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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BAKTERI HEMOGLOBIN GENININ E.aerogenes’ IN
FIZYOLOJIK VE METABOLIK AKTIVITELERI
UZERINE ETKILERI

Sebnem OZALP ERENLER
Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal
2001
Danigman: Yrd.Dog¢.Dr. Hikmet Gegkil

Hemoglobinler genellikle okaryotik orjinli proteinler olarak kabul
edilmiglerdir. Ancak, son yillarda gram negatif bir bakteri olan Vitreoscilla’nin
dogal olarak hemoglobin sentezledigi saptanmugtir. Onceki galigmalar heterolog
mikroorganizmalarda (Vitreoscilla digindaki) bu hemoglobinin, kritik oksijen
seviyelerinde bu organizmalarin daha iyi buyamesini sagladigini ve bazi
rekombinant yan tiriinlerinin sentezini arttirdigini gostermistir

Bu c¢aligmada bakteri hemoglobin geninin, klonlandigi Enterobacter
aerogenes bakterisinin fizyolojik ve metabolik aktiviteleri tizerine olan etkisi
aragtirilmigtir. ~ Yapilan bu ¢alijma ile, bakteri hemoglobininin farkli
mikroorganizmalarda farkl1 etkiler gosterebilecegi saptanmustir, Ornegin E.coli’de
bu proteinin bakteri bitytimesini ve rekombinant iriin tiretimini arttirabildigi halde,
Enterobacter aerogenes’de en azindan  bakteri bilyimesi tzerine bu etki
saptanamamisti. Bu da bir ¢ok faktorin yanisira hemoglobin geninin
regiillasyonunun farkli olmasindan kaynaklanabilir.

Anahtar Kelimeler: Bakteri hemoglobini, Vitreoscilla hemoglobini,
aerogenes
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ABSTRACT

THE EFFECT OF BACTERIAL HEMO@LOBTNE GENE ON
PHYSOLOGICAL AND METABOI%IC AKTIVITIES

FROM Enterobacter aerogenes

Sebnem OZALP ERENLER
Inéni University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
2001

Supervisor: Assistant Profesor Hikmet Gegkil

Hemoglobins were generally considered to be proteins of only eucaryotic
origin. However, in recent years it has been found that a gram negative bacterium,
Vitreoscilla, produces hemoglobin naturally. Previous studies showed that when
present in heterologous organisms, Vitreoscilla hemoglobin helps the cells to grow
better under limited oxygen concentrations and also increase some recombinant
protein production under these circumstances.

In this study, the effect of this hemoglobin on metabolic and physiologic
characteristics of Enterobacter aerogenes was investigated. Here, it was determined
that the effect of bacterial hemoglobin can be varied from microorganism to
microorganism. For example, while the expression of this protein in E.coli causes
an increase in both cell growth and in production of recombinant proteins, the some
effect was not observed for Enterobacter aerogenes, at least at the level of cell
growth. Besides many factors cotributing to this effect, the differantial regulation of
hemoglobin gene might be one of them.

KEYWORDS: Bacterial hemoglobine, Vitreoscilla hemoglobine, Enteroba!tet.
aerogenes
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1. GiRiS
1.1 GENEL BiLGILER

Hemoglobin son yillara kadar 6karyotik orjinli bir protein olarak bilinmistir.
Ancak yapilan bir ¢aligmada Gram (-) bir bakteri olan Vitreoscilla’nin dogal olarak
(VtHb) hemoglobin i¢erdigi saptanilmigtir (Wakabayashi, 1986). Son yillarda VtHb
geni (vgb) saptanmig ve baz dizisi tanimlanarak (Khosla , 1988), E.coli (Khosla
1988; Bailey 1988; Khosravi 1990; Dikshit 1988; Ryan 1990; Khosla 1990, Hart,
1 994). Enterobacter aerogenes (Gegkil, 1995) Serratia marcencens gibi heterolog
prokaryot ve Saccharomyces cerevisiae (Chen, 1994), tiitiin bitkisi (Holmberg, 1997)
gibi oldukga farkl: sistemlere klonlanarak, hemoglobinin bu organizmalarin fizyolojik

ve metabolik aktiviteleri izerine etkisi arastinlmstir.

Vitreoscilla obligat aerob, gram negatif, flamentli bir bakteri olup
Beggiotaceae familyasindandir. Bu bakteri oksijeni diigik ortamlarda bulunur ve

Vitreoscilla veya bakteriyel hemoglobin denilen eriyebilir bir hemoprotein sentezler.
Vitreoscilla’min Siniflandirmasi

Prokaryota
Grotobacteria
Scotobacteria
Nanphotosynthetic
Nanfruitingliding
Beggiotoaceae
Vitreoscilla

(Khosla, 1988; Khosla, 1986; Wakabayashi, 1986)




Vgb/VHb’nin Bazi Ozellikleri ( Swiss-Prot )

BAKTERIYEL HEMOGLOBIN

Sinonim(leri) :  Soluble cytochrome o

Gen adi . VHB

Organizma . Vitreoscilla stercoraria

Taksonomi :  Bacteria; Proteobacteria; beta subdivision; Neisseriaceae;
Vitreoscilla

Fonksiyon . Bu protein bir terminal oksidaz gibi davranir.

Alt tinite yapis1 : Homodimer.

Benzerlik . Globin ailesi proteinler.

‘Uzunluk: 146 aa (amino asit)
Molekiiler agirlik: 15774 Da

AA Dizisi:

10 20 30 40 50 60

I | I I I I
MLDQQTINII KATVPVLKEH GVTITTTFYK NLFAKHPEVR PLFDMGRQES
LEQPKALAMT

70 8 © 9 100 110 120
I

VLAAAQNIEN LPAILPAVKK IAVKHCQAGV AAAHYPIVGQ ELLGAIKEVL
GDAATDDILD

130 140 146

I
AWGKAYGVIA DVFIQVEADL YAQAVE




Bu hemoglobin ilk kegfinde yanlig olarak sitokrom o tipi bir terminal oksidaz
olarak adlandmlmus, ancak spektral karakteristiklerinin ve aminoasit dizisinin
okaryotik hemoglobine % 25’¢ varan benzerliginden dolayi, hemoglobin olarak
adlandirdmustir. Vitreoscilla gibi mikroaerobik bir organizmada bu hemoglobin
molekiliintn oksijen depolama ve oksijenin sinirlt oldugu ortamlarda bunu terminal
oksidazlara transfer etme gibi bir rolt oldugu sanilmaktadir. VtHb proteini
homodimerik bir protein olup her alt tnitesi 146 amino asit uzunlugunda olup bir
'protoheme IX molekillint igermektedir ve her alt initenin molekul katlesi 15,775 Da
biytiklugiindedir (Webster ve ark, 1985). Her alt tinite 2 hem grubu igerir. Hem
grubu okaryotik hemoglobininde oldugu gibi demir igeren porfirin yapisindadir ve
démir hem molekiliinde iki farkli formda bulunabilir. Ferrus (+2) ve ferrik (+3)
formunda bunlardan sadece +2 degerlikli ferrus form oksijen baglayabilir. Bakteride
hem grubu sentezini aminolevulinik asit sentaz saglarken, methemoglobin rediiktaz

aktif ferrus formun olusumunu saglar.

1986’da bakteri hemoglobinini kodlayan genin dizisi belirlenmistir. Bu,
bugitine kadar bilinen tek prokaryotik hemoglobindir (Wakabayashi ve ark. 1986). Bu
protein genellikle oksijene formda bulunur ve spektral karakteristikleri
oksihemoglobin ve oksimiyoglobine benzer. Ozellikle aerobik (oksijenli) solunum

strasinda bu oksijene olmug formu predominant formudur (Webster, 1987).

Bu hemoglobinin Vitreoscilla'daki fonksiyonu hentiz tam olarak
anlagilamamistir. Onceki galigmalar Vitreoscillada hem konsantrasyonu oksijenin
belli kritik seviyelerin altina diistiigiinde veya organizma boyle hipoksik sartlara
maruz birakildiginda 20-40 kat artiy oldugunu gostermektedir. Bu artigin ¢ogu VtHb
konsantrasyonunun artisgindan kaynaklanmaktadir (Dikshit., Webster 1998). ( Bu

nedenie, bu proteine dusiik oksijenli ortamlarda bir oksijen yakalayici ajan olérak

bakilabilir. S
gy

VtHb homodimerik bir protein olup bazi hayvansal ve bitkise g‘iob;t}i’ei:b\k ~
onemli benzerlik tagimaktadir. (Dikshit,1991;Webster. 1987)Bakteriyel hdiig g}& ,gﬂg e g

£y I(Iﬂ\\‘i 13“
N T b

\‘ ...—r’
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diger hemoglobinler arasinda ozellikle korunmus bolgelerde aminoasit benzerligi
vardir. En biyuk benzerlik % 24 amino asit dizisi benzerligi ile leghemoglobinleri
iledir (Wakabayashi ve ark.1986).

