gecelik
B. thuringiensis onkiiltiiriinden, 100 ml Nutrient Broth besiyerine 2 ml ekim
yapilarak 4 saat boyunca 30 °C’ta inkiibe edilmistir. B. thuringiensis kiiltirii 4.
saatine ulastiginda, 100 ml’lik kiiltiir 50 ml’lik 2 adet falkona bdliinmiis ve hiicreler
4000 rpm’de 15 dk santrifiijlenerek coktiiriilmiistiir. Elde edilen siipernatantlar
deneyde kullanilmak tizere ayrildiktan sonra, peletler 10’ar ml % 0.9 NaCl igerisinde
coziilmiiglerdir. Coziilen peletler tekrar 4000 rpm’de 15 dk santrifiijlenerek
hiicrelerin yikanmasi saglanmistir. Elde edilen peletlerin {izerlerine 50°ser ml % 0.9
NacCl eklenerek ¢oziilmeleri saglanmistir. 50 ml % 0.9 NaCl’de ¢6ziilmiis peletlerden
bir tanesi deneyde kullanilmak tizere kaldirilirken, digeri ise vejetatif hiicrelerin
oldiirtilmesi amaciyla 1s1 ile inaktivasyon i¢in 30 dk kaynayan suda bekletilmistir.
Boylece ii¢ 6rnek (B. thuringiensis siipernatanti, 50 ml % 0.9 NaCl’de ¢ozilmis B.
thuringiensis peleti ve 50 ml % 0.9 NaCl’de ¢oziilmiis ve 1s1 ile inaktivasyon

yapilmis B. thuringiensis peleti) deney igin hazir hale getirilmistir.
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S. coelicolor hiicrelerini deneye hazir hale getirmek i¢in ise, B. thuringiensis
hiicrelerinden farkli olarak, S. coelicolor onkiiltiiriinden 100 ml TSB besiyerine ekim
yapilmis ve 48 saat boyunca 30 °C’ta inkiibasyona birakilmistir. Diger tiim asamalar
B. thuringiensis ile ayn1 olmakla beraber, yalnizca santrifiijler 4500 rpm’de 20 dk
yapilmustir.

1 gecelik L. lactis onkiiltiiriinden 4 adet 100’er ml SGM17 besiyerine 2’ser ml
ekim yapilarak deneye baglanmistir. Hiicreler 30 °C’ta ¢alkalamasiz olarak inkiibe
edilmiglerdir. L. lactis hiicreleri 4. saatlerine ulastiklarinda 100 ml’lik kiiltiirlerden
bir tanesine 2.5 ml B. thuringiensis siipernatanti, bir tanesine 2.5 ml 50 ml % 0.9
NaCl’de ¢oziilmiis B. thuringiensis peleti ve bir tanesine ise 2.5 ml 50 ml % 0,9
NaCl’de ¢6ziilmiis ve 1s1 ile inaktivasyon yapilmis B. thuringiensis peleti eklenmistir.
Sonuncu 100 mI’lik kiiltiir ise kontrol olarak birakilmis ve dolayisi ile igerisine hicbir
madde eklenmemistir. S. coelicolor igin aynmi islemler tekrarlanmistir. Kiiltiirler 16
saat boyunca 30 °C’ta ¢alkalamasiz olarak inkiibasyona birakilmiglardir. 16. saatin
sonunda nisin iiretiminin belirlenmesi deneyi gerceklestirilmistir. Ertesi giin ise zon

caplart ol¢iilerek kaydedilmistir.



3. BULGULAR

3.1. Lactococcus lactis’in Nisin Uretimi
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L. lactis’in biiylime egrisi, hem spektrofotometrik olarak (Sekil 3.1.A) hem de

canli hiicre sayis1 belirlenerek olusturulmustur (Sekil 3.1.B). Her iki grafikte de L.

lactis hiicrelerinin 6. saatte duragan faza girdigi goriilmektedir. L. lactis’in biiylime

egriSinin olusturulmasit ve nisin iretiminin belirlenmesi es zamanli olarak

gerceklestirilmistir. Primer metabolit kinetigi gosteren nisin {iretimi, bakterinin

biiylimesine paralel olarak gergeklesmektedir (Sekil 3.2). Fermentasyonun ilk 8

saatinde artan nisin konsantrasyonu, 8. saatte 0.58 IU/ml’ye ulagmustir.

Fermentasyonun 16. saatinde en yiiksek nisin tiretimine (4.98 IU/ml) ulasilmistir.

L. lactis Bliyiime Egrisi

Absorbans (600 nm)
N

8 10 12 16 20 24
Zaman (Saat)
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Sekil 3.1. L. lactis biiylime egrisi hem spektrofotometrik olarak (A) hem de canli hiicre
sayisit (B) belirlenerek olusturulmustur. Dikey ¢izgiler standart hatalar1 gostermektedir.

Veriler 3 kez tekrarlanan deneyler sonucu elde edilmistir.

Zamana Baglh Nisin Uretimi

Nisin (1U/ml)
O B N W b U1 O N
N

Zaman (Saat)

Sekil 3.2. Zamana bagli nisin tiretimi. Dikey ¢izgiler standart hatalar1 géstermektedir. Veriler

3 kez tekrarlanan deneyler sonucu elde edilmistir.
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3.1.1. Nisin Uretimine Besiyerindeki Kiikiirt Konsantrasyonunun

Etkisi

Nisin molekiiliiniin yapisinda kiikiirt atomu igeren sistein aminoasitleri yer
almaktadir. Bu sebeple besiyerine disaridan eklenen kiikiirtiin, hiicrelerin nisin
tiretimi  lizerinde etkili olabilecegi diisliniilmiistiir. Hiicrelerin iiretildikleri
besiyerlerine farkli konsantrasyonlarda kiikiirt eklenerek nisin iiretimlerine
bakilmistir (Tablo 3.1). Sonuglar incelendiginde, kiikiirt konsantrasyonundaki artigin,

L. lactis’in nisin liretimini etkilemedigi goriilmiistiir.

Tablo 3.1. Besiyerindeki farkl kiikiirt konsantrasyonlarinin L. lactis’in nisin iiretimi {izerine
etkisi.

Kiikiirt Konsantrasyonu | 1. Deneme (Zon Cap1) 2. Deneme (Zon Capi)

Kontrol (SGM17) 11 mm 11 mm
0.25 g/L MgSOq,

0.5 g/L MgSO, 11 mm 11 mm

(SGM17 + 025 g/L
MgSO..7H,0)

0.75 g/L MgSOq, 11 mm 11 mm

(SGM17 + 05 g/L
MgS0..7H,0)

1 g/L MgSO, 11 mm 11 mm

(SGM17 + 075 g/L
MgS0..7H,0)

3.1.2. Nisin Uretimine B. thuringiensis ve S. coelicolor Kiiltiirlerinin

Etkisi

Literatirde sekonder metabolitlerin tretim verimlerinin arttilmasinda tiirler

arast etkilesimin kullanilabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Luti ve
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Mavituna, 2011). Bu sebeple bu ¢alisma kapsaminda L. lactis hiicrelerinin nisin
tiretimleri lizerine B. thuringiensis ve S. coelicolor kiiltiirlerinin etkisi incelenmistir.
L. lactis hiicrelerinin; B. thuringiensis siipernatantini, B. thuringiensis canli
hiicrelerini veya B. thuringiensis oli hiicrelerini igeren SGM17 besiyerlerine
ekilmesinin ardindan, 16 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda nisin {retimleri
belirlenmistir (Tablo 3.2). Sonuglar, besiyerlerinde 6lgiilen zon ¢aplari olarak
verilmistir. Tablo 3.2°de gorildiigii lizere elde edilen zon ¢aplar1 (11.5 mm) ayni
oldugundan, besiyerine eklenen B. thuringiensis canli ya da o6lii hiicrelerinin ve

kiiltir siipernatantinin, L. lactis bakterisinin nisin tiretimini etkilemedigi goriilmiistiir.

