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OZET

Nisin, laktik asit bakterilerinden Lactococcus lactis’in ¢esitli suslar1 tarafindan
iiretilen bir bakteriyosindir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan gida katki
maddesi olarak onaylanmis tek bakteriyosin olan nisinin kimyasal yolla iiretimi
miimkiin olmadigindan, bu bakteriyosini iireten suslarin iiretim veriminin arttirilmasi
Oonem tasimaktadir. Bu nedenle, tezin temel amaci, nisinin tretimini, L. lactis’in
oksidatif strese olan toleransini arttirarak gelistirmektir.

Bu amag dogrultusunda, ¢alismada, Bacillus subtilis’in H20> gideriminde gorev
alan baslica enzimini kodlayan katalaz geni (katE) ile L. lactis’in oksidatif stres ile
savasan en onemli enzimlerinden birini kodlayan siiperoksit dismutaz (sodA) genini
farkli seviyelerde ifade edebilen rekombinant suglarin olusturulmasina g¢aligilmistir.
Ancak gergeklestirilen biitiin denemelere ragmen, B. subtilis’e ait katalaz genini veya
L. lactis superoksit dismutaz genini igeren plazmide sahip rekombinant L. lactis
hiicresi elde edilememistir.

Tez c¢alismasinin devaminda, L. lactis’in oksidatif stresini azaltmak igin
antioksidan Ozellikleri bilinen glutatyon (GSH) ve piriivat, L. lactis’in bilylime
ortamina eklenmis ve bu antioksidanlarin hiicrelerin biiytimesi, nisin {iretimi ve Stres
cevabi lzerindeki etkileri belirlenmistir. GSH ve pirlivatin, aerobik kosullarda
biyiitilmiis L. lactis hiicrelerinde nisin iiretimini hem transkripsiyonel hem de
translasyonel diizeyde tetikledigi gosterilmistir. GSH ve piriivatin varligi, hem ilave
edilmis besiyerinden daha fazla nisin verimine neden olmustur. Kesikli kiiltiirde elde
edilen bu sonuglarin biiylik hacimlerde de gecerli oldugu, yapilan fermentor
calismalari ile dogrulanmigstir. Ayrica, strese bagli enzimleri kodlayan genlerin ifadesi,
GSH ve piriivat varliginda agik¢a artmistir. Elde edilen sonuglar 1s18inda, besiyerinde
hem bulunmadiginda GSH ve piriivatin L. lactis hiicrelerinin savunma sistemine
katkida bulundugu ve bdylece nisin liretiminin artmasina neden olan daha yiiksek
biyokiitleye ulasildig1 sonucuna varilabilmektedir. Antioksidan etkileri bilinen GSH
ve piriivatin, nisin iiretimi tzerindeki uyarici etkileri ilk kez bu c¢alismada

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon, Lactococcus lactis, Nisin iiretimi, Oksidatif stres,

Piriivat.



SUMMARY

Nisin is a bacteriocin which is produced by certain strains of Lactococcus lactis
(member of lactic acid bacteria). It is the only bacteriocin which is approved by World
Health Organization (WHO) as a food additive. Since this bacteriocin cannot be
produced by chemical methods, to increase the production efficiency of nisin
producing strains is important. Therefore, the main purpose of the thesis is to improve
the production of nisin by increasing the tolerance of L. lactis to oxidative stress.

For this purpose, in the study, B. subtilis catalase gene (katE), which encodes
the main enzyme functioning in H20- removal, and L. lactis superoxide dismutase
gene (sodA), which encodes one of the most important enzymes that fight against
oxidative stress, were tried to be expressed at different levels in L. lactis cells.
However, despite all trials, recombinant L. lactis cell with plasmid containing the B.
subtilis catalase gene or L. lactis superoxide dismutase gene could not be obtained.

In the continuation of the thesis, glutathione (GSH) and pyruvate molecules,
whose antioxidant properties have already known, were added to the growth media to
reduce the oxidative stress of L. lactis and the effects of these antioxidants on cell
growth, production of nisin and stress response have been determined. GSH and
pyruvate have been shown to trigger the production of nisin at both transcriptional and
translational level in L. lactis cells grown under aerobic condition. Presence of GSH
and pyruvate caused more nisin yield than the haem supplemented medium. The fact
that these results obtained in batch culture are valid in large volumes has been
confirmed by fermenter studies. Moreover, the expression of genes that encode stress-
related enzymes were apparently upregulated in the presence of GSH and pyruvate. It
can be concluded that, in the absence of haem in the medium, GSH and pyruvate
contributed to the defense system of L. lactis cells, thus achieving higher biomass
leading to increased production of nisin. Antioxidant effect of GSH and pyruvate was
known, however, their stimulating effect on nisin production was shown for the first

time in this study.

Keywords: Glutathione, Lactococcus lactis, Nisin production, Oxidative stress,
Pyruvate.



TESEKKUR

Akademik hayatimin “doktora” adi verilen en zorlu yillarinda pek ¢ok kisi
bende, doktora ¢alismamda ve nihayetinde hayatimda kiiciik ya da biiytik izler birakt1.
Bu doktora tezi, benim g¢abalarim ile bu kiymetli kisilerin fikirlerinin, emeklerinin ve
fedakarliklarinin yogrulmasi sonucu son halini aldi.

8 il siiren bu uzun yolda beni oldugum gibi kabullenen, yapabileceklerimin
farkina varmami saglayan, ufkumu acan, destegini asla esirgemeyen, bilgi ve
tecriibelerini bana aktaran sayin tez danismanim Prof. Dr. Sedef TUNCA GEDIK e en
i¢ten tesekkiirlerimi sunarim.

Gebze Teknik Universitesi’nde gegirdigim 11 yil boyunca kocaman bir aileye
sahip oldum. Birlikte giildiik, birlikte agladik ve nihayetinde birlikte biiyiidiik... Dr.
Ogr. Uyesi Mine GUL SEKER, Dr. Pelin BALCIK ERCIN, Dr. Ogr. Uyesi Tugrul
DORUK, Ozlem ASKER, Dr. Tuba KORKMAZ, Dr. Merve TUZLAKOGLU
OZTURK, Dr. irem YALIM CAMCI, Dr. Metin CETIN, Dr. Hiiseyin BALCI ve
Gorkem ODABAS, sizleri goniilden kucakliyorum. Eminim her zaman yani1 bagimda
olacaksiniz.

Can dostum sevgili Ozge DINC, sen bu siiregte bana gonderilen bir hediye
gibiydin; iyi ki geldin, iyi varsin, iyi ki olacaksin...

Laboratuvarda omuz omuza calisti§im, kimi zaman dertlerine deva oldugum,
kimi zaman derdime deva olan calisma arkadaslarim Dr. Zeynep DEMIR OKSUZ,
Asli BAYRAKTAR KAVALCI, Garip DEMIR, Miige Didem ORHAN, Halil
YILMAZ, Buse CINAR, Nagihan GENEL, Cigdem BOZKURT ve Mouktar Abdi
BARKAD’a tesekkiir ederim.

Son olarak, bu zorlu yolculugun yiikiinii paylasip beni hafifleten, her daim bana
destek olup yapabileceklerim i¢in beni yiireklendiren, en zor zamanlarimda elimi
simsiki tutup hi¢ birakmayan sevgili esim Tolga ERSOY’a; bu siirecin tam ortasinda
giines gibi dogup i¢imi aydinlatan biricik kizim Ipek ERSOY ’a; kizlar1 olmaktan gurur
duydugum canim ailem Giilgiin GIRGIN ve Necmettin GIRGIN’e; yaninda biitiin
dertlerimi unuttugum, diger yarmm, kiz kardesim Ayse GIRGIN’e ve her tiirlii

destekleri ile yanimda olan sevgili ERSOY ailesine biitiin kalbimle tesekkiir ederim.
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Simgeler ve Kisaltmalar

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZINi

Aciklamalar
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1. GIRIS

Bakteriyosinler, baz1 bakteriler tarafindan tireme ortamindaki yakin akraba tiirler
ile rekabet edebilmek amaciyla sentezlenen, kisa zincirli protein yapisinda dogal
antimikrobiyal maddelerdir [1]. Pek ¢ok bakteri tarafindan ¢ok ¢esitli bakteriyosinler
tiretilmesine ragmen, hali hazirda gidalarda koruyucu olarak kullanimi1 Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan onaylanmus tek bakteriyosin nisindir. Giiniimiizde nisin,
sofra tuzununkine benzer toksisitesi [2] ve 6zellikle Gram pozitif bakteriler tizerindeki
giiclii antimikrobiyal etkisi sebebiyle [3] E234 kodu ile siit ve siit iiriinlerinde,
konserve meyve ve sebzeler ile et, kanatli ve deniz iiriinlerinde, ayrica sarap ve bira
sanayinde koruyucu olarak 48’den fazla iilkede kullanilmaktadir [4, 5].

Gidalarda koruyucu olarak nisinin kullanimini kisitlayan temel neden, nisinin
kimyasal olarak sentezlenmeyip yalnizca Lactococcus lactis bakterisinin belirli suslari
tarafindan tretiliyor olmasidir [3]. Bu nedenle, nisin kullanimin1 yayginlagtirmak i¢in
oncelikle iretici L. lactis suslarinin iiretim veriminin arttirilmast gerekmektedir. Nisin
liretim veriminin arttirtlmasi, bu maddenin iiretim ve saflastirma maliyetlerini
azaltacagi i¢in gidalarda koruyucu olarak nisinin kullanimini arttiracak; boylelikle
tiiketicilerin kimyasal koruyucular yerine “organik gida koruyucu” olarak nisin igeren
tiriinlere ulagsmasi kolaylasacaktir. Bugiine kadar nisin iiretim miktarinin arttirilmasi
amaciyla yapilan ¢alismalar, iretici suslarin biiytime kosullarinin (besiyeri igerigi, pH,
sicaklik, havalandirma vb.) optimize edilmesi [6] veya iiretici suslarda yapilan genetik
degisiklikler ile daha yiiksek miktarda nisin iiretebilen rekombinant suslarin eldesi [7,
8] tizerine yogunlagmustir.

Nisin {iretimi primer metabolit kinetigi gostermektedir ve bu nedenle belirli bir
noktaya kadar biiylime ile paralel sekilde nisin iiretimi de artig géstermektedir [9]. Bu
nedenle, L. lactis hiicrelerinin biiyiime kosullarinin iyilestirilmesinin nisin iiretim
miktarini arttirmasi beklenmektedir. L. lactis hiicrelerinde, biiylimeye engel teskil
eden sebeplerin basinda asit stresi ve oksidatif stres gelmektedir.

L. lactis, hiicresel reaksiyonlar sirasinda agiga ¢ikan reaktif oksijen tiirlerini
(ROS: Oz, OH" ve H0y) hiicre i¢in toksik olmayan/daha az toksik olan bir forma
doniistiirebilmek igin bir “savunma sistemine” sahiptir. Ancak, olusan ROS miktari,
hiicrenin savunma sisteminin kapasitesini astiginda oksidatif stres meydana

gelmektedir. Bu savunma sisteminin enzimlerinden biri siiperoksit anyon radikalini



H202’ye doniistiiren mangan bagimli siiperoksit dismutaz (SOD) enzimidir. NADH
oksidaz/NADH peroksidaz enzimleri, L. lactis’in savunma sisteminde yer alan bir
diger enzim sistemidir. NADH oksidaz enziminin aktivitesi de SOD gibi H20>
iiretimine neden olmaktadir. Her ne kadar NADH peroksidaz enzimi belirli bir noktaya
kadar H>O> giderimi saglasa da, NADH peroksidaz enzim aktivitesinin NADH oksidaz
enzim aktivitesine oranla daha diisiik olmasi, ek olarak SOD tarafindan iiretilen H2O>
varligi ve L. lactis hiicrelerinin katalaz enzimine sahip olmamasi gibi nedenlerle
NADH peroksidaz enzimi H.O, gideriminde yetersiz kalmaktadir. Hiicrede biriken
H202 molekiilii, demir varliginda ger¢eklesen Fenton reaksiyonu sonucu daha toksik
olan OH’" molekiiliine doniismektedir [10, 11]. Tim bu toksik molekiillerin hiicrede
birikimi sonucu hiicrenin savunma sisteminin kapasitesini asmasi, L. lactis
hiicrelerinde oksidatif strese yol agmaktadir. Bu tez ¢alismasi, L. lactis hiicrelerinin
oksidatif stres yiikiinii azaltacak girisimlerle daha iyi biiyiiyebilecegi ve boylece daha

cok nisin tiretebilecegi hipotezi lizerine sekillendirilmistir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Tezin temel amaci, gida koruyucu olarak Diinya Saghk Orgiiti (WHO)
tarafindan kullanimina izin verilmis tek bakteriyosin olan nisinin {iretimini, L. lactis’in
oksidatif strese toleransini arttirarak gelistirmektir.

Bu amag dogrultusunda, ¢aligmada, B. subtilis katalaz geni (katE) ile L. lactis
stiperoksit dismutaz geni (S0dA), L. lactis’te hem diisiik hem de yiiksek diizeyde ifade
edilerek oksijen stresinin giderilmesi saglanmaya ¢alisilmistir. Ancak gergeklestirilen
biitiin denemelere ragmen bu genleri ifade eden rekombinant L. lactis hiicresi elde
edilememistir.

Tiiketicilerin son yillarda giderek artan “organik gida katkilar1” igeren iiriinler
kullanma istegi g6z Oniine alnarak, bu tez c¢aligmasmin devaminda, genetik
manipiilasyonlar yerine L. lactis’in biiylime ortamima antioksidanlar eklenerek
oksidatif stresin azaltilmasi ve dolayli olarak nisin iiretiminin arttirilmasi yoluna
gidilmistir. Bunun igin, antioksidan ozellikleri bilinen GSH ve piriivat farkli
konsantrasyonlarda besiyerine eklenmis ve L. lactis hiicrelerinin biiyiimesi, nisin
tiretimi ve stres cevabi lizerindeki etkileri belirlenmistir. Tez kapsaminda elde edilen
sonuglara gore, hem yoklugunda besiyerinde GSH ve piriivat molekiillerinin

bulunmasi, daha yiiksek L. lactis biyokiitlesine ulasilmasina ve bu bakteri tarafindan
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tiretilen nisin miktarinin artmasina sebep olmaktadir. GSH ve piriivatin bu etkiyi L.
lactis hiicrelerinin oksidatif stres toleransini arttirarak gosterdigi, H2O2 miktarinin ve
lipid peroksidasyonunun belirlenmesi ile gosterilmistir. Aynm1 zamanda bu
molekiillerin L. lactis hiicrelerinin stres cevabi ile iliskili genlerin ekspresyonu
tizerinde etkili oldugu transkripsiyonel analiz araciligiyla tespit edilmistir. Bu
¢alismanin sonuglari, L. lactis’in biiyiime ortamina eklenen GSH ve piriivatin, nisin
liretimi lizerine olan olumlu etkisinin gosterildigi ilk ¢calisma olarak literatiirde yerini

almastir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Nisinin Genel Ozellikleri

Lactococcus lactis, gida fermantasyonunda yiizyillardir kullanilan laktik asit
bakterilerinin bir liyesidir. Siit tirtinleri i¢in baslangi¢ kiiltlirii olarak kullanilmasinin
yani sira L. lactis subsp. lactis, 6zellikle Gram pozitif bakteriler tizerinde etkili olan ve
nisin ad1 verilen bir bakteriyosin tiretmektedir [3].

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan sentezlenen dogal antimikrobiyal
maddelerdir. Genellikle kisa zincirli protein yapisinda olup, kii¢iik molekiil agirhiga
sahiptirler. Hiicrelerin biiyiime ortaminda birbirleriyle rekabet etmesi amaciyla
tiretildiklerinden, 6zellikle tiretici susa yakin akraba tiirlere kars1 antimikrobiyal etki
gosterirler. Bu polipeptitler, gida bozulmasina neden olan ve gidalardan koken alan
hastalik etmeni bakterilerin gelisimini engellemekte ve bu 6zelliklerinden dolay1 gida
endiistrisinde biiyiik 6nem tasimaktadirlar [1]. Klaenhammer (1988), laktik asit
bakterilerinin {irettikleri bakteriyosinleri; molekiiler agirliklari, 1s1 duyarliliklari,
enzimatik duyarliliklari, translasyon sonrasi modifiye edilen aminoasitlerinin olup

olmayis1 ve etki mekanizmalar1 gibi 6zelliklerini esas alarak 4 sinifa ayirmistir [12]

(Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Bakteriyosinler ve 6zellikleri.

Bakteriyosin Simifi Ozellikleri

Sinif I bakteriyosinler (lantibiyotikler) | Ender bulunan aminoasitleri (lantiyonin

ve tiirevleri) i¢eren peptidler

Smif 1T bakteriyosinler Diisiik molekiil agirligina sahip (<10
kDa), 1siya dayanikli, lantiyonin

icermeyen membran aktif peptidler

Stif I1I bakteriyosinler Yiiksek molekiil agirligima sahip (>30

kDa), 1s1ya hassas proteinler

Simif IV bakteriyosinler Proteine ilaveten zorunlu (essential)
lipid veya karbonhidrat gruplart iceren
kompleks bakteriyosinler




Lantibiyotikler olarak adlandirilan Sinif I bakteriyosinler grubuna ait olan nisin,
gida endiistrisinde kullanilmak {izere ticari olarak ilk kez 1953°te Ingiltere’de satisa
sunulmustur [5]. Nisinin gidalarda koruyucu olarak kullanimi, Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Orgiitii ve Diinya Saglik Orgiitii (FAO / WHO) tarafindan 1969°da
onaylanmistir. 1983 yilinda nisin, E234 numarasi ile Avrupa gida katki maddeleri
listesine eklenmistir. Nisin, 1988’de Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan GRAS
[Generally Recognized As Safe (Genel Olarak Giivenli Kabul Edilebilir Uriin)]
statiisiine alinmistir ve bu statiide yer alan tek bakteriyosindir. Bugiine kadar, nisin,
gida endiistrisinde, sofra tuzununkine benzer toksisitesi nedeniyle [yaklasik LDsgo
(vavru kedi ve si¢an) 7 g/kg] [2] glivenli bir gida koruyucu olarak kullanilmistir.

Giintimiizde nisinin gidalarda koruyucu olarak kullanimi1 48’den fazla iilkede
onaylanmustir. Nisin pek ¢ok tilkede ilk olarak peynir tiretiminde kullanima girmistir
[13]. Nisinin kullanim alani ilerleyen yillarda giderek genislemis ve peynire ek olarak
stit ve diger siit trtinlerinde, konserve meyve ve sebzeler ile et, kanath ve deniz
tirtinlerinde ayrica sarap ve bira sanayinde koruyucu olarak kullanilmaya baslanmigtir

[4, 5].

2.1.1. Nisinin Etki Mekanizmasi

L. lactis tarafindan rekabet igerisinde bulundugu mikroorganizmalara karsi
kullanilmak tizere fretildiginden, nisin, Ozellikle Gram pozitif bakterilere karsi
oldukga etkilidir. Nisinin gidalarda bulunan ve Gram pozitif 6zellik gosteren en dnemli
gida patojenlerinden olan Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus’a karsi
etkili oldugu gosterilmistir [14]. Gram negatif bakterilerin EDTA veya diger
selatlayic1 ajanlarla muamelesi, s6z konusu bakterilerin hiicre duvari gecirgenligini
arttirarak nisinin hiicre zari lizerine olan etkisini gdstermesini kolaylastirmaktadir [15].

Nisinin vejetatif hiicrelerde hedef aldigi yer hiicrelerin sitoplazmik zaridir.
Nisin, sitoplazmik zar {izerine olan bu etkisini 2 farkli yolla gostermektedir. Bunlardan
birincisinde, nisin molekiiliiniin pozitif yiklii N- ve C-terminal uglar1 ile hiicre
membraninda bulunan negatif yiiklii fosfolipidlerin reaksiyona girmesiyle,
sitoplazmik zar iizerinde, proton hareket kuvvetini ve pH dengesini bozan porlar
olusarak membran fonksiyonlar1 bozulur. Hiicre i¢inde yer alan aminoasitler, ATP ve
monovalent katyonlar olusan bu porlardan disar1 ¢ikar; hiicrelerin membran

potansiyeli hizli bir sekilde azalir ve hiicre lipozomlarinda pH degeri diiserek sonunda
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duyarl1 hiicredeki tiim biyokimyasal reaksiyonlar durur ve bu durum hiicrenin dliimi
ile sonuglanir [16]. ikincisinde ise nisin, bir peptidoglikan onciisii olan lipid I
molekiiliine baglanarak hiicre duvari biyosentezini inhibe etmektedir [4, 13].

Nisinin por olusturma mekanizmasini agiklayabilmek i¢in ¢esitli modeller 6ne
stiriilmiistiir. Bunlardan biri olan barrel-stave modele gore, baslangicta nisin
molekiilleri lipid ylizeye 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 sirast 6ncelikle nisin molekiillerinin
membrana girisi, daha sonrasinda diger nisin molekiillerinin por ¢evresinde birikmesi
seklindedir [17, 18].

Wedge model olarak adlandirilan diger bir modele gore ise nisin molekiilleri
bolgesel yiiksek konsantrasyonlari sayesinde membranin anyonik yiizeylerine siki bir
sekilde baglanirlar ve membranin lipid dinamigini bozarlar. Oncelikle nisinin C-
terminal ucundaki pozitif yilikler, membranda yer alan fosfolipidlerin negatif yiikleri
ile elektrostatik olarak etkilesime girer (Sekil 2.1.1). Sonrasinda nisin membran
ylizeyine paralel bir duruma geger; bu esnada nisinin N-terminal ucu C-terminale gore
biraz daha derine girmektedir (Sekil 2.1.2). Nisinin anyonik fosfolipidlerle etkilesime
girmesi sonucu lipid ylizeylerin egilmesi ile kama (wedge) benzeri, spesifik olmayan
por olusur (Sekil 2.1.3). Olusan porun omrii milisaniyelerle ifade edilecek kadar
kisadir. Sonrasinda nisin hizli bir sekilde membran yiizeyine paralel duruma geri
doner. Bu modelin 6nemli bir yonii, nisin molekiillerinin, bakteri hiicre
membranindaki lipid katmanlarinin konformasyonunu termodinamik olarak gecici
sekilde bozmas1 ve bu sekilde por olusumunun saglanmasidir. Bu sekilde olusan porlar
dogalar1 geregi kararsizlardir ¢linkii lipidler katman yapilarint olusturabilmek igin

tekrar diizenlenmeye ¢alisacaklardir [19] (Sekil 2.1).



Sekil 2.1: Nisin molekiilii tarafindan por olusumu i¢in 6nerilen Wedge modeli. 1.
Nisin molekiiliiniin membrana baglanmasi. 2. Nisinin membrana girisi. 3. Por
olusumu.

Nisinin bir diger por olusturma mekanizmasi ise lipozomal membranlarin
fosfolipid kompozisyonuna baglidir. Son ¢alismalar 1s18inda nisinin, fosfolipid
bilesenlerinden, hiicre duvari sentezinde Onciil bir molekiil olan lipid II molekiiliine
baglanarak etkisini gosterdigi belirlenmistir. ilk olarak nisin molekiiliiniin N-terminal
ucu, Sekil 2.2°de goriildigii gibi lipid II molekiiliiniin membranin hiicre digina 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 birka¢ dakikaya kadar
degisebilir. Daha sonra nisinin C-terminal ucu, membranin kars1 tarafina ulagincaya
kadar ilerler. Boylece nisin-lipid II kompleksi poru olusturur. Porun kararlilig
milisaniyelerden birkag dakikaya kadar degisebilir [20].

Nisin ayrica, Gram pozitif tiirler olan Clostridium ve Bacillus sporlarina karsi
etkilidir [21]. Nisin, diger gida koruyucularindan farkli olarak, sporlarin ¢gimlenmesi
asamasinda etkili olmaktadir. Nisinin yapisinda bulunan dehidroalanin ve
dehidrobiitirin aminoasitleri, ¢imlenen sporlarin membranlarinda bulunan siilfidril

gruplarina baglanarak bakteriyostatik etki gostermektedir [22].



pore formation

X A
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Sekil 2.2: Nisin molekiilii tarafindan por olusumu i¢in dnerilen Lipid II modeli. A.
Nisinin Lipid Il molekiilii tizerinden por olusturma mekanizmasi. B. Nisin-lipit 11
kompleksinin iistten gdriiniimii. C. Nisinin fonksiyonel agidan 6énemli kisimlart: N-
uc kopriileri ABC, C- ug kopriileri DE ve aralarinda bulunan esnek mentese bolgesi.
G: N-asetilglukozamin, M: N-asetilmuramik asit.

2.1.2. Nisinin Molekiiler Yapisi

3354.25 Da molekiiler agirliga sahip olan olgun nisin molekiilii, dehidroalanin,
dehidrobiitirin gibi ender bulunan aminoasitleri iceren 34 aminoasitten meydana
gelmistir (Sekil 2.3). Nisinin yapisinda bir lantiyonin ve dort f-metil lantiyonin halkasi
mevcuttur. Nisinin de dahil oldugu Sinif I bakteriyosinlerin “lantibiyotikler” olarak
isimlendirilmelerinin sebebi igerdikleri bu halkalardir [9].

Dogada en fazla bulunan nisin tiirevleri, Nisin A ve Nisin Z olarak
tanimlanmustir [23]. Bu iki nisin tiirevi 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 2.3). Daha sonraki yillarda
yapilan ¢aligmalarda nisin molekiiliiniin Nisin Q [24], Nisin U [25] ve Nisin F [26]

gibi farkl: tiirevleri de tanimlanmustir.
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Sekil 2.3: Nisin Onciiliiniin (a) ve olgun nisinin (b) yapilarinin sematik gosterimleri.
NisB ve NisC tarafindan modifiye edilecek rezidiiler gri olarak gdsterilmistir. 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 olusmaktadir. Dha dehidroalanini, Dhb dehidrobiitirini, Ala-S-Ala
lantiyonini ve Abu-S-Ala B-metil-lantiyonini ifade etmektedir.

2.1.3. Nisin Biyosentezinden Sorumlu Gen Kiimesi

L. lactis’in belirli suslar1 tarafindan gergeklestirilen nisin biyosentezinden, 11
genden olusan bir gen kiimesi sorumludur (Sekil 2.4). Bu regiilonda, nisin ile uyarilan
bir promotora sahip nisA(Z)BTCIPRK ve nisFEG operonlar ile siirekli ¢alisan bir
promotora sahip nisRK operonu yer almaktadir (Sekil 2.4). Bu gen kiimesinde yer alan
genler, konjugatif nisin—siikroz transpozonunda yer alirlar [27]. nisA(Z) geni, 57
aminoasit rezidiisiinden olusan nisA(Z) onciil peptidini kodlar. Bu aminoasitlerden 23
tanesi, nisin Onciiliniin modifikasyonunda rol oynayan N-terminal lider peptidi
olustururlar [28].

nisB ve nisC genleri ise hiicre i¢i post-translasyonel modifikasyonda gorev alan
membran ile iligkili proteinleri kodlarlar. Post-translasyonel modifikasyonda serin ve
treonin rezidiileri dehidroalanin ve dehidrobiitirin olusturmak iizere dehidrasyona

ugrarlar. Daha sonra, dehidrasyona ugramis rezidiiler iist taraflarinda bulunan
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sisteinlerle eslesirler ve bu yolla karakteristik (f-metil) lantiyonin halkalarin1 meydana
getiren tiyoeter baglarini olustururlar [27]. nisT geni, ABC tasiyici ailesine ait oldugu
diisiiniilen piitatif bir tasiyici protein kodlamaktadir. Bu protein, modifiye olmus nisin
onciiliiniin sitoplazmik membran boyunca tasinmasinda gorev alir [29]. nisP geni ise,
hiicre dis1 proteolitik aktivasyondan sorumlu olan bir proteaz kodlar. Nisin onciiliiniin
membran boyunca taginmasi esnasinda veya tasinmanin hemen sonrasinda lider

peptid, hiicre dis1 olgun nisin peptidini olusturmak i¢in NisP proteaz tarafindan

cikartilir [30].

nisA/Z B r ¢r r R K F E G

Sekil 2.4: Nisin biyosentezinden sorumlu olan gen kiimesinin organizasyonu. Sekilde
verilen genlerin kodladig: iiriinlerin fonksiyonlar1 s6yle siralanabilir: nisA/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.

Nisin iiretici hiicrelerin nisine karsi bagisikliginin saglanmasinda nisl ve nisFEG
genleri birlikte rol oynarlar. nisl geni nisin {iretici bakterinin nisine kars1 kendisini
korumasinda gorev alan bir lipoprotein kodlarken [27], niSFEG genleri ise iretilen
nisinin hiicre digina atilmasindan sorumlu olan piitatif bir ABC tastyict protein
kodlarlar [31]. nisR ve nisK genleri, iki bilesenli diizenleyici sistemler sinifina ait olan

sirasiyla bir cevap diizenleyici [30] ve bir sensor kinaz [31] kodlarlar.

2.1.4. Nisin Biyosentezi

Nisin biyosentezinde ribozomlarda sentezlenen inaktif oncii peptid, iki ana
yapiy1 igermektedir. Bunlardan birincisi, sentezlenen molekiilii inaktif halde tutan lider

peptit (23 aminoasit) ve ikincisi de biyolojik aktif nisin dnciisii olan propeptiddir (34

10



aminoasit). Translasyon sonrasinda lider peptid, iretilen 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
vasitastyla komsu sistein kalintilarinin tiyol gruplar1 ve dehidro-aminoasitlerin ¢ift
baglar1 reaksiyona girerek tiyoeter kopriilerini olustururlar. Nisin molekiilii, ABC
tagima proteini NisT vasitasiyla hiicre digina taginir. Nisin molekiiliinden lider peptidin
proteolitik olarak ayrilmasi serin proteaz NisP tarafindan gergeklestirilir (Sekil 1.7) [9,
28].