VtHb’nin globin kismu, Vitreoscilla kromozomu uzerinde tek bir kopya
halinde bulunan ve 500-600 niikleotid uzunlugundaki bir gen tarafindan
kodlanmaktadir. .

VtHDb proteini bir terminal oksidaz gibi davranir. Bakteri hemoglobinin diigiik
oksijenli ortamlarda bakteri gelisimini destekledigi dusunulmektedir, fakat bunun
mekanizmasi tam olarak anlasllamarﬁlstlr. Vitreoscilla zorunlu aerobik oldugu halde,
dusuk oksijenli gevrelerde yasamaya uyum saglamustir, yani mikroaerofiliktir.
Atmosferik normal oksijen miktarmmn %10’u kadar oksijen igeren ortamlarda
hemoglobin sentezinin 5-10 kat arttifn goralmustar. Daha kritik oksijen
konsantrasyonlarinda ise VtHb hiicre igi konsantrasyonlarinin 40-50 kat arttigi
gozlenmistir (Dikshit ve ark. 1988).

VtHb’nin yansinin sitoplazmada ve diger yansinin periplazmik bolgede
oldugu saptanmistir. VtHb sentezinde onemli rolleri olan iki enzim olan
aminolevulinik asit sentaz ve methemoglobin rediiktaz oksijenle regiile olurlar.
ViHb’nin promotoru oksijene duyarhidir. VtHb iiretiminde oldugu gibi, o da
mikroacrobik sartlarda maksimum derecede uyarihr (Dikshit,1990). mRNA
seviyesindeki artigin gosterdigi gibi oksijene bagli regiilasyon transkripsiyon
seviyesinde meydana gelir, anaerobik sartlar ise promotor aktivitesini
baskilamaktadir. Giigli bir promotor olmasina ragmen vgb promotoru - 35 korunmus
dizisi tagimaz. Ancak pribnov kutusundan 20 nikleotid geride katabolit aktivator
protein baglama bolgesine benzer bir bolge vardir. Karbon kaynag: olarak glikoz

kullanildigt zaman suksinat, laktat, gliserol gibi aerobik substratlara gore 4-5 kat daha

az VtHb sentlezi: gorilmistir. Yani glikozun VtHb sentezi iizerine baskilayici bir




caligmalar gostermistic ki, vgb igeren plazmidlerin aktanidig1 hicreler, vgb
icermeyenlere ’gOre daha iyi buyume gostermislerdir. Pseudomonas aeroginosa’da
vgb iceren sug vgb icermeyen konakg1 hiicreye gore daha ytiksek canli hiicre sayisi ve
oksijen alumi gostermistir (Gegkil,2001). Ayrica, vgb igeren Xanthomonas
maltophilia’nin daha etkili bir gekilde benzoik asidi donisturdigu saptanmistir (Liu,
1995)

vgh promdtox;unun Ea’da aktif oldugu yapilan caligmalarla gosterilmigtir
Enterobacteriaceae bakterileri sporsuz, Gram(—) gomakgiklardir ve aside direngli
degillerdir. Bazilarinda kapsiil bulunur. Bu ailedeki bakteriler kemo-organatrofdur,
peptonlu suda ve diger adi besiyerlerinde ve genellikle en iyi olarak 37°C’ de urerler.
(Gegkil, 1995)

Primer olarak insan ve hayvanlarin kalinbagirsaginda ve viicuttaki birgok yerin
normal florasinda bulunan Gram(-) basillerin olusturdugu biyik aileye
Enterobacteriaceae denir. Bu heterojen familya elemanlarinin hepsinde hem

anatomik lokalizasyon hem de asagidaki 4 metabolik proses ortaktir.

1) Hepsi fakiiltatif aerobdur.

2) Hepsi glikozu fermente eder (Diger sekerlerin fermantasyonu farklidir).
3) Higbirinde sitakrom oksidaz yoktur.

4) Nitratlari, nitrite indirger ve bu yolla enerji saglarlar.

E.aerogenes ¢ogunlukla har_éketli, az mukoid ureme gosteren, kigik
kapsalidir. Serbest olarak bulunabildigi gibi, barsaklarda da bulunabilir ve idrar yolu
enfeksiyonlari ile sepsisden sorumlu olabilir. Ea, asetoin ve 2.3 biitandiol triinlerinin
fermantasyonunu yaptig: iyi bilinen organizmalardandir. 2.3 biitandiol endustriyel
olarak 6nemli kimyasallardandir ve E a, anaerobik metabolik yolunda son urtndir.
Sentetik lastik iiretiminden gida sanayine kadar birgok endstriyel alanda bitandiol
kullanir (Gegkil, 1995).

Hipoksik ortamlarda hemoglobin sentezi artmaktadir, ¢iin

hemoglobin geni (vgb) oksijenle regile edilen bir gendir ve vgb

5



sartlarda maksimum derecede uyarilmaktadir ve hiicre i¢i konsantrasyonu 40-50 kat
artmaktadir (Boerman, 1982, Kroneck, 1991). vgb igeren E.coli atmosferik sartlarin
% 2-5%i éksijen iceren ortamlarda buyitildigi zaman vgb’nin  spesifik
transkriptlerinde yani mRNA ve VtHb seviyelerinde 40-50 kat artis olmaktadir. Boyle
sartlar altinda VtHb’nin ortam oksijen degigimlerine kargt bir tampon gorevi gorerek
mikroorganizmanin bilytime ve gogalmasinda onemli rol oynadigr dugiinilmektedir.
( Georgiou, 1987; Joshi, 1994 ; Dikshit. 1992)

Bir ¢ok mikroorganizma .i¢in belli oksijen konsantrasyonu, ortam oksijen
degisimlerinin algilanmasi ve bu dégisimlere uyum saglamasi onlarm biyime ve
¢ogalmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu agidan vgh promotorunun oksijene duyarli bir
promotor oldugu saptanmistir (Dikshit, 1990). Oksijen konsantrasyonu belli sinirlar
altina dﬁstﬁgﬁ zaman, bittin hiicrelerin fizyolojik ve metobolik aktivitelerinde énemli
degisimler olur ve ¢ogu zaman hiicrelerin biiytimesi durur ve hiicre pargalanmasi olur.
Bu sartlar altinda, VtHb’nin hiicrelerin daha iyi biyiumelerini sagladigi ve metabolik
aktivitelerini diizenledigi gorulmustar (Hart, 1994; Geckil, 1995). Gergektende iyi bir
6ksijen tasiyici olan VtHb’nin sadece dogal konakgigi olan Vitreoscilla’da degil
klonlanmis oldugu rekombinant ofganizmada da hem rekombinant proteinlerin
sentezini arttirdigt (Khosravi, 1991) ve hem de organizmanin metabolik aktivitesini
dizenleyerek biiyiimesine katkida bulundugu saptanmustir (Khosla,. 1989 ; Mei,
1997).

Esasen kegfinden beri VtHb ile ilgili caligmalann ¢ogu E.coli ile yapilmistir.
Terminal oksidazlar bakimindan mutant E.coli'de VtHb’nin aerobik bliyimeyi
sagladigi gorulmistir. VtHb tagtyan rekombinant E.coli’nin suksinat ve laktat gibi
aerobik substratlarin bulundugu ortamda biiyiiyebildigi gozlenmistir. VtHb’nin
terminal  oksidaz gibi  hareket edebilmesinin .mekanizmast tam olarak

aciklanamamaktadir.