Tablo 3.2. Besiyerindeki B. thuringiensis siipernatantt ya da canli/6lii hiicrelerinin L.
lactis’in nisin tiretimi tizerine etkisi.

1. Deneme (Zon Capi) 2. Deneme (Zon Capi)

L. lactis — Kontrol 11.5 mm 11.5mm
L. lactis — B. thurin- 11.5 mm 11.5mm
giensis siipernatanti

L. lactis — % 0.9 NaCl’de 11.5 mm 11.5mm
¢oziilmiis B. thurin-

giensis peleti

L. lactis — % 0.9 NaCl’de 11.5 mm 11.5 mm

¢oziilmiis ve 1s1 ile
inaktivasyon yapilmis B.
thuringiensis peleti

L. lactis hiicrelerinin, S. coelicolor siipernatantini, S. coelicolor canli veya 6lii
hiicrelerini iceren SGM17 besiyerlerine ekilmesinin ardindan, 16 saatlik inkiibasyon
stiresinin sonunda nisin tiretimi belirlenmistir (Tablo 3.3). Elde edilen zon ¢aplar1 (12
mm) esit oldugundan, besiyerindeki S. coelicolor canli veya o&lii hiicrelerinin, L.
lactis’in nisin {iretimi tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi bulunmustur. Ancak
SGM17 besiyerine eklenen S. coelicolor siipernatanti, L. lactis hiicrelerinin nisin

tiretimlerini olumsuz yonde etkilemistir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Besiyerindeki S. coelicolor siipernatant1 ya da canli/6li hiicrelerinin L. lactis’in

nisin Uretimi tizerine etkisi.

1. Deneme (Zon Capi)

2. Deneme (Zon Capi)

L. lactis — Kontrol 12 mm 12 mm
L. lactis — S. coelicolor 10 mm 9.5 mm
siipernatanti

L. lactis — % 0.9 NaCl’de 12 mm 12 mm
¢oziilmiis S. coelicolor

peleti

L. lactis — % 0.9 NaCl’de 12 mm 12 mm

¢oziilmiis ve 1s1 ile
inaktivasyon yapilmis S.
coelicolor peleti

3.1.3. Nisin Uretimine Karbon Kaynaginin Etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin, L. lactis ATCC 11454’in nisin tretimini nasil

etkiledigini gostermek igin; L. lactis hiicreleri glukoz, siikroz, galaktoz, fruktoz,

mannoz, trehaloz, arabinoz, ksiloz, melas, nisasta, sellobiyoz ve PAS’m ayr1 ayr

eklendigi 12 farkli besiyerinde biyiitiilmistir. Daha sonra bu hiicrelerin nisin

tiretimleri 6l¢iilmiistiir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).
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Sekil 3.3. L. lactis’in nisin tiretimine A-B. glukoz, siikroz, galaktoz ve fruktozun; C-D.
mannoz, trehaloz, arabinoz, ksiloz ve melasin; E-F. nisasta ve sellobiyozun; G. PAS’in
etkisi.

L. lactis’in Nisin Uretimine Karbon
Kaynaginin Etkisi

120

100

—

Spesifik Nisin Aktivitesi (IU/ml.g)

Karbon Kaynagi (% 0.5)

Sekil 3.4. L. lactis’in nisin iiretimine karbon kaynaginin pH 7°de ve 30 °C’taki etkisi. Dikey
cizgiler standart hatalar1 gostermektedir. Veriler 2 kez tekrarlanan deneyler sonucu elde
edilmistir.

Bu deneyde kontrol, disaridan herhangi bir karbon kaynagi eklenmemis M17

besiyerinde biiyiitiilen L. lactis’in trettigi nisin miktaridir. Elde edilen sonuglara
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gore; kontroldeki nisin tiretimi géz Oniine alindiginda, besiyerine karbon kaynagi
olarak galaktoz ve sellobiyoz eklenmesi, L. lactis hiicrelerinin nisin iiretimini
arttirmaktadir. Sayilan karbon kaynaklarinin disinda besiyerine karbon kaynagi
olarak eklenen arabinoz, ksiloz, melas, PAS, fruktoz, mannoz ve trehaloz ise nisin
tiretiminde azalmaya sebep olmaktadir. Siikroz (56.78 1U/ml), glukoz (54.51 1U/ml)
ve nisastanin (53.75 IU/ml) nisin tiretimi iizerine ektilerinin kontrole (52.68 1U/ml)
¢cok yakin oldugu bulunmustur (Sekil 3.4). Farkli karbon kaynaklar1 eklenen
besiyerlerinde 1 g hiicrenin trettigi nisin miktarlar1 karsilastirildiginda; en yiiksek
nisin tretimi galaktoz (93.53 1U/ml) eklenen besiyerinin kullanilmast ile
gerceklesirken, en diisiik nisin tretimi ise besiyerine PAS (19.83 1U/ml) eklenmesi

ile meydana gelmistir.

3.1.4. Nisin Uretimine pH’min EtKkisi

L. lactis’in farkli baslangic pH’lart olan M17 besiyerlerinde biiyiitiilmesi
sonrast yapilan nisin iiretimi deneylerinin sonuglari, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da
goriilmektedir. L. lactis hiicreleri tarafindan iiretilen en yiiksek nisin konsantrasyonu
pH 5.5’te (249.03 1U/ml), en diisiik nisin konsantrasyonu ise pH 9’da (108.83 1U/ml)
gozlenmigtir. L. lactis hiicreleri, baglangic pH’st 3 ve 4 olan besiyerlerinde

tireyememislerdir.

Sekil 3.5. L. lactis’in nisin iiretimine A-B. pH 3, 4, 5, 5.5 ve 6’nin; C-D. pH 6.5, 7, 8 ve 9’un
etkisi.
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L. lactis'in Nisin Uretimine pH'nin Etkisi

400

350

300

250 T
200 T
150
100 T
0 T T T T T
pH7 pH8 pHO

Spesifik Nisin Aktivitesi (IU/ml.g)

pH 3 pH 4 pH5 pH 5.5 pH 6 pH 6.5

Baslangi¢ pH Degerleri

Sekil 3.6. L. lactis’in nisin iiretimine pH’nin 30 °C’taki etkisi. Dikey c¢izgiler standart
hatalar1 gostermektedir. Veriler 2 kez tekrarlanan deneyler sonucu elde edilmistir.