Nisin iretimi, yeterli sayr algilama (quorum sensing) sistemi ile
diizenlenmektedir. Sistemde bir indiikleyici peptid feromon (nisin) ve iki elemanh
(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 i¢i NisR’nin bir aspartik asit kalintisina aktarilir. Bu durum yanat
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 2.5) [9, 28].
2.2. Nisin Uretiminin Arttirilmasi icin Yapilan Calismalar

Kimyasal olarak sentezlenemediginden, L. lactis subsp. lactis suslarinin nisin
iretim verimini arttirmanin farkli yollarini bulmak 6nem tasimaktadir. Bu amacla
gerceklestirilen ¢alismalar, L. lactis hiicrelerinin biiyiime kosullarinin (besiyeri igerigi,
pH, sicaklik, havalandirma vb.) optimize edilmesi veya yaban tipe gore daha yiiksek

diizeyde nisin iiretebilen rekombinant hiicrelerin eldesi tizerinde yogunlagmistir.
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Sekil 2.5: L. lactis’te nisin biyosentezinin ve bu biyosentezin diizenlenmesinin
sematik gosterimi.

Nisin tretiminin dogrudan biiyiimeyle iligkili oldugu gosterilmistir [6] ve bu
nedenle, biyokiitleyi artirma girisimlerinin nisin liretiminin artmasina neden olacagi
beklenmektedir. Oksidatif stres ve asit stresi, L. lactis hiicrelerinin bilylimesini
olumsuz etkileyen ana faktorlerdir. Hiicresel islemler sirasinda, yiiksek oksitleyici
potansiyeli olan reaktif oksijen tiirleri (ROS: Oz, OH" ve H202) olusur ve bu
molekiiller hiicre i¢inde, lipitler, proteinler, RNA ve DNA ile reaksiyona girerek
oliimciil hasarlara neden olabilirler [32]. Oksidatif stres hiicrenin savunma sistemini
astiginda toksisite olugmaktadir [33]. Oksidatif stresle bas edebilmek igin L. lactis
hiicrelerinin birka¢ enzimi mevcuttur. Bunlardan biri, siiperoksit anyon radikalini
H20.’ye doniistiiren mangan bagimli siiperoksit dismutaz (SOD) enzimidir [34].
Anaerobik sartlar altinda da temel seviyede calisan bu enzimin, besiyerinde artan Oz
konsantrasyonlari ile birlikte aktivitesinin arttigi bulunmustur [35].

Hiicrelerin oksidatif strese karsi korunmasinda NADH oksidazZNADH
peroksidaz sistemi de etkilidir. SOD gibi, NADH oksidaz enziminin aktivitesi de bagka
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bir toksik molekiil olan H202’nin iiretilmesine neden olur. NADH peroksidazin H202
gideriminde yetersiz kalmasi ve katalaz enziminin yoklugu, hiicrede H20> birikimine
neden olur. Biriken toksik H.O2, ozellikle demir varliginda gergeklesen Fenton
reaksiyonu sonucunda daha toksik bir molekiil olan OH”in olusumuna sebep
olmaktadir [10, 11]. Tim bu toksik molekiillerin hiicrede birikimi, L. lactis
hiicrelerinde oksidatif strese yol agmaktadir.

Rochat ve arkadaslar1 (2005), Bacillus subtilis katalaz enzimi KatE’yi, bu
enzimden yoksun L. lactis’te tireterek, bu organizmanin oksidatif strese direncini test
etmiglerdir. KatE’nin L. lactis MG1363’te iretilmesiyle, 1 saat boyunca 4 mM
hidrojen peroksite maruz kalmis hiicrelerin canliliginda 800 kat artis saglanmistir.
Ayni sekilde, KatE sayesinde, respirasyon yeteneginden yoksun cydA mutant susunun
uzun siireli (3 giin) oksijenli kiiltiirlerinin canliliginda 160 kat artis goriilmiistiir. Ayn
grup, DNA tamir mekanizmasindan yoksun cydA/recA mutant susunda KatE’nin
DNA’y1 oksidatif strese karsi korudugu ve uzun siireli oksijenli ortamlarda DNA
degredasyonunu azalttigini géstermistir. Ozetle, bu calismayla, L. lactis’in aktif olarak
tiretebildigi katalazin, bu hiicrelerin oksijene olan hassasiyetini biiylik oranda giderdigi
bulunmustur [36].

Biiylime ortaminda antioksidan &zellik gosteren bir molekiil olan glutatyon
(GSH) varligimin, H202 muamelesinin ardindan, farkli L. lactis suslarinin hayatta
kalma oranlarini arttirdig1 tespit edilmistir. S6z konusu c¢alisma, hiicrelerin bir
kisminin hiicre i¢i GSH biriktirdigini ve bunun, H2O2’nin bir GSH/GSH rediiktaz
sistemi tarafindan enzimatik olarak yok edilmesine neden oldugunu ortaya koymustur
[37].

Bagka bir ¢alismada, GSH iiretiminden sorumlu olan Escherichia coli genlerinin
(g-glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetaz) heterolog ekspresyonu, L. lactis
subsp. cremoris NZ9000 hiicrelerinin oksidatif strese karsit direngli bir fenotip
sergilemesine neden olmustur. GSH iireten bu rekombinant hiicreler, H202 (150 mM)
ve bir siiperoksit tiretici molekiil olan menadion (30 uM) maddesine maruz kaldiktan
sonra sagkalim artmistir [38].

Papagianni ve Avramidis (2012), L. lactis’te Aspergillus niger’in alternatif
oksidaz genini (aox1) eksprese ederek oksidatif strese daha iyi yanit veren bir tiir elde
etmislerdir. Bu rekombinant susta laktat olusumunun baskilandig1 ve test edilen

kosullarda daha yiiksek bir biyokiitle ve nisin verimine ulastigi bulunmustur [39].
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L. lactis’in biiylimesi, fermantasyon sirasinda firetilen yiiksek laktik asit
konsantrasyonlari ile de inhibe edilmektedir. Transkripsiyonel regiilator olan ythA
geninin yiiksek diizeyde ifade edilmesinin, L. lactis F44’{in asit direncini arttirdigi
bulunmustur ve rekombinant susun hayatta kalma oraninin ve nisin tiretim veriminin
onemli dlglide arttigr gosterilmistir [8]. Miao ve arkadaslart (2018), kii¢iik kodlayici
olmayan RNA anti4l’in hiicrede yiiksek diizeyde ifade edilmesinin, asit stresi
altindaki hiicrelerin hayatta kalma oranini arttirdigini ve sonrasinda nisin tiretiminin
artmasina neden olan hiicre biiyiimesini tesvik ettigini gostermislerdir [7]. Baska bir
calismada, kii¢iikk kodlayici olmayan RNA s015’in, L. lactis’in asit toleransini
yiikselttigi ve diisiik pH’da nisin verimini arttirdigi gosterilmistir [40]. Zhang ve
arkadaslar1 (2016), farkli asit stres genlerinin tek tek veya kombinasyon halinde
eksprese edilmesinin, nisin iretiminin artisina yol agtigini bulmuslardir [41]. Son
yillarda yapilan caligmalarda, asit stresi nedeniyle hiicrelerin biyokiitlesindeki
azalmanim, hiicre ceperi ve hiicre zari biyosentezinde yer alan genlerin
ekspresyonundaki azalmadan kaynaklandigi bulunmustur [42].

Gelisme ortamma hem ilavesiyle, laktik asit bakterilerinin daha yiiksek
biyokiitleye ulastig1 birgok ¢alismada rapor edilmistir [43-49]. Hem molekiilii, porfirin
halka sistemi ile sarilmis demir atomu igeren metalloporfirin grubu tyesidir [44]. Bu
bilesigin varliginda laktik asit bakterileri aerobik solunum yolunu kullanarak daha
yiiksek biyokiitleye ulagsmaktadir. L. lactis’in membrani, solunum igin gerekli olan tiim
elektron transfer zinciri (ETS) bilesenleriyle donatilmistir; ancak, yine de solunumu
gerceklestirememektedir. Cilinkii bu familya iiyeleri, sitokrom oksidaz sistemi i¢in
kofaktor olan hem molekiiliinii sentezleyebilecek metabolik iz yola sahip degildir [43].
L. lactis IL1403 susunun genom g¢alismalarinda, sitokrom oksidaz enzimine ait genler
tespit edilebilirken, hemin biyosentezi ile ilgili genler bulunamamistir [44]. Fakat bu
familya tliyeleri i¢in gerekli olan hem ilavesi yapildiginda solunum i¢in gerekli eksiklik
tamamlanmaktadir. Aerobik kosullarda, oksijen stresine yanit olarak, hiicrelerdeki
metabolik yol heterolaktik fermentasyona c¢evrilmektedir. Boylece hiicrede 3 farkli
etki ortaya ¢ikmaktadir: 1) Hiicresel enerji seviyesi yiikselmektedir. Ciinkii solunumda
her bir NADH’1n okside edilmesiyle 1 mol ATP iiretilmektedir. 2) Daha diisiik oranda
yan {riin ¢ikis1 olmaktadir. Bu da hiicre biyokiitlesinin artmasini saglamaktadir. 3)
Geri inhibisyon engellenmektedir. Nitekim metabolik yolun sonunda laktik asit yerine

aseton, diasetil, etanol ve asetik asit gibi ¢esitli tirtinler tiretilmektedir [43, 44, 49].
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Hem varliginda L. lactis’te uzun siireli hayatta kalmanin saglanmasi ve daha
yiiksek biyokiitle eldesi, hem ROS'un daha etkin bir sekilde ortadan kaldirilmasi
yoluyla oksidatif stresin azaltilmasiyla hem de karigik asit fermantasyonundan dolay1
bliylime ortaminda daha yiiksek pH degerinin korunmasi yoluyla asit stresinin
azaltilmasiyla basarilmistir [43, 44, 50]. Solunuma izin verilen kosullarda, L. lactis
biyokiitlesindeki artigin, nisin tiretiminde bir artisa neden oldugu da gosterilmistir [6].

Ilging bir sekilde, GSH gibi, piriivatin da antioksidan dzelliklere sahip oldugu
gosterilmistir, ¢iinkii H2O ve asetat iiretmek i¢in enzimatik olmayan bir islemle H202
ile etkilesime girer ve bdylece hiicrenin oksidatif stres direncine katkida bulunur [51].
H20- gideriminin yani sira, piriivatin, biyolojik ortamlar igin etkili bir tampon olarak
onerilmesi sebebiyle, biiylime ortaminin pH’sinin diigmesini dnlemek i¢in uygun bir
aday olabilecegi disiiniilmektedir [52].

Bu tez caligmasinda, oksijen stresinin giderilmesi yoluyla nisin {iretimini
arttirmak igin B. subtilis katalaz geninin (katE) ve L. lactis siiperoksit dismutaz (SOdA)
geninin, L. lactis’te hem diisiik hem de yiiksek diizeyde ifade edilmesi amaglanmustir.
Ancak biitiin denemelere ragmen rekombinant L. lactis suslar1 elde edilememistir.
Tiiketicilerin son yillarda “organik gida katkis1” igeren iriinler kullanma istegi goz
Online alinarak, bu tez calismasinin devaminda, genetik manipiilasyonlar yerine
biiylime ortaminin igerigini degistirilerek nisin liretimini arttirma yoluna gidilmistir.
Bu nedenle bu ¢alismada, GSH ve piriivatin biiyiime, nisin tiretimi ve L. lactis

hiicrelerinin strese tepkisi iizerindeki etkileri belirlenmistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu tez c¢alismasinda; CaCl> (Merck, Almanya), Tris (Merck, Almanya), SDS
(Merck, Almanya), Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Almanya), EDTA (Merck,
Almanya), Kazein pepton (Tripton) (Merck, Almanya), MgCl..6H,O (Merck,
Almanya), Agaroz (Sigma-Aldrich, Almanya), Agar (Merck, Almanya), NaOH
(Merck, Almanya), Siikroz (Merck, Almanya), %87 Gliserol (Riedel de Haen,
Almanya), D-(+)-Glukoz (Merck, Almanya), NaCl (Sigma-Aldrich, Almanya), Fenol
(Riedel de Haen, Almanya), Kloroform (Riedel de Haen, Almanya), izoamil alkol
(Merck, Almanya), 2-propanol (Merck, Almanya), Asetik asit (Riedel de Haen,
Almanya), %99.5 Etanol (Riedel de Haen, Almanya), HCI (Riedel de Haen, Almanya),
CTAB (Merck, Almanya), KOAc (Merck, Almanya), MnCl..4HO (Merck,
Almanya), KCI (Riedel de Haen, Almanya), MOPS (Sigma-Aldrich, Almanya), Maya
Oziitii (Alfa Aesar, ABD), Et Oziitii (Merck, Almanya), NazHPO4 (Sigma-Aldrich,
Almanya), Tween 20 (Merck, Almanya), Glisin (Merck, Almanya), Nisaplin (Sigma-
Aldrich,  Almanya), RedSafe (Intron Biotechnology, Giiney Kore),
(NH4)2Fe(S04)2.6H20 (Sigma-Aldrich, Almanya), H.SO4 (Merck, Almanya), Sorbitol
(Merck, Almanya), ksilenol turuncu (Sigma-Aldrich, Almanya), H20. (Merck,
Almanya), TBA (Sigma-Aldrich, Almanya), TCA (Sigma-Aldrich, Almanya), IPTG
(Thermo Fisher Scientific, ABD), X-gal (Sigma-Aldrich, Almanya), L-Glutatyon
indirgenmis (Sigma-Aldrich, Almanya), Sodyum piriivat (Sigma-Aldrich, Almanya)
ve M17 broth (Biolife, italya) kimyasallar1 kullanilmustir.

3.1.2. Kullanilan Enzimler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan enzimler; Phusion DNA Polimeraz (Thermo
Fisher Scientific, ABD), T4 DNA Ligaz (Jena Bioscience, Almanya), BamHI
Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Fisher Scientific, ABD), Xhol Restriksiyon
Endoniikleaz (Thermo Fisher Scientific, ABD), Ncol Restriksiyon Endoniikleaz
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(Thermo Fisher Scientific, ABD), Spel Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Fisher
Scientific, ABD), BssHII Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Fisher Scientific, ABD),
Kpnl (Thermo Fisher Scientific, ABD), Riboniikleaz A (Thermo Fisher Scientific,
ABD), Termosensitif Alkalin Fosfataz (Alkaline Phosphatase Calf Intestinal, NEB
Biolabs, ABD), Lizozim (Sigma-Aldrich, Almanya) ve Deoksiriboniikleaz I (Thermo
Fisher Scientific, ABD) enzimleridir.

3.1.3. Kullanilan Kitler

Bu c¢alismada; innuSPEED Bakteriler/Mantarlar RNA Kiti (Analytic Jena,
Almanya), iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, ABD), iScript cDNA
Sentez Kiti (Bio-Rad, ABD), Jel Ekstraksiyon ve PCR Piirifikasyon Kiti (NucleoSpin
Gel and PCR Clean-up Kit, Macherey-Nagel, Almanya), Plazmid DNA Izolasyon Kiti
(NucleoSpin Plasmid, Macherey-Nagel, Almanya) ve Klonlama Kiti (In-Fusion HD
Cloning Kit, Clontech, ABD) kullanilmustir.

3.1.4. Kullanilan DNA Molekiiler Belirtecleri

Bu tez ¢aligmasinda DNA bant boyutlarinin belirlenmesi ve RNA biitlinliigiiniin

tespit edilmesi i¢in kullanilan molekiiler DNA belirtecleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder 0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
png0Spm % bp ng/0.5 pg 9

1000 450 90
a &H 3 (
b, w & 30
5 00 &0 9 =
g X & 20 5
u S0 1150 220 &
% a0 &0 80 =
5 0 400 80 8
3 00 80 -1
1 >
~ o
00 8O =
L L
-] =
& —
= 3
z '
0.5 pgfane, 8 cm length gel, 0.5 pgiane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7Viem, 45 min 1XTAE, 7 Viem, 45 min

(A) (B)

Sekil 3.1: Calismada kullanilan molekiiler DNA belirtegleri. (A) 100 b¢ Molekiiler
DNA Belirteci (SM0311, Thermo Fisher Scientific, ABD); (B) 1 kb Molekiiler DNA
Belirteci (SM0241, Thermo Fisher Scientific, ABD).
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3.1.5. Kullanilan Bakteri Soylar

Bu ¢alismada kullanilan bakteri soylar1 Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Bu galismada kullanilan bakteri soylari.

Bakteri tiirleri

Ozellik Referans

E. coli TG1 A(lac-pro) supE thi hsd5/F° traD36 [53]
proA*B*lacl? A(lacZ) M15

L. lactis N8 Nisin Z {ireticisi [54]

M. luteus NCIMB 8166 | Nisin iiretiminin tespitinde indikator sus [29]

Bacillus subtilis 168 trpC2 [55]

E. coli AkatE

F- A(araD-araB)567 AlacZ4787(::rrnB- [56]
3) A dkatE731::kan rph-1 A(rhaD-
rhaB)568 hsdR514

3.1.6. Kullanilan Besiyerleri

Calismada kullanilan besiyerlerinin igerikleri ve hazirlaniglart Tablo 3.2’de

gosterilmistir.

Tablo 3.2:

Bu ¢alismada kullanilan besiyerleri.

Besiyeri

Icerigi ve Hazirlamis:

Luria Bertani (LB) broth

10 g NaCl, 10 g tripton ve 5 g maya oziitii, dH20 ile 1
L’ye tamamlandiktan sonra 121°C’ta 20 dk boyunca
otoklavlanarak steril edilir.

LB agar

10 g NaCl, 10 g tripton, 5 g maya 6ziitii ve 15 g agar,
dH20 ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra 121°C’ta 20 dk

boyunca otoklavlanarak steril edilir.

BLB (Beef LB) agar

10 g pepton, 1 g maya 0ziitii, 5 g et 6ziitii ve 5 g NaCl
tizerine 950 ml dH20 eklenir. pH 7.2’ye ayarlandiktan
sonra 15 g agar eklenir ve son hacim dHxO ile 1 L’ye

tamamlanarak 121°C’ta 20 dk boyunca steril edilir.
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Tablo 3.2: Devam.

S1 agar

8 g tripton, 5 g maya 06ziitii, 5 g NaCl, 2 g NaxHPOs,
15 ml Tween 20 ve 16 g agar, dH20 ile 990 ml’ye
tamamlandiktan sonra 121°C’ta 20 dk boyunca
otoklavlanarak steril edilir. Otoklavin ardindan
besiyeri 50 °C’a sogutulduktan sonra, steril 10 ml %50

glukoz (5 g) eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlanur.

GM17 broth

42.2 g besiyeri dH20 ile 990 ml’ye tamamlandiktan
sonra 121°C’ta 20 dk boyunca otoklavlanarak steril
edilir.  Otoklavin ardindan besiyeri 50 °C’a
sogutulduktan sonra, steril 10 ml %50 glukoz (5 g)

eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlanir.

GM17 agar

42.2 g besiyeri ve 15 g agar dH.O ile 990 ml’ye
tamamlandiktan sonra 121°C’ta 20 dk boyunca
otoklavlanarak steril edilir. Otoklavin ardindan
besiyeri 50 °C’a sogutulduktan sonra, steril 10 ml %50

glukoz (5 g) eklenerek son hacim 1 L’ye tamamlanir.

SGM17 broth

500 ml steril 2X M17 besiyerine; 10 ml %50 glukoz,
334 ml 1.5 M siikroz ve 156 ml dH,0O eklenerek son

hacim 1 L’ye tamamlanir.

SGM17+2 mM CaCl>+20
mM MgClz broth

500 ml steril 2X M17 besiyerine; 10 ml %50 glukoz,
334 ml 1.5 M siikroz, 2 ml 1 M CaClz, 20 ml 1 M
MgClz, 134 ml dH20 eklenerek son hacim 1 L’ye

tamamlanir.

3.1.7. Kullanilan Antibiyotikler

Calismada

gosterilmistir.

kullanilan

antibiyotikler ve konsantrasyonlar1 Tablo 3.3’te
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Tablo 3.3: Bu ¢alismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari (¥ Coziicii:

%100 Etanol).

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 5-25

3.1.8. Kullanilan Plazmitler

katE geninin klonlanmasi amaciyla tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan

plazmitler, Tablo 3.4’te gdsterilmistir.

Tablo 3.4: Tez ¢alismas1 kapsaminda kullanilan plazmitler ve 6zellikleri. *pLEB21
ve pLEB579 plazmitleri promotor bolgesi igermediginden, istenilen giigteki herhangi
bir promotor kullanilabilmektir. Tez ¢aligmasi kapsaminda bu amagla gii¢lii bir
promotor olan Pg promotoru se¢ilmistir.

Plazmitin | Kopya Konakea1 | Tgerdigi | Promotor Icerdigi
adi sayisi promotor cesidi antibiyotik
direnci
pLEB124 | Yiiksek Gram +/- P45 Konstitiitif Eritromisin
pLEB21 Yiiksek Gram - Pg* Konstitiitif Ampisilin
Genoma Gram + Eritromisin
entegrasyon
pPpLEB579 | Yiksek Gram +/- Pg* Konstitiitif Eritromisin
pCZ-Cm Yiiksek Gram +/- Pczed Uyarilabilen | Kloramfenikol
(tercihen
Gram +)
pILZ-Em Diisiik Gram + Pczed Uyarilabilen | Eritromisin
pSK Yiiksek Gram - Pr7 Uyarilabilen Ampisilin
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3.1.9. Kullanilan Cozeltiler

Tablo 3.5: Bu calismada kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri.

Cozelti

Icerigi

[zotonik NaCl Céozeltisi

%0.9 NaCl

Tris-EDTA (TE) Tamponu

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

Soliisyon I 25 mM Tris (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)
50 mM Glukoz

Soliisyon II 0.2 N NaOH
%1 SDS

Soliisyon II1 %60 5 M KOACc

%11.5 Glasiyal asetik asit

Tris—Asetat-EDTA (TAE) (50X)

242 g Tris Baz
57.1 ml Glasiyal Asetik Asit

100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)

STET Tamponu

%38 Siikroz

%5 Triton X-100

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

Ttbl

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

Tfbll

10 mM Na—MOPS (pH 7.0)
75 mM CaCl,

10 mM KClI

%15 gliserol

Elektroporasyon Tamponu

0.5 M Siikroz
%15 Gliserol
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Tablo 3.5: Devam.

24:1 Kloroform/izoamilalkol Karisimi = 960 ml Kloroform
aL,viv) * 40 ml izoamilalkol
25:24:1 Fenol/Kloroform/izoamilalkol = 500 ml Fenol
Karigimi (1 L, v/v/v) = 480 ml Kloroform
* 20 ml izoamilalkol
CTAB/NaCl Soliisyonu = %10 CTAB
= 0.7 M NaCl

3.1.10. 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), 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), Inkiibatér (Heraeus, D-63450 Heraus), Calkalamali inkiibator
(Edmund Biihler, KS-15), Su Banyosu (Techne, TE-10A Tempette), UV Goriintiileme
Cihaz1 (Azure Biosystems), Mikrodalga Firin (Samsung), UV-1900 UV-VIS
Spektrofotometresi (Shimadzu, Kyoto, Japonya), PCR Cihaz1 (Applied Biosystems),
StepOnePlus™ Real-Time PCR Sistemi (Applied Biosystems), ‘NanoDrop Lite’
Spektrofotometre Cihazi (Thermo Scientific), BioFlo® 120 fermentor (Eppendorf).

3.2. Yontemler

3.2.1. Klonlama Cahsmalari

3.2.1.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez yontemi ile, niikleik asitlerin agaroz jelde biiyiikliiklerine bagli
olarak ayrilmalar1 saglanmistir. %0.8 veya %1’lik agaroz jeli, 1X TAE tamponu

kullanilarak hazirlanmis ve son konsantrasyonu %0.005 olacak sekilde RedSafe
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(Intron) ilave edilmistir. DNA yiikleme tamponu ilave edilen ornekler agaroz jele
yiiklenerek, iginde yiiriitme tamponu olarak 1X TAE bulunan elektroforez tankinda

80-120 Volt’ ta yiiriitiilmuslerdir.
3.2.1.2. DNA’nin Agaroz Jelden Geri Kazanilmasi

DNA fragmentlerinin agaroz jelden geri elde edilmesi protokoli, Jel
Ekstraksiyon ve PCR Piirifikasyon Kiti (Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gel and
PCR Clean-up Kit) kullanilarak, tiretici firmanin verdigi kullanma talimatina uygun

bir sekilde yapilmistir.
3.2.1.3. Restriksiyon Endoniikleaz Kesimleri

izole edilen plazmit DNA’larin restriksiyon endoniikleaz kesim reaksiyonlar,
enzimlerin iiretici firmalarmin belirttigi konsantrasyonlar ve kosullarda, Onerilen

tamponlar kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.1.4. Bacillus subtilis ve L. lactis’ten Kromozomal DNA
Izolasyonu

B. subtilis 168 ile L. lactis N8’in genomik DNA’s1, Ausubel ve arkadaglarinin
(2003) yontemine gore izole edilmistir [57]. 100 ml LB’de 1 gece boyunca inkiibe
edilen hiicreler, 2 adet 50 ml’lik santrifiij tiiplinde +4 °C’ta 4500 rpm’de 10 dk
santrifiijlenmis ve peletler 1.7 ml TE tamponunda ¢6ziilerek karisima 3.4 mg lizozim
eklenmistir. 1.7 ml karigtmin tizerine 50 pl %20 SDS ve 50 pl 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 pul 5 M NaCl ve 60 ul CTAB/NaCl
soliisyonu eklenerek 65 °C’ta 10 dk inkiibe edilmistir.

Oda sicakligina sogutulan 6rnek iizerine esit hacimde CIA (24 hacim Kloroform
+ 1 hacim Izoamilalkol) eklendikten sonra oda sicakhiginda 13000 rpm’de 5 dk
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
santrifiijlenmistir. Bu islem iki kez tekrarlandiktan sonra yeni bir ependorf tiipiine

alinan {ist faz tizerine 0.6 hacim izoproponal eklenerek oda sicakliginda 13000 rpm’de
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15 dk santrifiijlenmistir. Pelet %70 etanol ile yikandiktan sonra kurutulmus ve

dH20’da ¢oziilerek saklanmak tizere -20 °C’a kaldirilmistir.

3.2.1.5. Ligasyon

Ligasyon reaksiyonlarinda bulunmasi gereken vektdor ve insért DNA

konsantrasyonlari, asagida verilen esitlik (3.1) yardimiyla hesaplanmistir:

ng (vektor) x kb (insort)
kb (vektor)

ng (insort) =

(3.1)

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

edilmistir.

3.2.1.6. E. coli Kompetan Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli TGl kompetan hiicreleri, Sanders’in (2011) yOntemine gore
hazirlanmistir  [58]. Hiicreler gece boyunca antibiyotiksiz LB besiyerinde
tiretilmislerdir. Ertesi sabah, lireyen hiicrelerden bir koloni segilip 5 ml antibiyotiksiz
stvi LB besiyerine ekim yapilmistir. Hiicreler 300 rpm’de 37 °C’ta 2 saat inkiibe
edilmislerdir. 2 saat sonrasinda hiicreler 100 ml antibiyotiksiz LB besiyerine
aktarilmis, 200 rpm’de 37 °C’ta ODsso 0.4 olana kadar galkalayicida inkiibasyona
birakilmiglardir. Ureyen hiicreler 50 ml’lik falkona aktarilip 3000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmislerdir. Ust faz atilarak, hiicre peleti 40 ml soguk TfbI soliisyonunda
¢Oziilmiis ve 10 dk buzda bekletilmistir. Karisim 3000 rpm’de 8 dk +4 °C’ta santrifiij
edilmistir. Siv1 kisim atilip hiicre peleti soguk Tfbll soliisyonunda ¢oziilerek soguk
ependorf tiiplerine 100’er pl olacak sekilde dagitilmistir. Hiicreler sivi azot iginde hizli

bir sekilde dondurularak -80 °C’a kaldirilmislardir.

24



3.2.1.7. Transformasyon

Ligasyon {irtinleri, 100 pl kompetan E. coli TG1 hiicreleriyle karistirildiktan
sonra, hiicreler buz igerisinde 30 dk bekletilmistir. Ligasyon iiriinlerinin hiicrelere
girigini saglamak amactyla hiicrelere 42 °C’ta 45 sn 1s1 soku uygulanmustir. Is1 sokunun
ardindan hiicre membraninda olusan porlarin kapanmasi i¢in hiicreler bu kez 2 dk buz
igerisinde bekletilmistir. Ardindan, iizerlerine 900 pl LB eklenen hiicreler 37 °C’ta 1
saat calkalamali olarak inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonras1 drnekler, uygun
konsantrasyonlarda antibiyotik iceren LB agar besiyerine 100’er ul yayilarak 37 °C’ta
gece boyu inkiibe edilmislerdir.