Bir ¢ok organizma igin gevredeki oksijen degisimlerine uyum, agm&ﬁ.

onemli bir gereksinimdir. Caligmalar gostermistirki £.coli’de firr gen arfigd

nitrat rediiktaz) anaerobik birgok genin uyarilmasmdan sorumludu



ortamda). firr bakimindan mutant E.coli anaerobik elektron ahcilan olan fumarat,
nitrit ve nitrat: kullanamaz. fnr DNA’ya baglanan bir protein olup, regulator bolgede
korunmus bolgelere baglanarak bir gok genin transkripsiyonunu regiile eder. E.coli’de
fur'nin oksijenin olmadif durumlarda bazi ilgili genleri regule ettigi gosterilmistir.
Burada firr hem aktivator hemde represor gibi hareket etmektedir. Omegin, E.coli
aerobik sartlardan anaerobik sartlara transfer edilirse, sitokrom o ve d rediktaz
- genleri baskilanirken nitrat ve fumarat reduktaz gibi anaerobik terminal oksidazlar
aktive olur. E.coli’nin fir mutantlarinda vgb promotorunun mikroaerobik sartlar
altinda uyarilmadigi gorilmastir. Bu nedenle anacrobik sartlar altinda fir’nin

promotoru lizerinde diizenleyici bir etkiye sahip oldugu sanilmaktadir (Joshi, 1994).

Bakteriyel hemoglobin, optimal eldeleri belli bir oksijen seviyesine ihtiyag
duyan onemli bir ¢ok fermantasyon driiniiniin tretiminde Onemli bir avantaj
saglayabilir. Her ne kadar fermaﬁtasyon bir anaerobik metabolik yol ise de, bir gok
fermantasyon triiniiniin optimal eldesinin belli bir kritik oksijen konsatrasyonu
gerektirdigi bilinmektedir (Crow, 1990; Serebnikov, 1992).

Rekombinant DNA teknolojisi molekiiler genetik ¢aligmalarinda gen yapisinin
belirlenmesi, ifadesi ve dzellikle plazmidlerle aktarilan genlerin mikroorganizmalarda

yiiksek miktarlarda triinlerinin yaptlabildigi 6nemli bir teknolojidir.

Plazmidler tarafindan kodlanan gen riinlerinin  eldesi  genellikle
mikroorganizmalarin fizyolojik sartlar, plazmidin kararhlidi, plazmid kopya sayisi ve
de plazmidsiz hiicrelerin rekombinant hiicrelere nazaran daha iyi buyime
avantajlarina sahip olmasi gibi nedenlerden etkilenmektedir. Genellikle plazmid
igeren hicreler, plazmidsiz hucrelere gore daha disik bityime avantajlarina
sahiptirler (Seo ve lark 1985; Seo ve ark. 1987). Hatta plazmid kopya sayis1 hiicrede
yiikseldikge bitytime orani daha da azalir (Cheah ve ark. 1987). Bu durum, konakgi
hiicrenin kendi rezervlerini (hem enerji hemde metobolik olarak) rekombinant

molekilin ( plazmid gibi ) replikasyonu, gen transkripsiyonu ve translokasyop@de.

kullanmasindan kaynaklanir. Ayrica, rekombinant hiicrelerin digerlerine. gére

‘\ <5y ? g
N 2 *:;
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fazla oksijene ihtiyag duydugu ve dolayist ile rekombinant hiicrelerin oksijenin sinirlt

oldugu ortamlarda zayif biyime gosterdikleri bildirilmistir (Khosravi ve ark. 1990).

Plazmid buyukligt de rekombinant hiicrelerin bilyime ve oksijen alimlari
tizerine etki eden diger onemli bir faktordir. Aragtirmalar gostermistir ki plazmidin
bayuklugu arttikca bakteri biyiimesindeki azalma ve oksijen aliminda ki artis 6nemli
derecede yuksek olmaktadir. Ayrica plazmidin bityukliginiin artmasi ile hiicre i¢inde
ki kopya sayisinin azalmasi arasinda bir paralellik oldugu gorulmustir (Cheah ve ark.
'1987). Plazmidlerin rekombinant hiicrelerin buyiimeleri tzerine olumsuz etkisi ve
ilgili gen uriiniiniin plazmidlerin kararsizlif1 sebebiyle azalmasi rekombinant DNA
teknolojisinin en Onemli sorunlarindan biridir. Rekombinant DNA teknolojisinin
uygulandig1 pek ¢ok galismada vektor olarak kullamlan plazmidlerin genel ozellikleri
kisaca soyledir; piazmidler bakterilerin sitoplazmasinda yagayan ve replike olan
oldukga basit niikkleer materyallerdir. Iginde bulunduklan bakterinin kromozomu ile
biittiinlesmeleri halinde epizom adim alirlar. Plazmidler bakteriler arasinda antibiyotik
direnci transfer eden araglar olarak bilinirler, ve ¢ift sarmal dairesel DNA’ya
sahiptirler.. Ayrica antibiyotikleri inaktive eden, toksin treten ve dogal maddeleri

yikan, metabolize eden genlerede sahiptirler.

Genetik klonlamada kullanilan plazmidler, genellikle dogal plazmidlerden
genetik manipulasyona tabi tutularak boylart kisaltilmis ve birkag plazmidden
pargalar kapsayan plazmidlerdir. Omegin pBR322 plazmidi pSC101, Pme ve

RSF:124 plazmidlerinin baz1 kisimlarindan olugmaktadir.

Bazi plazmidler bakteriler arasinda transfer edilebilir. Bir plazmidin bir
bakteriden digerine aktarilabilmesi igin fra genlerine yani transfer genlerine sahip
olmas1 gerekir. Bu tiir plazmidlere konjugatif plazmidler, fra genleri bulunmayan
plazmidlere nonkonjugatif plazmidler denir. Nonkonjugatif plazmidler konjugatif

plazmidlerin yardimu ile transfer edilebilir

Plazmidlerin vektor olarak kullanilmasinda aranan baglica 6zellikler su _grd‘iT e g

1) Konjugatif olmali hem kisa (1-10 bg) hemde hicre 1¢mdek1 saytlar Goaicf
10-50 kadar.



2) Konak hiicre spektrumu genis olmalr.

3) Restriksiyon enzim tanima bolgeleriyle, antibiyotik direng gosteren genleri
bulunmal.

4) Kararlilik ve devamlilik gostermeli.

5) Biyuk DNA segmentleri alabilmeli.

6) Birden fazla gen alabilmeli.

7) Infeksiyoz ve onkojenik olmamalidir ( Grinsted, 1988).

VtHb sistemi plazmid vektorler araciliy ile gesitli okaryotlara da (ozellikle
funguslara) klonlanmig ve tretimi belli oksijene gerek duyan antibiyotikler gibi yan
metabolitlerin  sentezini  arttiric YOnde etkiye sahip olduklan saptanmigtir
(Demodera,1993; Minas 1998).

Bu ¢alismada ; hiicre iginde 100-500 kopyast bulunan goklu kopya plazmid

olarak iyi bilinen ve pUC8 plazmidi ve onun vgb iceren rekombinantlart

kullanilmistir. pUC8 plazmidi kullamisli bir plazmid olup, Lac Z-ov bolgesindeki

goklu klonlama bolgesine yerlestirilecek yabanci genin lac fenotipine sahip

transformatlar1 vermesi ile fenotipinin belirlenmesi miimkiindir. Bu ¢esit plazmidleri
icinde bulunduran bakteriler, indikator (Xgal) igeren besiyerlerinde mavi koloniler
verirken; rekombinant plazmidler beyaz koloniler verirler. pUC8 plazmidleri lac Z
baglama kodonundan ileride birkag adet 6zel restriksiyon bolgeleri igerirler ki; bu

bolgeler klonlama galiymalarinda yabanci genin klonlandig1 bolgelerdir.

Caligmamizda kullandigimiz rekombinant plazmidlerde 2.3 ve 1.4 kb’lik ve
tzerinde vgb tagiyan Vitreoscilla genomik fragmentleri bﬁ lac Z-a. bolgesinde,
Hind 1II bolgesine yerlestiriimislerdir. pUC8 plazmidinin diger bir ozelligi de lac
promotoruna gore klonlama bolgesine yabanci fragmentler her iki yonde de

yerlestirilebilirler. Yani her iki yonde de genin genin transkripsiyonu mamkiindur.
(Sekil 1)
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Sekil.1.1. pUC8 plazmidinin kismi genetik haritasidir.