3.1.5. Nisin Uretimine Sicakhigin Etkisi

L. lactis’in nisin dretimine sicakligin etkisini gozlemleyebilmek igin, M17
besiyerlerine ekilen hiicreler farkli sicakliklarda biiyiitiilmiis, sonrasinda nisin
tretimleri Ol¢iilmiistiir (Sekil 3.7 ve Sekil 3.8). En fazla nisinin, 25 °C’ta (72.44
IU/ml) dtretildigi gozlenmistir. L. lactis ATCC 11454 susunun nisin dretimi, 25
°C’tan baglayarak sicakligin artigi ile birlikte azalmakta, 42 °C’ta ise tamamen

durmaktadir. Hiicreler 42 °C’ta tiredikleri halde nisin tiretmemislerdir.
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Sekil 3.7. L. lactis’in nisin tiretimine A. 25 ve 30 °C’1n, B. 37 ve 42 °C’1n etkisi.

L. lactis’in Nisin Uretimine Sicakhgin Etkisi

80

70

60

50 -

40 -

30

20 -

10

Spesifik Nisin Aktivitesi (IU/ml.g)

25°C 30°C 37°C 42 °C
Sicaklik (°C)

Sekil 3.8. L. lactis’in nisin tiretimine sicakligin pH 7’deki etkisi. Dikey ¢izgiler standart
hatalar1 gostermektedir. Veriler 2 kez tekrarlanan deneyler sonucu elde edilmistir.
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3.2. fhuR Geninin Coklu Kopyalarmin L. lactis’in Nisin

Uretimine Etkisi

3.2.1. fhuR Geninin PCR ile Cogaltilmasi

L. lactis ATCC 11454 susunun genom dizisi bilinmediginden, fhuR geninin
PCR ile ¢ogaltilabilmesi i¢in dejenere primerler tasarlanmistir. Dejenere primerleri
hazirlamak igin L. lactis MG1363, L. lactis 1L1403 ve L. lactis KF147 nin genom
dizileri birbirleriyle eslestirilerek fhuR geni igin korunmus bolgeler tespit edilmistir
(Sekil 3.9). Tespit edilen bu korunmus bolgeler kullanilarak genin basindan ve
sonundan olmak tizere F ve R primerler tasarlanmistir. Tasarlanan primerlerin 5’
uclarina pMG36e vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesine uygun sekilde yerlesmesini
saglayacak restriksiyon enzim tanima bdlgeleri (Pstl) eklenmistir. Ayrica yonlii
klonlama yapabilmek igin, bir baska bir F primer daha tasarlanarak 5’ ucuna Xbal

kesim bolgesi eklenmistir.

Bu primerlerin ve kalip olarak L. lactis ATCC 11454 genomik DNA’sinin
kullanilmas: ile olast fhuR geninin ¢ogaltilmasi i¢in PCR gergeklestirilmistir.
Phusion DNA polimeraz enzimi ile 50 °C primer tutunma sicakliginda, fhuR geni
i¢cin 0zgiil amplikon elde edilmistir (Sekil 3.10). PCR iiriiniiniin dizi analizi yapilmis
ve BLAST programi araciligiyla, ¢ogaltilan amplikonun L. lactis fhuR geni oldugu
gosterilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.9: L. lactis MG1363, L. lactis IL1403 ve L. lactis KF147’nin genom dizilerinin
MegAlign programinda birbirleriyle eslestirilmesi. % 100 korunmus bdlgeler kirmizi ile
gosterilmistir.

«—— 10000 be

«—— 3000 b

977 be <—— 1000 b¢

Sekil 3.10. fhuR genine ait PCR {iriiniiniin agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler
DNA belirteci; 1. fhuR (977 bg).
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5’ ATGAATATTAAACAATTACGGTACGTCGTCGCCATTGCTAATAGTGGAACTTTTCGTGAGGCTTCAGAGCAACT
CTTTGTTAGTCAACCCTCAATGTCGATTGCGGTTAAAGACTTGGAGCAAGAACTAGGTTTTCAAATCTTTGAGAGA
ACAAATACAGGTGCGACTTTAACTATTGAAGGCGAACGTTTTTATGAACAAGCACAGACTGTTTTACGTAATTTTG
AAACTTTTGAATCAAAATATTCTAAGCCAAAAGAGTCTGATAAGACTTTCTCAGTTGCCAGTCAACACTATGATTT
TCTAGCACCAGTTGCAGTGGAATTTGCAAAGAAAAATCCTGAAATCAAAAATTTTAGAATTTTTGAGTCAACTACT
TATAATATTTTGCAAGAAGTGGCGCAAGGGCACAGTGAACTTGGAGTGGTTTATCTCAATAAACAAAATCGCTCAG
GGATTTTAAGAATGCTCAATAAACTTGAATTAGATTACGAAGAAATTTTCTTATCGCAAACGCATATCTATATTCG
CAAAGGCCATCCACTAGCTCAACGTGAAACAATTTCAGATGATGATTTAAAACCGCTAGATCGTGTGCGATTTACA
CAAGAAAATGAACAGTTTCTTTACTATTCTGAAGATTTGATTGAGACTTTTGAAAATACCTTGATTTATAACGTCA
CTGACCGTGCAAGTTTAAATGGAATTTTAGAACGGACAGATGCCTACGCAACAGGTCTTGGTTTTATTGATAAAGA
GAGCGTCCATAATGTAACAGTTGTCCCTATGGAGGGAGACAATGGAAATAGTTTGATTTTAGTCAAACATCGTGGA
CATTTATTATCAAATGCGGCGACTTCTTATAAACGTAGTCTTGAA 3’

Sekil 3.11. PCR ile elde edilen amplikonun DNA dizisi (fhuR geni).

3.2.2. Ampisilin Diren¢ Geninin (bla) PCR ile Cogaltilmasi

Yaban tip E. coli DH5a hiicrelerinin olduk¢a yiiksek konsantrasyonlarda
eritromisin igeren besiyerlerinde iiriiyor olmalari, {izerinde eritromisin diren¢ geni
bulunan pMG36e plazmidini tasiyan hiicrelerin yaban tip hiicreler arasindan
secilememesine sebep olmustur. Bu yiizden pMG36e plazmidine ampisilin direng
geninin (bla) klonlanmasina karar verilmistir. 5 uglarnda EcoRI enzim kesim
bolgesi bulunan primerler ve pBluescript SK(-) plazmidinin kalip olarak kullanildigt
PCR ile olas1 bla geni ¢ogaltilmistir (Sekil 3.12). PCR iiriinii, EcoRI ile kesildikten
sonra, ayni enzim ile kesilmis pMG36e plazmidiyle ligasyon ile birlestirilmistir.
Yapilan hi¢bir denemede, ampisilinli besiyerinde iireyen
transformant/transformantlar elde edilmemistir. PCR ile elde edilen DNA
fragmaninin, bla genine ait olmayabilecegi sonucuna varilarak (DNA dizi analizi
yapilmamistir) baska bir direng geninin pMG36e plazmidine klonlanmasina karar

verilmistir.
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10000 b¢ ——>
6000 b ——>

3000 be ——>

Sekil 3.12. Ampisilin diren¢ genine ait oldugu diisiiniilen PCR f{iriinlerinin agaroz jeldeki
gortinimleri. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1. Olasi ampisilin direng geni (Primer
baglanma sicakligi 60 °C); 2. Olas1 ampisilin diren¢ geni (Primer baglanma sicakligi 62.5
°C); 3. Olas1 ampisilin diren¢ geni (Primer baglanma sicakligi 65 °C); 4. Olast ampisilin
diren¢ geni (Primer baglanma sicakligi 67.5 °C); 5. Olas1 ampisilin direng geni (Primer
baglanma sicakligi 70 °C).