3.2.1.8. E. coli’ den Plazmit izolasyonu

E. coli’ den plazmit izolasyonu Sambrook ve arkadaslarinin (1989) yontemi ile
gergeklestirilmistir [59]. Uygun antibiyotik igeren 100 ml LB’ de 37 °C’ ta 220 rpm’de
12-16 saat biiyiitiilmiis kiiltiir, oda sicakliginda 4500 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten
sonra pelet tizerine her 5 ml kiiltiir i¢in 200 ul Soliisyon I eklenmis, vortekslenmis ve
bu karistm 200’er pl olacak sekilde ependorf tiiplerine paylastirilmigtir. Oda
sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra, tizerlerine 400’er pl Soliisyon II eklenerek
karistirilmis ve her 2 dkda bir karistirilarak 5 dk boyunca buzda bekletilmistir. 5 dk
buzda bekletildikten sonra her birine 300’er ul Soliisyon III eklenip, her 2 dkda bir
karistirtlarak 10 dk boyunca buzda inkiibe edilmistir. Daha sonra 14000 rpm’de
+4 °C’ta 20 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda siipernatantlar temiz birer ependorf tlipline alinarak, lizerlerine
0.6 hacim izopropanol eklenip karistirilmistir. En az 15 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra, karisimlar oda sicakliginda 11000 rpm’de 30 dk
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 slipernatantlar atilip, her bir ependorf tiipiindeki
pelet 25 pl dH20’da ¢dziilmiistiir. Uzerlerine her 100 pl 6rnek igin 10 ul RNaz (10
mg/ml) eklendikten sonra 30 dk 37 °C’ ta inkiibe edilmistir. Bu sekilde izole edilen
plazmit, Jel Ekstraksiyon ve PCR Pirifikasyon Kiti (Macherey-Nagel™
NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Kit) kullanilarak saflagtirilmistir. Saflastirilan
plazmit DNA, -20 °C’ta saklanmuistir.

E. coli hiicrelerinin plazmitlerle transformasyonu sonucu elde edilen tek

kolonilerden dogrulama amaci ile plazmit izolasyonu yapmak i¢in ise asagida anlatilan
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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 dk santrifiij edilerek st sivilar
uzaklastirilmistir. Peletler, 2 mg/ml lizozim igeren 250’ser ul STET tamponunda
vortekslenerek ¢oziilmiisler ve hemen kaynayan su igine alinarak 45 sn
bekletilmiglerdir. Daha sonra ornekler, oda sicakliginda 13000 rpm’de 15 dk santrifiij
edilmiglerdir. Tiiplerin dibinde olusan peletler steril kiirdan ile uzaklastirilmis ve {ist
stvilar tizerine 250°ser pl izopropanol eklenerek 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmiglerdir. Ardindan 6rnekler oda sicakliginda 10000 rpm’de 30 dk santrifiij
edilmiglerdir. ~ Siipernatantlar  uzaklastirildiktan sonra peletler kurutularak,
yogunluklarina goére 20-30 pl dH20’da ¢oziilmiiglerdir. Elde edilen DNA 6rnekleri

hemen %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek analiz edilmislerdir.

3.2.1.9. L. lactis Elektrokompetanlarinin Hazirlanmasi

L. lactis N8 elektrokompetan hiicrelerinin hazirlanmasi igin, ilk giin L. lactis
hiicrelerinin -80 °C stogundan 3 ml GM17 besiyerine ekim yapilarak 30 °C’ta 1 gece
inkiibasyona birakilmistir. Ikinci giin bu kiiltiir, 1/100 oraninda, 50 ml %0.3 glisin
iceren SGM17 besiyerine aktarilmis ve kiiltiiriin optik yogunlugu ODegoo 0.45-0.6
olana dek hiicreler 4-6 saat boyunca 30 °C’ta inkiibe edilmistir. Bu araliga ulasan
kiiltiir, buz lizerine almarak sogutulmus (5 dk) ve hiicreler 4500 rpm’de +4 °C’ta 20
dk santrifiij edilerek toplanmuslardir. Ust sivi dokiilerek uzaklastirildiktan sonra
hiicreler 10 ml elektroporasyon tamponunda (+4 °C) ¢oziilmiislerdir. Elde edilen
siispansiyon, 4500 rpm’de +4 °C’ta 20 dk santrifiij edilerek tekrar hiicre ¢okeltisi elde
edilmistir. Hiicreler yeniden 10 ml elektroporasyon tamponunda ¢oziilerek yikama
asamasi tekrarlanmistir. Son olarak hiicrelerin 4500 rpm’de +4 °C’ta 20 dk santrifiij
edilmesiyle elde edilen hiicre peleti, 1 ml elektroporasyon tamponunda ¢oziilerek
100’er pl olacak sekilde buzda sogutulmus ependorf tiiplerine bdliinerek,

kullanilincaya kadar -80 °C’ta muhafaza edilmislerdir.

3.2.1.10. Elektroporasyon

100 pl L. lactis N8 elektrokompetan hiicresi lizerine, yogunluguna gore en fazla

10 pl plazmid DNA eklenerek karistirilmistir. Elde edilen bu karigim, 0.2 cm’lik
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elektroporasyon kiivetine konularak elektroporasyon icin hazir hale getirilmistir.
Elektroporasyon 2.5 kV’ta, 25 uF’ta ve 400 ohm (Q)’da gergeklestirilmistir.
Elektroporasyon sonrasinda hiicrelere 900 ul SGM17+2 mM CaCl>+20 mM MgCl>
besiyeri eklenmis ve 30 °C’ta 1 ila 2 saat boyunca ¢alkalama olmadan inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler, 200’er pl olacak sekilde uygun
antibiyotik igeren LB agara yayilarak ekim yapilmistir. 30 °C’ta 1-5 giin inkiibasyon

siresinin ardindan agarda {ireyen hiicreler plazmit varlig1 a¢isindan taranmastir.

3.2.1.11. katE Geninin Klonlanmasi i¢in Yapilan Cahismalar

3.2.1.11.1.katE Genine Ozgii Primerlerin Sentezi ve PCR

Kullanilacak olan primer ciftleri, B. subtilis 168 soyunun genomuna birebir
uyumlu olacak sekilde tasarlanmigtir. Bakterinin katE genine ait niikleotid dizilimine
GENBANK’ta “NZ CP010052.1” erisim numarast ile ulasilabilmektedir.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/749168884?from=4008155&t0=4010215&sat
=4&sat_key=146523004&report=gbwithparts). B. subtilis 168 soyunun katE genine
ait DNA dizisinin PCR aracilig1 ile ¢ogaltilmasi igin se¢ilen primer giftleri Tablo
3.6°da gosterilmistir.

Tablo 3.6: B. subtilis 168 soyuna ait katE geninin PCR aracilig1 ile ¢ogaltilmast i¢in
secilen primer giftleri. Alt1 ¢izili bolgeler, enzim kesimlerinin etkin bir bigimde
gergeklesmesi icin eklenen ilave niikleotit dizilerini isaret etmektedir. “Infusion”
primerlerindeki alt1 ¢izili bolge, dogrusal hale getirilmis plazmitlerden alinan
niikleotit dizilerini, kalin olarak gosterilen diziler ise katE geninden alinan dizileri
ifade etmektedir. F ve R katE PCR primerlerdeki alt1 ¢izili bolgeler pCZ-Cm
plazmidinden alinan niikleotit dizilerini, kalin olarak gosterilen diziler ise katE
geninden alinan dizileri géstermektedir. F Primer katE PCR primerinde bulunan “gg”
niikleotitleri, gerceve kaymasi mutasyonunu engellemek tlizere eklenmistir.

katE geninin pSK ve pLEB124’¢ klonlanmasi i¢in kullanilan primer cifti
[TAA: bitis kodonu, AAGGA: L. lactis fhuR genine ait ribozom baglanma bdolgesi (RBS),
ATG: baslangi¢c kodonu, GGATCC: BamHI kesim bolgesi.]

F  Primer KkatE 5
BamHI CGGGATCCCGCCTAAAAGGAGCAGACATGAGTGA
TGACC 3’ (39 nt)

R Primer katE 5> CGGGATCCCGGTTTCTAGGTCTAACAGCAT
BamHI 3° (30 nt)
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Tablo 3.6: Devam.

katE geninin pLEB21 ve pLEB 579’a klonlanmasi i¢in kullamlan primer cifti
[ATG: baslangi¢ kodonu, CTCGAG: Xhol kesim bolgesi.]

F Primer katE 5 ATGAGTGATGACCAAAACAAACGTGTA 3
(27nt)
R Primer katE 5
Xhol CCGCTCGAGCGGGTTTCTAGGTCTAACAGCAT 3
(32 nt)

katE geninin kanamisin direng geni ile birlestirilmesi ve ardindan pLEB124’e
klonlanmasi icin kullanilan primer cifti
[TAA: bitis kodonu, AAGGA: L. lactis fhuR genine ait ribozom baglanma bolgesi (RBS),
ATG: baslangic kodonu, GGATCC: BamHI kesim bolgesi.]

F Primer katE 5’
BamHl| CGGGATCCCGCCTAAAAGGAGCAGACATGAGTGA
TGACC 3’ (39 nt)

R Primer katE 5’ AATCATGCGAAACGATCCTCTCAAATTCGTCT
kanamisin ATCCCAAT 3’ (40 nt)

katE geninin “Infusion” kit kullamlarak pLEB124’e klonlanmasi i¢cin
kullanilan primer c¢ifti
[TAA: bitis kodonu, AAGGA: L. lactis fhuR genine ait ribozom baglanma bdolgesi (RBS),
ATG: baslangi¢c kodonu, GGATCC: BamHI kesim bolgesi.]

F Primer katEl24 5’
“Infusion” GACGTCATATGGATCCCTAAAAGGAGCAGACATG
AGTGATGACC 3’ (44 nt)

R Primer katE1l24 5’
“Infusion” CCCTATATATGGATCCGTTTCTAGGTCTAACAGCA
T 3’ (36 nt)

katE geninin pCZ-Cm ve plLZ-Em vektorlerine klonlanmasi i¢cin kullanilan
primer cifti

[GGTACC: KpnlI kesim bolgesi.]

F  Primer katE 5" AGTGATGACCAAAACAAACGTGTA 3’ (24 nt)
pCzZ/plLZ

R  Primer KkatE 5 GGGGTACCCCGTTTCTAGGTCTAACAGCAT
pCZ/pILZ Kpnl 3’ (30 nt)
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Tablo 3.6: Devam.

katE geninin “Infusion” kit kullamlarak pCZ-Cm ve plLZ-Em vektorlerine
klonlanmasi icin kullanilan primer cifti
[CCATG(G): Ncol kesim bolgesi (Ncol kesim bolgesindeki G niikleotidi, klonlama sonucu
gergeve kaymasi mutasyonu yaratacagi gerekcesiyle katE pILZ/pCZ Infusion F Primer’den
cikartilmigtir), ACTAGT: Spel kesim bdolgesi. ]
F  Primer katE 5
pILZ/pCZ Infusion GGAATGAGAACCATGAGTGATGACCAAAACAAAC
GT 3’ (36 nt)
R  Primer katE 5
pILZ/pCZ Infusion GCTCTCTAGAACTAGTGTTTCTAGGTCTAACAGCA
T 3’ (36 nt)

katE geninin pCZ-Cm vektoriine PCR ile dogrudan klonlanmasi i¢in kullamilan
primer cifti
[ : pCZ-Cm plazmidinde bulunan RBS, CCATGG: Ncol kesim bolgesi (Ncol
kesim bolgesindeki G niikleotidi, klonlama sonucu ¢ergeve kaymasi mutasyonu yaratacagi
gerekgesiyle katE pILZ/pCZ Infusion F Primer’den ¢ikartilmistir), ACTAGT: Spel kesim
bolgesi.]

F Primer katE PCR | 5°
ACAA AGAACCATGGQgATGAGTGATGA
CCAAAACAAACGT 3’ (47 nt)

R Primer katE |5
PCR AGCTTGAGCTCTCTAGAACTAGTAGACTGATTAAA
TCGAAAGAAGTT 3’ (47 nt)

F Primer katE BamHI ve R Primer katE BamHI primer ¢ifti, katE geninin
pLEB124 ve pSK plazmitlerine, F Primer katE ve R Primer katE Xhol primer ¢ifti
pLEB21 ve pLEB579 plazmitlerine klonlanmas1 i¢in dizayn edilmistir.

F Primer katE BamHI ve R Primer katE kanamisin primer ¢ifti, katE geninin
cakisan (overlap) PCR araciligiyla kanamisin direng geni ile birlestirilerek pLEB124
plazmidine klonlanmasi igin tasarlanmistir. Bu amagla hazirlanan R Primer katE
kanamisin, katE geninin sonundan 20 niikleotidin yani1 sira kanamisin direng geninin
basindan 20 niikleotit icermektedir. Bu sayede, bu primer ¢ifti ile gergeklestirilen PCR
sonucu elde edilen iiriinde, katE geninin ardindan kanamisin direng geninin baslangig
kismina ait diziler (20 nt) yer almaktadir. Bu primer ¢ifti kullanilarak elde edilen PCR

iiriinii, ¢cakisan (overlap) PCR i¢in kalip olarak kullanilmistir.
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katE geninin “Infusion” kit araciligiyla pPLEB124 plazmidine klonlanmast i¢in F
Primer katE124 “Infusion” ve R Primer katE124 “Infusion” primer ¢ifti, pCZ-Cm ve
pILZ-Em vektorlerine klonlanmasi igin ise F Primer katE pILZ/pCZ “Infusion” ile R
Primer katE pILZ/pCZ “Infusion” primer ¢ifti kullanilmistir. Ayn1 zamanda katE
geninin ligasyon araciligiyla pCZ-Cm ve pILZ-Em vektorlerine klonlanmasi igin F
Primer katE pCZ/pILZ ile R Primer katE pCZ/pILZ Kpnl primerleri kullanilmistir.

katE geninin pCZ-Cm vektoriine PCR ile dogrudan klonlanmasi i¢in kullanilan
primer ¢ifti F Primer katE PCR ve R Primer katE PCR olarak adlandirilmistr.

katE geninin PCR ile cogaltilmasi i¢in Phusion DNA Polimeraz enzimi
kullanilmistir. PCR karisimi ve kosullar1 sirasiyla Tablo 3.7 ve Tablo 3.8°de
gosterilmigtir. Kalip DNA olarak B. subtilis 168 soyunun genomik DNA’s1
kullanilmistir. Her primer ¢ifti icin farkli primer baglanma sicakliklar1 denenerek, en
uygun sicaklik tespit edilmistir. Beklenen PCR fragmaninin boyutu yaklasik 2000-

2500 bg oldugundan, uzama siiresi 1 dk 30 sn olarak belirlenmistir.

Tablo 3.7: Phusion DNA Polimeraz enzimi ile hazirlanan PCR karisimi.

Reaksiyon Karisimi 50 pl Son konsantrasyon
reaksiyon

5X Phusion HF Tamponu 10 pl 1x

10 mM dNTP 1 pl 200 uM

10 uM F Primer 2.5 ul 0.5 uM

10 uM R Primer 2.5 ul 0.5 uM

Kalip DNA 1.5 ul 250 ng

Phusion DNA Polimeraz 0.5 ul 0.02 U/ul

dH20 32 ul 50 ul’ye
tamamlanir.
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Tablo 3.8: Phusion DNA Polimeraz enzimi ile gergeklestirilen PCR kosullart.
*Uzama siiresi, ¢ogaltilacak olan DNA fragmanin uzunluguna gore degisiklik
gostermektedir. Phusion DNA Polimeraz enzimi, 1 kb uzunlugundaki DNA

fragmanini 15 ila 30 sn’de tamamlayabilmektedir.

Reaksiyon Kosullari Sicakhik Zaman Dongii
Bagslangi¢ Denatiirasyonu 98 °C 30 sn 1
Denatiirasyon 98 °C 10 sn
Baglanma gradient 30 sn 30
Uzama 72 °C *

Son Uzama 72 °C 3 dk 1
3.21.11.2. katE Geninin pLEB124 Vektoriine E. coli’de

Klonlanmasina Yonelik Calismalar

Tez ¢alismas1 kapsaminda kullanilan pLEB124 plazmidinde, P4s promotorundan
sonra bir ribozom baglanma bolgesi (RBS) bulunmaktadir. Ribozom baglanma
bolgesinin ardindan ¢oklu klonlama bdlgesine (MCS) kadar olan DNA dizisi ifade
edildiginde, 9 aminoaside karsilik gelmektedir. Bu aminoasitlerin konformasyonu,
ribozomun RBS’ye etkin bir bi¢imde baglanmasina zemin hazirlamaktadir. Ancak
katE geninin ifadesinin kendine ait baslangi¢ kodonundan (ATG) baslayabilmesi i¢in
sliregelen translasyonun durdurulmasi gerekmektedir. Bu nedenle, F Primer katE
BamHI’a c¢erceve igerisinde (in frame) olacak sekilde bir bitis kodonu (TAA)
yerlestirilmistir. Bitis kodonunun hemen ardina ise L. lactis fhuR genine ait ribozom
baglanma bolgesi (AAGGA) eklenmistir. Bu sayede ribozom, ilk translasyonun
bitiginin ardindan ivedilikle katE geninin translasyonuna baglayabilecektir. Boylece L.
lactis ribozomlarinin B. subtilis katE genine ait ribozom baglanma bdlgesini
tantlyamamasi sorununun engellenmesi amaglanmigtir (Tablo 3.6). pLEB124
plazmidinde bulunan P4s promotoru konstitiitif bir promotordur. Klonlamanin basarili
bir sekilde gergeklesmesi halinde, L. lactis’te katE geninin siirekli bigimde ifadesi
saglanmis olacaktir.

pLEB124 plazmidinin ¢oklu klonlama bdlgesinde bulunan BamHI enzim kesim
bolgesine klonlama yapmak amaciyla tasarlanan primerlerin u¢ kisimlarina (F Primer
katE BamHI ve R Primer katE BamHI primer ¢ifti) BamHI kesim bolgeleri eklenmistir.
Hem pLEBI124 plazmidi hem de s6z konusu DNA fragmani BamHI enzimi ile

kesilerek gerekli saflastirma iglemlerinin ardindan ligasyon iglemine tabi tutulmustur.
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Ancak klonlamanin tek bir enzim kesimiyle gerceklestirilecek olmasi, ligasyon
sirasinda, restriksiyon enzimi ile kesilmis olan plazmidin kendi kendine birleserek arka
plan kirliligi olusturmasina sebep olabilmektedir. Bu nedenle, ligasyon isleminden
once, BamHI enzimi ile kesilmis olan pLEB124 plazmidi, defosforilasyon enzimi ile
de muamele edilmistir. Boylelikle plazmidin ligasyon islemi sirasinda kendi kendine
kapanmasi sorununa ¢Oziim getirilmeye ¢alisilmistir.  Bazi  durumlarda
defosforilasyonun ligasyona engel olabilecegi bilindiginden, defosforilasyon islemi
yapilmadan da ligasyon denenmistir. Boliim 3.2.1.7°de anlatildig1 sekilde, E. coli TG1

hiicreleri ligasyon iiriinleri ile transforme edilmistir.

3.2.1.11.3. katE Geninin pLEB579 ve pLEB21 Vektorlerine E. coli’de
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

pLEB21 plazmidi, E. coli hiicrelerinde replike olabilen ancak L. lactis
hiicrelerinde replike olmayan bir plazmittir. Bu durum, s6z konusu plazmitin L. lactis
hiicrelerine transformasyonu sonucu kromozomal DNA’ya entegre olmasi ile
sonuglanmaktadir. pLEB579 plazmidi ise hem E. coli’de hem de L. lactis’te replike
olabilen mekik bir plazmittir.

pLEB21 ve pLEB579 plazmitlerinde promotor bélgesi bulunmamaktadir. Bu
sayede, istenilen giicteki promotor bu plazmitlere eklenerek herhangi bir genin
istenilen seviyede ifadesi saglanabilmektedir. Bu amagla, katE geninin L. lactis N8
susunun sahip oldugu oldukga gii¢lii bir promotor olan Pg [60] esliginde s6z konusu
plazmitlere klonlanmasi planlanmastir.

Giglii bir konstitiitif promotor olan Pg promotorunun dizisi, Zhu ve
arkadaglarinin (2015) c¢alismasinda belirlenmistir [60]. Adi1 gegen c¢alismada, Pg
promotorunun asagi bolgesinde (downstream) yer alan olasi ribozom baglanma
bolgesi (RBS) de gosterilmektedir. L. lactis Pg promotoruna 6zgii primer ¢ifti, L. lactis
N8 soyunun genom dizisine birebir uyumlu olacak sekilde dizayn edilmistir (Tablo

3.9).

32



Tablo 3.9: L. lactis N8 soyuna ait Pg promotorunun PCR aracilig1 ile gogaltilmasi
icin segilen primer ciftleri. Alt1 ¢izili bolgeler, enzim kesimlerinin etkin bir bigimde
gerceklesmesi icin eklenen ilave niikleotit dizilerini isaret etmektedir. Kalin olarak
gosterilen diziler, katE geninden alinan dizileri ifade etmektedir. CTCGAG: Xhol

kesim bolgesi, GCGCGC: BssHII kesim bolgesi.

F Primer PgXhol BssHII 5
CCGCTCGAGCGGTTGGCGCGCCAAAGGACAA
TTATTTCTCATA 3’ (43 nt)

R Primer Pg katE 5
TTGTTTTGGTCATCACTCATTATATCTCTCCA
TTTCTGC 3’ (39 nt)

F Primer katE ve R Primer katE Xhol kullanilarak yapilan PCR sonucu elde
edilen katE geni, baslangi¢ kodonundan (ATG) itibaren transkripsiyonel terminator
bolgesini de igine alacak sekilde ¢ogaltilmistir. Pg promotorunun bu gene eklenmesi
icin, cakisan (overlap) PCR yontemi kullanilmigtir.

P8 promotorunun (RBS dahil) PCR ile ¢ogaltilmasi amaciyla F Primer Pg Xhol
BssHII ve R Primer Pg katE primer ¢ifti kullanilmistir. Kalip DNA olarak L. lactis N8
soyunun genomik DNA’s1 kullanilmigtir. Primer baglanma sicakliklar1 58 °C, 60 °C
ve 62 °C olarak secilmistir. Cogaltilacak olan DNA fragmaninin uzunlugu 189 bg
oldugundan, uzama stiresi 10 sn olarak belirlenmistir.

Pg promotoru (RBS dahil) ile katE geninin birlestirilmesi amaciyla bu DNA
fragmanlarinin  kalip olarak bir arada kullanildigi c¢akisan (overlap) PCR
gerceklestirilmistir (Tablo 3.7 ve 3.8). PCR reaksiyonunda F Primer Pg Xhol BssHII
ve R Primer katE Xhol primerleri kullanilmis; primer baglanma sicakligi olarak 60 °C,
62 °C ve 64 °C secilmistir.

Cakisan PCR igin kalip olarak kullanilan fragmanlardan biri olan Pg promotoru
fragmani, Pg promotorunun (RBS dahil) yani sira katE geninin ilk 20 niikleotitini de
icermektedir. Bu 20 niikleotitlik DNA dizisi, kalip olarak kullanilan diger fragman
olan katE fragmaninin baglangici ile birebir Ortistiigiinden, s6zii gegen bu iki
fragmanin bu 20 niikleotitlik bdlgede birbirlerine tutunmalarina zemin
olusturmaktadir. Bu tutunma gercgeklestikten sonra Phusion DNA polimeraz enzimi, F
Primer Pg Xhol BssHII ile ve R Primer katE Xhol primer ¢ifti araciligiyla Ps
promotorunu ve katE fragmanlarini birlestirerek Ps—katE fragmanini (2655 bg)

olusturmaktadir.
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pLEB579 ve pLEB21 plazmitlerinin her ikisine de g¢akisan (overlap) PCR
sonucu elde edilen Pg—katE fragmani klonlanmaya ¢alisilmistir. Kullanilan primerler
sayesinde, PCR sonras1 ad1 gegen fragmanin 5’ ucunda Xhol ve BssHII enzim kesim
bolgeleri, 3’ ucunda ise yalnizca Xhol enzim kesim bolgesi yer almaktadir. BssHII
enzimi katE genini kestiginden, yonlii klonlama yapabilmek i¢in kullanilamamuistir.
Bu nedenle, Ps—katE fragmanimmin pLEB579 ve pLEB21 plazmitlerine klonlamasi
amaciyla Xhol enzim kesim boélgesi kullanilmistir. S6z konusu DNA fragmani ile
pLEB579 ve pLEB21 plazmitleri Xhol enzimi ile kesildikten sonra gerekli saflastirma
islemlerinin ardindan ligasyon gerceklestirilebilmistir. Olasi arka plan kirliliginin
Online ge¢cmek amaciyla, restriksiyon enzim kesiminin ardindan plazmitler,
defosforilasyon enzimi ile muamele edilmistir. Defosforilasyon islemi yapilmadan da
ligasyon denenmistir.

pLEB21 ve pLEB579 plazmitleri ile Pg—katE fragmaninin ligasyonu sonrasinda

transformasyon islemi Boliim 3.2.1.7°de anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.1.11.4. katE Geninin pBlueScript SK Vektoriine Klonlanmasi

katE geninin pBlueScript SK (pSK) vektoriine klonlanmasi amaciyla vektoriin
coklu klonlama bolgesinde yer alan BamHI enzim kesim bdlgesinin kullanilmasi
kararlastirllmistir. Bu amagla, F Primer katE BamHI ve R Primer katE BamHI primer
cifti kullanilarak gerceklestirilen PCR sonucu olusan ve her iki ucunda da BamHI
kesim bolgeleri bulunan DNA fragmani kullanilmistir. Hem pSK plazmidi hem de s6z
konusu DNA fragmani, BamHI enzimi ile kesilerek gerekli saflastirma islemlerinin
ardindan ligasyon islemine tabi tutulmustur. Ligasyon reaksiyonunun 5 ul’si, katalaz
enzimini lretemeyen E. coli’ye (AkatE) Bolim 3.2.1.7°de anlatildigi sekilde
aktarilmis ve transformasyon sonrasi hiicreler, IPTG (20 pg/ml), X-gal (40 pg/ml) ve
Amp (100 pg/ml) igeren LB agar besiyerlerine ekilmistir. Katalaz enzimini
iiretemeyen E. coli hiicreleri, Yale Universitesi’ne bagl olarak calisan CGSC’den
(Coli Genetic Stock Center) temin edilmistir.

pSK plazmidinde bulunan lacZ geninin ifade edilmesi sonucu laktozun
par¢alanmasinda gorev alan B-galaktozidaz enzimi iiretilmektedir. Bos vektorii iceren
E. coli hiicrelerinin besi ortamina renksiz bir madde olan laktoz analogu X-gal
eklendiginde, B-galaktozidaz enzimi araciligiyla X-gal parcalanarak mavi renkli bir

yan tirlin olusturur ve bu durum kolonilerin agar yiizeyinde mavi renkte goriinmesine
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sebep olur. Klonlama g¢aligmalar1 esnasinda plazmitteki lacZ geninin igerisinde yer
alan ¢oklu klonlama bélgesine (MCS) sokulan insort DNA, lacZ geninin bozulmasina
yol agmaktadir. Dolayisiyla insortii almis vektorii igeren hiicreler X-gal
parcalanamadigindan beyaz koloniler olustururken, insortii almamis (bos) vektorii
iceren hiicreler mavi koloniler olusturmaktadir.

Bu sebeple transformasyon sonrasinda, IPTG, X-gal ve Amp igeren LB agar
Petrilerindeki beyaz koloniler segilerek mini prep yontemiyle plazmit izolasyonu
gerceklestirilmistir. Izole edilen plazmitler, restriksiyon enzim kesimi yapilarak

dogrulanmustir.

3.2.1.11.5. katE Geninin Cakisan (Overlap) PCR Aracihigiyla
Kanamisin Diren¢ Geni ile Birlestirilmesi ve pLEB124’e
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

katE geninin g¢akisan (overlap) PCR araciligiyla kanamisin diren¢ geni ile
birlestirilerek pLEB124 plazmidine klonlanmas: i¢in plazmidin ¢oklu klonlama
bolgesinde yer alan BamHI enzim kesim bolgesi secilmistir. Bu yontemde, ligasyon
sonrast gerceklestirilen transformasyon isleminde olasi transformantlar kanamisin
iceren LB agar besiyerlerine ckilecek; boylece hiicreler insortii (katE geni ile
kanamisin diren¢ geni) iceren rekombinant plazmiti almaya zorlanacaktir. Insortii
tasimayan plazmit sadece eritromisin diren¢ genine sahip oldugundan, kanamisinli
besiyerinde yalnizca insorte sahip olan plazmiti tagiyan hiicreler yasayabilecektir.

Kanamisin diren¢ geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primer ¢ifti, bu genin
dizisine birebir uyumlu olacak sekilde tasarlanmistir. Kanamisin direng genine (RBS
dahil) ait DNA dizisinin PCR araciligi ile ¢ogaltilmasi i¢in segilen primer ¢ifti Tablo
3.10°da gosterilmistir. Bu primerler kullanilarak gergeklestirilen reaksiyonun karigimi
ve kosullar1 sirastyla Tablo 3.7 ve Tablo 3.8’de gosterilmistir. Kalip DNA olarak
kanamisin diren¢ genini tasiyan plazmit DNA’s1 kullanilmistir. Primer baglanma
sicakliklart 55 °C, 57.5 °C, 60 °C, 62.5 °C ve 65 °C olarak secilmistir. Cogaltilacak
olan kanamisin geninin uzunlugu 1260 b¢ oldugundan, uzama siiresi 1 dk olarak
belirlenmistir.

Kanamisin direng geninin basindan diziler igeren (20 nt) katE fragmaninin PCR
ile elde edilmesi i¢in (Tablo 3.7 ve Tablo 3.8) F Primer katE BamHI ve R Primer katE

kanamisin primerleri kullanilmis ve primer baglanma sicakliklar olarak 55 °C, 57.5
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°C, 60 °C, 62.5 °C ve 65 °C se¢ilmistir. PCR reaksiyonunda kalip olarak L. lactis N8
genomik DNA’s1 kullanilmigtir. Cogaltilacak DNA fragmaninin uzunlugu 2098 bg

oldugundan, uzama siiresi 1 dk 30 sn olarak belirlenmistir.