Bu plazmidin replikonu pMBI1 plazmidinden olup plazmidin buyukliugi 2.7 kb ve
ayirtedilebilir fenotipi amp " dir.
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Sekil 1. 2. pUC 8:15 plazmidinin pUC 8:16’ya déniistiiriilmesi.
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pUC8:16

2316 1390 648 1

Sekil 1. 3. pUC 8:15 plazmidinin 2.3 kb’hk Vitreoscilla fragmenti iizerindeki
haritasi.
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Onceki sayfalarda agiklandigi gibi, son yillarda yapilan rekombinant DNA
teknolojisi alanindaki ¢aligmalarin gogunda, sahip olduklar bir ¢ok 6zellikten dolay:
klonlama vektorii olarak plazmidler kullamlmaktadir. Bu g¢aliymada da klonlama
vektort olarak pUC serisi plazmidleri kullanilmigtir. Bu plazmidler daha o6nce
deginildigi gibi kararliliklarindan dolayr tercih edilmistir. Rekombinant DNA
teknolojisi denildiginde ¢esitli materyallerden genlerin izole edilmesi, degisik
manipulasyonlara tabi tutulmasi, klonlanmast ve daha sonrada elde edilen
. rekombinantlarin temel ve uygulamali aragtirmalarda kullaniimasi akla gelmektedir.
‘Rekombinant DNA teknolojisinde uygulanan biitin yontemlerin temeli olan klasik

yontem 5 agamada gergeklesmektedir.

1) Restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak DNA fragmentlerinin elde
edilmesi.

2) Elde edilen bu fragmentlerin yine ayn1 enzimle kesilmis uygun bir tagtyici
vektore aktariimasi.

3) Fragment + vektor kompleksinin konak¢t organizmaya aktarilarak
cogaltiimast (Klonlama).

4) Spesifik DNA fragmenti igeren klonlarin segimi.
5) Klonlanan spesifik DNA fragmentlerinin tanimlanmasi.

Bilimsel alanda nispeten yeni sayilabilecek bir konu olan bakteri hemoglobin
geni, aragtirmacilarin oldukea ilgisini gekmektedir. VtHb olarak sembolize edilen bu
proteinin vektorler aracilifs ile gesitli okaryotlara klonlandiginda antibiyotikler gibi
bazi yan -metabolitlerin sentezini arttirici yonde etkiye sahip olduklari saptandigi
bilinmektedir (Demodera,1993; Minas 1998). E.coli bakterisine klonlandiginda, bu
bakterinin Greme ve buytmesi izerinde olumlu etkisi oldugu gozlenmigtir. Yine,
Pseuodomonas aeroginase bakterisine klonlandiginda hiicre metabolit itretimini
arttirict yonde etkisinin oldugu gortlmugtur (Gegkil H, 2001). Ayrica, Xanthomonas
maltophilia’nin metabolik aktiviteleri uzerine olan etkileri de yapilan bir galisma ile
saptanmistir (Liu, 1995).

Bu g¢alismada daha once klonlandigi farkli organizmalarmn fizy "

metabolik aktiviteleri tzerinde farkli etkileri oldugu gbzlenen c, \:
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Enterobacter aerogenes bakterisinin fizyolojik ve metabolik aktiviteleri tizerine olan
etkilerinin saptanmasi amaglanmigtir. Bu bakteri fermantatif iriinleri itibariyle
endustriyel 6nemi olan bir bakteridir. Bu tezde s6z konusu olan galisma bu bakterinin
metabolik yolundaki tiriinlerin arttirinu ile ilgili yapilabilecek diger ¢alismalara zemin
nitelidindedir. VtHb’nin E. aerogenes’in fizyolojik ve metabolik aktiviteleri tizerine
olan etkilerinih arastirilmasi ile bu bakteriden daha yiiksek bir verim elde edilmesinin
yontemleri tespit edilmeye caligilmaktadir. VtHb’nin bahsedilen konuda olumlu bir
etkisi olabilecegi dugiincesi bu galijmanin baglangi¢ noktasi olmustur. Bu konuda
* yapilmig olan diger ¢alismalar, daha once vgb geninin klonlandifi organizmalar

tzerindeki VtHb etkilerinin gesitli oldugunu goéstermistir.

E.coli ’ye benzer bir bakteri olan Enterobacter aerogenes’in endistriyel alanda
ki kullanimi daha fazladir. Bu bakteri petrokimya ve polimer iiretiminde snemli yer
tutan butandiol ve asetoin fermantasyonu yapabilmektedir. Dolayis: ile fakiiltatif
aerobik olan boyle bir organizmada hemoglobinin sentezi gesitli amaglara yonelik
olarak kullamlabilir. Omegin, bu ¢esit bakterilerin fermantasyon drtnlerinin tretimi
icin azda olsa belli bir konsantrasyonda oksijene ihtiyag vardir. Bu calismada
VtHb’nin bitytime, bolinme ve asit tretimine olan etkisi arastintlmigtir. Bilindigi gibi
bu parametrelerin uygunsuzlugu halinde (6megin, asit wretiminin yani asetatin
uretiminin artmasi, bilyime ve bolunme siirelerinin azalmasi) yukarida bahsedilen

Enterobacter aerogenes 'in endiistiyel amagh kullanimini olumsuz etkilemektedir.
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2. MATERYAL-METOD
2.1. Bakteri suslan, Plazmidler ve Besi Ortamlan

" Bu c¢alisma da Enterobacter aerogenes (USDA B427) bakterisi kullamldi.
pUC8:15 ve pUC8:16 plazmidlerinin olusturulmas: daha onceki ¢aligmada verilmistir

’(Dikshit, Webster,’ 1988). Bu plazmidler sirast ile 2.3 kb ve 1.4 kb Vitreoscilla

IR

kromozomal DNA fragmenti icermektedir. vgb genini de igeren bu fragmentler
pUC8 standart plazmidine yerlegstirilerek bu adlar verilmistir. Her ¢ plazmid

amﬁsﬂme dlreng: saglayan B-laktamaz’1 kodlayan bir gen igermektedir.

Luria Broth (LB ) besi ortaminin hazirlamis: Miller (1972)’e gore yapilmigtir.
Bir litre distile suya 10 g baktopepton, 10 g NaCl ve 5 g yeast ekstresi eklénérek, |
N NaOH ile pH’s1 7.5’e ayarlanmigtir. Rekombinant suglarin besi ortamlarina ayrica
100pg/ml konsantrasyonda amfisilin eklenmigtir. Ancak, bu antibiyotik steril edilmis
sivi ve kati besiyeri ortamlarina, besi ortamunm isist 50 °C’nin altina “digunce
eklenmistir. LBG besi ortamu da yukanida belirtilen sekilde hazirlanmistir ve ayrica %
1 glikoz igermektedir. Glikoz konsantre (% 20) halde hazirlanmig ve otoklav edilerek

LB’ye sonradan eklenmistir.

2.2, Kimyasal Malzemeler ve Enzimler

Bu ¢aligmada kullanilan kimyasallar analitik saflik derecesinde olup Slgma
sirketinden saglanmigtir. Bunlar; NaCl, pepton, agar , yeast extract, amfisilin, glukoz
tris HCI, EDTA, NaOH, SDS, potasyum asetat, ctanol, glasiel asetik asit , tris base,
etidyum bromid, agaroz ve KOH’dir.

Restriksiyon enzimleri Hind III ve EcoRI ve ayrlca ?»-DNA behrleyxmsn de

,,,,,,

ayni ﬂrmadan saglammslardlr

i
P w e es o

T ey eweraraz -
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2.3. Kullanilan Enterobacter aerogenes Klonlan

Bu ¢alismada kullanilan Ea ve onun rekombinant suslan (Ea puc 8, Ea puc 8
: 15, Ea puc 8 : 16) H.Gegkil (1995) tarafindan saglanmustir.