3.2.3. Kanamisin Diren¢ Geninin (kan) PCR ile Cogaltilmasi

E. coli’de segicilik saglamayan eritromisin direng geni disinda, ikinci bir direng
geninin pMG36e plazmidinde bulunmasi gerekmektedir. Ampisilin direng geniyle
yapilan denemeler basarisizlikla sonuglandigindan, kanamisin direng geninin PCR ile
cogaltiip pMG36e plazmidine klonlanmasina karar verilmistir. Kanamisin direng
geni, pSKdesAKn plazmidinin kalip olarak kullanildigi PCR ile ¢ogaltilmistir (Sekil
3.13). PCR iiriiniiniin biyiikligii molekiiler DNA belirteci ile karsilastirilarak

dogrulanmistir.
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10000 be

3000 be

1500 be <«— 1497 b¢

1000 be

Sekil 3.13. Kanamisin diren¢ genine ait PCR {iriinliniin agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1
kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1. Kanamisin direng¢ geni (1497 bg).

3.2.4. Kanamisin (kan) Geninin pMG36e Plazmidine Klonlanmasi

Kanamisin direng geni (kan) Phusion DNA Polimeraz enziminin &zelliginden
dolay1 kiit u¢lu PCR firiinii oldugundan, ligasyon Oncesi herhangi bir restriksiyon
enzim kesimi gerektirmezken; pMG36e plazmidi Hindlll restriksiyon enzimi ile
kesilmis, sonrasinda ise olusan yapigskan uglar1 kiit uca ¢evirmek amaciyla Klenow
enzimi kullanilmustir. Jelden saflastirilan DNA fragmanlan ligaz enzimi ile
birlestirilmis ve ligasyon triinleri E. coli DH5a’ya aktarilmistir. Kanamisin igeren
besiyerinde tireyen transformantlardan izole edilen plazmitler, uygun restriksiyon
enzimleri (Sacl ve Sall) ile kesilerek rekombinant plazmitler taranmistir (Sekil 3.14).

Bu ¢alismada, olusturulan yeni plazmide pMG36e-Kn ad1 verilmistir (Sekil 3.15)

Plazmidlerin dogrulanmas1 amaciyla segilen Sacl ve Sall restriksiyon
enzimleri, hem pMG36e hem de olusturulmasi amaglanan pMG36e-Kn plazmidini
tek bir noktadan keserek jelde plazmidin biiyiikliigiinde tek bir bant gozlenmesine
sebep olmaktadirlar. Kesim sonucu elde edilmesi beklenen bant biiytkliikleri;

pMG36e plazmidinin kesimi sonucu 3610 bg, pMG36e-Kn plazmidinin kesimi
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sonucu ise 5107 bg¢’dir. Sekil 3.14°te pMG36e ve olasi pMG36e-Kn plazmidlerinin
Sacl restriksiyon enzimi ile kesimleri sonucunda elde edilen sirasiyla 3610 ve 5107
b¢ olan bantlar gozlenmektedir. pPMG36e ve olast pMG36e-Kn plazmitlerinin Sall
enzimi ile kesimleri sonucu elde edilen bantlar da (sirasiyla 3610 ve 5107 bg) Sekil

3.14’te verildigi gibi gozlenmektedir.

Sekil 3.14. pMG36e ve olast pMG36e-Kn plazmidlerinin restriksiyon enzim kesim
sonuglari. M. 1 kb’lik molekiiller DNA belirteci; 1. pMG36e plazmidi (kesilmemis) 2.
pMG36e-Kn plazmidi (kesilmemis) 3. pMG36e plazmidinin Sacl ile kesimi (3610 bg); 4.
pMG36e-Kn plazmidinin Sacl ile kesimi (5107 bg).
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Hindlll

pMG36e-Kn
5107 bp

Hindlll

Emr

Sekil 3.15. pMG36e plazmidine Kanamisin direng geninin (kan) klonlanmasi sonucu olusan
pMG36e-Kn rekombinant plazmidinin sematik goriiniimii.

3.2.5. fhuR Geninin pMG36e-Kn Plazmidine Klonlanmasi

fhuR PCR iiriinii ve pMG36e-Kn plazmidi Xbal ve Pstl restriksiyon enzimleri
ile kesildikten sonra agaroz jelden saflagtirilmiglardir. Tekrar agaroz jelde
yiriitiilerek konsantrasyonlar1 belirlenen fhuR Xbal-Pstl fragmani ve pMG36e-Kn
Xbal-Pstl plazmidi ile ligasyon reaksiyonlart kurulmustur. Ligasyon iriinleri, E. coli

DHS5a sugunun transformasyonunda kullanilmaigtir.

Elde edilen transformantlardan plazmit izolasyonu yapilmis ve rekombinant
plazmitler restriksiyon enzim kesimi (Sacl) (Sekil 3.16), PCR reaksiyonu (Sekil
3.17) ve dizi analizi ile dogrulanmiglardir. Bu ¢alisma sonucunda olusturulan yeni
plazmide pMG36e-Kn-fhuR ad1 verilmistir (Sekil 3.18).

pMG36e-Kn-fhuR plazmidinin Sacl restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu elde
edilmesi beklenen tek bandin biiytikligi 6084 bg’dir. Sekil 3.16°da goriildiigi gibi 2.
kuyudaki plazmid pMG36e-Kn-fhuR’dir.
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Sekil 3.16. pMG36e-Kn-fhuR plazmidinin restriksiyon enzim kesim sonuglart. M. 1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci; 1. pMG36e-Kn-fhuR plazmidi (kesilmemis); 2. pMG36e-Kn-fhuR
plazmidinin Sacl ile kesimi (6084 bg).

pMG36e-Kn-fhuR plazmidinin PCR ile dogrulanmasi igin kalip olarak 4 farkli
DNA (L. lactis genomik DNA’s1, pMG36e plazmit DNA’s1;, pMG36e-Kn plazmit
DNA’s1 ve pMG36e-Kn-fhuR plazmit DNA’s1) kullanilirken, primer olarak fhuR
geni i¢in tasarlanan ileri (2) ve geri primerler kullanilmigtir. L. lactis yaban susu
genomik DNA’s1 ve pMG36e-Kn-fhuR plazmit DNA’sinin kalip olarak kullanildigt
PCR sonucunda jelde fhuR genine ait bant gozlenirken, pMG36e plazmit DNA’s1 ve
pMG36e-Kn plazmit DNA’sinin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonlar1 sonucu
jelde bant gézlenmemistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. pMG36e-Kn-fhuR plazmidindeki fhuR geninin dogrulanmasi amaciyla
gergeklestirilen PCR reaksiyonlari. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1. L. lactis
genomik DNA’simmin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonu; 2. pMG36e plazmit
DNA’smin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonu; 3. pMG36e-Kn plazmit DNA’sinin
kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonu; 4. pMG36e-Kn-fhuR plazmit DNA’sinin kalip
olarak kullanildigi PCR reaksiyonu.