Tablo 3.10: Kanamisin direng geninin PCR araciligi ile gogaltilmasi igin segilen
primer ¢ifti. Alt1 ¢izili bolgeler, enzim kesimlerinin etkin bir bi¢imde ger¢eklesmesi
icin eklenen ilave niikleotit dizilerini isaret etmektedir. GAGGA: kanamisin direng

geninin ribozom baglanma bolgesi (RBS), ATG: kanamisin direng geninin baslangi¢
kodonu, GGATCC: BamHI kesim bdlgesi.

F Primer kanamisin RBS 5> GAGGATCGTTTCGCATGATTGAAC 3’
(24 nt)
R  Primer kanamisin 5
BamHI CGGGATCCCGAGCGGGGCAGGATAGGTGA
AGTAG 3’ (34 nt)

katE fragmani ile kanamisin fragmanimin bir arada kalip DNA olarak
kullanilmasi ile ¢akisan (overlap) PCR gerceklestirilmistir (Tablo 3.7 ve 3.8). Primer
baglanma sicakligi olarak 55 °C, 57.5 °C, 60 °C, 62.5 °C ve 65 °C secilmistir.

Cakisan PCR i¢in kalip olarak kullanilan fragmanlardan biri olan katE fragmani,
katE geninin yani sira kanamisin geninin ilk 20 niikleotitini de icermektedir. Bu 20
niikleotitlik DNA dizisi, kalip olarak kullanilan diger fragman olan kanamisin
fragmaninin baglangict ile birebir oOrtiistiigiinden, s6zii gegen iki fragman 20
niikleotitlik bolgede birbirlerine tutunacaklardir. Bu tutunma gergeklestikten sonra
Phusion DNA polimeraz enziminin, F Primer katE BamHI ve R Primer kanamisin
BamHI primer ¢ifti araciligiyla katE ve kanamisin fragmanlarini birlestirerek katE-

kanamisin fragmanini (3358 bg) olusturmasi beklenmektedir.

3.2.1.11.6. katE Geninin pLEB124 Vektoriine “In Fusion HD Cloning
Kit” ile Klonlanmasina Yonelik Calismalar

katE geninin pLEB124 vektoriine klonlanmas: ticari olarak satilan “In-Fusion
HD Cloning Kit”i de denenmistir. Bu Kit ile gergeklestirilen klonlama isleminde T4
DNA ligaz enzimi yerine “In-Fusion” enzimi kullanilmaktadir. Bu enzim, PCR ile elde
edilen DNA fragmani ve belirlenen restriksiyon enzimi ile kesilerek dogrusal (linear)
hale getirilen vektoriin birlestirilmesinden sorumludur. Bu islemi, sz konusu DNA

fragmanlarinin (PCR {iriinii ile vektor) u¢ kistmlarindaki 15°er niikleotitlik cakisan
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(overlap) DNA dizilerini taniyarak gerceklestirir. Bu dizilerin s6z konusu PCR
tirtiniine eklenmesi i¢in primerler tasarlanirken, dogrusal hale getirilmis vektoriin ug
kisimlarindaki 15’er niikleotitlik DNA dizileri iireticinin belirledigi sekilde primer
dizilerine eklenir. Bu c¢akisan DNA dizileri sayesinde, yonlii klonlama kolaylikla
gerceklestirilebilmektedir. Ayrica ortama T4 DNA ligaz enzimi eklenmediginden,
dogrusal hale getirilmis vektoriin kendi lizerine kapanarak PCR iirlinlinli tagimayan
vektorlerin olugmasi engellenmis olmaktadir.

pLEB124 vektoriine “In Fusion HD Cloning Kit” araciligiyla katE geninin
klonlanmast i¢in, vektoriin ¢oklu klonlama bdlgesinde yer alan enzimlerden biri olan
ve katE genini kesmeyen BamHI enziminin kullanilmasi kararlastirilmistir.

Oncelikle pLEB124 plazmidi, BamHI enzimi ile kesilmis ve jelden izole
edilerek saflagtirilmigtir. Saflagtiritlan pLEB124 plazmidi ve F Primer katE plLZ/pCZ
“Infusion” ile R Primer katE pILZ/pCZ “Infusion” primer ¢iftinin kullanildigi PCR
sonucu elde edilen katE fragmani agaroz jele yiiklenerek, ng/pl cinsinden miktar tayini
yapilmustir. Kitte onerildigi tizere, her iki 6rnek de 100 ng olacak sekilde reaksiyona
eklenmis (Tablo 3.11) ve 50 °C’ta 15 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrast
ornekler buza alinarak Boliim 3.2.1.7°de anlatildigi tizere E. coli TG1 hiicrelerine
transforme edilmistir. Transformasyona girilen DNA miktarinin transformasyon
etkinligi tizerinde etkili oldugu bilindiginden, inkiibasyon sonrasit reaksiyon
karigiminin 2.5 ve 5 pl’si ayn ayn transforme edilerek farkli denemeler

gerceklestirilmistir.

Tablo 3.11: “In Fusion” klonlama reaksiyonu

Reaksiyon karisimi 10 pl igin

5X “In Fusion” enzimi 6n karigimi 2 ul

BamHI enzimi ile kesilerek dogrusal hale 2 ul (yaklagik 100 ng)
getirilmis pLEB124 plazmidi (jelden saflastirilmis,
1/4 oraninda sulandirilmis)

PCR sonucu elde edilen katE geni (jelden 1.5 pl (yaklasik 100

saflagtirilmis) ng)
dH20 4.5 ul
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3.2.1.11.7. L. lactis Susunda katE Geninin Kontrollii ifadesinin
Saglanmasi icin Cinko (Zn*) ile Uyarilabilen Zirex Sistemi’nin
Kullanilmasina Yonelik Calismalar

Tez ¢aligmasinin bir sonraki asamasinda, nisin tireticisi L. lactis susunda, katE
geninin konstitiitif (siirekli ¢alisan) olarak ifade edilmesi yerine kontrollii olarak ifade
edilebilmesi i¢in ¢inko (Zn") ile uyarilabilen Zirex Sistemi’nin kullanilmasi yoluna
gidilmistir. Bunun sebebi, s6z konusu genlerin konstitiitif ifadesinin hiicre lizerinde
toksik etki yaratabileceginin diistiniilmesidir.

Mu ve arkadaslari, 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, L. lactis’te gen ifadesinin
kontrollii bir bigcimde saglanmasi i¢in ¢inko (Zn") ile uyarilabilir bir sistem gelistirerek
bu sisteme “Zirex Sistemi” ismini vermislerdir [61]. Zirex Sistemi’nde pILZ-Em ve
pCZ-Cm olmak {iizere iki farkli plazmit kullanilabilmektedir. Her iki plazmitte,
Streptococcus pneumoniae bakterisine ait ¢inko (Zn*) ile uyarilabilir bir promotor olan
Pcep yer almaktadir. S. pneumoniae’de yer alan czcD geninin promotoru olan Pezcp,
SczA tarafindan kontrol edilmektedir. Ortamda ¢inko (Zn") bulunmadiginda SczA,
Pczep promotorunun alt kisminda (downstream) bulunan Motif2 dizisine baglanarak
czcD geninin transkripsiyonunu engeller. Ortama ¢inko (Zn*) eklendiginde ise SczA,
Motif1’e hareket eder ve transkripsiyonun oniindeki engel ortadan kalktigindan czcD
geni ifade edilir (Sekil 3.2). pILZ-Em ve pCZ-Cm plazmitlerinde, czcD geninin yerine
ilgilenilen genin klonlamasi ile ¢inko (Zn") araciligiyla bu genin kontrollii bir bigimde
ifade edilmesini saglamak miimkiin olabilmektedir. Zirex Sistemi’nde yer alan pILZ-
Em ve pCZ-Cm plazmitleri, bu ¢alisma igin Prof. Dr. Oscar Kuipers’ten (Groningen

Universitesi, Hollanda) temin edilmistir.

A

~ Motift _ -35

CA’T‘AT_(“—GF‘-.C.’—\(’IT_T?—‘x?-\GGCF«RP\TTGTT(’ZAGAACTGAATAARGCTGF\TGTTTTGCT'T'['iT‘T-‘\'T'
-10 Motif2

CCTTTCTTTGAGTTTTAGTGGATAATGATAATGAACAAGETGTTCATARRTCTATTATA

RBS
ACAARAGGAATGAGAACCATGG

Sekil 3.2. Pezep promotorunun niikleik asit dizisi. Motif1 (kutu igerisine alinmis olan
diziler) ve Motif2 (kirmizi ile gosterilen dizi), SczA’ nin baglandig1 bolgeleri isaret
etmektedir.
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Zirex Sistemi’'nde kullanilan plazmitlerden biri olan pILZ-Em plazmidi,
yalnizca Gram pozitif bakterilerde replike olabilen, eritromisin (Em) direncine sahip,
orta kopya sayili (medium copy number) bir plazmittir. Bu sistemde kullanilan bir
diger plazmit olan pCZ-Cm plazmidi ise hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterilerde replike olabilen mekik (shuttle) bir plazmittir. Yiiksek kopya sayisina
(high copy number) sahip olan bu plazmit, kloramfenikol (Cm) direncine sahiptir
(Sekil 3.3).

Ncol
gl P ; Btgl
? [[=> 0 Pstl
e Sphl
ScZA Kpnl
Niglv
MCS AcchSl
Banl
Spel
Banll
BsiHKAI
Bsp1286l
Ecl136ll
Sacel

pCZ-Cm/pILZ-Em

Sekil 3.3: Zirex sisteminde kullanilan pCZ-Cm ve pILZ-Em plazmitleri.
Plazmitlerde; diizenleyici olarak gorev yapan SczA’nin ifade edilmesi i¢in sczA geni,
¢inko (Zn") ile uyarilabilir Pe;cp promotoru ve bu promotorun altinda (downstream)
coklu klonlama bdlgesi (multiple cloning site, MCS) yer almaktadir.

pILZ-Em ve pCZ-Cm vektorlerine ilgilenilen genin klonlanmasi igin,
plazmitlerde bulunan ribozom baglanma bolgesinden (RBS) sonraki ilk restriksiyon
enzim kesim bolgesi olan Ncol kesim bolgesi kullanilmaktadir. Bunun nedeni, Ncol
kesim bolgesinin icerdigi “ATG” niikleotitlerinin RBS’den 6 niikleotit sonra yer
almasindan dolay1 ribozom tarafindan baslangi¢ kodonu olarak algilanmasidir. Ancak,
Ncol enzimi katE genini kestiginden, s6z konusu genin ilgili plazmitlere klonlanmasi
icin kullanilmast miimkiin olmamistir. Bu sebeple, pILZ-Em ve pCZ-Cm
plazmitlerinin Ncol ve Kpnl enzimleri ile kesilmesinin ardindan, Ncol kesim
bolgesinin Klenow enzimi ile doldurulmasi planlanmistir. Ncol kesim bolgesi Klenow
ile dolduruldugunda, baslangi¢ kodonu “ATG” u¢ kisimda olusmaktadir. Bu nedenle
F Primer katE pCZ/plLZ, katE geninin ikinci kodonundan baslayacak sekilde
tasarlanmistir (Tablo 3.6). F Primer katE pCZ/pILZ ve R primer katE pCZ/pILZ Kpnl
primer ¢ifti kullanilarak gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen katE fragmani,
kullanilan Phusion DNA polimeraz enziminin 6zelligi sebebiyle kiit u¢lu olmaktadir.

S6z konusu fragman Kpnl enzimi ile kesildiginde, 5° ucu kiit u¢lu ve 3’ ucu yapiskan
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uclu (Kpnl) bir fragman elde edilebilecek, boylece yonlii klonlama yapilabilecektir.
Ligasyon reaksiyonunun ardindan elde edilen iiriinler, Bolim 3.2.1.7°de anlatildig:

sekilde E. coli TG1 hiicrelerine transforme edilmistir.

3.2.1.11.8. katE Geninin pCZ-Cm ve plLZ-Em Vektorlerine “In
Fusion HD Cloning Kit” ile Klonlanmasina Yonelik Calismalar

pILZ-Em ve pCZ-Cm vektorlerine “In Fusion HD Cloning Kit” araciligtyla
katE geninin klonlanmasi i¢in, her iki vektoriin ¢oklu klonlama bolgesinde yer alan
Ncol ve Spel enzimlerinin kullanilmasi1 kararlastirilmistir. Bu amagla hazirlanan
primerler Tablo 3.6’da gosterilmistir. “In Fusion” klonlama reaksiyonu, Bolim

3.2.1.11.6°da anlatildig: sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.1.11.9. pILZ-Em Plazmidinin Replikasyon Orijini Bolgesinin pSK
Plazmidine Aktarilmasina Yonelik Calismalar

pSK plazmidi yalnizca E. coli hiicrelerine ait replikasyon orijinine sahip
oldugundan, L. lactis hiicrelerinde replike olamamaktadir. pSK plazmidine klonlanmig
katE geninin ifadesi E. coli AkatE susunda [56] basarili bir sekilde
gerceklestirildiginden, s6z konusu plazmide yalnizca Gram pozitif hiicrelerde replike
olabilen bir plazmit olan pILZ-Em plazmidinin “replikasyon orijin bdlgesi”
klonlanarak L. lactis hiicrelerinde de replike olabilmesi i¢in ilk olarak primerler
hazirlanmistir (Tablo 3.12). Bu primerler kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu
olusan kiit uclu fragman (2213 bg) ile ECORV enzimi ile kesilmis pSK plazmidinin
(kiit uglu) birbirlerine baglanmasi igin Boliim 3.2.1.5’te anlatildig1 sekilde ligasyon
islemi gerceklestirmistir. E. coli AkatE susu, ligasyon friinleri ile transforme

edilmistir.

Tablo 3.12: pILZ-Em plazmidinin replikasyon orijini bolgesinin PCR araciligi ile
cogaltilmasi i¢in secilen primer giftleri.

F Primer pILZ ori 5 TAACTTTGTTTGAAGACGGT 3’
R Primer pILZ ori 5 ATGAGAATTCTATTTAATCA 3

40



3.2.1.11.10. katE Geninin pCZ-Cm Vektoriine PCR ile Dogrudan
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

katE geninin ligaz enzimi kullanilmadan PCR ile pCZ-Cm plazmidine
klonlanmasi; Bryksin ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptigi ¢alisma modifiye edilerek
gerceklestirilmistir [62]. Buna gore, 5° uglarinda pCZ-Cm plazmidinin ¢oklu klonlama
bolgesine yakin bir bolgeye tutunabilecek kuyruklar olan ileri ve geri primerler
tasarlanmistir (Tablo 3.6). pCZ-Cm plazmidinin lineer hale getirilmesi i¢in Ncol ve
Spel enzimleri segilmis ve tasarlanan primerlere bu enzim kesim bolgeleri eklenmistir.
Klonlamanin gergeklestirilebilmesi i¢in dncelikle, bu primerlerin kullanildigi PCR ile
katE geni, uglarinda pCZ-Cm vektoriine tutunma bolgeleri olacak sekilde B. subtilis
168 soyunun genomundan g¢ogaltilmigtir. Boylelikle uglarinda pCZ-Cm plazmidi ile
uyumlu kisimlar bulunan katE fragmani elde edilmistir.

Elde edilen katE fragmaninin pCZ-Cm plazmidine klonlanmasi i¢in PCR
gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonda kalip olarak, 250 ng vektdr (Ncol ve Spel
enzimleri ile kesilmis pCZ-Cm plazmidi) ile molar diizeyde vektoriin 3, 5 veya 10 kati
kadar katE fragmani bir arada kullanilmistir. Phusion DNA polimeraz ile
gerceklestirilen reaksiyonda (Tablo 3.7 ve 3.8) elde edilen iriinler, L. lactis N8
hiicrelerine elektroporasyon araciligiyla aktarilmaya calisilmistir. Hiicrelere aktarim
oranini arttirmak adma PCR dirlinlerinin farkli hacimlerde (1, 5 veya 10 pl)
kullanilmast veya olast rekombinant plazmidi yogunlastirmak adina etanol

¢oktiirmesinin ardindan hiicrelere aktarilmasi denenmistir.

3.2.1.12. sodA Geninin Klonlanmasi icin Yapilan Calismalar

3.2.1.12.1. sodA Genine Ozgii Primerlerin Sentezi ve PCR

L. lactis N8 soyunun sodA genine ait niikleotid dizisi Prof. Dr. Per Saris’ten
(Helsinki, Finlandiya) temin edilmistir. SOdA geninin PCR aracilig1 ile ¢ogaltilmasi
i¢in Kullanilacak olan primer ¢iftleri, L. lactis N8 soyunun genomuna birebir uyumlu

olacak sekilde tasarlanmistir (Tablo 3.13).
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Tablo 3.13: L. lactis N8 soyuna ait SodA geninin PCR aracilig1 ile ¢ogaltilmasi igin
secilen primer ciftleri. Alt1 ¢izili bolgeler, enzim kesimlerinin etkin bir bigimde
gerceklesmesi igin eklenen ilave niikleotit dizilerini isaret etmektedir. Primerlerde
kalin olarak gosterilen diziler ise SOJA geninden alinan dizileri gostermektedir.
“Infusion” primerlerindeki alt1 ¢izili bolge, dogrusal hale getirilmis plazmitlerden
(pLEB124 ile pCZ-Cm/plLZ-Em) alinan niikleotit dizilerini, kalin olarak gosterilen
diziler ise sodA geninden alinan dizileri ifade etmektedir.

sodA geninin pSK ve pLEB124’e klonlanmasi i¢in kullamlan primer cifti
[TAA: bitis kodonu, ATG: baslangi¢ kodonu, AGGAGA: L. lactis sodA genine ait ribozom
baglanma bolgesi (RBS), GGATCC: BamHI kesim bolgesi.]
F Primer sodA BamHI 5
CGGGATCCCGCCTAAAGGAGAAATTACTATG
GCA 3’ (34 nt)
R Primer sodA BamHI 5

CGGGATCCCGCTCCTTAAAACATCTTTTTG 3’

(30 nt)

S0dA geninin pLEB21 ve pLEB 579’a klonlanmasi i¢in kullanilan primer ¢ifti
[ATG: baslangi¢c kodonu, CTCGAG: Xhol kesim bdlgesi.]

F Primer sodA 5° ATGGCATTTACATTACCTGAACTTC 3’
(25nt)

R Primer sodA Xhol 5
CCGCTCGAGCGGCTCCTTAAAACATCTTTTT
G 3’ (32nt)

sodA geninin kanamisin direng geni ile birlestirilmesi ve ardindan pLEB124’e
klonlanmasi icin kullanilan primer cifti

[TAA: bitis kodonu, ATG: baslangi¢ kodonu, GGATCC: BamHI kesim bolgesi.]

F Primer sodA BamHl| 5’

CGGGATCCCGCCTAAAGGAGAAATTACTATG
GCA 3’ (34 nt)

R Primer SodA 5’ AATCATGCGAAACGATCCTCTTATTTTG
kanamisin CTTTAGCATAAA 3’ (40 nt)
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Tablo 3.13: Devam.

sodA geninin pCZ-Cm ve plLZ-Em vektorlerine klonlanmasi icin kullamilan
primer cifti
[CCATGG: Ncol kesim bolgesi, GGTACC: Kpnl kesim bolgesi.]

F Primer sodA 5
pCZ/pILZ Ncol CATGCCATGGCATTTACATTACCTGAACTTC
CA 3’ (33nt)

R Primer sodA 5
pCZ/pILZ Kpnl GGGGTACCCCCTCCTTAAAACATCTTTTTG 3’
(30 nt)
katE geninin “Infusion” kit kullamlarak pCZ-Cm ve plLZ-Em vektorlerine

klonlanmasi i¢in kullanilan primer cifti
[CCATGG: Ncol kesim bolgesi, ACTAGT: Spel kesim bolgesi.]

F Primer sodA 5
pILZ/pCZ Infusion GGAATGAGAACCATGGCATTTACATTACCTG
AACTTCCA 3’ (39 nt)

R Primer sodA 5
pILZ/pCZ Infusion GCTCTCTAGAACTAGTCTCCTTAAAACATCT
TTTTG 3’ (36 nt)

F Primer sodA BamHI ve R Primer sodA BamHI primer ¢ifti, SOdA geninin
pLEB124 plazmidine, F Primer sodA ve R Primer sodA Xhol primer ¢ifti ise pLEB21
ve pLEB579 plazmitlerine klonlanmasi i¢in tasarlanmigtir. SOdA geninin kanamisin
diren¢ geni ile birlestirilmesi ve ardindan pLEB124’e klonlanmasi i¢in kullanilan
primer ¢ifti ise F Primer sodA BamHlI ile R Primer sodA kanamisin’dir.

SodA geninin ligasyon araciligiyla pCZ-Cm ve pILZ-Em vektorlerine
klonlanmasi ig¢in F Primer sodA pCZ/pILZ ile R Primer sodA pCZ/plLZ Kpnl
primerleri kullanilirken, “Infusion” kit araciligtyla s6z konusu plazmitlere klonlanmas1
icin F Primer sodA pILZ/pCZ “Infusion” ile R Primer sodA pILZ/pCZ “Infusion”
primer cifti kullanilmistir.

sodA geninin PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in Phusion DNA Polimeraz enzimi
kullanilmistir. PCR karigimi ve kosullar1 sirasiyla Tablo 3.7 ve Tablo 3.8°de
gosterilmistir. Kalip DNA olarak L. lactis N8 soyunun genomik DNA’s1 kullanilmustir.

Her primer cifti icin farkli primer baglanma sicakliklar: denenerek, en uygun sicaklik
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tespit edilmistir. Beklenen PCR fragmaninin boyutu yaklasik 750 b¢ oldugundan,

uzama siiresi 30 sn olarak belirlenmistir.

3.21.12.2. sodA Geninin pLEB124 Vektorine E. coli’de
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

F Primer sodA BamHI ve R Primer sodA BamHI primer ¢iftinin kullanilmasiyla
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen sodA fragmaninin pLEB124 plazmidine
klonlanmasi igin yapilan ¢alismalar, Boliim 3.2.1.11.2°de katE geni igin anlatildig:

sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.1.12.3. sodA Geninin pLEB579 ve pLEB21 Vektorlerine E. coli’de
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

L. lactis’e ait sodA geninin promotor icermeyen pLEB579 ve pLEB21
plazmitlerine, katE geninde oldugu gibi, L. lactis N8 susunun sahip oldugu olduk¢a
giiclii bir promotor olan Pg promoturu [60] esliginde klonlanmasi amaglanmustir.

F primer sodA ve R primer sodA Xhol primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR
sonucu elde edilen sodA fragmani, baslangi¢ kodonundan (ATG) itibaren
transkripsiyonel terminatdr bolgesini de igine alacak sekilde ¢ogaltilmigtir.

Pg promotoru ise, asagi bolgesinde (downstream) yer alan ribozom baglanma
bolgesini (RBS) de igerecek sekilde F Primer Pg Xhol BssHII ve R Primer Pg sodA
primer ¢iftinin kullanilmasiyla (Tablo 3.14) PCR araciligiyla ¢ogaltilmustir.

Tablo 3.14: L. lactis N8 soyuna ait Pg promotorunun PCR aracilig1 ile ¢ogaltilmasi

icin secilen primer giftleri. Alt1 ¢izili bolgeler, enzim kesimlerinin etkin bir bicimde

gerceklesmesi i¢in eklenen ilave niikleotit dizilerini isaret etmektedir. Kalin olarak

gosterilen diziler, SOdA geninden alinan dizileri ifade etmektedir. CTCGAG: Xhol
kesim bolgesi, GCGCGC: BssHII kesim bolgesi.

F Primer PgXhol BssHII 5
CCGCTCGAGCGGTTGGCGCGCCAAAGGACAA
TTATTTCTCATA 3’ (43 nt)

R Primer Pg sodA 5
TCAGGTAATGTAAATGCCATTATATCTCTCC
ATTTCTGC 3’ (39 nt)
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Ps promotoru (RBS dahil) ile sodA geninin birlestirilmesi amaciyla ¢akisan
(overlap) PCR gergeklestirilmistir (Tablo 3.7 ve 3.8). Cakisan PCR’da, Bolim
3.2.1.11.3’te anlatildig1 sekilde, F Primer Pg Xhol BssHII ile ve R Primer sodA Xhol
primer ¢ifti kullanilmis ve boylelikle Ps—s0dA fragmanimin (790 bg) olusturulmasi
miimkiin olmustur.

pLEB579 ve pLEB21 plazmitlerinin her ikisine de ¢akisan (overlap) PCR
sonucu elde edilen Pg—sodA fragmani klonlanmaya ¢alisilmistir. Bu amagla, pLEB579
plazmidinde bulunan Xhol ve BssHII enzim kesim bolgesi ile pLEB21 plazmidinde
bulunan Xhol enzim kesim bolgesi segilmis ve Boliim 3.2.1.11.3’te anlatildig1 sekilde

ligasyon ve transformasyon iglemleri gerceklestirilmistir.

3.2.1.12.4. sodA Geninin pSK Vektoriine Klonlanmasina Yonelik
Cahsmalar

F Primer sodA BamHI ve R Primer sodA BamHI primer giftinin kullanildigi PCR
ile elde edilen sodA fragmaninin pSK (pBlueScript SK) vektoriine klonlanmasi
amaciyla gergeklestirilen ¢alismalar, katE geni ile ayni sekilde Bolim 3.2.1.11.4°te
anlatildig gibi yapilmustir.

3.2.1.12.5. sodA Geninin Cakisan (Overlap) PCR Aracihgiyla
Kanamisin Diren¢ Geni ile Birlestirilmesi ve pLEB124’e
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

F Primer sodA BamHI ve R Primer sodA kanamisin primer gifti kullanilarak elde
edilen DNA fragmani (sodA) ile F Primer kanamisin RBS ve R Primer kanamisin
BamHI primer ¢ifti kullanilarak elde edilen DNA fragmaninin (kanamisin) bir arada
kalip DNA olarak kullanilmasi ile Boliim 3.2.1.11.5’te anlatildig1 sekilde ¢akisan
(overlap) PCR gergeklestirilmistir (Tablo 3.7 ve 3.8). Cakisan PCR yoluyla sodA ve
kanamisin fragmanlarinin birlestirilmesi ile sodA-kanamisin fragmaninin (1910 bg)

olusturulmasi hedeflenmistir.
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3.2.1.12.6. L. lactis Susunda sodA Geninin Kontrollii ifadesinin
Saglanmasi icin Cinko (Zn*) ile Uyarilabilen Zirex Sistemi’nin
Kullanilmasi

sodA geninin pCZ-Cm ve pILZ-Em vektorlerine klonlanmasi i¢in, s6z konusu
plazmitlerin ¢oklu klonlama bdolgesinde (MCS) bulunan Ncol ve Kpnl enzimleri
secilmistir. katE geninden farkli olarak, Ncol enzimi sodA genini kesmediginden, bu
genin s6z konusu plazmitlere klonlanmas1 amaciyla kullanilabilmistir. Hem pCZ-Cm
ve plLZ-Em plazmitleri hem de F Primer sodA pCZ/pILZ Ncol ve R Primer sodA
pCZ/plLZ Kpnl primer gifti (Tablo 3.13) kullanilarak elde edilen sodA fragmani Ncol
ve Kpnl enzimleri ile kesildikten sonra gerekli saflastirma islemlerinin ardindan
ligasyona tabi tutulmuslardir. Ardindan E. coli TG1 susu, ligasyon iriinleri ile

transforme edilmistir.