2.4. Plazmidlerin izolasyonu ve Agaroz Jel Elektrofore_zi

Plazmid tastyan Enterobacter aerogenes’in ¢ susundan plazmid izolasyonu
alkali-lizis metodu ile (Ausubel ve ark. 1992) yapilmistir. Bunun igin taze
“kolonilerden bir"adet 10 ml LB- amp ortamina inokiile edilmis ve 37 °C galkalamah
etivde gece boyunca 200 rpm’de kiltirler inokiile edilmislerdir. Bu kalturlerden 1,5
ml eppendorf tiplerine alinarak mikrosantrifijde 5000 rpm’de 3 dk. Santrifi
edilmis ve s1vi kismi atilarak peletlere 150 pl GTE tamponu (50mM glitkkoz, 25mM
Tris HCl ve 10mM EDTA, pH 8.0) eklenerek, vortekslenmis ve oda sicakliinda 5
dk. bekletilmigtir. Bu siispansiyona 200ul NaOH/ SDS soliisyonu (0.2 N NaOH, % 1
SDS) eklenerek galkalandi ve buz tizerinde 5 dk. inkiibe edilmig, daha sonra 150 ul
potasyum asetat (pH 4.8) ilave edilip ve 5 dk. oda sicaklifinda tutulmustur. Kangim
5dk. 5,000 rpm’de santrifiij edildikten sonra peletler steril kiirdanlarla atilarak
stipernatanlarin tizerine 800 pl % 95’lik etanol ilave edildi ve 30 dk. 25 OC oda
sicaklifinda tutulduktan sonra 3 dk. 15000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatan
dokaldi. Pelet iki defa % 70’lik etanol ile yikandi ve havada kurutuldu. Kurumus
pelet 100 pl TE tamponu (steril SOmM Tris base, 0,5 mM EDTA pH 9.0) i¢inde ve bu
sekilde —20 °C’de saklanmugtir.

2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi rutin olarak agarozun % 1’lik konsantrasyonda 40
defa dilusyon edilmis 40 kat konsantre jel tamponu (1.6 M Tris base, 0.78 M
sodyum asetat, 0.72 M NaCl ve 8.8 mM EDTA, glasiel asetik asit ile pH’si

8.0’ayarlandi) ile hazirlanmstir.

60 ml 1X jel tarhponuna 0.6 g agaroz jel eklenerek mikrodalga firinda
edilmis ve agaroz jel kalibina dokiilerek kati hale getirilmistir. i
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DNA dmehiain (O3 jg DNA) 00 i soiaavonds siacak yoRiidR
restriksiyon enzimleri ile 2 saat boyunca 37 'C’de inkabe edildikten sonra, Lambda
DNA markirt ve izleme boyast ( % 4 siikroz, %0.02 brom fenol blue) jelin tarak
digleri bosluklarina uygulanarak, boya jelin 1 cm ucuna gelinceye kadar
yurutalmuslerdir. Jele, mikfodalgada homojenize edildikten sonra, kaliba dokiilmeden
1 damla etidyum bromid (10mg/ml) ilave edilmis ve bu sayede boyanarak, UV
lambasi (zerinde (360 nm) fotograflann cekilmistir (Sekil 1). Markirlarin yiiriime
mesafeleri ve molekil agirliklarindan elde edilen standart egri sayesinde, bilinmeyen

fragmantlarin molekil agirliklari saptanmustir.

2.6. Kiiltirdeki Canh Hiicre Sayisimin ve Hiicre Kiitlesinin (OD 600)

Belirlenmesi.

Her bakteri susu igin 250 ml’lik erlenlere 20’ser ml LB konuldu. Besi yerinin
otoklavda steril edilmesinden sonra, rekombinant suslar i¢in besi ortamlarina
100pg/ml amp olacak gekilde stok antibiyotik soliisyonundan (100mg/ml) eklendi.
Ancak, bu ekleme besi ortammin s1s1 50 °C’nin altina dustiikden sonra yapildi.
Glikoz ieren ortamlarda ise konsantre (% 20) steril glikoz solisyonundan son
konsantrasyon % 1 olacak sekilde glikoz eklendi. Glikozun besi ortami ile beraber
sterilizasyonu karamelizasyona sebep oldugu igin, glikoz eklenmeside besi ortaminin

sterilizasyonundan sonra yapildi.

1:10 dilasyon yapilarak, 4 susun da ODs600’de absorbanslari okundu ve yeni
besi ortamlarina esit. ODeoo verecek sekilde, yaklasik 1:20 oraninda ekim yapildi.
Kaltarlerin 37 °C’de 1 saat inkiibasyonundan sonra her erlenden 1 mi alindi ve 1,5
ml’lik santrifiyj tiplerine konuldu. ~16.000 g’de 10-15 sn. santrifiij edildi. Siipernatan
‘dokuldu. Ortamda olabilecek az miktarda ki antibiyotigide uzaklagtirmak icin
peletinin tstiine 1 mit taze LB eklendi ve vortekslendi. Bakteri biiyiime caligmasi, 20

ml LB (antibiyotiksiz) igeren 250 ml’lik erlenlerde gergeklestirildi. Yukagida
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uygun dilisyonlart yaptlarak ayri petri kaplarina ekim yapildi. Ayrica, ikinci saatten
baglanarak her iki saatde bir bu kultiirlerin optik densiteleri 600nm dalga boyunda
kaydedildi . OD600 > 0.5 oldugu zaman kiiltirler LB iginde uygun sekilde sulandirim

yapilarak absorsanslan okundu.

Canl hiicre sayim igin kiltirler uygun sekilde seyreltildi. Bu gekilde 50-100
hiicre/petri olacak gekilde kaloni sayis1 elde edildi. Bunun igin uygun miktarlarda
alinan bakteri kaltiirleri, hazirlanan % 0.85’lik fizyolojik tuz ¢ozeltisi i¢inde uygun
_sulandirim yodntemleri uygulandiktan sonra , her sus igin iki’ser petriye ekim yapildi
Petriler 18-20 saat 37°C ye ayarlanmig etiivde bekletildi ve sonra olusan koloniler

¢iplak gozle sayildi ve not edildi. Caligma 5 tekrarli yapilmigtir.

2.7. Kiiltiirlerin Asit Uretimi

Yukarida anlatilan deneysel asamalarda, ikinci saatten itibaren her iki saatte

bir, her bir bakteri sugu i¢in 1’er ml kultir alinarak; pH metre yardimu ile asit

iretimlerinin 6l¢iimii yaptlmigtir.
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3. SONUCLAR

3.1. E.aerogenes ve Rekombinant Suslanimn Plazmid izolasyonu ve Agaroz Jel

Elektroforezi Sonuclar

Plazmidler genellikle hiicre igi kararsiz yapilar olduklarindan ve seleksiyon
baskist kaldirildifinda hiicreden kolayca kaybolduklarindan, plazmid igeren
Enterobakter aerogenes susglarinin ilgili plazmidleri igerip igermedikleri igin plazmid

izolasyonu yapilmigtir.

Seleksiyon baskisi bu suglarin ampisilin i¢eren besi ortamlarinda ekimlerinin
yapiimasi ile saglanmugtir. Cinkii, her ug tip plazmid izerinde bu antibiyotige

direngliligi saglayan gen tiriini kodlanmaktadir (Amp ).

E.aerogenes’e  pUC8, pUC8:15 ve pUCS8:16  plazmidlerinin
transformasyonunda yaygin olarak kullanilan CaCl, yiiksek sok metodu basarili bir
sekilde uygulanmigtir. Bununla beraber, E.coli de plazmid izolasyonu igin kullanilan
bir metod vardir. Boiling lysis metodu P.aeroginase ve E.coli’den plazmid
izolasyonu igin kullamlmstir, fakat E.aerogenes’de basani ile ¢alisilamamustir.
Alternatif bir yontem olan alkaline lysis metodu E. aerogenes’de kullamlmis, basar
ile uygulanmistir. Asagida plazmid izolasyonundan elde edilen jel fotografi
bulunmaktadir.
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Sekil 3.4. E. aerogenes ve Ea pUC 8, Ea pUC 8:15, Ea pUC 8:16 rekombinant

suslarmin agaroz jel elektroforezi sonras ¢cekilmis jel fotografidar.