Enzim kesimi ve PCR reaksiyonu ile fhuR geninin plazmitteki varligi ispat
edilmis, ancak fhuR’nin, pMG36e {izerinde bulunan P32 promotorunun altina dogru
yonde yerlesip yerlesmedigi belirlenememistir. Bunun i¢in rekombinant plazmidin
DNA’sinin dizilenmesine ihtiya¢ duyulmustur. Dizi analizi sonuglarina gore fhuR
geninin pMG36e-Kn plazmidine P32 promotoruyla aymi yonde yerlestigi

belirlenmistir.
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Sekil 3.18. Rekombinant pMG36e-Kn plazmidine fhuR geninin klonlanmasi sonucu olusan
pMG36e-Kn-fhuR rekombinant plazmidinin sematik goriinimdi.

3.2.6. pMG36e-Kn-fhuR Plazmidinin L. lactis’e Aktarilmasi

E. coli DH5a susunda hazirlanan, sonrasinda metilasyon yoksunu E. coli
ET12567 susuna aktarilan ve bu sustan izole edilen pMG36e-Kn-fhuR plazmidinin L.
lactis hiicrelerine aktarilmasi i¢in elektroporasyon denemeleri gergeklestirilmistir.
Elektrokompetan hiicreler ilk olarak Holo ve Nes (1995)’in yontemi ile hazirlanmus,
ancak bu yontemle hazirlanan hiicrelerin kullanildig1 elektroporasyon denemelerinde
basart saglanamamustir. L. lactis elektrokompetan hiicrelerin hazirlanmasinda
denenen bir diger yontem, Powell ve ark. (1988) tarafindan gelistirilmistir. Ancak bu
hiicreler kullanilarak yapilan elektroporasyon denemeleri de basarili olmamigtir. Son
olarak L. lactis elektrokompetan hiicreleri hazirlamak i¢in, Papagianni ve ark.’nin
2007 yilinda yayinladiklart yontem kullanilmistir. Bu yontem ile hazirlanan
elektrokompetan hiicrelerle yapilan elektroporasyon denemelerinde yine basari
saglanamamigtir. Farkli yontemlerle hazirlanan elektrokompetan hiicrelerle yapilan

biitiin denemelerde farkli gerilim ve direng degerleri de kullanilmistir (Tablo 2.7).
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4. TARTISMA VE SONUC

Nisin, 1969 vyilinda Gida ve Tarim Organizasyonu/Diinya Saghk
Organizasyonu (FAO/WHO) tarafindan giivenli oldugu onaylandigindan beri
gidalarin korunmasi amactyla kullanilmaktadir. Bu tarihten giiniimiize kadar gegen
siire icerisinde nisin, gida sektoriinde gilivenle kullanilan gida katki maddeleri
arasinda yerini almistir. Bunun en 6nemli nedeni, insanlar i¢in tamamen giivenli
olmasidir. Bu denli 6nemli bir molekiiliin iiretim veriminin arttirilmast bu ¢alismanin

temel amacini olusturmaktadir.

Calismamiz kapsaminda oncelikle L. lactis ATCC 11454 hiicrelerinin biiyiime
egrisi olusturulmustur. Biiylime egrisinin olusturulmasinda hem spektrofotometrik
Olglim yapilarak hem de canli hiicre sayist belirlenerek iki farkli grafik
hazirlanmistir. L. lactis’in biiylime egrisinin olusturulmasi ve nisin iretiminin
belirlenmesi es zamanli olarak gerceklestirilerek biiylime egrisi ile nisin iiretimi
iligskilendirilmistir. Beklendigi iizere primer metabolit kinetigi gdsteren nisin iiretimi,

bakterinin biiylimesine paralel olarak ger¢eklesmistir.

Nisin Uretim veriminin arttirilmast i¢in Oncelikle besiyerinin igeriginin
degistirilmesi yoluna gidilmistir. Nisin molekiiliiniin yapisinda kiikiirt atomu igeren
sistein aminoasitleri yer aldigindan besiyerinde bulunan kiikiirt konsantrasyonunun,
hiicrelerin nisin {retimi {izerinde etkili olabilecegi disiiniilmiistiir. Bu yiizden ilk
olarak besiyerinin kiikiirt konsantrasyonlar1 degistirilmis ve bu degisimin L. lactis
hiicrelerinin nisin Uiretimi tizerine etkisi arastirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda
kiikiirt iceren besiyerlerinde gelistirilen L. lactis hiicrelerinin nisin iiretimlerinde

herhangi bir degisime rastlanmamuistir.

Luti ve Mavituna, 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, S. coelicolor A3 (2)
susunun rettigi antimikrobiyal, immiinsupresif ve antikanser 6zellikler gosteren bir
molekiil olan undesilprodigiosin iiretimi iizerinde B. subtilis hiicrelerinin etkisini
arastirmiglardir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore, B. subtilis canli ya da 6li
hiicreleri S. coelicolor hiicrelerinin undesilprodigiosin iiretimini yaban tipe gére %

256 oraninda arttirmistir.  Aragtirmacilar bu sonuclar 1s18inda, sekonder
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metabolitlerin  {iretim  verimlerinin  arttirilmasinda  tiirler aras1  etkilesimin
kullanilabilecegini gozler Oniine sermislerdir. Tez c¢alismasinda, nisin {retim
veriminin arttirilmas1 amaciyla besiyerlerine, B. thuringiensis ve S. coelicolor
kiiltiirlerinin stipernatantlar1, canli hiicreleri veya olii hiicreleri eklenmis ve L. lactis

hiicreleri bu besiyerlerinde inkiibe edilmisglerdir.

Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar, B. thuringiensis siipernatanti,
canli hiicreleri veya 6lii hiicrelerinin, L. lactis bakterisinin nisin tiretimi tizerine

olumlu ya da olumsuz yonde herhangi bir etkisinin bulunmadigini géstermistir.

L. lactis hiicrelerinin, S. coelicolor siipernatanti, canli hiicreleri veya 6li
hiicrelerini i¢eren farkli besiyerlerinde biiytimelerini takiben yapilan nisin 6l¢iim
sonuglarina gore; besiyerindeki S. coelicolor canli ya da 6li hiicrelerinin, L. lactis
bakterisinin nisin tiretimi tizerine olumlu ya da olumsuz yonde herhangi bir etkisinin
bulunmadigi tespit edilmistir.  Ancak besiyerine eklenen S. coelicolor
slipernatantinin, L. lactis hiicrelerinin nisin tretimini olumsuz yonde etkiledigi
gozlenmistir. Bu durumun, S. coelicolor kiiltiirlerinin siipernatantinda bulunan
antibiyotiklerin L. lactis hiicrelerini inhibe etmesinden veya oldiirmesinden

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Calisma kapsaminda, nisin liretiminin en yiiksek oldugu karbon kaynagi, pH ve
sicaklik da tespit edilmistir. Besiyerindeki karbon kaynaginin, L. lactis hiicrelerinin
nisin liretiminde 6nemli oldugu bilinmektedir. Hiicreler farkli karbon kaynaklari
iceren besiyerlerinde iiretildiginde hem hiicre gelisimi hem de nisin biyosentezi

etkilenmektedir.