3.2.1.12.7. sodA Geninin pCZ-Cm ve plLZ-Em Vektorlerine “In
Fusion HD Cloning Kit” ile Klonlanmasina Yonelik Calismalar

F Primer sodA pILZ/pCZ “Infusion” ve F Primer SodA pILZ/pCZ “Infusion”
primer ¢iftinin kullanilmasiyla gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen sodA
fragmanmnin pILZ-Em ve pCZ-Cm vektorlerine “In Fusion HD Cloning Kit”
araciligryla klonlanmasi i¢in, her iki vektoriin coklu klonlama bdlgesinde yer alan Ncol
ve Spel enzimlerinin kullanilmasi1 kararlastirilmistir. “In Fusion” klonlama reaksiyonu,

Bolim 3.2.1.11.8de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.2. Fermentasyon Calismalari

3.2.2.1. Kullamlan Bakteri Suslari ve Biiyiime Kosullar:

Nisin fireticisi olarak Lactococcus lactis N8 ve nisin iiretiminin tespitinde
indikator sus olarak Micrococcus luteus NCIMB 8166 [National Collection of
Industrial and Marine Bacteria (Ulusal Endiistriyel ve Denizel Bakteriler
Koleksiyonu)] kullanilmistir. Her iki sus, Helsinki Universitesi’nden Prof. Dr. Per
Saris’ten temin edilmistir. L. lactis, GM17 besiyerinde 30 °C’ta 180 rpm calkalama ile
biiylitiilmisttr. Kiiltiir hacmi, 500 ml’lik c¢entikli erlenlerde 100 ml olarak

ayarlanmistir. M. luteus ise 37 °C’ta 20 saat boyunca BLB agarda biiyiitiilmiistiir.
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3.2.2.2. Biiyiime Egrilerinin Hazirlanmasi

GM 17 agar tizerindeki tek bir L. lactis kolonisi, gecelik kiiltiir hazirlamak i¢in
10 ml GM17 besiyeri igerisine inokiile edilmistir. GSH veya piriivat ilave edilmis
100’er ml GM 17 broth farkli ¢gentikli erlenlerde hazirlanmistir. Herhangi bir ek madde
icermeyen GM17 broth, deneyde kontrol olarak kullanilmistir. Gecelik kiiltiirden esit
sayida hiicre (~1 ml) her bir ¢entikli erlene aktarilmis ve aerobik kosullar altinda 30
°C’ta 180 rpm calkalama ile 10 saat boyunca inkiibe edilmistir. Her tekrarda GM17
broth besiyerine ayni sayida hiicreyi ekebilmek i¢in inokulumun biiytikligii (~1 ml),
gecelik kiiltiriin - optik  yogunlugunun (OD) 600 nm’de (UV-1900 UV-VIS
Spektrofotometresi, Shimadzu, Kyoto, Japonya) dl¢iilmesiyle ayarlanmistir. Biiyiime
egrilerinin olusturulmasi i¢in, her iki saatte bir orneklerin ODgoo degeri Olciilerek
kaydedilmistir. Sonuglar, {i¢ biyolojik tekrarin ortalamasi olarak verilmistir. L. lactis
hiicrelerinin biiyiitiilmesi sirasinda besiyerindeki pH degisimi, bir pH metre (Hanna,
Rhode Island, ABD) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

3.2.2.3. Nisin Uretiminin Belirlenmesi

L. lactis kiiltiirlerinin supernatantlarindaki nisin konsantrasyonu, agar difiizyon
metodu ile 6l¢lilmiistiir [63]. 37 °C’ta 20 saat boyunca BLB agar {izerinde biiyiitiilen
M. luteus susundan bir 6ze dolusu alinarak, 6 ml steril izotonik NaCl ¢ozeltisi (%0.9)
igerisinde siispanse edilmistir. M. luteus ¢ozeltisi, sicakligi 50 °C’a ayarlanan 20 ml
S1 agar ile karistirilmis ve steril bir Petri kabina dokiilmiistiir. L. lactis hiicrelerinin
supernatantlari, kalan canli hiicreleri inaktive etmek igin 10 dk boyunca 70 °C’ta
tutulmustur. Istyla inaktivasyondan sonra, her supernatanttan 80 pl alinarak S1 agar
tizerindeki kuyulara eklenmis ve Petriler 20-24 saat boyunca 30 °C’ta inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda M. luteus’a karsi olusan inhibisyon zonlari
Olglilmiis ve L. lactis hiicrelerinin nisin iiretimleri, Cheigh ve arkadaslarinin (2002)
yontemine gore hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki nisin ¢ozeltilerinin (0 ila 80 1U

mlY) kullanmlmasiyla olusturulan standart egriye (R2=0.99) gore belirlenmistir [64].
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3.2.2.4. Lipid Peroksidasyonunun Tespiti

Reaktif oksijen tiirevleri (ROS), organizmalarda lipid peroksidasyonuna neden
olurlar. Malondialdehit (MDA), hiicrelerdeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu olusan iiriinlerden bir tanesidir. Hiicre igerisindeki reaktif
oksijen tiirevlerindeki artis, MDA bilesiginin olmasi gerekenden fazla miktarda
iiretilmesine sebep olmaktadir. Bu sebeple hiicre i¢i MDA seviyesi, oksidatif stresin

belirteci olarak kabul edilmektedir.

MDA miktarinin belirlenmesinde tiyobarbitiirik asit (TBA) kullanilmigtir. MDA
ile TBA etkilesime girerek pembe renkli MDA-TBA bilesigini olusturmaktadirlar
(Sekil 3.4). L. lactis hiicrelerindeki MDA miktarinin tespiti i¢in 0.25 ml 6rnek, 0.5 ml
%0.1 trikloroasetik asit (TCA) ile karistirilmig ve 11.000 rpm’de 4 °C’ta 15 dk
santrifiijlenmistir. Ardindan, 0.25 ml 0.1 M Tris/HC1 (pH 7.6) ve 0.5 ml indikator
¢ozelti (%15 TCA, %0.375 TBA ve 0.25 M HC1) 0.25 ml supernatanta ilave edilerek
95 °C’ta 45 dk boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, ornekler
sogumalari igin buza aktarilmis ve sonrasinda 11.000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir.
Supernatantlarin absorbansi 532 ve 600 nm'de Olg¢lilmiistiir. Hiicrelerdeki lipid

peroksidasyonu, mg (kuru agirlik) basina nmol ml™t MDA olarak ifade edilmistir [65].

OH s Ne-OH HO N SH
2 | NN+ AN N0 : N AR N
ke H
HO N SH MDA H H
2-Thiobarbituric € =531 nm
Acid

Sekil 3.4: Asidik kosullar altinda 2- tiyobarbitiirik asit (TBA) ile malondialdehit
(MDA) arasinda gergeklesen reaksiyon.

3.2.2.5. H20; Ol¢iimii

H20. konsantrasyonunun tespitinde, FOX [ferrous oxidation-xylenol orange
(demir oksidasyon-ksilenol turuncu)] metodu kullanilmistir. Bu yontemin temeli,
H202’nin demir iyonu (Fe*?) ile reaksiyona girdigi Fenton reaksiyonuna (Fe*? + H20;
— Fe*? + OH' + OH") dayanmaktadir. Ferrik iyon (Fe*®) ve ksilenol turuncu arasindaki
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reaksiyon, 560 nm’de en yiiksek absorbansa sahip bir kompleksin olusumu ile
sonuglanmaktadir.

Orneklerin santrifiijlenmesi ile elde edilen supernatantlarin 950 pl’si, amonyum
demir siilfat (5 mM), H2SO4 (500 mM), sorbitol (2 M) ve ksilenol turuncu (2 mM)
iceren 50 pl 20X FOX soliisyonu ile karistirilmisg ve karanlikta 30 dK siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, orneklerin 560 nm’deki absorbans degeri
dlgiilmiistiir [66]. Orneklerdeki H20, miktar1, 0 ila 4 uM arasinda degisen H20

kullanilarak olusturulan standart egriye (R?=0.99) gére hesaplanmustir.

3.2.2.6. RNA Izolasyonu ve Tamamlayict DNA (¢cDNA) Sentezi

RNA izolasyonu igin, yaklasik 108 adet L. lactis hiicresi, 13.000 rpm’de 5 dk
slireyle +4 °C’ta santrifiijlenerek toplanmis ve daha sonra iki kez Tris-EDTA (TE)
tamponu (pH 8.0) ile yikanmustir. 37 °C’ta 30 dk boyunca 10 mg ml™ lizozim ¢ozeltisi
icinde inkiibe edilen hiicrelerin total RNA igerigi, ireticinin talimatlarina gore
homojenizasyon islemi yoluyla innuSPEED Bakteriler/Mantarlar RNA Kiti (Analytic
Jena, Almanya) ile izole edilmistir.

[zolasyondan sonra, RNA &rneklerinin biitiinliigii agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edilmistir. Orneklerdeki RNA konsantrasyonu (ng/ul), NanoDrop Lite
Spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak 260 nm’de (A260)
absorbans 8lciimii ile tespit edilmistir. Orneklerin Ageo ila Azgo lgiimleri arasindaki
oran 1.8 ila 2 arasinda oldugunda, numuneler cDNA sentezi i¢in yeterince saf olarak
kabul edilmistir. Orneklerdeki muhtemel genomik DNA kontaminasyonu, RNaz
icermeyen DNaz I (RNase free DNase |, Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak
elimine edilmis ve her RNA 6rneginde DNA kontaminasyonun giderimi PCR ile
dogrulanmigtir. DNaz isleminden sonra elde edilen RNA o6rnekleri, iScript cDNA
Sentez Kiti (Bio-Rad, ABD) ile iireticinin talimatlarina gére cDNA sentezlemek igin

kullanilmastir.

3.2.2.7. Ger¢ek Zamanh PCR (Real Time PCR, RT-gPCR)
Kullanilarak Rélatif Gen Ekspresyonunun Belirlenmesi

RT-gPCR igin kullanilan primerler, PRIMER3 yazilimi [67, 68] ile tasarlanmis

ve Tablo 3.15’te siralanmustir. Primerler, olasi self-dimer, heterodimer olusumu ve
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ikincil yapilar i¢in IDT OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies Inc., ABD)

kullanilarak taranmistir.

Tablo 3.15: RT-qPCR analizinde kullanilan primerler.

s Primer Ciriin b (bo)
en rin boyutu (b¢
Yon Dizi (5°—3) T
<7 Ileri AGATTCAGGTGCATCACCAC -
nis
Geri CCCATCAGAGCTCCTGTTTT
Mleri CCAAACACTGACGGTTCTGA
SodA 128
Geri CCTGAACCAAAACGACCTGT
A Mleri TGACTCAGTTGCAGCTTTGG 80
rec
Geri TACGAGCTTGAAGCCCAACT
HoF fleri GGCGGTCAACCACTAGAAAC o
a
P Geri CAAGCTGACGACCAAGTTGA
fleri TATTGACCCAGACGGTGTGA
ahpC i 128
Geri GACAAACTTCCCCTGGATGA
. Mleri ATCGATATCCAGGCCATGAG -
nox
Geri TTCCGACCCAAATAGCTGTC
fleri GTGGACATCGTCTTCAAGCA
noxB 190
Geri CCACCATTGATGTCTGCAAG
fleri GGTGTTCCTGGTGGTCAAAT
trxB1 164
Geri TCCCCATGGTCTTCAATAGC
fleri TTATGCCCCTCTTGCTCATC
relA : 189
Geri CCAGCTTTTTCGACTCGTTC
Mleri TCCCACCAGTAACGGTTCTC
cydA i 187
Geri CCTGAGGTAATCGCAAGGAA
fleri AAATGGGGAGGAACTTGTCC
gshR i 100
Geri CCTGCCCTTTTAACTGTTCG
. fleri CGTCACCTGGGAAGTCGTAT 180
tu
Geri CTGCAACTGATGGACCAATG

RT-qPCR, ABI 7500 StepOnePlus™ cihazinda (Applied Biosystems, ABD)

iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, ABD) kullanilarak {ireticinin

protokoliine gore yapilmistir. Kullanilan RT-gPCR programi Tablo 3.16’da

belirtilmistir. Uriinlerin 6zgiilliigiinii ve homojenligini kontrol etmek icin erime egrisi
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analizi yapilmistir. Rolatif gen ekspresyonu, referans gen olarak uzama faktori Tu’yu
kodlayan tuf geni kullanilarak 2*4* formiilii [69] ile hesaplanmustir. Tiim deneyler

kopya halinde en az ii¢ kez yapilmistir.

Tablo 3.16: RT-qPCR programi.

Reaksiyon Kosullar Sicaklik Zaman Dongii
Baslangig 95 °C 10 dk 1
Denattirasyonu
Denatiirasyon 95 °C 15sn
Baglanma 60 °C 30 sn 40
Uzama 60 °C 30 sn
Erime egrisi 55-95 Her 0.1°C 1
°C sicaklik degisiminde
Ol¢iim

3.2.2.8. Fermentor Calismalan

GM 17 agar tizerindeki tek bir L. lactis kolonisi, gecelik kiiltiir hazirlamak i¢in
30 ml GM17 besiyeri igerisine inokiile edilerek 30 °C’ta inkiibe edilmistir. GSH (6.4
mM) veya piriivat (10 mM) ilave edilmis 2 L GM17 broth fermentorde (BioFlo® 120
Fermentor, Eppendorf, Hamburg, Almanya) hazirlanmistir. Herhangi bir ek madde
icermeyen GM17 broth, deneyde kontrol olarak kullanilmistir. Gecelik kiiltiirden,
fermentdr icerisindeki GM17 broth’a %1 oraninda ekim yapilmis ve aerobik kosullar
altinda 30 °C’ta yaklasik %30 ¢ozlinmiis oksijen varliginda 180 rpm ¢alkalama ile 10
saat boyunca inkiibe edilmistir. Bitylime egrilerinin olusturulmasi i¢in, 4., 6., 8. ve 10.
saatlerde fermentorden oOrnek alinarak ODesoo degeri (UV-1900 UV-VIS
Spektrofotometresi, Shimadzu, Kyoto, Japonya) 6lciilmiistiir. Orneklerin nisin

tiretimlerinin belirlenmesi, Boliim 3.2.2.3’te anlatildig: sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.2.9. Istatistiksel Analiz

GSH veya piriivat ilave edilmis GM17 besiyerinde biiyiitiilen L. lactis hiicreleri

ile herhangi bir madde eklenmemis GM17 besiyerinde biiyiitiilen L. lactis hiicreleri
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(kontrol ornegi) arasindaki farklari incelemek ig¢in iki yonlii ANOVA analizleri
yapilmistir. RT-qPCR sonuglari, anlamli farklar1 belirlemek i¢in GraphPad Prism
istatistik programi (GraphPad Software Inc., ABD) kullanilarak Mann-Whitney testi

ile istatistiksel olarak analiz edilmistir (P <0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Klonlama Cahsmalari

Tez kapsaminda gergeklestirilen klonlama calismalari, B. subtilis’e ait katalaz
(katE) geni ile L. lactis’e ait siiperoksit dismutaz (S0dA) geninin L. lactis’te farkli

seviyelerde ifade edilmesi amaciyla yapilan ¢alismalar1 kapsamaktadir.

4.1.1. katE Geninin Klonlanmasi icin Yapilan Calismalar

4.1.1.1. B. subtilis Katalaz (katE) Genine Ozgii Primerlerin Sentezi ve
katE Geninin PCR ile Cogaltilmasi

B. subtilis katalaz (katE) genine 6zgii primerlerin hazirlanisi ile ilgili detaylar
Boliim 3.2.1.11.1°de verilmistir. “F Primer katE BamHI” ve “R Primer katE BamHI”
primer ¢ifti, katE geninin pLEB124 ve pSK plazmitlerine, “F Primer katE” ve “R
Primer katE Xhol” primer ¢ifti pLEB21 ve pLEB579 plazmitlerine klonlanmasi i¢in
tasarlanmistir. Bu primerler kullanilarak gergeklestirilen PCR reaksiyonlarinda kalip
olarak B. subtilis 168 soyunun genomik DNA’s1 kullanilmistir (Sekil 4.1).

~4000kb ——» <8
|  «——— 10000 b¢
| «——— 6000 b¢

«———3000b¢

<+«—— 1000 b¢

Sekil 4.1: B. subtilis 168 soyunun genomik DNA’sinin agaroz jeldeki goriiniimii. M.
1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); 1. B. subtilis 168
soyunun genomik DNA’s1 (~ 4000 kb).
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“F Primer katE BamHI” ve “R Primer katE BamHI” primer cifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen DNA fragmanlarimin agaroz jeldeki
goriiniimleri Sekil 4.2°de gosterilmistir. Elde edilen 2475 bg’lik fragmanin katE genine

ait oldugu yapilan DNA sekansi ile dogrulanmastir.

6000b¢ — "

2500 be a
. +———— 2475b¢

1000 be '
S

Sekil 4.2: “F Primer katE BamHI” ve “R Primer katE BamHI” primer ¢ifti
kullanilarak gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen katE genine (2475 bg) ait PCR
irliniiniin agaroz jeldeki goriintimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1

kb DNA ladder); 1. katE geni (Primer baglanma sicakligi 55 °C); 2. katE geni
(Primer baglanma sicaklig1 57.5 °C); 3. katE geni (Primer baglanma sicakligi 60 °C);
4. katE geni (Primer baglanma sicakligi 62.5 °C); 5. katE geni (Primer baglanma
sicaklig1 65 °C).

“F Primer katE” ve “R Primer katE Xhol” primer c¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen katE (2466 bg) genine ait oldugu diisiiniilen

PCR iiriiniiniin agaroz jeldeki goriiniimii Sekil 4.3°te gosterilmistir.
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20000bg ——>

3
5000b¢ ——» |
3000bg ——»
2000b¢ ——>
1500b¢ —

Sekil 4.3: “F Primer katE” ve “R Primer katE Xhol” primer ¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen katE (2466 bg) genine ait PCR iiriiniiniin
agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus
DNA ladder); 1. katE geni (Primer baglanma sicakligi 63 °C); 2. katE geni (Primer

baglanma sicakligi 65 °C); 3. katE geni (Primer baglanma sicakligi 67 °C).

4.1.1.2. katE Geninin, pLEB124 Mekik Vektoriine E. coli’de
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

pLEB124 plazmidine klonlama yapmak amaciyla ¢oklu klonlama bdlgesinde yer
alan BamHI enzim kesim bdolgesi secilmistir. Bu nedenle hem pLEB124 plazmidi
(Sekil 4.4) hem de s6z konusu katE fragmani1 BamHI enzimi ile kesilmistir.

10000 bg

6000 bg
5000 bg
4000 bg

3000 bg

—— 4800 bg

1000 bg

Sekil 4.4: pLEB124 plazmit DNA’sinin agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); 1. Herhangi bir restriksiyon
enzimi ile kesilmemis pLEB124 plazmit DNA’s1; 2. BamHI enzimi ile kesilmis
pLEB124 plazmit DNA’s1 (4800 bg).
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Ligasyon sonrasi gerceklestirilen transformasyon islemi sonucunda elde edilen
transformantlar, mini prep plazmit izolasyonu yontemiyle taranarak kontrol plazmit
(pLEB124) ile birlikte agaroz jelde yiiriitilmuslerdir. Ancak kontrol plazmitten daha
bliyiik boyutta, insortii almis olma ihtimali bulunan herhangi bir plazmit DNA’ya
rastlanmamustir (Sekil 4.5). Yapilan biitiin denemelerde, agaroz jelde kontrol plazmit
ile ayn1 boyutta veya daha kii¢iik oldugu diisiiniilen plazmit DNA’lar gézlenmistir.

katE geninin pLEB124’¢ klonlanma ¢alismalarindan negatif sonug elde edilince,

farkli vektorlerin (pLEB579 ve pLEB21) denenmesine karar verilmistir.

)

»
e - S ) ) S — — —

3 -
3000 bg . - . .. ‘-"-z——-
ST T i It
=

- —— - — - - — - o - - St ) o

3000 bg - - wn e - -

..u..---at:;:n;i;i

Sekil 4.5: pLEB124—katE rekombinant plazmidini tasidigi diisiiniilen olasi
transformantlardan elde edilen plazmit DNA’lar. M. 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); P. pLEB124 plazmit DNA’s1 (4800 bg).

4.1.1.3. katE Geninin pLEB579 ve pLEB21 Vektorlerine E. coli’de
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

pLEB21 ve pLEB579 plazmitlerinde promotor bdlgesi bulunmamaktadir. Bu
sayede, istenilen gligteki promotor bu plazmilere eklenerek s6z konusu genin istenilen
seviyede ifadesi saglanabilmektedir. katE genini gii¢lii bir promotor altinda ifade
edebilmek igin L. lactis Pg promotoru segilmistir. “F Primer Pg Xhol” ve “R Primer Pg
katE” primer c¢ifti kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen Pg
promotoruna ait PCR {irliniiniin agaroz jeldeki goriiniimi Sekil 4.6’da gosterilmistir.
Ayrmtilart Béliim 3.2.1.11.3’te verilen ¢akisan (overlap) PCR sonucu elde edilen Ps—
katE fragmaninin (2655 bg) agaroz jeldeki goriiniimii Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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3000b¢g ——>

1000bg ——»

500bg —

200bg ——>

Sekil 4.6: “F Primer Pg Xhol” ve “R Primer Pg katE” primer ¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen Pg promotoru isimli PCR iiriiniiniin agaroz
jeldeki goriiniimii. M. 100 bg¢’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 100 bp Plus
DNA ladder); 1. Pg promotoru (Primer baglanma sicakligi 58 °C); 2. Pg promotoru
(Primer baglanma sicaklig1 60 °C); 3. Ps promotoru (Primer baglanma sicaklig1 62
°C).

20000 b¢ ——»

5000bg ——»

3000b¢ ——» 2655bg

2000bg —»
1500b¢ ——»

Sekil 4.7: Cakisan (overlap) PCR sonucu elde edilen Ps—katE fragmaninin (2655 bg)
agaroz jeldeki goriintimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb Plus
DNA ladder); 1. Ps-katE fragmani (Primer baglanma sicakligi 60 °C); 2. Ps—katE
fragmani (Primer baglanma sicakligi 62.5 °C); 3. Pg—katE fragman1 (Primer
baglanma sicaklig1 65 °C).
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Kullanilan primerler sayesinde Ps—katE fragmaninin her iki ucunda Xhol enzim
kesim bolgeleri yer almaktadir. Bu nedenle, bu fragmanin pLEB21 ve pLEBS579
plazmitlerine klonlanmasi amaciyla, plazmitlerin ¢oklu klonlama bolgesinde yer alan
Xhol restriksiyon enzim kesim bolgesi kullanilmistir. Hem adi gegen DNA fragmani
hem de pLEB21 ve pLEB579 plazmitleri, Xhol enzimi ile kesilerek (Sekil 4.8) gerekli

yapiskan uglar elde edildikten sonra ligasyon islemine tabi tutulmuslardir.

10000 bg
6000 b

3000 bg s

Sekil 4.8: A. pLEB21 plazmit DNA’s1 (1), pLEB579 plazmit DNA’s1 (2), 1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder) (M); B. Xhol enzimi ile
kesilmis pLEB21 plazmit DNA’s1 (3400 kb) (1); C. Xhol enzimi ile kesilmis

pLEBS579 plazmit DNA’s1 (2900 kb).

Ligasyon sonrasi gerceklestirilen transformasyon islemi sonucunda elde edilen
transformantlardan mini prep plazmit izolasyonu yontemiyle elde edilen olasi
rekombinant plazmidler, kontrol plazmitler ile birlikte agaroz jelde yiirtitiilmuslerdir.
Ancak kontrol plazmitten daha biiyiik boyutta, insortii almis olma ihtimali bulunan
herhangi bir plazmit DNA’ya rastlanmamistir. S6z konusu genlerin pLEB21 ve
pLEB579 plazmitleri ile ligasyonu sonrasi gergeklestirilen transformasyon iglemi
sonucunda da Sekil 4.5 ile benzer sonuglar elde edilmistir.

Tez caligmas1 kapsaminda, katE geninin pLEB579, pLEB21 ve pLEB124
vektorlerine E. coli’de klonlanmasi planlandigi sekilde gergeklestirilememistir.
Ligasyon sonrasi gergeklestirilen transformasyon islemleri sonucunda, kontrol

plazmitten daha kiiciik boyutta plazmit DNA’lar elde edilmesi, katalaz geninin

58



rekombinant vektoriin stabilitesini olumsuz yonde etkiledigini, bu sebeple katE ile

beraber plazmit DNA’dan da baz1 fragmanlarin elimine edildigini diisiindiirmiistir.

4.1.1.4. katE Geninin pBluescript SK (pSK) Vektoriine Klonlanmasi

B. subtilis’e ait katE geninin E. coli’de ifade edilip edilmediginin belirlenmesi
i¢in, s6z konusu genin oldukga kararli bir vektdr olan pSK vektoriine klonlanmasi
amaglanmistir. Bu amagla, vektoriin goklu klonlama bolgesinde yer alan BamHI enzim
kesim bolgesi kullanilmistir.

katE geninin pSK vektoriine klonlanmas1 amaciyla hem pSK plazmidi hem de
“F Primer katE BamHI” ve “R Primer katE BamHI” primer cifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen katE fragmani (Sekil 4.2) BamHI enzimi ile
kesilmis, gerekli saflastirma islemlerinin ardindan ligasyon islemine tabi
tutulmuslardir. Transformasyonun ardindan IPTG, X-gal ve Amp iceren LB agar
besiyerlerinde olusan 6 adet beyaz koloni segilerek bu hiicrelerden mini prep
yontemiyle plazmit izolasyonu gerceklestirilmistir (Sekil 4.9). Sekilde goriildiigi
tizere 1, 2, 4, 5 ve 6 numarali transformantlarin tasidiklar1 plazmitlerin, pSK

plazmidinden biiytik oldugu tespit edilmistir.

10000 b¢ ——8 —
6000 h¢ ———

3000 hg ————

1000 bg —————— S

Sekil 4.9. pSK—katE rekombinant plazmidini tasidig1 diisiiniilen olasi
transformantlardan elde edilen plazmit DNA’lar (1-6). M. 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); P. pSK plazmit DNA’s1 (2961 bg).
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Restriksiyon enzim kesimi ile dogrulamanin gergeklestirilebilmesi igin 1, 2, 4, 5
ve 6 numarali transformantlardan plazmitler izole edilmis ve hem katE genini hem de
pSK plazmidini kesen EcoRIl enzimi ile kesilmislerdir (Sekil 4.10). EcoRI enzim
kesimi sonucunda katE geninin ifade yoniinde ve ifadenin tersi yoniinde yerlesmesi
sonucu elde edilmesi beklenen DNA uzunluklart Tablo 4.1°de verilmistir. Buna gore
Sekil 4.10’da 3 ve 5 numarali transformantlarin tasidigi plazmitte katE geni lac
promotorunun altina dogru yonlii yerlesmisken, 1, 2 ve 4 numarali transformantlarin

tasidig1 plazmitte katE geni ters yonlii yerlesmistir.

10000 bg

3000 bg

oons——— [

Sekil 4.10: A. pSK-katE rekombinant plazmidini tasidig1 diisiiniilen 1, 2, 4, 5 ve 6
numarali olas1 transformantlardan elde edilen plazmit DNA’lar (sirasiyla 1-5), 1
kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder) (M), pSK plazmit
DNA’s1 (2961 bg) (P); B. 1, 2, 4, 5 ve 6 numarali olasi transformantlardan elde
edilen plazmit DNA’larin ECORI enzim kesimi sonuglari (1-5).

Tablo 4.1: Rekombinant plazmitlerde katE geninin yoniine gére ECoRI enzim kesimi
sonucunda elde edilmesi beklenen DNA uzunluklari.

katE geninin ifade | katE geninin ifadenin tersi
yoniinde  yerlesmesi | yoniinde yerlesmesi
durumunda durumunda

Birinci bandin 3852 b¢ 4674 bg

uzunlugu

Ikinci bandin 1597 bg 775 bg

uzunlugu
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Elde edilen transformantlarin katalaz aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢cin LB
agar besiyerinde biiyiitiilen kolonilerin iizerine %37’lik H2O, damlatilmistir. Negatif
kontrol olarak kullanilan AkatE susunda baloncuk olusmazken, olasi rekombinant
plazmitleri igeren AKatE susunda katalaz enziminin aktivitesi sonucu olusan O2
sebebiyle oldukga fazla miktarda baloncuk olusumu goézlenmistir (Sekil 4.11). DNA
dizi analizi ile rekombinant plazmitteki varligi gosterilen katE geninin ifade edildigi

de bu sekilde gosterilmistir.

E. coli AkatE pSK-katE E. coli AkatE

Sekil 4.11. Katalaz aktivitesi.

Ancak pSK plazmidi L. lactis hiicrelerinde replike olamadigindan, katE geninin
L. lactis hiicrelerinde ifade edilebilmesi i¢in alternatif bir yontem arayisina girilmistir.
[k olarak, katE geninin gakisan (overlap) PCR yoluyla kanamisin direng geni ile
birlestirildikten sonra pLEB124 plazmidine klonlanmas1 diisiiniilmiis ve asagidaki

deneyler gergeklestirilmistir.

4.1.1.5. katE Geninin Cakisan (Overlap) PCR Aracihgiyla Kanamisin
Diren¢ Geni ile Birlestirilmesi ve pLEB124 Plazmidine
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

“F Primer katE BamHI” ve “R Primer katE kanamisin” primer ¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu, katE genine (2098 bg) ait DNA fragmani ¢alisilan her

sicaklikta elde edilmistir (Sekil 4.12). Kanamisin genini ¢ogaltmak i¢in ise “F Primer
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kanamisin RBS” ve “R Primer kanamisin BamHI” primer ¢ifti kullanilmis ve 1260

kb’lik DNA fragmani ¢alisilan her sicaklikta elde edilmistir (Sekil 4.13).

<+—10000 kb

+—6000 kb

2098 kb———» ¢ 8000 kb

+——1000 kb

Sekil 4.12: “F Primer katE BamHI” ve “R Primer katE kanamisin” primer ¢ifti
kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen katE genine (2098 bg) ait PCR
iriinlinlin agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1

kb DNA ladder); 1. katE geni (Primer baglanma sicakligi 55 °C); 2. katE geni
(Primer baglanma sicaklig1 57.5 °C); 3. katE geni (Primer baglanma sicaklig1 60 °C);

4. katE geni (Primer baglanma sicakligi 62.5 °C); 5. katE geni (Primer baglanma
sicakligi 65 °C).

M12 345

10000 kb ——»

6000 kb ———>

3000 kb ———»

+——1260 kb

1000 kb———»

Sekil 4.13: “F Primer kanamisin RBS” ve “R Primer kanamisin BamHI” primer g¢ifti
kullanilarak gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen kanamisin genine 6zgii iiriiniin
(1260 bp) agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1
kb DNA ladder); 1. Kanamisin diren¢ geni (Primer baglanma sicaklig1 55 °C); 2.
Kanamisin direng¢ geni (Primer baglanma sicakligi 57.5 °C); 3. Kanamisin direng
geni (Primer baglanma sicaklig1 60 °C); 4. Kanamisin diren¢ geni (Primer baglanma
sicakligl 62.5 °C); 5. Kanamisin direng geni (Primer baglanma sicakligi 65 °C).
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Yapilan biitiin denemelerde katalaz ve kanamisin genleri ¢akisan (overlap) PCR
yontemiyle birlestirilememistir (Sekil 4.14). katE—kanamisin fragmanini (3358 bg)
elde etmek ic¢in, farkli primer baglanma sicakliklar1 ile reaksiyona farkli
konsantrasyonlarda katE ve kanamisin fragmanlarinin eklenmesi  sonucu

degistirmemistir.