Hat 1, A DNA/Hind IIl; 2, Ea; 3, Ea pUCS; 4, Ea pUC8:15; 4, Ea pUCS:16;
6ve 7 pHGI1 kozmidi (25.2 kb). Plazmidlerin hepsi Hind 11l restriksiyon enzimi ile
kesilmiglerdir. 3. hatta 2.7 kb bayukluginde ki fragment pUCS8’in Hind III ile
kesilmesi sonucu ortaya ¢ikan tek fragmenti verirken 4 ve 5. hatlarda sirasi ile
pUC8:15 ve pUCS8:16’min ayni enzim ile kesilmesi sonucu ortaya ¢ikan fragmentleri
vermektedir. pUC8:15’in tizerinde iki Hind III bolgesi bulundugundan iki fmgn@tc
aciga (2.7 ve 2.3) gikarken, pUC8:16’da sahip oldugu bir adet Hind III b@lgbm

dolay1 enzim kesilmesi sonucu 4.1 kb’lik tek bir fragment gorilmektedir.
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Sekil 3.4’de de goruldagu gibi pUCS, pUC8:15 ve pUCS8:16’min ilgili
suglardan izolasyonu saflastiriimasi ve restriksiyon enzim kesimlerini gosteren agaroz
jel elektroforezi ile elde edilen DNA fragmentleri bu plazmidlerin varligin
kanitlamaktadir. Burada pUC plazmidini igeren ve yabani tip Enterobakter aerogenes
kontrol suglan olarak kullamlmislardir. pUC8:15 ve pUC8:16 plazmidlerinin her ikisi
uzerinde vgb bulunmaktadir. Ancak, pUC8:15’de bu gen 23 kb ve pUCS8:16
plazmidinde ise 1,4 kb biyukliginde bir fragment uzerinde bulunmaktadir.
Vitreoscilla hemoglobin geni her iki plazmid tizerinde hem yapisal ve hemde kontrol
(promotor/operator) bolgelerine sahiptir (Sekil 1.3). Ancak, her iki ucuda ekstradan
kromozomal DNA ile kusatilmigtir. pUC8 plazmidinden orjin alan her iki vgb igeren
plazmide de bu gen Hind III restriksiyon bolgesinden eklenmistir. (Sekil 1.2).
Dolayist ile her ¢ plazmidin Hind III restriksiyon enzimi muamelesi ile pUC8’de bir
adet 2,7 kb fragmant, pUC8:15 igin 2.7 kb ve 2.3 kb ve pUCS:16 igin ise 2.7 kb ve
1.4 kb “Iik fragmantlar gozlenmigtir.

.Bakteriyel hemoglobinin Enterobakter aerogenes’in bazi metabolik ve
fizyolojik parametreleri tizerine etkisi aragtiniidi. Bunun igin glikoz igeren (LBG ) ve

bu karbonhidrattan yoksun zengin besiyeri LB ( Luria Broth ) kullanilmigtir.
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3.2. LB ortaminda E.aerogenes ve Rekombinant Suslarnmn Biiyiime ve

Spektrofotometrik Analizleri.

Sekil 4’de gorildiga gibi Vehb’nin bu bakterilerin biyiimesi iizerine olumlu
etkisi ileri logarinnik faz ve duragan fazda daha iyi gortilmektedir. Bu fazlarda vgb
iceren ve VtHb sentezleyen ozellikle kontrol plazmidi igeren Ea pUC 8 sustan 10 kati
kadar daha yiiksek hiicre yogunluklarﬁla sahip olduklan gozlenmistir. Ancak, bu
‘hicre yogunluklarinin ODsoo’deki (hiicre kiitlesi olgiimleri) degerlerle direkt bir
paralellikte oldugu gorilmemistir. Glikozun bu genin ifadesinde etkili rol oynadifi ve
onu baskiladig1 bilinmektedir. LB besiyerinde, vgb igeren suglar ge¢ logaritmik fazda
(bu deneylerde 4. saatten sonra) kararli bir artig gosterirken, kontrol plazmidini igeren
Ea pUC8’de inkiibasyon boyunca hiicre yogunlugu diger ii¢ sustan daha disuk
seviyede gozlenmistir. Konakgt hﬂcrenjn plazmidsiz susu Ea’nin ise ileri inkitbasyon

periyotlarinda (6. saatten sonra ) hiicre yogunlugunda disiis gozlemlenmistir

Suslar arasinda bir kiyaslama yaparsak;

Sekil 3.5 (b)’de goriildigii gibi 600nm dalga boyundaki absorbanslarda 6.
saate kadar bir artig gorilmis ve daha sonra duragan bir yap1 gostermistir. Bu sekil
bir olusum canli hiicre sayiminda géralse de (ekil 3.5. (a)), canli hiicre yogunlugu ile
optik yogunluk arasinda direkt bir iliski‘ gozlenememistir. lleri inkiibasyon
periyotlarinda (6. Saatten sonra) ana konakgi hiicrelerin OD6oo degerleri sabit bir
durum arz ederken, kontrol plazmidini igeren Ea pUCS8’in absorbansinda nisbi bir

azalma goralmektedir. Ancak, vgb igeren her iki susta nisbi artislar gozlemlenmigtir.

Literatiirde genellikle hiicre kiiltitrlerini ifade eden kaltir OD’si ile kalturdeki
canli hiicre sayisimnin ifadesi séz konusudur. Yani, 1 absorbans birimi hﬁcrehin
ozelligine bagh olmak kayd ile (bayuklik, renk, vs ) belli sayisida hﬁcréyi ifade
etmek i¢in kullamlir. Bizim ¢aligmamizda goraldaga gibi 1 OD unitesi bu suslarda
-ayni saylda hﬁcreye denk gelmemektedir Omegin aktif logaritmik fazda 1 o;BtnC
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sonuglarda LB besi ortaminda Ea’nin 3.16 (19 dk./jenerasyon), Ea pUC8’in 2.4 (25
dk./jenerasyon), Ea pUCS8:15’in 2.86 (21 dk./jenerasyon) ve Ea pUC8:16’nin 2.5 (24

dk./ jenerasyon) bityiime oranlarina sahip olduklarimi gostermektedir.

Yukarida bahsedildigi gibi canli hiicre yogunlugu ile optik yogunluk arasinda
direkt bir iliski gozlenememuistir. Bunun en O6nemli nedeni bakteri hiicresinde
VtHb’nin ¢ogunlukla peripfazmik bolgede toplanmasidir. Bu sebepten hiicre
yogunlugunun disik olduBu periyotlarda vgb igeren suslarda daha ytksek OD
_yogunlugu gorulmiig olabilir.
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Sekil 3.5. LB ortaminda E. aerogenes ve rekombinant suslarinin kiiltiirdeki canh
hiicre sayis:1 (a) ve 600 nm deki OD degerleri (b)
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3.3. LB Ortaminda E.agerogenes ve Rekombinant Suslarinm pH

degerlerinin Analizi

LB kultir ortaminda bakterilerin asit tretimi onlarin kaltar pH’larinin
olgtlmesi ile belirlenmistir. Baglangig pH’s1 7.5 olan bu kultirlerde, aktif logaritmik
faz boyunca ( 0-4 saat ) her 4 sug icin pH 7.17’ye kadar bir pH dugiisi gozlenmistir.
Ancak 6. saatten sonra kultir pH’st tekrar 7.5 ve uzerine ¢ikarak bu artis kaltur
~ periyodu boyunca devam etmistir. (Sekil 3.6 )

Burada goruldugu gibi hicre kultirlerinde en disik ve en yuksek pH’larda 10
kat kadar bir hidrojen iyon konsantrasyon farki gorilmektedir. Kaltirlerin erken
inkubasyon periyodunda (0-4 saat ) asidik karakter tagirken, geg kiltir periyotlarinda
bazik olduklar1 saptanmigtir. Her sus igin ayr1 bir analiz yaparsak; Ea’nin 2. saatte ki
7.16 olan pH degeri 10. saatte 8.21 olmugtur. Ea pUC8’in 2. saatte 7.2 olan pH
degeri 10. saatte 8.16 olmugtur. Ea pUC8:15” in ilk olgiimii 8.23 iken 10. saatte ki son
olgumu 8.23 olmustur. Ea pUC8:16’nm ilk dlgtimi 7.24 iken son 6lgumii 8.12°dir.
Bilindigi gibi mikroorganizmalarin bulunduklari ortamlarda ki pH degerleri 6zellikle
enzimatik etkinlikler i¢in 6nem tasir. Ortamin pH derecesi, ayrica ayrica bakterilerin
bazi metabolizma drinlerinin az veya ¢ok olusmasi uzerinde etkili olur. Bu
sonuglarda ise matabolit tretiminin ortam pH’si izerine olan etkisi agik olarak
gortlmektedir.
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Sekil 3.6. LB ortaminda bilyiitiilen E.aerogenes ve rekombinant suglarinmm pH
degerleri.
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34. LBG ortamnda E.aerogenes ve Rekombinant Suslarimn Bilyiime ve

Spektrofotometrik Degerlerinin Analizi.

Glikoz igermeyen LB besiyeri ortamiyla, kiyaslandigi zaman LBG
ortaminda VtHb’nin bakteri  bilyimesine olan etkisinin tim inkiibasyon
periyotlarinda, vgb igermeyenlere gore onemli bir farkgostermedigi belirlenmistir.
Es zamanli olarak yapilan olgtimlerde LBG besiyeri ortaminda canh hiicre
sayisinda LB besiyeri ortamindakine gore azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil
3.7).