Nisin {iretimi tizerine farkli karbon kaynaklarmin etkisinin belirlenmesi
amaciyla denenen karbon kaynaklari arasinda mono-, di- ve polisakkaritler
bulunmaktadir. Kullanilan monosakkaritler; glukoz, fruktoz, arabinoz, galaktoz,
ksiloz ve mannozdur. Disakkarit olarak siikroz, sellobiyoz ve trehaloz denenmistir.
Siikroz disakkaritini igeren melas ve laktoz disakkaritini iceren PAS da denenen
karbon kaynaklar1 arasindadir. Ayrica polisakkarit olarak glukoz monosakkaritlerinin

bir araya gelmesi sonucu olusan nisasta da denenmistir.
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Bu calismada elde ettigimiz sonuglara gore; besiyerine karbon kaynagi olarak
% 0.5 oraninda galaktoz ve sellobiyoz eklenmesi L. lactis hiicrelerinin nisin iretimini
arttirirken; % 0.5 oraninda arabinoz, ksiloz, fruktoz, mannoz ve trehaloz eklenmesi
ise nisin tretiminde azalmaya sebep olmaktadir. Besiyerindeki son konsantrasyonu
1/20 oraninda olan melas ve son konsantrasyonu 1/4 oraninda olan PAS da nisin
tiretiminde azalmaya sebep olan diger iki karbon kaynagidir. Karbon kaynagi olarak
siikroz, glukoz ve nisastanin besiyerine eklenmelerinin, nisin {iretimini

degistirmedikleri saptanmistir.

Farkli karbon kaynaklar1 eklenen besiyerlerinde 1 g hiicrenin iirettigi nisin
miktarlar karsilastirildiginda; en yiiksek nisin iiretimi galaktoz eklenen besiyerinin
kullanilmasi ile gerceklesirken, en diisiik nisin iiretimi ise besiyerine PAS eklenmesi

ile meydana gelmistir.

Chandrapati ve O’Sullivan 1998 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, L. lactis ATCC
11454 susunun nisin {iretimini etkileyen ¢esitli karbon kaynaklarini incelemislerdir.
Arastirmacilarin elde ettikleri sonuglara gore, glukozun tek basina nisin {iretimi i¢in,
ortalama 975 U nisin/10° koii ile optimal karbon kaynag oldugu bulunmustur.
Besiyerlerine karbon kaynagi olarak siikroz ya da fruktozun eklenmesi, nisin
tiretiminde glukoza goére yaklasik 2 kat diisiise sebep olmustur. Glukoz ve siikrozun
birlikte kullanildiklar1 besiyerinde ise L. lactis hiicreleri oldukga diisiik seviyede
nisin Uretmislerdir. Arastirmacilar, bu durumun siikrozun nisin iiretimi {izerine
baskilayici bir etkisinin bulunabilecegi seklinde agiklanabilecegini, ancak ayni
transpozonda bulunan siikroz ve nisin genleri icin elde edilen bu sonuglarin merak
uyandirict oldugunu belirtmislerdir. Glukozun nisin tiretimine etkileri ile ilgili bu
calismada yayimlanan sonuglar, bizim bu tez calismasinda elde ettigimiz sonuglar ile
uyum gostermemektedir. Bizim ¢alismamiza gore besiyerine eklenen glukoz, nisin
tiretim verimini etkilememektedir. Elde ettigimiz diger sonuglara gore, siikroz da
nisin iiretim verimini etkilemezken, fruktoz nisin iiretiminde bir miktar diisiise sebep

olmaktadir.

Calismamiz kapsaminda, L. lactis hiicrelerinin farkli baslangig pH’larindaki

besiyerlerinde biiyiitiilerek, L. lactis’in nisin tiretimine pH’ nin etkisi gosterilmistir.
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Elde edilen sonuglara gore, L. lactis hiicreleri en ¢ok nisini pH 5.5’te tiretmislerdir.

En diisiik nisin {iretimi ise pH 9’da gozlenmistir.

Literatiirde son yillarda L. lactis ATCC 11454 susunun nisin retimi {izerine
pH’nin etkisini arastiran c¢aligmalardan biri, 2010 yilinda Liu ve arkadaslar
tarafindan yayimlanmistir. Bu ¢alismada, pH’s1 5.25, 5.5, 5.75, 6, 6.25 ve 6.5 +
0.05’¢ ayarlanarak sabit tutulan 6 farkli fermentasyon kosulunda L. lactis
hiicrelerinin nisin tiretimleri incelenmistir. 3790 + 130 IU/ml nisin ile en yiiksek
seviyede nisini, pH’s1 5.75’te sabit tutulan besiyerinde biiyiitiilen L. lactis hiicreleri
tretmisglerdir. Diger pH degerlerinde, pH 5.75°¢ gore daha az nisin iretimi
gerceklesmistir. Bu calismaya paralel olarak, tez c¢alismasinda da en fazla nisin
tretiminin goriildiigli besiyerinin pH’s1 5.5 olarak tespit edilmistir. Calismamiz
kapsaminda yapilan pH deneylerinde besiyerlerinin pH’lar1 sabit tutulmayip sadece
baslangi¢ pH’lar1 verilen degerlere ayarlanmasina ragmen elde edilen sonuglar, Liu

ve arkadaslarinin (2010) sonuglartyla olduk¢a uyumludur.

L. lactis’in nisin iretimine sicakligin etkisi de bu tez galismasi kapsaminda
aragtirtlmistir. Besiyerlerine ekilen L. lactis’in farkli sicakliklarda biiyiitiilmesi
sonrasi yapilan nisin iiretimi deneylerinin sonuglarma gore, en fazla nisin 25 °C’ta
tiretilmektedir. Nisin iiretimi, sicakligin artis1 ile birlikte azalmakta, 42 °C’ta ise

tamamen durmaktadir.

L. lactis hiicrelerinin nisin {iretim verimlerini arttirmak igin yapilan bu
optimizasyon c¢aligmalarinin ardindan, molekiiler seviyede nisin biyosentezini
arttirabilmek igin ilgili genler arastirilmistir. Wu ve arkadaslarinin (2009) yaptigi
calismada, Mu transpozisyon kompleksleri kullanilarak, L. lactis hiicreleri rastgele
mutasyona ugratilmiglardir. Arastirmacilar, elde ettikleri yaklagik 2000 ekleme
mutantini tarayarak nisin liretimlerini incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore, 3
mutantta nisin Uretimlerinin azaldiginmi tespit etmislerdir. Bu mutantlarin genetik
yapilart incelendiginde nisB, rpiA ve fhuR genlerinde mutasyonlarin oldugu

saptanmuistir.

fhuR geninin kodladigi FhuR proteini, L. lactis’te kiikiirt metabolizmasinin

diizenlenmesinde transkripsiyonel bir aktivatdr olarak gorev alir. Bu protein,
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diizenledigi yedi farkli operonla kiikiirt metabolizmasinda gorevli anahtar bir
molekiildiir. Arastirmacilar (Wu ve ark., 2009), hiicrede fhuR geninin yoklugunun
nisin Uretimini sekteye ugrattigini tespit etmislerdir. Bu durumu nisinin yap1
taslarindan biri olan sistein aminoasidinin dolayisi ile kiikiirt atomunun hiicredeki

eksiligi ile agiklamislardir.