M12345 67 8910 1112131415

Sekil 4.14: Katalaz ve kanamisin genlerini birlestirmek i¢in yapilan ¢akisan (overlap)
PCR sonucunun agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci
(Thermo 1 kb DNA ladder); 1, 6, 11. katE—kanamisin fragman1 (Primer baglanma
sicakligi 55 °C); 2, 7, 12. katE—kanamisin fragmani (Primer baglanma sicakligi 57.5
°C); 3, 8, 13. katE—kanamisin fragmani (Primer baglanma sicakligi 60 °C); 4, 9, 14.
katE—kanamisin fragmani (Primer baglanma sicaklig1 62.5 °C); 5, 10, 15. katE—
kanamisin fragmani (Primer baglanma sicakligi 65 °C). PCR hazirlanirken kalip
DNA olarak; 1 — 5. 1:1 oraninda katE ve kanamisin fragmanlari, 5 — 10. 1:2 oraninda
katE ve kanamisin fragmanlari ve 10 — 15. 2:1 oraninda katE ve kanamisin
fragmanlar1 denenmistir.

Bunun {izerine ¢akisan (overlap) PCR’de kullanilan primerlerin yeniden
tasarlanarak tekrar sentezlettirilmesi yoluna gidilmistir. Bu sayede, katE geni ile
kanamisin diren¢ geni arasindaki homolog olan (¢akisan) bolgenin niikleotit sayisinin
arttirilmasi amaglanmustir. {1k sentezlettirilen primerler kullanildiginda homolog olan
bolge 20 niikleotitten olugsmaktayken, yeni sentezlettirilen primerlerle bu bolge 40
niikleotite ¢ikartilmistir. Bunun i¢in F ve R Primer’lere Tablo 4.2’de belirtildigi lizere
10’ar niikleotit eklenmistir. Ancak yeni tasarlanan primerlerle de beklenen iirtinler elde
edilememistir. PCR’de farkli primer baglanma sicakliklar1 ile farkh
konsantrasyonlarda katE ve kanamisin fragmanlarinin kullanilmasi, sonucu

degistirmemistir.

63



Tablo 4.2: katE ve kanamisin genlerini birlestirmek igin overlap (¢akisan) PCR’de
kullanilmak tizere yeniden tasarlanan primer ¢iftleri. Kii¢iik harflerle koyu olarak
gosterilen diziler, katE geni ile kanamisin direng geni arasindaki homolog olan
(cakisan) bolgenin niikleotit sayisinin arttirilmasi i¢in eklenen ilave niikleotit
dizilerini isaret etmektedir. GAGGA: kanamisin diren¢ geninin ribozom baglanma
bolgesi (RBS), ATG: kanamisin direng geninin baslangi¢c kodonu.

R Primer katE kanamisin 5’catcttgttcAATCATGCGAAACGATCCTCTCAA
yeni ATTCGTCTATCCCAAT 3’ (50 nt)

F Primer katE kanamisin 5
RBS yeni acgaatttgaGAGGATCGTTTCGCATGATTGAAC 3’
(34 nt)

Bunun {izerine katalaz (katE) genini klonlayabilmek i¢in “In Fusion HD Cloning

Kit” temin edilmis ve asagidaki deneyler gerceklestirilmistir.

4.1.1.6. katE Geninin pLEB124 Vektoriine “In Fusion HD Cloning
Kit” ile Klonlanmasina Yonelik Calismalar

katE geninin “In Fusion HD Cloning Kit” ile klonlanabilmesi ig¢in “F Primer
katE124 Infusion” ve “R Primer katE124 Infusion” primer ¢ifti tasarlanmigtir. Bu yeni
primer ¢ifti ile gergeklestirilen PCR sonucu katE genine (2509 bg) ait DNA fragmani
elde edilmistir (Sekil 4.15). pLEB124 vektori, katE genini kesmeyen BamHI enzimi
ile kesilerek jelden saflastirilmis ve yine jelden saflastirilmis katE ile ireticilerin
onerdigi konsantrasyonlarda birlestirilmigtir. ~ Transformantlardan mini  prep
yontemiyle plazmitler izole edilmis, ancak kontrol plazmitten daha biiyiik boyutta,
insOrtii almig olma ihtimali bulunan herhangi bir plazmit DNA’ya rastlanmamistir
(Sekil 4.16). Bunun yerine agaroz jelde kontrol plazmit ile ayn1 boyutta veya daha

kii¢lik oldugu diisiiniilen plazmit DNA’lar gézlenmistir.
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2509 bg

Sekil 4.15: “F Primer katE124 Infusion” ve “R Primer katE124 Infusion” primer gifti
kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen katE genine (2509 bg) ait PCR
iriinlinlin agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1
kb DNA ladder); 1. katE geni (Primer baglanma sicakligi 45 °C); 2. katE geni
(Primer baglanma sicaklig1 50 °C); 3. katE geni (Primer baglanma sicakligi 55 °C);
4. katE geni (Primer baglanma sicakligi 60 °C); 5. katE geni (Primer baglanma
sicakligi 65 °C).

Sekil 4.16: pLEB124—katE rekombinant plazmidini tasidig: diisiiniilen olasi
transformantlardan elde edilen plazmit DNA’lar. M. 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); P. pLEB124 plazmit DNA’s1 (4800 bg).
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4.1.1.7. katE Geninin Cinko (Zn*) ile Uyarilabilen Bir Promotorun
Altina Klonlanmasina Yonelik Cahismalar (Zirex Sistemi)

Tez galismasi kapsaminda katE geni konstitiitif (stirekli ¢alisan) promotorlarin
altina klonlanmaya calisilmistir. Kii¢iik bir ihtimal de olsa katE geninin E. coli’de
yuksek seviyede ifade edilerek hiicre lizerinde toksik etki yaratmis olabileceginden
yola ¢ikilarak, s6z konusu genin konstitiitif bir promotor yerine ¢inko (Zn") ile
uyarilabilen bir promotor kontroliinde ifade edilmesi diisiiniilmiis ve bu amagla Zirex
Sistemi’nin kullanilmasi kararlagtirilmistir. Zirex Sistemi’nde yer alan pILZ-Em ve
pCZ-Cm plazmitleri, Prof. Dr. Oscar Kuipers’ten (Groningen Universitesi, Hollanda)
temin edilmistir.

katE geninin ligasyon yontemiyle pCZ-Cm ve pILZ-Em plazmitlerine
klonlanmasi amaciyla hazirlanan “F Primer katE pCZ/pILZ” ve “R Primer katE
pCZ/pILZ Kpnl” primer ¢ifti kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen
katE genine (2453 bg) ait fragman Sekil 4.17’de goriilmektedir.

Sekil 4.17: “F Primer katE pCZ/pILZ” ve “R Primer katE pCZ/pILZ Kpnl” primer
cifti kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen katE genine (2453 bg) ait
PCR f{iriiniiniin agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci
(Thermo 1 kb DNA ladder); 1. katE geni (Primer baglanma sicakligi 55 °C); 2. katE
geni (Primer baglanma sicakligi 57.5 °C); 3. katE geni (Primer baglanma sicakligi 60
°C); 4. katE geni (Primer baglanma sicakligi 62.5 °C); 5. katE geni (Primer baglanma
sicakligi 65 °C).
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Bu fragmanin pCZ-Cm ve plLZ-Em plazmitlerine klonlanmasi i¢in oncelikle
s6z konusu plazmitler Kpnl enzimi ile kesilmistir. Kpnl enzim kesim bdlgesi,
restriksiyon haritalarina gére bu plazmitlerin yalmizca ¢oklu klonlama bdélgesinde
(MCS) bulundugundan, enzim kesimi sonucunda plazmitlerin boyutu biiyiikliigiinde
tek bir bant beklenmekteydi. Ancak, pILZ-Em plazmitinin Kpnl enzim kesimi sonucu
farkli boyutta bantlar elde edildiginden (Sekil 4.18), bu plazmitlere klonlama
yapilmasi i¢in bu yontem terk edilip “In Fusion HD Cloning Kit”ten faydalanilmasi

kararlastirilmistir.

10000 be
6000 be

3000 be

1000 be

Sekil 4.18: pILZ-Em ve pCZ-Cm plazmit DNA’lariin agaroz jeldeki goriiniimii. M.
1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); 1. Herhangi bir
restriksiyon enzimi ile kesilmemis pILZ-Em plazmit DNA’s1; 2. Kpnl enzimi ile
kesilmis pILZ-Em plazmit DNA’s1 (5238 bg); 3. Herhangi bir restriksiyon enzimi ile
kesilmemis pCZ-Cm plazmit DNA’s1; 2. Kpnl enzimi ile kesilmis pCZ-Cm plazmit
DNA’s1 (3853 bg).

Bu amagla hazirlanan “F Primer katE pILZ/pCZ Infusion” ve “R Primer katE
pILZ/pCZ Infusion” primer ¢ifti kullanilarak gerceklestirilen PCR sonucu katE genine
(2489 bg) ait DNA fragmani ¢alisilan her sicaklikta elde edilmistir (Sekil 4.19).

pILZ-Em ve pCZ-Cm vektorlerine “In Fusion HD Cloning Kit” araciliiyla
katE geninin klonlanmasi igin, her iki vektoriin ¢oklu klonlama bdlgesinde yer alan

Ncol ve Spel enzimleri kullanilmistir. Vektdr ve insortiin jelden saflastirma ve
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seyreltme islemlerinin ardindan “In Fusion” klonlama reaksiyonu gerceklestirilmistir.
Transformasyon islemi sonrasinda, 25 pg/ml kloramfenikol (literatiirde belirtilen
konsantrasyon) iceren LB agar besiyerlerinde pozitif kontrol de dahil herhangi bir
koloniye rastlanmamistir. Bu durum, pCZ-Cm plazmidinde bulunan kloramfenikol
diren¢ geninin bu konsSantrasyondaki antibiyotige diren¢ saglanmasi i¢in yeterli
olmadigini diistindiirmiistiir. Bu sebeple, pCZ-Cm plazmidinde bulunan kloramfenikol
direncinin olasi transformantlarin se¢iminde kullanilabilmesi i¢in uygun antibiyotik
konsantrasyonunun belirlenmesi yoluna gidilmistir. Bu amagla 5, 10, 15 ve 20 ug/ml
kloramfenikol iceren LB agar besiyerlerine pCZ-Cm plazmidi ile transforme edilmis
E. coli TG1 hicreleri ekilmigtir. 15 ve 20 pg/ml kloramfenikol igeren LB agar
besiyerlerinde, 25 pg/ml kloramfenikol iceren LB agar besiyerinde oldugu gibi
herhangi bir tireme gézlenmemistir. 5 pg/ml kloramfenikol iceren LB agar besiyerinde
yaban tip E. coli TG1 hiicrelerinin (negatif kontrol) de iirliyor olmasi, antibiyotigin
secicilik durumuna engel olmustur. 10 pg/ml kloramfenikol iceren LB agar
besiyerinde negatif kontrolde de birka¢ adet koloni bulunmasma ragmen, bu
konsantrasyonun  transformantlarin  sec¢ilmesi  amaciyla  kullanilabilecegi

distiniilmistiir.

1 2345 M

«——————10000 bg

«————— 6000 bg

«———————3000 b

«—— 1000 bg

Sekil 4.19: F Primer katE pILZ/pCZ Infusion ve R Primer katE pILZ/pCZ Infusion
primer ¢ifti kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen katE genine (2489
be) ait PCR {irtiniiniin agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); 1. katE geni (Primer baglanma sicakligi 55 °C);
2. katE geni (Primer baglanma sicakligi 57.5 °C); 3. katE geni (Primer baglanma
sicakligr 60 °C); 4. katE geni (Primer baglanma sicakligi 62.5 °C); 5. katE geni
(Primer baglanma sicaklig1 65 °C).
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Klonlama deneyleri “In Fusion” kiti ile tekrarlanmis ve 10 pg/ml kloramfenikol
iceren LB agar besiyerinde elde edilen transformantlar, mini prep yOntemiyle
taranmistir. Ancak agaroz jelde kontrol plazmit hari¢ herhangi bir plazmide
rastlanmamistir (Sekil 4.20). Bunun {iizerine belli transformantlar segilerek kit ile
plazmit izolasyonu yoluna gidilmis ancak sonu¢ degismemistir (Sekil 4.21). 10 pg/ml
kloramfenikol igeren LB besiyerinin rekombinant E. coli TG1 hiicrelerini se¢gmek igin
uygun konsantrasyon olmadig1 sonucuna varilmistir. 12.5 pg/ml kloramfenikol i¢eren
LB besiyerinin kullanildig1 deneyler sonucunda da benzer sonuglar elde edildiginden,

bu yontem ile katE geninin pCZ-Cm vektoriine klonlanmasi gergeklestirilememistir.

Sekil 4.20: pCZ-Cm—katE rekombinant plazmidini tagidig: diisiiniilen olasi
transformantlardan elde edilen plazmit DNA’lar. M. 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); P. pCZ-Cm plazmit DNA’s1 (3853 bg).

pILZ-Em plazmidi ise yalnizca Gram pozitif bakterilerde replike olabilen bir
plazmittir. Bu nedenle, pILZ-Em plazmidi ile katE geninin birlestirilmesi amaciyla,
pCZ-Cm plazmidi ile ayn1 sekilde gergeklestirilen “In Fusion” reaksiyonun ardindan
elde edilen {irtinler, elektroporasyon yoluyla L. lactis N8 elektrokompetan hiicrelerine
aktarilmistir. Ancak gerceklestirilen biitiin denemelere ragmen, eritromisin igeren

secici GM17 besiyerlerinde herhangi bir olasi rekombinant hiicre biiylimemistir.
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Sekil 4.21: pCZ-Cm—katE rekombinant plazmidini tagidigi diistiniilen olas1
transformantlardan kit ile yapilan plazmit izolasyonu sonucu. M. 1 kb’lik molekiiler
DNA belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); 1. pCZ-Cm plazmit DNA’s1 (3853 bg). 2,

3. Olasi transformantlarin izolasyon sonuglari.

4.1.1.8. pILZ-Em Plazmidinin Replikasyon Orijini Bolgesinin pSK
Plazmidine Aktarilmasina Yonelik Cahsmalar

“F Primer pILZ ori” ve “R Primer plLZ ori” primer ¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen DNA fragmanlarinin agaroz jeldeki
gortiniimleri Sekil 4.22°de gosterilmistir. DNA dizi analizi ile dogrulanan 2213 bg’lik
kiit uclu fragman ECORV enzimi ile kesilmis pSK plazmidi ile birbirine baglanmistir
(ligasyon). E. coli AkatE susuna aktarilan ligasyon firlinleri sonucunda elde edilen
transformantlardan 60 tanesi hizli plazmit izolasyonu ile taranmistir. pSK plazmidi ile
karsilagtirildiginda transformantlarin ¢ogunun boyutunun pSK plazmidinden biiyiik
oldugu gosterilmistir. Bunun {izerine bu hiicrelerden 5 tanesi rastgele secilerek plazmit
izolasyonu gerceklestirilmis ve rekombinant plazmitler Spel enzimi ile kesilmistir
(Sekil 4.23) Spel enziminin rekombinant plazmidi tek bir noktadan keserek 5200 bg
civarinda bir bant olusturmasi beklenmektedir. Sekil 4.23’te goriildiigi tlizere 1, 2, 4

ve 5 nolu plazmitler Spel enzim kesmi sonucu 5200 bg civarinda bant vermislerdir.
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10000 bg — 4

6000 b ————

3000bc—

2000 b¢ ———

1000 e

Sekil 4.22: “F Primer pILZ ori” ve “R Primer pILZ ori” primer ¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen pCZ-Cm plazmidinin replikasyon orijinine
(2213 bg) ait PCR {iriiniiniin agaroz jeldeki goriinimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA

belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); 1. replikasyon orijini (Primer baglanma
sicaklig 55 °C); 2. replikasyon orijini (Primer baglanma sicakligi 57.5 °C); 3.
replikasyon orijini (Primer baglanma sicakligi 60 °C); 4. replikasyon orijini (Primer
baglanma sicaklig1 62.5 °C); 5. replikasyon orijini (Primer baglanma sicakligi 65
°C).

(IR R

& pliaw

Sekil 4.23: A. 1, 2, 3, 4 ve 5 numarali olasi transformantlardan elde edilen plazmit

DNA’lar, 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder) (M), pSK

plazmit DNA’s1 (2961 bg) (P); B. 1, 2, 3, 4 ve 5 numarali olas1 transformantlardan
elde edilen plazmit DNA’larin Spel enzim kesim sonuglari.
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Olas1 rekombinant plazmitler L. lactis N8 elektrokompetan hiicrelerine
elektroporasyon araciligiyla aktarilmaya calisilmistir. pSK plazmidinde bulunan
Ampisilin direng¢ geninin, L. lactis hiicrelerindeki seg¢ici konsantrasyon degeri
bilinmediginden, transformantlarin se¢imi i¢in farkli Ampisilin konsantrasyonlari
kullanilmis ancak yapilan biitiin denemelerden sonug¢ alinamamis, hi¢ bir canli hiicre
elde edilememistir. katE genini tasiyan pSK plazmidine klonlanan plLZ-Em’ye ait
replikasyon orijini bolgesinin, rekombinant plazmidin L. lactis’te replike olmasini

saglayamadig1 sonucuna varilmistir.

4.1.1.9. Klonlama Cahsmalarimin E. coli AkatE Susu Kullamlarak
Denenmesi

Uriinleri hiicre i¢in toksik etki olusturan baz1 genlerin vektédrlere klonlanmasinda
sorunlar yasandigi bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda da katE geninin, ancak katalaz
tiretemeyen E. coli AkatE susunda klonlanabilmesi ve ifadesi miimkiin olmustur. Bu
bilgi 151831nda Prof. Dr. Oscar Kuipers’ten (Groningen Universitesi, Hollanda) temin
edilen Lactococcus vektorleri olan pILZ-Em ve pCZ-Cm ile Bolim 3.2.1.11.8’de
anlatilan ligasyon reaksiyonlar1 tekrarlanmig ve iriinler AkatE susunda taranmustir.

Yapilan biitiin denemeler sonucunda dogru plazmide ulagilamamastir.

4.1.1.10. katE Geninin pCZ-Cm Vektoriine PCR ile Dogrudan
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

“F Primer katE PCR” ve “R Primer katE PCR” primer c¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen olasi katE (2480 bg¢) fragmaninin agaroz
jeldeki gortiniimii Sekil 4.24°te gosterilmistir. Kullanilan primerlerin 5° uglarinda,
pCZ-Cm plazmidinin ¢oklu klonlama bélgesine yakin bir bolgeye tutunabilecek diziler
yer aldigindan, elde edilen katE fragmaninin u¢ kisimlarinda pCZ-Cm plazmidi ile
uyumlu diziler bulunmaktadir.

pCZ-Cm plazmidinin lineer hale getirilmesi igin Ncol ve Spel enzimleri
secilmistir. Elde edilen katE fragmaninin pCZ-Cm plazmidine klonlanmas: i¢in PCR
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonunda kalip olarak Ncol ve Spel enzimleri ile kesilen
pCZ-Cm plazmidi ile uglarinda pCZ-Cm plazmidi ile uyumlu diziler bulunan katE
fragmani bir arada kullanilmistir. Bu PCR sonucunda, ligaz enzimine gerek kalmadan,

katE fragmaninda bulunan pCZ-Cm plazmidi ile uyumlu diziler sayesinde bu iki
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fragmaninin polimeraz enzimi aracilifiyla birlestirilmesi dolayisiyla klonlamanin

gerceklestirilmesi beklenmektedir.

Sekil 4.24: “F Primer katE PCR” ve “R Primer katE PCR” primer ¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen ve katE (2480 bg) genine ait oldugu
diistintilen PCR f{irlinliniin agaroz jeldeki gortinimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); 1. katE geni (Primer baglanma sicakligi 55 °C);
2. katE geni (Primer baglanma sicakligi 60 °C); 3. katE geni (Primer baglanma
sicaklig 65 °C).

Elde edilen PCR iiriinii, elektroporasyon araciligiyla L. lactis N8 hiicrelerine
aktarilmistir. Yapilan denemeler sonug¢ vermeyince, PCR’da farkli oranlarda insort
kullanilmas1 ya da L. lactis N8 hiicrelerine farkli hacimlerde PCR f{iriiniiniin
elektroporasyonla aktarilmasi denenmis, fakat higbir kosulda kloramfenikol i¢eren
(farkl1 konsantrasyonlarda) GM17 besiyerlerinde olasi rekombinant hiicreler

gbzlenmemistir.
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4.1.2. s0dA Geninin Klonlanmasi icin Yapilan Calismalar

4.1.2.1. L. lactis Siiperoksit Dismutaz (sodA) Genine Ozgii Primerlerin
Sentezi ve sodA Geninin PCR ile Cogaltilmasi

sodA geni, farkli primer giftleri araciligiyla (Tablo 3.13) L. lactis N8 soyunun
genomik DNA’smin (Sekil 4.25) kalip olarak kullanildigi PCR sonucu ¢ogaltilmistir.
“F Primer sodA BamHI” ve “R Primer sodA BamHI” primer g¢ifti, So)dA geninin
pLEB124 ve pSK plazmitlerine, “F Primer sodA” ve “R Primer sodA Xhol” primer
cifti pLEB21 ve pLEB579 plazmitlerine klonlanmasi i¢in kullanilmistir.

10000 b —— EAR

6000bg —» " %

Sekil 4.25: L. lactis N8 soyunun genomik DNA’sinin agaroz jeldeki goriinimii. M. 1
kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); 1. L. lactis N8 soyunun
genomik DNA’s1 (~ 2000 kb).

“F Primer sodA BamHI” ve “R Primer sodA BamHI” primer ¢ifti kullanilarak
gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen olasi sodA genine ait DNA fragmaninin (753
bg) agaroz jeldeki goriiniimii Sekil 4.26°da gosterilmistir.
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Sekil 4.26: “F Primer sodA BamHI” ve “R Primer sodA BamI” primer ¢ifti
kullanilarak gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen sodA genine (753 bg) ait PCR
irliniiniin agaroz jeldeki goriintimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1
kb DNA ladder); 1. sodA geni (Primer baglanma sicakligi 50 °C); 2. sodA geni
(Primer baglanma sicakligi 52.5 °C); 3. sodA geni (Primer baglanma sicakligi 55 °C);
4. sodA geni (Primer baglanma sicakligi 57.5 °C); 5. sodA geni (Primer baglanma
sicaklig1 60 °C).

“F Primer sodA” ve “R Primer sodA Xhol” primer c¢ifti kullanilarak

gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen sodA genine (740 bg) ait oldugu diisiiniilen

PCR iiriiniiniin agaroz jeldeki goriiniimii Sekil 4.27°de gosterilmistir.

10000 b ——>

Sekil 4.27: “F Primer sodA” ve “R Primer sodA Xhol” primer ¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen sodA genine (740 bg) ait PCR {iriiniiniin
agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb DNA
ladder); 1. sodA geni (Primer baglanma sicakligi 55 °C); 2. sodA geni (Primer
baglanma sicakligi 57.5 °C); 3. sodA geni (Primer baglanma sicakligi 60 °C); 4. sodA
geni (Primer baglanma sicakligi 62.5 °C); 5. sodA geni (Primer baglanma sicakligi
65 °C).
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4.1.2.2. sodA Geninin, pLEB124 Mekik Vektoriine E. coli’de
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

“F Primer sodA BamHI” ve “R Primer sodA BamHI” primer ¢ifti kullanilarak
yapilan PCR sonucu elde edilen sodA fragmaninin pLEB124 mekik vektoriine
klonlanmasi amaciyla BamHI enzim kesim bélgesinin kullanilmasi planlanmustir.
Ancak bu amagla gerceklestirilen calismalar, Bolim 4.1.1.2°de katE geninin
klonlamasinda oldugu gibi kontrol plazmit ile ayn1 boyutta veya daha kii¢lik boyutta

plazmitlerin eldesi ile sonug¢lanmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28: pLEB124-s0dA rekombinant plazmidini tasidig1 diisiiniilen olasi
transformantlardan elde edilen plazmit DNA’lar. M. 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); P. pLEB124 plazmit DNA’s1 (4800 bg).

4.1.2.3. sodA Geninin pLEB579 ve pLEB21 Vektorlerine E. coli’de
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

sodA geninin, promotor bolgesi igermeyen pLEB579 ve pLEB21 plazmitlerine,
katE geni i¢in de planlandigi gibi olduk¢a giiglii bir promotor olan Pg promotoru
esliginde klonlamasi amaglanmistir. Bu amagla, PCR ile Pg promotoru ve sodA geni
fragmanlar1 ayr1 ayri elde edilmis ve ¢akisan (overlap) PCR araciligiyla bu iki fragman
birlestirilmistir.

“F Primer Pg Xhol BssHII” ve “R Primer Pg sodA” primer ¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen Pg promotoruna ait DNA fragmani Sekil

4.29°da gosterilmistir.
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Sekil 4.29: “F Primer Pg Xhol BssHII” ve “R Primer Pg sodA” primer ¢ifti
kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen Pg promotoruna ait DNA
fragmaninin agaroz jeldeki goriiniimii. M. 100 bg’lik molekiiler DNA belirteci
(Thermo 100 bp DNA ladder); 1. Ps—(Primer baglanma sicakligi 49 °C); 2. Pg

(Primer baglanma sicaklig1 51.5 °C); 3. Pg (Primer baglanma sicaklig1 54 °C); 4. Ps
(Primer baglanma sicaklig1 56.5 °C); 5. Ps (Primer baglanma sicakligi 59 °C).

“F Primer sodA” ve “R Primer sodA Xhol” primer c¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen sodA genine (740 bg) ait oldugu diisiiniilen

PCR f{irtiniiniin agaroz jeldeki goriiniimii Sekil 4.30°da gosterilmistir.
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>
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Sekil 4.30: “F Primer sodA” ve “R Primer sodA Xhol” primer ¢ifti kullanilarak
gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen sodA genine (740 bg) ait PCR iiriiniiniin
agaroz jeldeki goriintimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb DNA
ladder); 1. sodA geni (Primer baglanma sicaklig1 55 °C); 2. sodA geni (Primer
baglanma sicakligi 57.5 °C); 3. sodA geni (Primer baglanma sicakligi 60 °C); 4. sodA
geni (Primer baglanma sicakligi 62.5 °C); 5. sodA geni (Primer baglanma sicakligi
65 °C).
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Cakisan (overlap) PCR sonucu elde edilen Pg—sodA fragmaninin (929 bg) agaroz
jeldeki goriiniimii Sekil 4.31°de gosterilmistir.

Sekil 4.31: Cakisan (overlap) PCR sonucu elde edilen Ps—sodA fragmaninin (929 bg)
agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1 kb DNA
ladder); 1. Pg—sodA fragmani (Primer baglanma sicakligi 53 °C); 2. Pg—S0dA
fragmani1 (Primer baglanma sicakligi 55 °C); 3. Pg—sodA fragmani (Primer baglanma
sicaklig1 57 °C); 4. Pg—s0dA fragmani (Primer baglanma sicakligi 59 °C); 5. Ps—sodA
fragmani (Primer baglanma sicaklig1 61 °C).

Ps—sodA fragmaninin pLEB21 ve pLEBS579 plazmidlerine klonlanmasi igin
gerceklestirilen biitiin denemelerde, Boliim 4.1.1.3°te katE geni igin anlatildig: sekilde

kontrol plazmit ile ayn1 boyutta veya daha kii¢iik boyutta plazmitler elde edilmistir.

41.2.4. sodA Geninin pBluescript SK (pSK) Vektoriine
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

sodA geninin pSK plazmidine klonlanmasi i¢in, “F Primer sodA BamHI” ve “R
Primer sodA BamHI” primer ¢iftinin kullanildigr PCR ile ¢ogaltilan sSodA fragmani
kullanilmigtir. Hem pSK hem de sodA fragmani BamHI enzimi ile kesilerek gerekli
saflastirma islemlerinin ardindan bu iki fragman ligasyona tabi tutulmustur. E. coli
TG1 hiicrelerinin ligasyon iiriinleri ile transformasyonunun ardindan elde edilen beyaz
kolonilerden gerceklestirilen plazmit izolasyonu (Sekil 4.32) ve olasi rekombinant
plazmitlerin restriksiyon enzim kesimleri sonucunda, sodA genini tasiyan dogru

plazmite rastlanmamustir.
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Sekil 4.32: pSK — sodA rekombinant plazmidini tasidigi diisiiniilen olasi
transformantlardan elde edilen plazmit DNA’lar. M. 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); P. pSK plazmit DNA’s1 (2958 bg).

4.1.2.5. sodA Geninin Cakisan (Overlap) PCR Aracihigiyla Kanamisin
Diren¢ Geni ile Birlestirilmesi ve pLEB124 Plazmidine
Klonlanmasina Yonelik Calismalar

sodA geninin ¢akisan (overlap) PCR araciligiyla kanamisin direng geni ile
birlestirilmesi i¢in 6ncelikle “F Primer sodA BamHI” ve “R Primer sodA kanamisin”
primer ¢ifti kullanilarak gergeklestirilen PCR ile kanamisin genine ait niikleotidlerin

bir kismini barindiran sodA geni ¢ogaltilmistir (Sekil 4.33).

Sekil 4.33: F Primer sodA BamHI ve R Primer sodA kanamisin primer ¢ifti
kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen sodA genine (654 bg) ait PCR
iirliniiniin agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo 1
kb DNA ladder); 1. sodA geni (Primer baglanma sicakligi 56 °C); 2. sodA geni
(Primer baglanma sicaklig1 58.5 °C); 3. sodA geni (Primer baglanma sicaklig1 61 °C);
4. sodA geni (Primer baglanma sicakligi 63.5 °C); 5. sodA geni (Primer baglanma
sicaklig1 66 °C).