LBG besiyeri ortaminda da LB besiyeri ortami gibi optik densite ile canli
hiicre sayisi arasinda tam bir iligki gozlenememistir. Absorbans artisi 8. saate kadar
devam ederken canli hiicre sayisinda 6. saatten sonra onemli bir artis olmadig

belirlenmigtir.

LBG besiyeri ortaminda 600 nm dalga boyundaki absorbanslarda artis 8. saate
kadar sarmiis sonraki saatte bu artis hemen hemen durmugtur. Bu besi ortaminda
maksimum hiicre yogunluklan mi kiiltar bagina Ea igin 4.1x 10° , Ea pUCS i¢in 4.64
x10° , Ea pUCS8:15 i¢in 2.52x 10° ve Ea pUCS8:16 igin 3.27x 10’ hiicre olarak saptan
mustir. Biytime oranlar1 ise Ea icin 2.31 ( 26dk /jenerasyon); Ea pUCS igin 2.5 ( 24
dk./jenerasyon ); Ea pUC8:15 igin 2.31 ( 26 dk./jenerasyon) ve Ea pUC8:16 igin 2 (
30 dk./jenerasyon) olarak belirlenmistir. Aktif logaritmik fazda 1 ODeoo ise Ea i¢in
2.4x10°, Ea pUCS igin 1.34x10® hiicre/ml; Ea pUCS:15 igin 1.34x10® hicre/ml: Ea
pUCS:16 igin 8.4x10” hiicre/ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.7. % 1 glikozlu LBG ortaminda E.aerogenes ve rekombinant suslarimmn
kiiltiirdeki canh hiicre sayilan (a) ve 600 nm deki OD degerleri (b).
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3.5. LBG Besi Ortaminda E.aerogenes ve Rekombinant Suslarimn pH
Degerlerinin Analizi.

LBG besiyeri ortaminda yapilan ol¢iimlerde, LB besiyerinde yapilan
olgtimlere gore en dikkat gekici fark pH olgtimlerinde gozlenmistir. Burada glikozun
en onemli etkisi, ileri inktibasyon agamalarinda ortamin asiditesinin ytikselmesi ile
ortaya ¢ikmugstir. Aktif logaritmik fazda, vgb igeren suslarm kiltur pH’lan diger iki
sustan yaklagik 0.2-0.5 pH unitesi arasi daha yiksek bulunurken ileri fazlarda 4
sustada benzer pH degerleri 6lgulmugtar. Baslangic pH’s1 7.5°den 4.8-4.5 seviyelerine
-inmigtir. Yine aktif logaritmik faz boyunca (0-4 saat) ortam asiditesinde hizh bir artis

olurken 6. saatten itibaren bu artig yavaglamig, ancak devam etmistir.(Sekil 3.8)

llging bulunan bir sonugta, ortam asiditesindeki biiyik artisa ragmen, canli
hucre sayimi degerleri LB besiyeri ortamindaki degerlerle kiyasiandiginda az bir
oranda digis gozlenmis olmasidir. LB ortaminda 10. saatte pH 8.12-8.20
seviyelerinde iken, LBG besiyerinde 10. saatte pH degeri 4.8-4.5 seviyelerindedir.
Aradaki buytk asidite farkliliina ragmen hiicre yogunlugunda fazla bir fark
olmamas! dikkate deger bir sonugtur. Her susun analizini yaparsak Ea’nin 2. saatte
6.95 olan pH degeri 10. saat sonunda 4.32 olmugtur. Ea pUC8’in pH degeri 2. saatte
6.93 iken 10. saat sonunda 4.35 olmustur. Ea pUC8:15 igin 2. saatte 7.08 olan pH
degeri 10. saatte 4.31 olmugtur. Ea pUC8:16 igin 2. saatte 7.05 olan pH degeri son
olgumde 4.30 olmustur. Genel bilgilerde deginildigi gibi Enterobacteriaceae ailesine
mensup bakteriler asite kars1 direngli degillerdir, buna ragmen hiicre yogunlugunda
meydana gelmesi beklenen azalmanin gegeklesmemesinin nedenlerinden biri vgb’nin

etkisi olarak disiiniilebilir.
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Sekil 3.8. % 1 Glikozlu LBG ortaminda E.aerogenes ve rekombinant suslarinin
pH de@erlerini gisteren grafik.
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4. TARTISMA

Bu c¢alismada vgb igeren iki rekombinant Enterobacter aerogenes susunun
fizyolojik ve biyokimyasal Ozelliklerinin vgb icermeyen suslara gore gosterdikleri

farkliliklar aragtinlmustir.

pUC8 plazmidi igine yerlestirilen Uzerinde komple vgh genini ve onun
promotorunu igeren, Vitreoscilla kromozomal DNAsindan yapilan ve buyiiklikleri
farkl1 olan pUCS:15 ve pUCS8:16 plazmidlerinin transform edildigi E.aerogenes’teki
varliklari, hem bu bakterinin amfisiline olan direnglerinden ve hem de yapilan
plazmid izolasyonu sonucu gosterilmistir. Ayrica bu her ¢ ¢egit plazmidin kiiltir
periyodu boyunca kararli olduklar: saptandi. Yapilan plazmid stabilite deneylerinde
% 100 plazmid stabilitesinin oldugu gortlmustir. Plazmidlerin bu sekilde stabilitesi
yakin bir bakteri olan Serratia marcencens'de gozlemlenen durumlarindan farklilik
arz etmektedir. Daha once yapilan bir ¢aligma gostermistir ki; bu bakteride ¢zellikle
pUCS8:15 plazmidi oldukga kararsiz davranmakta ve stabilitenin saglanmasi i¢in

aralikl1 olarak yeni transformasyonlarin yapilmasi gerekmektedir. (Wei ve ark. 1998)

Daha once yapilan bir ¢ok caligma; rekombinant proteinlerin plazmid igeren
hucreler tarafindan sentezlenmesinin, bu hiicrelerin plazmid igermeyen hilcrelere gore
daha digik bir biiylime oranina sahip olmasina yol agtigini gostermektedir (Georgio,
1988). Ayrica, biiylime oran1 ve maksimum hiicre yogunlugu plazmidin buyuklago ile
iligkili olarak etkilenmektedir. Plazmid biyiikligi arttik¢a bu parametrelerde disis
gozlenmigtir (Cheah, 1987). Bu ¢aligmada, plazmid igeren E.aerogenes’in her tig susu
genel olarak, yabani konak¢i hiicreye gore daha digik maksimum hiicre
yogunluklarina sahip olduklari goralmagtir. Bu farkhilik, vgb igeren plazmidi iceren
susun bilyime oranlant Ea ve Ea pUCS8’e gore daha biyiik goriinirken, LBG

ortaminda VtHb’nin boyle bir etkisi gozlenmemistir. Bunun bir nedeni; ypefsFiime

onceki caligmalardan glikozun vgh promotoru tzerinde negatif

mekanizmasina sahip oldugu goriilmusgtiir.
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Bu ¢alismalar, canli hiicre yogunluklari ile hiicre kiitlesi (ODs600) arasinda tam
bir korelasyon olmasa da, her susun kendi iginde bu degerleri iyi bir sekilde
iliskilendirilebilecegini gostermigtir. Elde edilen sonuglar, bu bakterilerin farkli
buyuklikte olmalan ile agiklanabilir. Ayrica VtHb’nin hicrenin periplazmik
bolgesinde yogun halde bulundugu ve hiicrelerin bityukluguni arttirdigt bilinmektedir
(Khosla, 1988). Bakteri hemoglobini periplazmik bolgede toplandigi i¢in optik
densite c{egerleri normalden fazla ¢ikmaktadir. Ancak, bu sonuglar tam olarak bizim
sonuglar ile paralellik gostermemektedir. Conkd, ornegin LB besiyeri ortaminda Ea
pUC8:16 aktif logaritmik fazda en yiiksek hiicre yogunluguna sahipken, OD
degerlerinde onemli bir fark yoktur. Hatta diger ¢ susa gore daha digik seviyede
ODe0o degerlerine sahiptir bu durum Ea pUCS8:16 hucrelerinin daha buyik degil tam
tersi daha kiigiik olduklarini gosterir. Yine bu besiyeri ortaminda E.a pUCS:15
ortalama bir hiicre yogunluguna sahipken, optik yogunluk olarak en yiksek
degerlerde seyrettigi goriilmiistir. Bu sonuglar, tamamen hiicre buytiklagia ve OD
degerleri arasindaki iligki ile agiklanamamaktadir. Ancak, vgb’nin farkli konakg:
hiicrelerde farkli vektorlerle farkli biyosentezi bu ¢esit bir iliskiye sebep olabilir.
Omegin; VtHb sentezleyen Ea pUC8:15 ve Ea pUCS:16 suslarinda ozellikle LB
besiyeri ortaminda, bu proteinin hiicre igi yogunlugundan dolayt ozellikle ileri
inkiibasyon periyotlarinda besiyeri pembemsi bir renk almaktadir. Bu renk de 600 nm

dalga boyunda 15181 absorbe etme 6zelligi gosterir.