Tez calismasi kapsaminda, nisin iiretimini arttirabilecegi diistiniilerek, fhuR
geninin ¢oklu kopyalarinin nisin tretimi {izerindeki etkisinin arastiritlmasi
amaglanmistir. Bu amagla, oncelikle fhuR geni PCR ile ¢ogaltilip pMG36e

plazmidine klonlanmaya calisilmistir.

fhuR genini ¢ogaltmak icin yapilan PCR’da, L. lactis ATCC 11454 susunun
genom dizisi bilinmediginden dejenere primerler hazirlanmig (5’ uglarinda ayn
enzim kesim bolgesi mevcut) ve kalip olarak L. lactis ATCC 11454 genomik DNA’s1
kullanilmigtir. Elde edilen amplikonun fhuR geni oldugu dizi analizi ile

ispatlanmustir.

Ancak klonlama ¢alismalarinda yasanan sorunlar sebebiyle hazirlanan dejenere
primerlerden F primer, 5’ ucunda farkli bir enzim kesim bolgesi olacak sekilde tekrar
tasarlanmistir. Bu sekilde fhuR fragmaninin vektore yonlii bir sekilde klonlanmasi

diistintilmistiir. Bu sekilde de fhuR geni pMG36e’ye klonlanamamustir.

Klonlama c¢alismalarinda yasanan sorunun ana sebeplerinden biri pMG36e
plazmidinin E. coli DH5a hiicrelerinden istenilen yogunlukta elde edilememesidir.
Konvansiyonel yontemlerle ya da kitle yapilan plazmit izolasyonu denemelerinde
cok diisiik yogunluklarda plazmit izole edilebilmistir. Diisiik yogunlukta elde edilen
plazmit DNA, restriksiyon enzimleri ile kesim sonrasi jelden saflastirildiginda daha
da azalmis, dolayisiyla ¢ok diisiik yogunlukta plazmit ile yapilan ligasyon denemeleri
basarisizlikla sonuglanmistir. Bu durum bize, pMG36e plazmitinin E. coli
hiicrelerindeki kararliliginin diisiik oldugunu ve bu sebeple izolasyon sonucu elde
edilen plazmitin istenilen yogunlukta olmadigini disiindiirmistiir. Ancak, Wang ve
arkadaglarinin 2005 yilinda yayimladiklar1 ¢alismada, pMG36e plazmidinin hem E.
coli’lde hem de L. lactis’de olduk¢a kararli oldugu gosterilmistir. S6z konusu

calismada, aragtirmacilar, E. coli JM109 susunu 120 jenerasyon boyunca devamli
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olarak {rettiklerinde pMG36e plazmidinin genetik kararliliginin eritromisin
varliginda % 100, eritromisin yoklugunda % 98 oldugunu tespit etmislerdir. L. lactis
MG1363/36e susunun 100 jenerasyon boyunca devamli olarak iiretilmesi sonucu,
pPMG36e plazmidinin genetik kararlilik orani ise eritromisin varliginda ve
yoklugunda % 98’dir. Bu sonuglara gore arastirmacilar, pMG36e plazmidinin her iki
konakc¢ida oldukca yiliksek genetik kararliliga sahip olduguna ve eritromisinin bu

kararliga kaydadeger bir etki yapmadigina dikkat ¢ekmislerdir.

Uzunca bir siire yapilan optimizasyon ¢alismalari sonucunda, pMG36e
plazmidinin yogun bir sekilde izole edilebilmesi i¢in, Oncelikle bir gece boyunca kat1
besiyerinde biiylitiilmesi, ardindan bu taze kiiltiirden s1v1 besiyerine ekim yapilarak

bir gece inkiibe edilmesi gerektigi tespit edilmistir.

Klonlama calismalarinda yasanan diger ana sorunlardan bir tanesi ise yaban tip
E. coli DH5a hiicrelerinde goriilen eritromisin direncidir. pMG36e plazmidi mekik
bir vektor olup hem E. coli hem de L. lactis hiicrelerinde replike olabilmektedir. Bu
plazmitin antibiyotik direng geni olarak tasidigi eritromisin direng geni (emr) bu iki
hiicre i¢in de islevseldir. Dolayisiyla pMG36e plazmidi kullanilarak gergeklestirilen
pek ¢ok calismada eritromisin direnci hem E. coli hem de L. lactis hiicrelerinde
plazmiti alan hiicrelerin tespitinde kullanilabilmektedir. Ancak bu c¢aligmada,
besiyerindeki eritromisin konsantrasyonu 800 pg/ml’ye kadar ¢ikarildigi halde,
yaban tip E. coli hiicreleri bu besiyerlerinde tiremeye devam etmislerdir. Bu yiizden,
fhuR geninin klonlandig1 rekombinant plazmidi tagiyan suslar saptanamamustir. Bu
sorunu ¢ozebilmek i¢in Oncelikle yeni bir eritromisin antibiyotigi siparis edilmis ve
hiicreler lizerinde denenmistir ancak durum degismemistir. Daha sonra, E. coli
DH5a’da bir problem olabilecegi diisiiniilerek, Ankara Universitesi’nden yaban tip
E. coli DH5a saglanmis, fakat bu hiicrelerin de eritromisine direngli olduklari
goriilmiistiir. Bunun iizerine, pMG36e vektoriine ikinci bir direng geninin

klonlanmasi kararlastirilmistir.

pMG36e plazmidine ampisilin diren¢ geninin (bla) klonlanmasi igin,
pBluescript SK(-)’nin kalip olarak kullanildigi PCR ger¢eklestirilmistir. PCR sonucu
spesifik olmayan bantlarla beraber ampisilin direng geninin biiyiikliigiine uygun

DNA fragmani da elde edilmistir. Jelden saflastirilan bu fragman ile pMG36e
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plazmidi ligasyon reaksiyonuyla birlestirilmistir. Ancak transformasyon sonucunda
ampisiline direngli hi¢ bir E. coli hiicresi elde edilememistir. Bu durum, PCR’da elde
edilen amplikonun ampisilin direng geni olmayabilecegini ya da kii¢iik olasilikla
PCR esnasinda yanlis niikleotidlerin eklenerek gen dizisinin bozuldugunu
diistindiirmiistiir. Ampisilin direng geniyle yapilan denemeler basarisizlikla
sonuclandigindan, pMG36e plazmidine kanamisin diren¢ geninin klonlanmasina

karar verilmistir.

Kanamisin direng geni (kan), uygun primerler ile pSKdesAKn plazmit
DNA’smin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonuyla c¢ogaltilmis ve pMG36e
plazmitine klonlanmistir. Yeni plazmide, bu ¢alismada, pMG36e-Kn adi verilmistir.
Ardindan bu plazmide (pMG36e-Kn), fhuR geni klonlanarak pMG36e-Kn-fhuR
plazmidi elde edilmistir. fhuR geninin {izerinde bulundugu bu rekombinant plazmidin
dogrulugu hem restriksiyon enzim kesimleriyle, hem PCR ile hem de dizi analiziyle

gosterilmistir.

pMG36e-Kn-fhuR  plazmidi, farkli elektrokompetan hiicre hazirlama
yontemleriyle, L. lactis’e elektroporasyonla aktarilmaya ¢alisilmistir. Literatiirde pek
cok calismada (Wu ve ark., 2009 ve Gerber ve Solioz, 2007) Holo ve Nes’in 1995
yilinda yayimladiklar1 ¢alisma esas alinarak elektroporasyon caligmalari
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada, L. lactis hiicreleri farkli konsantrasyonlarda glisin
iceren besiyerlerinde {iretilmislerdir. Besiyerine eklenen glisinin, peptidoglikan
sentezinde D-alanin ile yer degistirdigi ve biriken D-alanin igeren degistirilmis
peptidoglikan Onciillerinin, transpeptidasyon reaksiyonunda aksakliklara sebep

olarak hiicre duvarini zayiflattigi 6ne stirilmistiir.