79



Ardindan “F Primer kanamisin RBS” ve “R Primer kanamisin BamHI” primer
ciftinin kullanilmasiyla gerceklestirilen PCR ile kanamisin fragmani elde edilmistir
(Sekil 4.13). sodA ve kanamisin fragmanlarinin birlestirilmesi igin bu iki fragmanin
ayn1 anda kalip DNA olarak kullanildig1 ¢akisan (overlap) PCR gergeklestirilmis ve
sodA—kanamisin fragmanimin (1910 bg) elde edilmesi hedeflenmistir. Ancak farkl
primer baglanma sicakliklar1 denenmesing, reaksiyona farkli konsantrasyonlarda sodA
ve kanamisin fragmanlarinin eklenmesine ragmen SOdA ve kanamisin genleri ¢akisan
(overlap) PCR yontemiyle birlestirilememistir (Sekil 4.34). Bunun iizerine ¢akisan
(overlap) PCR’de kullanilan primerler yeniden tasarlanarak SodA geni ile kanamisin
diren¢ geni arasindaki homolog olan (¢akisan) bolgenin niikleotit sayis1 20°den 40°a
yiikseltilmis (Tablo 4.3) ancak biitiin denemelere ragmen yine de sodA—kanamisin

fragmani elde edilememistir.

Sekil 4.34: sodA — kanamisin fragmanini elde etmek i¢in gergeklestirilen ¢akigsan
(overlap) PCR sonucunun agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Thermo 1 kb Plus DNA ladder); 1. PCR sonucu (Primer baglanma sicakligi
55 °C); 2. PCR sonucu (Primer baglanma sicakligi 57.5 °C); 3. PCR sonucu (Primer
baglanma sicakligi 60 °C); 3. sodA — kanamisin fragmani (Primer baglanma sicaklig
60 °C); 4. PCR sonucu (Primer baglanma sicakligi 62.5 °C); 5. PCR sonucu (Primer
baglanma sicakligi 65 °C).
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Tablo 4.3: sodA ile kanamisin genlerinin birlestirilmesi i¢in overlap (¢akisan)
PCR’de kullanilmak iizere yeniden tasarlanan primer ¢iftleri. Kii¢lik harflerle koyu
olarak gosterilen diziler, SOdA geni ile kanamisin direng geni arasindaki homolog
olan (¢akisan) bolgenin niikleotit sayisinin arttirilmasi i¢in eklenen ilave niikleotit
dizilerini isaret etmektedir. GAGGA: kanamisin diren¢ geninin ribozom baglanma
bolgesi (RBS), ATG: kanamisin direng geninin baslangi¢c kodonu.

F Primer sodA kanamisin 5
RBS yeni agcaaaataaGAGGATCGTTTCGCATGATTGAAC 3’
(34 nt)
R Primer sodA 5°catcttgttcAATCATGCGAAACGATCCTCTTAT
kanamisin yeni TTTGCTTTAGCATAAA 3’ (50 nt)

4.1.2.6. sodA Geninin Cinko (Zn") ile Uyarilabilen Bir Promotorun
Altina Klonlanmasina Yonelik Calismalar (Zirex Sistemi)

“F Primer sodA pCZ/pILZ NcoI” ve “F Primer sodA pCZ/pILZ Kpnl” primer
¢ifti kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen sodA genine (797 bg) ait
fragmanin (Sekil 4.35) pCZ-Cm ve pILZ-Em plazmitlerine klonlanmasi i¢in s6z
konusu plazmitlerin ¢oklu klonlama bdlgesinde (MCS) yer alan Ncol ve Kpnl
enzimleri segilmistir. Fakat Boliim 4.1.1.7°de anlatildig tizere, pILZ-Em plazmitinin
Kpnl enzim kesimi sonucu plazmit boyutunda tek bir bant gézlenmesi beklenirken
ilging bir bicimde farkli boyutta bantlar elde edildiginden (Sekil 4.18), sodA geninin
bu plazmitlere klonlanmasi i¢in bu yontem terk edilerek “In Fusion HD Cloning Kit”
kullanilmas1 kararlastirilmistir.

Bu amagla hazirlanan “F Primer sodA pILZ/pCZ Infusion” ve “R Primer sodA
pILZ/pCZ Infusion” primer ¢ifti kullanilarak gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen
sodA genine (753 bg) ait PCR {iriinii Sekil 4.36°da goriilmektedir. 4.1.1.7°de katE geni
i¢in anlatildig1 gibi, pCZ-Cm plazmidinin kloramfenikol direncinde yasanan sorunlar,
pILZ-Em plazmidinin yalnizca Gram pozitif bakterilerde replike olmasi1 nedeniyle E.
coli’ye aktarilmamasi ve ligasyon iiriinlerinin direkt olarak L. lactis’e aktarilmasi ile
olas1 rekombinant plazmitleri tasiyan transformantlarin elde edilememesi yiiziinden

sodA geninin bu vektdrlere klonlanmasi miimkiin olmamustir.
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Sekil 4.35: F Primer sodA pCZ/pILZ Ncol ve F Primer sodA pCZ/plLZ Kpnl primer
cifti kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen sodA genine (797 bg) ait
PCR iiriiniiniin agaroz jeldeki goriiniimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci
(Thermo 1 kb DNA ladder); 1. sodA geni (Primer baglanma sicakligi 55 °C); 2. sodA
geni (Primer baglanma sicakligi 57.5 °C); 3. sodA geni (Primer baglanma sicakligi
60 °C); 4. sodA geni (Primer baglanma sicakligi 62.5 °C); 5. sodA geni (Primer
baglanma sicaklig1 65 °C).
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Sekil 4.36: F Primer sodA pILZ/pCZ Infusion ve F Primer sodA plLZ/pCZ Infusion
primer ¢ifti kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen sSodA genine (753
be) ait PCR {iriiniiniin agaroz jeldeki goriintimii. M. 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Thermo 1 kb DNA ladder); 1. sodA geni (Primer baglanma sicakligi 55
°C); 2. sodA geni (Primer baglanma sicaklig1 57.5 °C); 3. sodA geni (Primer
baglanma sicaklig1 60 °C); 4. sodA geni (Primer baglanma sicakligi 62.5 °C); 5. sodA
geni (Primer baglanma sicaklig1 65 °C).
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4.2. Fermentasyon Calismalari

Fermentasyon ¢aligsmalar1 kapsaminda, biiylime ortamina antioksidan olarak
ilave edilen glutatyon (GSH) ve piriivatin, L. lactis’in oksidatif stres toleransi ve nisin

tiretimi tizerine olan etkilerinin gosterildigi calismalar gergeklestirilmistir.

42.1. Glutatyon ve Piriivat Varhginda L. lactis Hiicrelerinin
Biiyiimesi ve Nisin Uretimi

L. lactis hiicreleri, hem varliginda ve yoklugunda (2.5 pg/ml) farkli
konsantrasyonlarda GSH (1.6, 3.2 ve 6.4 mM) veya piriivat (2.5, 5 ve 10 mM) igeren
GM17 besiyerinde 30 °C’ta aerobik kosullarda biiytitiilmiislerdir. Hem varliginda,
GSH’1n biiylimeye ve nisin liretimine negatif etkisi oldugu goriilmistiir (Sekil 4.37 ve
Sekil 4.38). Hem yoklugunda ise artan GSH konsantrasyonuyla beraber biiylimenin ve
nisin tiretiminin arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.37 ve 4.38). 6.4 mM GSH varliginda, hem
ilaveli besiyerindekinden daha fazla nisin iiretimine ulagilmigtir. Farkli piriivat
konsantrasyonlarinin, hem varliginda biliylimeyi ¢ok fazla etkilemedigi, hem
yoklugunda ise biiylimenin, artan piriivat konsantrasyonuna paralel olarak olumlu
etkilendigi bulunmustur (Sekil 4.39). 10 mM piriivat ilavesiyle hem igeren besiyerinde
hem i¢ermeyen besiyeri ile kiyaslaninca daha yiiksek nisin {iretimine erisilmistir (Sekil

4.40).

A B
Hem +/GSH Hem -/ GSH
8 5.
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6 - Hem+/GSH 1.6 mM 4 -# Hem-/GSH 1.6 mM
-4 Hem+/GSH 3.2 mM 3 -4 Hem -/GSH 32 mM
5‘?4 -* Hem +/GSH 6.4 mM é% % Hem -/GSH 6.4 mM
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1
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Sekil 4.37: GSH igeren GM 17 besiyerinde 30 °C’ta aerobik kosullarda hem
varliginda (A) ve yoklugunda (B) L. lactis hiicrelerinin biiyiime egrileri. Besiyerine
son konsantrasyonu 2.5 pg ml™ olacak sekilde hem eklenmistir. Deneyler ii¢ tekrarl

olarak gerceklestirilmis ve hata cubuklari standart sapma degerlerine gore
eklenmistir.
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Sekil 4.38: L. lactis hiicrelerinin GSH igeren GM 17 besiyerinde 30 °C’ta aerobik
kosullarda hem varliginda (A) ve yoklugunda (B) gergeklestirdikleri nisin iiretimleri.
Besiyerine son konsantrasyonu 2.5 pg ml? olacak sekilde hem eklenmistir. Deneyler
ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmis ve hata gubuklar1 standart sapma degerlerine gore

eklenmistir.
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Sekil 4.39: Piriivat iceren GM17 besiyerinde 30 °C’ta aerobik sartlar altinda hem
varliginda (A) ve yoklugunda (B) L. lactis hiicrelerinin biiyiime egrileri. Besiyerine
son konsantrasyonu 2.5 pg ml™ olacak sekilde hem eklenmistir. Deneyler ii¢ tekrarli

olarak gerceklestirilmis ve hata ¢ubuklar1 standart sapma degerlerine gore
eklenmistir.

Bu calismada, GSH ve piriivatin kullanilan en yiiksek konsantrasyonlarinda
(sirastyla 6.4 mM ve 10 mM) en yiiksek nisin iiretimine ulasilmistir. Hem yoklugunda,
GSH ve piriivatin artan konsantrasyonuyla dogru orantil bir sekilde artan nisin liretimi
bulgusu 6nemli olup, daha yiiksek antioksidan konsantrasyonlarinda nisin iiretiminin
nasil etkilenecegi merak konusudur. Calismanin geri kalanina, en yiiksek biyokiitleye
ve nisin lretimine ulagilan 6.4 mM GSH ve 10 mM piriivat ile devam edilmis ve

deneyler hem yoklugunda gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.40: L. lactis hiicrelerinin piriivat igeren GM 17 besiyerinde 30 °C’ta aerobik
kosullarda hem varliginda (A) ve yoklugunda (B) gergeklestirdikleri nisin tiretimleri.
Besiyerine son konsantrasyonu 2.5 pg ml™ olacak sekilde hem eklenmistir. Deneyler
ti¢ tekrarl olarak gerceklestirilmis ve hata gubuklar1 standart sapma degerlerine gore

eklenmistir.

6.4 mM GSH ve 10 mM piriivat varliginda biiyiitiilen L. lactis hiicrelerinin nisin
tiretimi, transkripsiyonel seviyede ve protein seviyesinde Olgiilmistiir.
Transkripsiyonel analiz i¢in, nisin biyosentetik gen kiimesinde nisin onciil peptidini
kodlayan gen olan nisZ kullanilmistir. nisZ’nin ekspresyonu, piriivat igeren ortamda
biiyiitillen L. lactis hiicrelerinde 6nemli olglide artmustir (Sekil 4.41A). Pirlivat
varliginda biiylimenin 6. saatindeki nisZ ifadesi, kontrol 6rneginden 7.8 kat daha fazla
olarak tespit edilmistir. GSH ilave edilmis besiyerinde biiyiiyen L. lactis hiicrelerinde
de nisZ ekspresyonunun, 4. ve 8. saatlerde kontrole kiyasla daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

L. lactis kiiltiirlerinin siipernatanlarindaki nisin konsantrasyonu, indikator
organizma olarak M. luteus hiicrelerinin kullanilmasiyla olgiilmiistiir (Sekil 4.41B).
GSH veya piriivat ilave edilmis GM17 besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerin nisin
tiretimlerindeki artigin 6. ve 8. saatlerde kontrol numunesine kiyasla istatistiksel olarak

dikkat ¢ekici oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.41: 30 °C’ta aerobik kosullar altinda GM17 besiyerinde 4, 6 ve 8 saat
boyunca biiyiitiilen L. lactis hiicrelerinde nisZ geninin rélatif ekspresyonu (a) ve
nisin iretimi (b). “GSH” 6.4 mM GSH iceren GM 17 besiyerini tanimlarken,
“Piruvat” 10 mM piriivat iceren GM17 besiyerini tanimlamaktadir. Istatistiksel
analizler Mann-Whitney testi (* P < 0.05) (a) ve iki-yonlii ANOVA (*¥** P <0.001,
** P <0.01, * P <0.05) (b) kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

GSH veya pirlivat varliginda L. lactis hiicrelerinin biiytimeleri boyunca
besiyerindeki pH degisimleri de izlenmistir. Biiylimenin ilk 8 saati boyunca, L. lactis
hiicrelerinin biiyiimesi besiyerinin pH degerini hizli bir bigimde diislirmiistiir. Pirtivat
iceren besiyerinin pH degeri 8 saat biiyiimenin ardindan sabit bir durum gosterirken,
kontroliin ve GSH igeren besiyerinin pH degeri biiyliimenin 24. saatine kadar kademeli
bir bicimde azalmaya devam etmistir (Sekil 4.42). Besiyerinin pH degerindeki bu
diisiislin laktik asit tretiminden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Ciinkii ortamda
oksijen bulunsa dahi biiyiime ortamina hem ilave edilmeden, L. lactis hiicreleri
metabolizmalarini karigik asit fermantasyonuna kaydirmamakta, dolayisiyla laktik asit
tiretimi devam etmektedir. Bu ¢alismada, kontrol grubuna kiyasla GSH ve piriivat
ilave edilmis besiyerlerinin pH degerindeki azalma anlamli derecede daha fazla
olmustur. Piriivat ile desteklenmis besiyerinde daha yiiksek L. lactis biyokiitlesine
ulagilmasinin (Sekil 4.39), s6z konusu besiyerinde daha fazla laktik asit birikimine
neden olarak pH’daki bu diisiisten sorumlu oldugu disiiniilmektedir. L. lactis
hiicrelerinin kontrol ve GSH igeren besiyerlerindeki biiylime profilleri benzer
olmasia ragmen, GSH igeren besiyerindeki pH diisiisiiniin kontrol grubundan anlamli
olarak daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu durumun sebebi, muhtemelen, GSH

molekiiliiniin yapis1 geregi besiyerini daha asidik duruma getirmesidir.
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Sekil 4.42: L. lactis hiicrelerinin GM 17 besiyerinde 30 °C’ta aerobik kosullarda
biiyiitiilmesi sirasinda besiyerindeki pH degisimleri. “GSH” 6.4 mM GSH igeren
GM17 besiyerini tanimlarken, “Piriivat” 10 mM piriivat iceren GM 17 besiyerini
tanimlamaktadir. Deneyler {i¢ tekrarli olarak gerceklestirilmis ve hata cubuklari
standart sapma degerlerine gore eklenmistir. Istatistiksel analizler iki-yonlii ANOVA
kullanilarak ger¢eklestirilmistir; *** P < 0.001, ** P <0.01, * P < 0.05.

4.2.2. GSH ve Piriivat Varhginda Biiyiitiilen L. lactis Hiicrelerinin
Oksidatif Stres Seviyesinin Degerlendirilmesi

4.2.2.1. H,O; Seviyesinin Belirlenmesi

H2>O> birikimi, aerobik kosullar altinda biiyiitiilen hiicrelerin oksidatif stres
seviyesini belirlemek ig¢in bir gosterge olarak Olglilmistiir. Ortamdaki H»O>
konsantrasyonu, biiyiimenin 8 saati boyunca kademeli olarak azalmistir; sonrasinda
ise sabit bir durum gostermistir (Sekil 4.43). GSH ve piriivatin besiyerindeki varligi,
H202’nin uzaklagtirlmasinda kontrol besiyerine kiyasla anlamli sekilde etkili
olmustur (Sekil 4.43). H20. konsantrasyonundaki diisiisiin, kontrole kiyasla GSH
iceren ortamda 8 saat biiylimeye ve piriivat i¢ceren ortamda 24 saat biiyiimeye kadar
istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir. Piriivatin uzun siiren etkisi 6zellikle

dikkat gekmistir.
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Sekil 4.43: 30 °C’ta aerobik kosullar altinda GM17 besiyerinde biiyiitiilen L. lactis
hiicrelerinin H20> seviyesi. “GSH” 6.4 mM GSH igeren GM17 besiyerini
tanimlarken, “Piruvat” 10 mM piriivat iceren GM 17 besiyerini tanimlamaktadir.
Deneyler ii¢ tekrarl olarak gergeklestirilmistir ve hata ¢gubuklar1 standart sapmalari
isaret etmektedir. Istatistiksel analizler iki-yonliit ANOVA kullanilarak
gerceklestirilmistir; *** P <0.001, ** P <0.01, * P < 0.05.

4.2.2.2. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Hiicrelerin stres seviyesini belirlemek icin baska bir yontem, lipit
peroksidasyonunun saptanmasidir. Malondialdehit (MDA), ¢coklu doymamis yag asidi
peroksidasyonu sirasinda iiretilir. ROS'un hiicre membranina verdigi zarar yag asidi
peroksidasyonuna ve sonugta MDA konsantrasyonunda artisa neden olur. L. lactis
hiicrelerinin MDA seviyeleri olgtildiiglinde, GSH ve piriivat igceren besiyerindeki
MDA miktarinin, 8 saatlik bir biiyiimeye kadar kontrol numunesininkinden énemli
Olgiide diistik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.44). Bu sonuglar, H,O2 olgtimlerinin
sonuglariyla uyumlu bir bi¢imde GSH ve piriivatin L. lactis hiicrelerinin oksidatif

stresle basa ¢ikmalarina yardimer oldugunu gdstermistir.
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Sekil 4.44: 30 °C’ta aerobik kosullar altinda GM17 besiyerinde biiyiitiilen L. lactis
hiicrelerinin H20: (a) ve MDA (b) seviyeleri. “GSH” 6.4 mM GSH iceren GM17
besiyerini tanimlarken, “Piruvat” 10 mM piriivat iceren GM17 besiyerini
tanimlamaktadir. Deneyler {i¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir ve hata cubuklari
standart sapmalari isaret etmektedir. Istatistiksel analizler iki-y&nlii ANOVA
kullanilarak gergeklestirilmistir; *** P < 0.001, ** P <0.01, * P < 0.05.

4.2.2.3. Stres Genlerinin Transkripsiyonel Analizi

Stres ile iligkili olan enzimleri kodlayan genler, GSH ve piriivatin L. lactis
hiicrelerinin savunma sistemine olan etkisini agiklamak i¢in transkripsiyonel olarak
analiz edilmistir (Sekil 4.45). Calismanin bu kismi igin segilen genler, literatiirde L.
lactis hiicrelerinin stres cevabi ile iliskili oldugu daha 6nceden gosterilmis olan; SOdA
(siiperoksit dismutaz), ahpF (H202 olusturan NADH oksidaz), ahpC (NADH
peroksidaz), gshR (glutatyon rediiktaz), trxB1 (tiyoredoksin rediiktaz), noxE (H20
olusturan NADH oksidaz), recA (rekombinaz) ve relA (pppGpp sentetaz) genleridir
(Tablo 4.4).
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Tablo 4.4: RT-gPCR analizi ile incelenen genler.

Fonksiyon Gen Uriin Referanslar
SodA Siiperoksit dismutaz [51]
ahpF H20; olusturan NADH oksidaz [70, 71]
noxk H20 olusturan NADH oksidaz [51, 70, 71]
Stres cevabi ile ahpC NADH peroksidaz [70]
iligkili olanlar recA Rekombinaz [72]
relA (p)pPGpp sentetaz [73]
gshR Glutatyon rediiktaz [37]
trxB1 Tiyoredoksin rediiktaz [74]
ETS bilesenleri cydA Sitokrom d oksidaz [43]
noxB Membran NADH dehidrogenaz [71]

SodA (stiperoksit dismutaz) geninin ekspresyonunun GSH ilave edilmis
besiyerinde 4. ve 6. saatlerde arttigi bulunmustur. Piriivat igeren besiyerinde SOdA
ekspresyonunun, biiylimenin 6. saatinde ¢arpici sekilde arttigi (kontrol numunesinin
7.5 katindan daha fazla) goriilmiistiir. Biiytimenin 8. saatinde ise, kontrol numunesine
kiyasla her iki besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerde sodA ifadesi azalmistir (Sekil 4.45A).

ahpF (H20: olusturan NADH oksidaz) gen ekspresyonundaki artis, GSH igeren
besiyerinde biiylimenin 4. saatinde ve piriivat igeren besiyerinde biiylimenin 6.
saatinde istatistiksel olarak onemliyken, biiyiimenin 8. saatinde her iki besiyerinde
biiyiitillen L. lactis hiicrelerinde anlamli artis gézlenmistir. Kontrol numunesi ile
karsilastirildiginda, ahpF geninin ekspresyon seviyesi, biiyiimenin 8. saatinde GSH
veya pirlivat igeren besiyerleri i¢in sirasiyla 6.2 ve 10.1 kat olmustur (Sekil 4.45B).

L. lactis hiicrelerinde ahpC (NADH peroksidaz) geninin ekspresyon seviyesinin,
GSH igeren besiyerinde 4 saatlik biiylimeden sonra artmasinin ve piriivat igeren
besiyerinde 8 saatlik biiylimenin ardindan azalmasinin, istatistiksel olarak 6nemli
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.45C).

gshR geni tarafindan kodlanan glutatyon rediiktaz enzimi, glutatyon disiilfidin
(GSSG) GSH'ye indirgendigi reaksiyonu katalizler. Glutatyon peroksidaz enzimi
tarafindan gerceklestirilen ters yondeki reaksiyon ise, H2O2'nin ortadan kaldirilmasina
yol acar. Biiylimenin 4. saatinde, besiyerinde GSH varligit gshR geninin
ekspresyonunun kontrolden 2.6 kat fazla olmasina neden olurken; piriivat varligi ise

aynmi genin ekspresyonunda kontrole gore 0.6 kat azalmaya yol agcmistir. Her iki
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besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerde gshR geninin transkripsiyon seviyesinin, bitylimenin
8. saatinde kontrol numunesinden daha diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 4.45D). GSH
varliginda L. lactis hiicrelerinin H2O2’yi etkin bir bigimde uzaklastirmasinin (Sekil
4.43), GSH / GSH rediiktaz sisteminin aktivitesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

GSH / GSH rediiktaz sisteminin yani1 sira, L. lactis'te redoks dengesinin
korunmasina katkida bulunan bir baska sistem tiyoredoksin / tiyoredoksin rediiktaz
sistemidir. Bu sistem de GSH / GSH rediiktaz sisteminde oldugu gibi H>O2’nin ortadan
kaldirilmasini saglar [74]. Tiyoredoksin peroksidaz enzimini kodlayan trxB1 geninin
ekspresyonu, GSH varliginda biiyiimenin 4. saatinde artmis, ancak 6. ve 8. saatlerde
kontrol numunesine kiyasla anlamli sekilde azalmistir. Pirlivat igeren besiyerinde
biiyiitiilen L. lactis hiicrelerinde, trxB1 geninin ekspresyonunun bilyliimenin 4. ve 6.
saatlerinde ylikselmesi ve 8. saatinde diismesi istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur
(Sekil 4.45E).

NOoXE geninin ekspresyonu, GSH ilave edilmis besiyerinde biiyiimenin 6.
saatinde artmistir. Bununla birlikte, bliylime 8. saate ulastiginda, GSH veya piriivat
iceren her iki besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerde noxE ekspresyonu onemli 6lgiide
azalmistir (Sekil 4.45F).

Rekombinaz RecA, DNA onariminda rol oynayan ana enzimdir. RecA'nin L.
lactis’te 1s1 ve oksidatif stres cevabu ile iliskili oldugu gosterilmistir [72]. Besiyerinde
GSH ve piriivat varligi, biiyiimenin 8. saatinde recA geninin ekspresyon seviyesini
onemli olgiide azaltmistir. GSH varliginda biiyiimenin 4. saatinde recA ifadesindeki
artis, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 4.45G).

Siirlandirilmis  cevap, RelA proteini tarafindan sentezlenen (p)ppGpp
molekiilleri araciligiyla diizenlenir. Hiicredeki (p)ppGpp seviyesinin sadece beslenme
stresiyle degil ayni zamanda 1s1, asit ve oksidatif streslerle de iliskili oldugu
gosterilmistir [73]. relA geninin ekspresyonundaki artisin, GSH ve piriivat ilave
edilmis besiyerinde biiyiitiilmiis L. lactis hiicrelerinde istatistiksel olarak 6nemli
oldugu tespit edilmistir. GSH ve piriivat varligi, bilylimenin 8. saatinde ise relA
ekspresyonunda 6nemli bir azalmaya neden olmustur (Sekil 4.45H).

Ek olarak tez calismasi kapsaminda, ETS’de islev goren enzimleri kodlayan
cydA ve noxB genlerinin transkripsiyon seviyeleri de dl¢iilmiistiir (Tablo 4.4). GSH ve
piriivat, biiyiimenin ilk asamalarinda her iki genin ekspresyonunu stimiile etmistir.
GSH veya piriivat ile desteklenmis GM 17 besiyerinde, biiylimenin 4. ve 6. saatlerinde

cydA geninin ekspresyon seviyesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
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(Sekil 4.451). GSH veya piriivat varligi, noxB ekspresyon seviyesini biiyiimenin 4.
saatinde anlamli sekilde arttirmistir (Sekil 4.45J).
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Sekil 4.45: 30 °C’ta aerobik kosullar altinda GM17 besiyerinde biiyiitiilen L. lactis
hiicrelerinde, fermentasyonun 4., 6. ve 8. saatinde stres ile iliskili genlerin [SOdA (A),
ahpF (B), ahpC (C), gshR (D), trxB1 (E), noxE (F), recA (G) ve relA (H)] ve ETS
bilesenlerini kodlayan genlerin [cydA (I) ve noxB (J)] rdlatif ekspresyonu. “GSH” 6.4
mM GSH i¢eren GM17 besiyerini tanimlarken, “Piruvat” 10 mM piriivat i¢eren
GM17 besiyerini tanimlamaktadir. RT-qPCR deneyleri iki tekrarli olacak sekilde en
az ii¢ kez gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizler Mann-Whitney testi (* P < 0.05)
kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.45: Devam.

Ozetle, L. lactis hiicre biiyiimesinin 4., 6, ve 8. saatlerinde, tez calismasi
kapsaminda secilen genlerin ifadesindeki degisikliklere genel olarak bakildiginda,
biiyiime ortamina eklenen GSH’n, hiicrelerin stres cevabi ile iligkili olan ve ETS’de
gorev alan enzimleri kodlayan genlerin ifadesini 6zellikle 4. saatte dikkat ¢ekici bir
bigimde uyardigi, bu uyarimin biiyiimenin ilerleyen saatlerinde giderek azaldig: tespit
edilmistir (Sekil 4.46A). Besi ortamina ilave edilen piriivat ise, GSH ile benzer
bicimde, biiyiimenin 4. saatinde s6z konusu genlerin ifadesini arttirmis, biiylimenin

ozellikle 6. saatinde gen ifadesi iizerindeki uyarici etkisi gozlenmistir (Sekil 4.46B).
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Sekil 4.46: 30 °C’ta aerobik kosullar altinda 6.4 mM GSH (A) veya 10 mM piriivat
(B) igeren GM17 besiyerinde biiyiitiilen L. lactis hiicrelerinde, fermentasyonun 4., 6.
ve 8. saatinde stres ile iliskili genlerin [SodA (A), ahpF (B), ahpC (C), gshR (D),
trxB1 (E), noxE (F), recA (G) ve relA (H)] ve ETS bilesenlerini kodlayan genlerin
[cydA (1) ve noxB (J)] kontrole gore normalize edilmis ifadesi.

4.2.3. Fermentor Kosullarinda Glutatyon ve Piriivat Varhiginda L.
lactis Hiicrelerinin Biiyiimesi ve Nisin Uretimi

Tez calismasi kapsaminda erlen kullanilarak kii¢iik hacimde (100 ml)
gerceklestirilen deneylerde, L. lactis hiicrelerinin besi ortaminda GSH veya pirtivatin
varligiin bu hiicrelerin nisin tiretim miktarini arttirdigi net bir sekilde gosterilmistir.
Nisin verimindeki bu artisin biiyiik hacimde de benzer bicimde siirdiiriiliip
stirdiiriilmeyeceginin tespiti igin, L. lactis hiicreleri 2 L GM17 besiyeri igeren
fermentérde GSH veya pirlivat varlifinda ve yoklugunda (kontrol) biiyiitiilerek hiicre
biiylimesi ve hiicrelerin nisin iiretimi incelenmistir.

Sekil 4.47°de L. lactis hiicrelerinin biiyiime egrileri, erlende ve fermentor
kosullarinda karsilastirmali olarak verilmistir. Fermentor kosullarinda hiicrelerin
bliylime durumlari, erlendeki biiyiime durumlari ile benzer sekilde gozlemlenmistir;
en yiiksek biyokiitleye piriivat igeren GM17 besiyerinde biiyiitiilen L. lactis hiicreleri
ulasirken, onu GSH igeren GM 17 besiyerinde biiyiitiilen L. lactis hiicreleri izlemis, en
diisiik biyokiitle ise GSH veya piriivat igermeyen GM17 besiyerinde biiylitiilen L.
lactis hiicrelerinde (kontrol) tespit edilmistir.