Kilturlerin asit tretimleri LB ve LBG besiyeri ortamlarinda tam olarak zit bir
iligki gostermektedir. LB ortaminda baglangic pH s1 olan 7.5’ten aktif logaritmik faz
boyunca kismi bir azalma (pH 7.2’ye kadar) goriilmiis ancak, bu fazdan sonra tekrar
bir artig gozlemlenmis ve en son drneklerin alindigy 10. saatte pH degerleri 8-8.2
degerleri arasinda gozlenmistir. Halbuki LBG ortaminda baslangig pH’st ilk 4 saat
icinde pH 7.5’ten pH 5 seviyelerine inmistir.Buradan sonra pH’nin 4.5 seviyelerinde
kararh kaldig1 gozlenmistir. Bilgilerimize gore; buradaki hiicrelere benzer (6rnegin
E.coli) hucreleri kiltir ortamindaki pH’st 4 seviyelerine indigind A

buyumesi durmaktadir.
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Ortam pH’sinin LBG’li ortamda bu 6nemli dugisiniin yaninda, kaltiirlerin bu
ortamda diger bir 6nemli ozelligi, vgb iceren suglarin Ea ve Ea pUCS8 suslarina gore
canlt hucre yofunlugunun Onemli bir artiy gostermesidir. Bu da daha 6nce
bahsedildigi gibi glikozlu ortamda, VtHb tarafindan saglanan pozitif etkinin ortadan
kalkmasinin bir sonucudur. Cunkii, boyle bir ortamda vgb’nin transkripsiyonu dnemli
bir 6lgtde azalmaktadir. Hatta vgb’nin inhibe edildigi boyle bir ortamda, rekombinant
plazmidler konak¢! hiicreye ekstra bir yiikk getirmekte ve onlarin biiyiime oranlarini
dolayisi ile ayn1 zaman periyodunda orijinal konakg1 hiicreye goére hiicre sayisinmn
birim kiltur ortaminda dustgiine sebep olmaktadir. Yine, bu kultir ortaminda da
ODe600 degerleri ancak her sus igin belli sayida canli hicre sayisi ile

iligkilendirilebilir. Bir sug i¢in yapilan genelleme, diger suslar igin uygulanamaz.

Dolayisi ile bu calisma gostermisticr ki; VtHb’nin hicrenin fizyolojik
parametreleri (hiicre sayisy/mlt kiltir, bilyime orani vb.) tizerine etkisi bakteriden
bakteriye farklilik gostermektedir. E.coli’nin biytmesi tizerine olan pozitif etkisi
E.aerogeneste tam olarak gorilmemektedir, veya en azindan ayni seviyede
olamamaktadir. Ancak, vgh/VtHb sisteminin farkli ortamlar kullaniimasi suretiyle
(vgb’nin  traskripsiyonunu baskilayict faktorlerin  belirlenmesi ve bunlardan

anndiriimig besi ortamlarinin kullanilmasi) amaca uygun kullanimi saglanabilir.

Yaptilan bir ¢aligma; glikoz konsantrasyonu ayarlanarak vgd/VtHb sistemi ile
asetoin ve bitandiol gibi fermantasyon metabolitleri ayn1 bakteri (E.a) tarafindan %
50-80 oranlarinda arttinlabildigini gostermistir (Gegkil, 2001). Bu da gostermektedir
ki, canl hiicre yogunlugu her zaman belli maddelerin sentezi i¢in belirleyeci rol
oynamayabilir. Hiicre sayist diigikk olmakla bereber, hiicreler belli bir maddeyi ¢ok
daha etkili bir sekilde sentezleyebilirler. Bu ¢aligma vgh/VtHD sistemi organizmadan
organizmaya farkli soruglar verebilmekte oldugunu ve istenen parametrelerin

optimisyonunun ¢alisilan organizmaya gore verilmesi gerektigini gostermektedir.
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Ayrica yine bilinmektedir ki rekombinant hiicreler, rekombinant olmayan hiicrelere
gore bir bitytime dezavantajina sahiptirler. Vektor hem hiicrenin metabolik ve enerji
kaynaklarina ortak olur hemde ¢ofu zaman hiicrenin normal metabolik
mekanizmalannin degisimine neden olmaktadir. Ayrica rekombinant hiicreler,
rekombinant olrriayan hiicrelere gore daha ¢ok: oksijene gereksinim gostermekte ve

oksijen smurl ortamlarda daha zayif bityiimektedirler.

Ayni zamanda, aerobik olarak yapilan hucre kultirlerinde ve gok miktarda
mikroorganizma iretimine dayanan gesitli biyoproseslerde gerekli miktarda oksijen
saglanmasi onemli problemlerden biridir. Geleneksel olarak bu sorun hiicre bityiime
ortamlarina disaridan oksijen transferiyle giderilmeye ¢alisilir. Buna alternatif bir
yaklagim ise hucrelerin genetik olarak manipule edilerek onlarin oksijen kullanma

yeteneklerinin arttirilmasidir.

VtHb’nin iyi bir oksijen tasima ve baglama proteini olmasi sebebi ile boyle bir
amagla kullanilmasi son yillarda uygulama alam bulmustur. Gergektende VtHb’nin
digik oksijenli ortamlarda hem toplam hiicre proteini hem de rekombinant protein
sentezini arttirdig1 goralmugtir. Bakteriyel hemoglobin, optimal eldeleri belli bir
oksijen seviyesine ihtiyag duyan 6nemli bir ok fermantasyon iiriiniinin tretiminde
onemli bir ihtiyag saglayabilir. Her ne kadar fermantasyon anaerobik bir metabolik
yol ise de bir ¢ok fermantasyon urininin iretimi belli bir kritik oksijen
konsantrasyonu gerektirdigi bilinmektedir. Bu mikroorganizmanin reaktor ortaminda
yasamasi igin bir gereksinimdir. VtHb ile saglanan bu avantaj ¢esitli dogal

fermantasyon  urtnlerinin  dretiminin  attiimasinda  kullanilabilir  VtHb’nin
organizmalar tzerine olabilecek etkileri aragtirmacilar igin konu olmus ve E.coli,
E.aerogenes, S.marcencens gibi heterolog organizmalarin metabolik ve fizyolojik
aktiviteleri tizerine etkileri aragtinilmus, bu proteinin rekombinant organizmalarin daha
iyi biyimesini sagladigi ve metabolit tretimini arttirdi)  saptanmustir. Bir g¢ok
‘bakterinin yasamasi igin belirli bir seviyedeki oksijen miktart énemli rol o,,ynar i

Onceki ¢alismalar, heterolog (Vitreoscilla harig) bakterilerde VtHb, kritil i okSI}eh

seviyelerinde bu bakterilerin daha iyi buyimesini sagladig1 ve rekombinfi

dretimini  arttirdigini ~ gostermistir. Aeroblk ve fermantatif mikro 'r hlZmas‘ "
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kultirlerine uygun oranlarda oksijen saglanmasi, biiyuk olgekte iiretim yapan
biyoprosesler i¢in en 6nemli sorunlardan birini tegkil eder. Bunun igin geleneksel
metod, hiicre bilyiime ortamina digsaridan oksijen transferidir. Buna alternatif ise,
hucrelerin  ortam  oksijenini daha etkili kullanacak sekilde genetik
manipulasyonlarinin yapilmasidir. Bu baglamda, VtHb’nin E.coli digindaki tanmsal
ve endistriyel olarak dnemli organizmalarda kullanilmasi 6nemli avantaj saglayabilir.
VtHb ile saglanan bu avantaj ¢esitli dogal fermantasyon tirinlerinin tretiminin

arttiriimasinda kullanilabilir.
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