Bu yontemle ilgili esas sorun, L. lactis hiicrelerinin glisin igeren besiyerlerinde
tiremelerinde yasanan zorluklardir. Holo ve Nes (1995) bu durumu asabilmek igin,
besiyerlerine ozmotik dengenin sabit tutulmasin1 saglayan 0.5 M siikroz
eklemislerdir. Besiyerlerine siikrozun eklenmesi, hiicrelerin % 3’e kadar glisin igeren
besiyerlerinde iireyebilmelerini miimkiin kilmistir. Aragtirmacilar besiyerine eklenen
glisin  mikrar1 arttitkga hiicrelerin  transformasyon etkinliklerinin  arttigim

savunmuslardir. Ancak glisin, hiicrelerin iiremesini engellediginden, besiyerinde
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siikroz yoklugunda en fazla % 2, siikkroz varlifinda ise en fazla % 3 glisin

konsantrasyonuna ulasilabilmistir.

Bizim ¢alismamizda, besiyerlerine % 0.5, 1, 1.5 ve 2 olacak sekilde farkli
konsantrasyonlarda glisin eklenmis ancak ozmotik sabitleyici silikrozun
besiyerlerindeki varligina ragmen L. lactis ATCC 11454 hiicreleri bu besiyerlerinde
ya hi¢ Urememis ya da ¢ok ge¢ tremislerdir. Dolayisiyla bu yontemle
elektrokompetan hiicreler elde edilememistir. Bilgimiz dahilinde, bu yontemle
elektroporasyonu gerceklestiren calismalarin hi¢ birinde, bu ¢aligmada kullanilan L.
lactis ATCC 11454 kullanilmamistir. Nitekim Holo ve Nes (1995) ¢alismalarinda,
baz1 laktokokkal suslarin glisine daha da hassas olabileceklerinden s6z etmislerdir.
Bu sebeple, bizim susumuzun da glisine fazla hassas olabilecegi diisiiniilerek bu

yontem terk edilmistir.

Elektrokompetan hiicrelerin eldesi i¢in kullanilan bir diger yontem ise Powell
ve arkadaslar1 (1988) tarafindan uygulanmigtir. Bu yontemde, L. lactis hiicrelerinin
hiicre duvarlarinin zayiflatilmas: amaciyla lizozim enzimi kullanilmistir. Tez
calismasinda, gece boyunca iiretilen hiicreler, belli konsantrasyonlarda lizozim
enzimi ile 37 °C’ta 20 dk inkiibe edilmis, daha sonra ise belirli yikama
asamalarindan gecirilerek elektrokompetan hiicreler elde edilmistir. Ancak bu
yontemle hazirlanan hiicrelerle yapilan elektroporasyon sonucu da basarisiz
olmustur. Bu sonucun, lizozim enziminin hiicreleri 6ldiirmiis olabileceginden ya da
duvar yapisi olduk¢a zayif kalan hiicrelerin antibiyotikli besiyerlerinde

tireyemeyecek kadar gii¢siiz olmalarindan kaynaklandig: diisiniilmiistiir.

Elektrokompetan hiicre hazirlamak i¢in denenen son ydntem Papagianni ve
arkadaslarinin (2007) yontemidir. Bu ¢alismada kullanilan hiicreler, tez ¢caligmasinda
da kullanilan L. lactis ATCC 11454 susudur. Arastimacilar, bu susun transformasyon
etkinliginin olduk¢a diisiik oldugunun ancak kullanilan bu yontemle oldukca etkili
bir transformasyonun gerceklestirildiginin altin1  ¢izmislerdir. Bu yontemle
elektrokompetan hiicrelerin eldesi i¢in, gece boyunca treonin igeren besiyerinde
tiretilen hiicreler, LiAc ve DTT iceren ¢ozeltide oda sicakliginda 30 dk inkiibe
edilmisler ve akabinde ¢esitli yikama asamalarindan gecirilerek elektrokompetan

hiicreler halini almiglardir. Arastirmacilar, besiyerine eklenen treoninin Onceki
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caligmalarda kullanilan glisin gibi hiicre duvarini zayiflattigini, ancak LIAcC ve
DTT’ nin mekanizmasinin tam olarak bilinmedigini belirtmislerdir. Bu yonteme gore
hazirlanan elektrokompetan hiicrelerle yapilan elektroporasyon denemesinde de

basar1 saglanamamustir.

Calismamiz kapsaminda farklt yontemlerle hazirlanan elektrokompetan
hiicrelerle yapilan biitiin elektroporasyon denemelerinde, kullanilan plazmit
miktarlar1 ve diren¢ degerleri degistirilerek de bir ¢ok farkli deney
gerceklestirilmistir. Ancak farkli yontemlerle hazirlanan elektrokompetan hiicrelerle
gerceklestirilen bir ¢ok deneme sonucunda rekombinant plazmidi tasiyan L. lactis
hiicreleri elde edilememistir. Dolayisiyla pMG36e-Kn-fhuR plazmidi L. lactis ATCC
11454 hiicrelerine aktarilmadigindan, fhuR geninin nisin tretimi tizerine etkisi

gosterilememistir.

Ozet olarak, bu ¢alismada, L. lactis ATCC 11454 hiicrelerinin nisin {iretimini
etkileyebilecek faktorler (kiikiirt konsantrasyonu, B. thuringiensis ve S. coelicolor
kiiltirleri) arastirilmis ve nisin iretimi i¢in optimum karbon kaynagi (galaktoz),
sicaklik (25 °C) ve pH (5.5) tespit edilmistir. Ayni1 zamanda, ¢alisma, nisin tiretim
veriminin arttirilmast amaciyla, L. lactis’in kiikiirt metabolizmasinda goérevli olan
fhuR geninin ¢oklu kopyalarinin bakteriosin liretimine etkisini gostermek i¢in yapilan
caligmalar1 da icermektedir. Rekombinant plazmit, biitiin denemelere ragmen L.
lactis ATCC 11454 hiicrelerine aktarilamadigindan, fhuR geninin nisin iretimi
lizerine etkisi gosterilememistir. fAUR genini iceren plazmitin L. lactis hiicresine
aktarilabilmesi icin farkli yontemlerin kullanilacagi deneyler (konjugasyon ve
protoplast transformasyonu vb.), bu konuyla ilgili ileride yapilacak ¢alismalar
arasinda Oncelikli siradadir. Bu tez ¢alismasi, L. lactis ATCC 11454 susunun nisin

tiretimi ile ilgili yapilacak olan daha ayrintili aragtirmalara onciiliik etmektedir.
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