L. lactis hiicrelerinin, erlende ve fermentor kosullarinda GSH veya piriivat igeren
ve icermeyen (kontrol) besiyerlerindeki biiylime durumlari ayr1 ayr incelendiginde,
kontrolde ve besiyerinde piriivat bulunmasit durumunda beklendigi lizere fermentor

kosullarinda daha diisiikk biyokiitleye ulasildigi goriilmistiir. Besiyerine GSH
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eklendiginde ise erlende veya fermentor kosullarinda biyiitilmeleri, L. lactis

hiicrelerinin biyokiitlesinde bir degisiklige sebep olmamstir (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47: 30 °C’ta aerobik kosullarda GM17 besiyerinde GSH veya piriivat
varliginda ve yoklugunda (kontrol) erlen veya fermentor kosullarinda L. lactis
hiicrelerinin biiylime egrileri.

Fermentor kosullarinda L. lactis hiicrelerinin biyokiitlesindeki degisikliklerin
nisin {iretimi tizerindeki etkisi Sekil 4.48°de erlen verileriyle karsilastirmali olarak
verilmistir. GSH veya piriivat icermeyen GM17 besiyerinde biiyiitiilen (kontrol) L.
lactis hiicrelerinin nisin iiretimi, bilylimenin 6. ve 8. saatlerinde erlen kosullarina
nazaran fermentor kosullarinda kayda deger bigimde artis gostermistir. GSH igeren
besiyerinde biiyiitiilen L. lactis hiicrelerinin nisin iiretimleri, fermentor kosullarinda
bliylimenin 4., 6. ve 10. saatlerinde bir miktar artis gosterirken, piriivat iceren
besiyerinde biiyiitiilen L. lactis hiicrelerinin nisin {iretimleri ise yine fermentor
kosullarinda biiyiimenin 4. ve 8. saatlerinde daha yiiksek olmustur. Genel ¢ercevede
bakildiginda, L. lactis hiicrelerinin biyokiitlesi fermentdr kosullarinda daha az
olmasina ragmen, hiicreler nisin tiretimi bakimindan erlen kosullar ile benzer diizeye
ulagmiglardir. Bu durum, besiyerine GSH veya piriivat ilavesinin erlen kosullarinda
nisin iretimini arttirdifina dair elde edilen sonuglarin, biiyiik hacimde de gegerli
olmasi ve bu nedenle ticari iretim yapilirken bu ajanlarin kullanilabilecegini

gostermesi bakimindan oldukga kiymetlidir.
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varliginda ve yoklugunda (kontrol) erlen veya fermentor kosullarinda L. lactis
hiicrelerinin nisin iiretimleri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiiketicilerin gidalarda kullanilan katki maddeleri hakkindaki farkindaliginin
artmasi, giin gectikce tireticileri giivenli gida koruyucular1 kullanmaya zorlamaktadir.
Organik tiretimi ve ihmal edilebilir toksik etkisi nedeniyle nisin, bir¢ok iilke tarafindan
gida koruyucu olarak kullanilmaktadir. Ancak, nisinin kimyasal yolla sentezi miimkiin
olmadigindan, L. lactis’in nisin tiretim verimini arttirmanin farkli yollarini1 bulmak igin
yeni ¢alismalara ihtiyag¢ vardir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, L. lactis’in oksidatif stres
toleransinin arttirilmasi yoluyla nisin iiretiminin arttirilmasi amaglanmustir.

L. lactis’te oksidatif strese neden olan baslica neden hiicredeki H>O> birikimidir.
L. lactis hiicrelerinde, hiicresel reaksiyonlar sirasinda agiga ¢ikan reaktif oksijen
tiirlerini (ROS), hiicre i¢in daha az zararli ya da zararsiz hale getiren bir savunma
sistemi (mangan bagimli siiperoksit dismutaz (SOD), NADH oksidaz/NADH
peroksidaz) mevcuttur. Ancak, bu hiicrelerde H>O> gideriminden sorumlu olan NADH
peroksidaz enzimin aktivitesinin ¢ok diisiik olmasi ve katalaz enziminin bulunmamasi,
hiicredeki H20 birikimine neden olarak oksidatif stresin gelismesine yol agmaktadir
[75]. Bu durum, L. lactis hiicrelerinin biiyiimelerini olumsuz sekilde etkilemektedir.
Nisin molekiilii primer metabolit kinetigi gostermektedir [9]; dolayisiyla L. lactis
hiicrelerinde biyokiitlenin artisina neden olan girisimler, nisin iretiminin artist ile
sonuglanmaktadir [6]. Tiim bu nedenlerle, tez ¢alismasi kapsaminda 6ncelikle aerobik
bir bakteri olan B. subtilis hiicresine ait katalaz (katE) geninin ve L. lactis hiicresinin
kendisine ait olan siiperoksit dismutaz (SodA) geninin L. lactis’te farkli seviyelerde
ifade edilmesi saglanmaya calisilmistir. Bu sayede, oksidatif strese daha direngli hale
gelecek olan L. lactis hiicrelerinin daha iyi biiyiiyecekleri ve buna paralel olarak daha
fazla nisin iiretecekleri diisintilmiistiir.

katE geninin L. lactis hiicrelerinde ifadesinin saglanmasi igin pek ¢ok farkli
plazmit ve ydntem denenmistir. Ilk asamada kullanilan plazmitler, Prof. Dr. Per
Saris’ten (Helsinki Universitesi, Finlandiya) temin edilen pLEB124, pLEB21 ve
pLEB579 plazmitleridir. pLEB124 plazmidi, hem L. lactis’te hem de E. coli’de replike
olabilen mekik bir plazmittir. Icerdigi Pss promotorunun konstitiitif bir promotor
olmas1 sebebiyle, katE geni bu plazmide klonlandig: taktirde, L. lactis’te siirekli bir
bicimde ifade edilebilecektir. pLEB579 plazmidi, pLEB124 ile ayn1 sekilde mekik bir
plazmittir. pLEB124’ten farkli olarak, pLEB579 plazmidinde promotor bdolgesi
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bulunmamaktadir. Dolayisiyla, pLEB579 plazmidi kullanilarak katE geninin istenilen
giicteki bir promotorun altina klonlanmasi saglanabilecektir. Bu amagla, L. lactis
N&8’de tanimlanan ve Pss’ten daha giiglii bir promotor olan Pg promotoru se¢ilmistir.
pLEB21 plazmidi ise yalnizca E. coli’de replike olur; L. lactis kromozomuna entegre
olmaktadir. pLEB579 plazmidi gibi bu plazmitte de promotor bdlgesi
bulunmamaktadir. pLEB579 plazmidinde oldugu gibi, pLEB21 plazmidinde de katE
geninin Pg promotorunun altina klonlanmasi kararlastirilmistir. Boylelikle, L. lactis
hiicrelerinde katE geninin pLEB124 ve pLEBS579 plazmidi aracihigiyla farkli
seviyelerde siirekli olarak ve pLEB21 plazmidi araciligiyla genomda bir kopya halinde
ifade edilmesi saglanacaktir. Ancak yapilan biitiin denemeler sonucunda katE genini
iceren rekombinant plazmide ulasilamamistir; onun yerine kontrol plazmit ile aynm
boyda veya daha kiiclik plazmitler elde edilmistir. Kontrol plazmitten daha kiiciik
boyda plazmit DNA’lar elde edilmesi, katalaz geninin rekombinant vektoriin
stabilitesini olumsuz yonde etkiledigini ve bu sebeple hiicrenin katE genini plazmit
DNA’dan elimine etmeye c¢alisirken bu esnada daha biiyiik fragmanlarin elimine
edildigini diistindiirmiistiir.

Bir sonraki asamada, B. subtilis’e ait katE geninin E. coli’de ifade edilip
edilmediginin belirlenmesi ve ifade edildigi taktirde toksik etki gosterip
gostermediginin tespiti i¢in, s6z konusu genin pSK vektoriine klonlanmasi
gergeklestirilmistir. Plazmit araciligiyla edinilen katalaz enziminin (katE) varliginin
fenotipik olarak belirlenmesi i¢in, ligasyon lrtinleri, katalaz enzimini iiretemeyen E.
coli’ye (AkatE) aktarilmistir. Restriksiyon enzim kesimi sonucu pSK’ya klonlandigi
belirlenen katalaz enziminin E. coli’de ifade edildigi ise H202 damlatildiginda
kolonilerde baloncuk gozlenmesi ile tespit edilmistir.

Ancak pSK plazmidi yalnizca E. coli’de replike olabilmektedir; L. lactis
hiicrelerinde replike olamamaktadir. Bu nedenle, pILZ-Em plazmidinin replikasyon
orijini bolgesinin pSK plazmidine klonlanmasi, bu sayede katE genini igeren pSK
vektoriiniin L. lactis’te replike olabilmesinin saglanmasi amaglanmistir. Restriksiyon
enzim kesimi sonucunda beklenen bandi veren olast plazmidin L. lactis’e
elektroporasyonu sonucu herhangi bir koloniye rastlanmamasi, pILZ-Em’ye ait
replikasyon orijini bolgesinin, rekombinant plazmidin L. lactis’te replike olmasini
saglayamadigini diistindiirmistiir.

katE geninin ¢akisan (overlap) PCR yoluyla kanamisin direng geni ile

birlestirildikten sonra pLEB124 plazmidine klonlanmasi, s6z konusu genin L. lactis
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hiicrelerinde ifade edilebilmesi i¢in bagvurulan bir diger yontemdir. Fakat biitlin
denemelere ragmen, katalaz (katE) ve kanamisin genleri ¢akisan PCR yontemiyle
birlestirilemediginden, katE geninin L. lactis’te ifade edilmesi i¢in alternatif bir
yOntem arayisina girilmistir.

katE geninin pLEB124 vektoriine klonlanmasi amaciyla T4 DNA ligaz enzimi
ile gerceklestirilen ligasyon reaksiyonu yerine alternatif bir yontem olarak ticari olarak
satilan “In-Fusion HD Cloning Kit” kullanilmistir. Transformantlardan izole edilen
plazmitlerin kontrol plazmit ile ayn1 boyutta veya daha kiiglik olmas1 sebebiyle katE
geninin E. coli’de yiiksek seviyede ifade edilerek hiicre tizerinde toksik etki yaratmis
olabileceginden yola c¢ikilarak, sz konusu genin konstitiitif bir promotor yerine
uyarilabilen bir promotor kontroliinde ifade edilmesi diisiiniilmiis ve bu amagla L.
lactis’te kullanilan ve ginko (Zn") ile uyarilabilen Zirex Sistemi’nin kullanilmasi
kararlastirilmistir.

Zirex Sistemi’nde kullanilmis olan pILZ-Em ve pCZ-Cm plazmitleri, Prof. Dr.
Oscar Kuipers’ten (Groningen Universitesi, Hollanda) temin edilmistir. katE geninin
bu plazmitlere klonlanmasi i¢in dncelikle ligasyon denenmistir. Fakat klonlama i¢in
kullanilmas: planlanan Kpnl enziminin pILZ-Em plazmidini farkli noktalardan
kesmesi sebebiyle bu yontem terkedilmistir. pCZ-Cm ve pILZ-Em plazmitlerine katE
geninin klonlanmast i¢in, “In-Fusion HD Cloning Kit” kullanilmasi1 da denenmistir.
pCZ-Cm plazmidinin sahip oldugu kloramfenikol direncinde yasanan sikintilar ve
pILZ-Em plazmidinin yalnizca Gram pozitif bakterilerde replike olmasi nedeniyle E.
coli’de ¢ogaltilamamasi ve ligasyon iiriinlerinin direkt olarak L. lactis’e aktarilmasinin
sonu¢ vermemesi yiiziinden bu yontem ile katE geninin bu vektorlere klonlanmasi
miimkiin olmamuistir.

Son olarak, pCZ-Cm plazmidine katE geninin klonlanmasi igin, “In-Fusion HD
Cloning Kit” ile gerceklestirilen klonlama reaksiyonu tekrarlanmis ve tirlinler AkatE
susunda taranmistir. Gergeklestirilen biitiin denemelere ragmen, B. subtilis’e ait
katalaz genini igeren plazmide sahip rekombinant L. lactis hiicresi elde edilememistir.

Lactococcus vektorleri ticari olmadiklari igin standardize edilmemis olup, diger
ticari vektorlerle karsilastirildiginda en basit basamakta bile sorun ¢ikarmaktadirlar.
katE geninin klonlamas: ile ilgili yasanan sorunlarin olasi sebeplerinden birinin bu
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ote yandan, konstitiitif promotora sahip biitiin
plazmitlere (pLEB124°te P4s, pLEB579 ve pLEB21’de Ps) katE geninin klonlanmasi

icin yapilan calismalarda elde edilen olasi rekombinant plazmitlerin kontrol
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plazmitlerle ayn1 boyda ya da daha kiigiik olmasi, katE geninin yiiksek seviyede
ifadesinin E. coli hiicreleri i¢in toksik olabilecegini de diisiindiirmiistiir.

Rochat ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, B. subtilis’e ait katE genini
konstitiitif promotor (P23) igeren pILN12 plazmidine bizim c¢alismalarimizda da
kullanilan E. coli TG1 hiicrelerinde klonlamiglar fakat L. lactis MG1363 hiicrelerinde
bu genin ifadesini saglayamamislardir [36]. Bu sorunu ¢6zebilmek i¢in katE genini bir
baska plazmitte bulunan uyarilabilen bir promotor olan Pnisa promotorunun altina
Klonlayarak L. lactis NZ9000 hiicrelerinde bu genin ifadesini uyarim sonrasinda
gbzlemleyebilmislerdir. Bu yontemin tez calismasinda kullanilamamasinin nedenti,
Pnisa promotorunun uyariminin nisin molekiilii ile yapiliyor olmasidir. Calismamizda
kullanilan L. lactis N8 hiicreleri hali hazirda nisin tiretiyor olduklarindan, s6z konusu
promotorun bizim hiicrelerimizde kullanilmasi kontrol edilebilir bir ifadeden ¢ok
stirekli bir ifadeye neden olacaktir. Bu sebeple, tez ¢calismasi kapsaminda, katE geninin
kontrollii ifadesi igin ¢inko (Zn") ile uyarilabilen bir promotora sahip Zirex Sistemi
kullanilmigtir. Ancak katE geninin bu plazmitlere klonlanmasi i¢in gerceklestirilen
biitiin denemeler basarisizlikla sonuglanmistir.

L. lactis N8 hiicresinin kendisine ait siiperoksit dismutaz (S0dA) geninin yine L.
lactis N8 hiicresinde farkli seviyelerde ifade edilmesi i¢in pLEB124, pLEB21 ve
pLEB579 plazmitleri kullanilmistir. Klonlama i¢in gereken islemlerin ardindan elde
edilen transformantlarin igerdigi plazmit DNA’lar tarandiginda katE geninde oldugu
gibi yine kontrol plazmit ile ayn1 boyutta ya da daha kiigiik boyutta plazmit DNA’lara
rastlanmistir.

Tez c¢alismast kapsaminda katE geninin pSK vektoriine klonlanmasi
basarilmisken, SOdA geninin klonlanmasit miimkiin olmamigtir. SOdA geninin ¢akisan
(overlap) PCR yoluyla kanamisin direng geni ile birlestirildikten sonra pLEB124
plazmidine klonlanmasi, ilgili DNA fragmanlarinin c¢akisan PCR yontemiyle
birlestirilememesi sebebiyle gerceklestirilememistir. Ligasyon yoluyla veya “Infusion
HD Cloning Kit” kullanilarak sodA geninin ¢inko (Zn*) ile uyarilabilen Zirex
Sistemi’ne ait plazmitler olan pCZ-Cm ve plLZ-Em plazmitlerine klonlanmasi i¢in
gerceklestirilen denemeler de basarisizlikla sonuglanmuistir.

Tez ¢alismasinin amaci L. lactis’in oksidatif stres toleransinin yiikseltilmesi
yoluyla nisin iiretiminin arttirilmasi oldugundan, ¢alismanin devaminda, nisin iiretici

L. lactis N8 susunda genetik degisiklik yapmak yerine, bu hiicrelerin biiyiime ortamina
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oksidatif stresi azalttigt bilinen antioksidan molekiillerin eklenmesi uygun
bulunmustur. Bu amagla kullanilmak {izere GSH ve piriivat molekiilleri se¢ilmistir.

L. lactis hiicrelerinin membranlarinda aerobik solunum yapabilmek igin elektron
transfer zinciri (ETS) bilesenleri bulunmasina ragmen Yyine de bu hiicreler solunumu
gerceklestirememektedir. Bunun nedeni, L. lactis’in sitokrom oksidaz enziminin
kofaktorii olan hem molekiiliinii sentezleyemiyor olmasidir [75]. Ancak hiicrelerin
besiyeri ortamina yapilan hem ilavesi bu eksikligi gidererek L. lactis’in aerobik
solunuma gegmesini saglamaktadir. Laktik asit bakterilerinin ortamda hem varliginda
daha yiiksek biyokiitleye ulastig1 bir¢cok ¢alismada rapor edilmistir [43-49]. Biyokiitle
artiginin nisin iretimini arttirdigina yonelik ¢aligmalar géz Oniine alinarak, bu tez
caligmasinda, L. lactis hiicreleri, hem varliginda ve yoklugunda (2.5 pg/ml), farkh
konsantrasyonlarda GSH (1.6, 3.2 ve 6.4 mM) ve piriivat (2.5, 5 ve 10 mM) igeren
GM17 besiyerinde 30 °C’ta aerobik kosullarda biiyiitiilmiis ve biyokiitleleri, nisin
uretimleri, pH degerleri ve oksidatif stres seviyeleri karsilastirilmistir.

Elde edilen sonuglar, ilging bir bigimde, biyokiitle artisinin nisin {iretimini ayni
oranda etkilemedigini gdstermistir. Nitekim GSH yoklugunda ortamda hem molekiilii
varken en yiiksek biyokiitle degerine ulagilmasina ragmen, hem molekiiliine ek olarak
GSH’n farkli konsantrasyonlarini iceren besiyerleri ile karsilagtirildiginda, en diisiik
nisin tiretimi yalnizca hem bulunan besiyerinde biiyiitiilen L. lactis hiicreleri tarafindan
gerceklestirilmistir. Ayni sekilde, besiyerinde hem molekiiliiniin tek bagina veya farkli
konsantrasyonlarda piriivat ile birlikte bulunmasi biyokiitle artisina sebep olurken,
nisin iretimi yalnizca piriivat i¢eren besiyerinde daha yiiksek bulunmustur. Hem
yoklugunda ise besiyerinde GSH veya piriivat bulunmasi hem biyokiitlenin hem de
iretilen nisin miktarinin artmasina yol agmistir. Calisma kapsaminda en yiiksek nisin
tiretimine hem yoklugunda, kullanilan en yiiksek konsantrasyonlar olan 6.4 mM GSH
ve 10 mM piriivat varliginda ulasildigindan, deneylere bu konsantrasyonlar ile devam
edilmistir.

GSH veya piriivat iceren besiyerlerinde iretilen L. lactis hiicrelerinin
biiylimeleri boyunca pH degisimleri izlendiginde, bu hiicrelerin {irettigi laktik asitten
oOtlirii biitiin besiyerlerinde biliyiime siiresince pH’da diisiis ger¢ceklesmistir. Kontroliin
ve GSH iceren besiyerinin pH degeri, biiylimenin 24. saatine kadar kademeli bir
bi¢imde azalmaya devam ederken, piriivat igeren besiyerinin pH degerinin 8 saat
biiylimenin ardindan sabit kaldig1 belirlenmistir. Bu durumun, piriivat molekiiliiniin

biyolojik ortamlar i¢in etkili bir tampon 6zelligi gostermesinden kaynaklanabilecegi
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diistiniilmektedir [52]. GSH igeren besiyerindeki pH diisiistiniin kontrol grubundan
anlamli olarak daha fazla olmas1 ise GM17 besiyerini asitlestiren GSH molekiiltiniin
molekiiler yapist ile agiklanabilmektedir [76].

Aecrobik kosullar altinda GSH veya piriivat varhiginda biiyiitilen L. lactis
hiicrelerinde, biiyiimenin ilk 8 saati boyunca, besiyerlerindeki H.O> konsantrasyonu
ve hiicrelerin MDA miktar1 kademeli olarak azalmistir. Aerobik biiyiimenin ¢ok erken
asamalarinda yiiksek H2O> seviyeleri (2 saate kadar) Grufferty ve Condon tarafindan
L. lactis C10'da da gosterilmistir [2]. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglara gore,
beklenildigi bicimde, GSH ve piriivat L. lactis hiicrelerinin oksidatif stres toleransini
arttirmustir. L. lactis’te GSH birikiminin, oksidatif stres [37], asit stresi [77] ve ozmotik
stres [78] gibi ¢esitli streslere karsi korumada rol oynadigi daha onceki ¢alismalarda
gosterilmistir. Pirlivatin antioksidan aktivitesi, farkli ¢aligmalarla da kanitlanmistir
[51, 79].

GSH veya pirtivat igeren ortamda biiyiitiilen L. lactis hiicrelerinin nisin tiretimi
transkipsiyonel olarak incelendiginde, besiyerindeki GSH’in nisZ ekspresyonunu
genel olarak pozitif yonde etkiledigi, ancak nisZ ekspresyonu iizerinde piriivat’in
pozitif etkisinin ¢ok daha fazla oldugu tespit edilmistir. Transkripsiyonel verilerle
uyumlu bigimde, L. lactis hiicrelerinin supernatantlarinda bulunan nisin miktarinin,
besiyerinde GSH veya piriivat bulundugunda kontrole gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu iki molekiiliin hiicrelerin oksidatif stresini azalttigi bilinmesine
ragmen, biiyiime ortamina ilave edildiklerinde L. lactis’te nisin tiretimini tetikledigi
ilk kez bu ¢alismada gosterilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda, GSH ve piriivat molekiillerinin L. lactis hiicrelerinin
biiylime ortaminda bulunmasinin hiicrelerin oksidatif stres toleransini arttirdigi, H202
miktarmin ve lipid peroksidasyonunun tespiti ile gosterilmistir. Bu molekiillerin, L.
lactis hiicrelerinin stres cevabi ile iligkili oldugu gosterilen genlerin (Tablo 4.4)
ekspresyonu tizerindeki etkisi ise transkripsiyonel analiz araciligiyla belirlenmistir.

L. lactis hiicrelerinde SodA’nin (siiperoksit dismutaz) [51] aktivitesi, siiperoksit
radikallerinin uzaklastirilmasina yol agsa da reaksiyon bir bagka toksik madde olan
H20O> iiretimine neden olmaktadir. Ayn1 zamanda AhpF’nin (H202 olusturan NADH
oksidaz) [70, 71] aktivitesi de hiicre i¢cinde H2O; tiretmektedir. H2O2’nin asir1 birikimi,
L. lactis’in oksidatif stres kosullariyla basa ¢ikabilmesi i¢in en zorlayici problemdir.
Sonuglarimiza gore, GSH ve piriivat SOdA ve ahpF genlerinin ekspresyonunu farkli

biiyiime noktalarinda indiiklemektedir. Ozellikle piriivatin  her iki genin
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transkripsiyonu iizerinde olumlu etkisi oldugu tespit edilmistir. L. lactis’te AhpC
(NADH peroksidaz) [70], GshR (glutatyon rediiktaz) [37] ve TrxB1l (tiyoredoksin
rediiktaz) [74] enzimlerinin etkisiyle, 6zellikle biiytimenin ilk saatlerinde biriken
H20O2’nin ortamdan daha verimli bir sekilde uzaklastirildig1 ve bu uzaklastirmanin
GSH ve pirtivat varliginda arttigi goriilmiistiir. Bu veriler, L. lactis hiicrelerinin
oksidatif stres seviyesinin tespit edilmesi amaciyla gerceklestirilen H202 ve lipit
peroksidasyonu olgtimleri ile uyum igerisindedir.

GSH veya piriivat varliginda 8 saat biliylimenin ardindan noxE (H20 olusturan
NADH oksidaz) [51, 70, 71] geninin ekspresyonunda gergeklesen diisiis dikkat ¢ekici
olmustur. Benzer sekilde, L. lactis’te farkli stres durumlari ile iligkilendirilen recA [72]
ve relA genlerinin [73] ekspresyonlarinin biiyiimenin 8. saatinde istatistiksel olarak
onemli bicimde diismesi, besiyerindeki antioksidan molekiillerin varligindan dolay1
oksidatif stresin hafifledigine isaret etmektedir. Bu durum, GSH ve piriivatin
hiicrelerin  oksidatif strese daha erken cevap vermesine yardimci oldugunu
diistindiirmektedir. Biiytimenin ilk saatlerinde, GSH varliginda recA, GSH veya
pirtivat varliginda relA genlerinin ekspresyonunda meydana gelen artigin ise hiicrelerin
stres kosullarina karst 6nlem almasina bagli oldugu tahmin edilmektedir.

Calisma kapsaminda, stres ile iliskili genlere ek olarak, GSH veya piriivat
varliginda aerobik kosullar altinda biiyiitiilen L. lactis hiicrelerinde, ETS bilesenlerini
kodlayan cydA (sitokrom oksidaz) ve noxB (NADH dehidrogenaz) genlerinin
ekspresyonlar1 incelenmistir. GSH veya piriivat varliginda biiylimenin ilk saatlerinde
her iki genin ekspresyonunda artis tespit edilmistir. Sitokrom oksidaz enziminin hem
yoklugunda islev goOsterememesi nedeniyle bu genlerin ifadesinde goriilen artig
beklenen bir durum degildir.

Duwat ve ark. (2001) aerobik kosullarda (hem eklenmeden) ve solunum
kosullarinda (hem eklenerek) biiyiitilen L. lactis hiicrelerinde cydA geninin
ekspresyonunu karsilastirmislardir. Bu genin ekspresyonunun her iki durumda da
benzer oldugu bulunmustur; sadece ge¢ eksponansiyel fazda (yaklasik biiyiimenin 6.
saatinde) cydA geninin ekspresyonunun, hem varliginda indiiklendigi gosterilmistir
[43]. Kisaca, L. lactis hiicrelerinde, biiylimenin erken eksponansiyel fazinda
besiyerinde hem molekiiliiniin bulunup bulunmamas: cydA ekspresyonunda bir
degisiklige sebep olmamaktadir. Bu durum, GSH veya piriivat varliginda cydA geninin
biilylimenin 4. ve 6. saatlerinde yiikselisini gosteren sonuglarimiz ile uyum

igerisindedir.
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noxB geni tarafindan kodlanan NADH dehidrogenaz enziminin ETS’deki
gorevinin disinda, oksijenden kaynaklanan oksitleyici bilesiklerin giderimi ile iligkili
oldugu gosterilmis [71] ve bu genin ekspresyonunun GSH veya piriivat varliginda
biiyiimenin 4. saatinde artmasinin diger savunma genlerinin ekspresyon sonuglari ile
paralel olarak oksidatif strese verilen tepki ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Hem varliginda fermentasyondan solunuma gegisin oksidatif stres tepkisi ile
ilgili genleri uyardig1 [80] ve L. lactis’te daha yiiksek biyokiitle ve nisin verimine yol
actig1 bilinmektedir [6]. Sonuglarimiza gére, GSH ve piriivat L. lactis’in biiylime
ortamina eklendiginde, metabolizmay1 solunuma yoneltmeden hem ile ayni sekilde
strese bagli genleri aktive edebilmekte ve nisin iiretimini agikga arttirmaktadir.

Ilging bir sekilde, GSH ve piriivat varhiginda elde edilen nisin veriminin, hem
ilave edilmis ortamdan daha iyi oldugu bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglari, L.
lactis’in biiyiime ortamina hem yerine GSH ve piriivat ilavesinin, kesikli kiiltiirde nisin
tiretimini tetiklemede etkili oldugunu gdstermistir. GSH ve piriivatin nisin tiretimi
tizerindeki olumlu etkisinin daha biiyik bir kiiltir hacminde goriiliip
goriilmeyeceginin tespiti icin kesikli kiiltiirde gerceklestirilen deneyler fermentor
kosullarinda tekrarlanmigtir. Elde edilen sonuglar, L. lactis hiicrelerinin biyokiitlesinin
fermentor kosullarinda beklendigi lizere bir miktar azalmasina karsin, bu hiicrelerin
nisin iiretiminin kesikli kiiltiirde elde edilen nisin verimi ile benzer seviyede oldugunu
gostermistir.

Giliniimiizde kullanilan diger gida koruyuculari ile karsilastirildiginda, sahip
oldugu yiiksek etkinlik ve diisiik toksisite sebebiyle, organik gida koruyucusu nisin
istiin Ozelliklere sahiptir. Nisin kullaniminin yayginlasmasinin oniindeki en biiyiik
engel kimyasal yolla tiretiminin miimkiin olmayip yalnizca belirli L. lactis suslari
tarafindan iiretiliyor olmasidir. Bu nedenle, nisin liretim veriminin arttiritlmasi maliyeti
diistirmesi nedeniyle pek ¢ok ¢alismanin hedefi haline gelmistir. Bu tez ¢alismasinda,
GSH ve piriivatin besiyerindeki varliginin nisin tiretimini hem kesikli kiiltiirde kiiciik
hacimde hem de fermentorde biiyilik hacimde ayni sekilde arttirdig1 agikga gosterilerek
yalnizca literatiire katki saglamakla kalmayip ayni zamanda ticari kosullarda nisin

tiretimi i¢in kullanilabilecek 6n veriler elde edilmistir.
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