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Lactobacillus acidophilus A-161 bakterisine ait igerisinde kanigik bagh p(1,3-
1,4)-glukanaz geni de tagiyan bir entegrasyon vektorii (pLA1L) geligtirilmigtir:
Lactobacillus acidophilus A-161 genomuna ait 3 kb buytkligtnde rastgele bir
EcoRI-EcoRI fragmenti bir Escherichia coli replikatif vektérii olan pBR325
plazmidinin Kloramfenikol diren¢ geni igerisine takilarak pLLA1 entegratif plazmidi
olusturulmugtur. Buna ilave olarak, pL1Hc plazmidi #izerinde bulunan bir rumen
bakterisi olan Streptococcus bovis JB1’e ait B(1,3-1,4)-glukanaz enzimini kodlayan
1,8 kb buyikiugindeki HindIII-BamHI DNA pargas: pLA1 vekt6riniin Tetrasiklin
direng geni bolgesine transfer edilerek pLA1L vektorii olugturulmugtur. Bu vektor,
muhtemelen tam olarak optimize edilememis elektrotransformasyon kogullan
nedeniyle Lactobacillus acidophilus A-161’in kromozomuna entegre edilememistir.

Escherichia coli | Streptococcus mekik vektorii pTRW10 ve kangik bagh
B(1,3-1,4)-glukanaz geninden olugan TLIR wvektorit Streptococcus thermophilus
FI8976 ve Lactococcus lactis 11.1403 suslarina elektrotransformasyonla aktanlarak
bu enzimin d{retimi baganyla gerceklestirilmigtir. SDS-Likenan-PAGE jellerin
incelenmesi sonucu 26 kDa’luk enzim proteinine ait herhangi bir proteazla
pargalanma belirtisi gostermedigi gozlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Laktik Asit Bakterileri, Probiyotik, Beta-glukanaz, Sub-
kionlama
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An integration vector (pLA1L) of Lacrobacillus acidophilus A-161 carrying
mixed linkage P(1,3-1,4)-glucanase were developed. 3 kbp EcoRI-EcoRI random
fragment of Lactobacillus acidophilus A-161 genome were cloned in
Chloramphenicol resistant gene of an Escherichia coli teplicative vector of pBR325
to construct pLA1 integrative plasmid. In addition, 1,8 kbp Hind[II-BamHI fragment
of a rumen bacterium Streptococcus bovis JB1 encoding B(1,3-1,4)-glucanase
enzyme, located in pL.1Hc vector, were transferred into Tetracycline resistance gene
of pLAl to create pLAIL. Probably, because of unoptimized electroporation
conditions, it could not integrated into Lactobacillus acidophilus A-161
choromosome by electrotransformation.

TLIR construct, consisted of Escherichia coli | Streptococcus shuttle vector
pTRW10 and mixed linkage P(1,3-1,4)-glucanase gene, was succesfully
electrotransformed and expressed into Streptococcus thermophilus F18976 and in
Lactococcus lactis 1.1403 strains. SDS-Lichenan-PAGE jels showed no sing of
protease degredation, in both strains of 26 kDa enzyme protein.

Key Words: Lactic Acid Bacteria, Probiotics, Beta-glucanase, Subcloning
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1. GIRIS MELTEM ASAN

1. GIRIS
Gunlimiiz entansif yetistirme kosullarinda, kulugkadan ¢ikan civcivler

ebeveynlerinden ayni tutulmakta, dolayisiyla ebeveynlerinin sindirim sistemlerini
duzenleyen yararli mikroorganizmalann civcivlere gegisi engellenmektedir. Bunun
dogal sonucu olarak da Salmonella gibi patojenik mikroorganizmalar geng
hayvanlarin sindirim sisteminde hizla kolonize olmaktadir. Salmonella ile enfekte
hayvanlar ¢ok ender hasta olmakta ve gofunlukla performanslarinda énemli bir
diisme goriilmemektedir. Buna karsiik Salmonella kanath Oriinlerini kontamine
etmekte ve insanda gida zehirlenmesine neden olmaktadir. Yumurtadan yeni gikmig
civcivlere yetigkin kanatlilanmin korbagirsak igeriginin yedirilmesi ile Salmonella
enfeksiyonlarinda 6nemli azalmalar oldugu bildirilmigtir (Nurmi ve Rantala, 1973).
Bagta bazi Escherichia coli’ler olmak izere dier patojenik enfeksiyonlar ise
kanathlarda 6nemli performans kayiplarina neden olmaktadir (Nousiainen ve Setela,
1993).

Sindirim sisteminde patojenik mikroorganizmalann ve ishalin kontrolii
amactyla yemlere antibiyotik takviyesi oldukga sik uygulapan bir yéntemdir. Fakat
antibiyotiklerin uzun streli kullamimi  entero-patojenlerin  sézkonusu bu
antibiyotiklere direng kazanarak bagirsakta dominant mikroflora durumuna
gelmesine neden olabilmektedir (Rosen, 1995). Bunun yamsira antibiyotik
kullanimimn dogal sonucu olarak kanathi iriinlerinde sik¢a rastlanan antibiyotik
kalintilan1 insan saflifini da ciddi gekilde tehdit edebilmektedir (Prescott ve ark.,
1999). Antibiyotiklerin bu sakincalarindan dolay1 probiyotik kullammi hizla
yayginlagmaktadir.

Ote yandan sindirim sisteminin dogal bir mikroflorasi olan laktik asit
bakterileri; baigiklik sistemini uyarici etkilerinin yamsira bagirsakta hizla kolonize
olabilmeleri, mide ve safra asitlerine olan direngleri ve laktik asit, hidrojen peroksit
ve bakteriosin iiretme yeteneklerinden dolayr kanathi probiyotik kangimlarinda
6nemli bir yere sahiptirler (Stavrik ve Kornegay, 1995; Nousiainan ve Setela, 1993).



1, GIRIS MELTEM ASAN

1.1. Probiyotikler ve Hayvan Beslenmesindeki Onemi

Hayvan yetigtiriciliinde hayvanin saglikli ve iyi bir performansa sahip
olmasimin bityik 6nemi vardir. Hayvanin bilyime hizi, yemden yararlanmas: ve
saglipy sindirim kanalimin fonksiyonuyla yakindan ilgilidir. Yillardan beri biiyiitme
faktorii olarak hayvan yemlerine katiimakta olan antibiyotikler ve bitylime uyarict
maddeler bagirsaklarda patojen bakterilerle birlikte yararlh mikroorganizmalann da
gogalmasim engellemektedirler. Antibiyotik ve biiylimeyi uyarict maddelere karst
patojen bakterilerin diren¢ kazanmalan sonucunda bu maddelerin etkilerinde
zamanla azalma olusmakta ve bagirsak florasinin tahrip edilmesi nedeniyle iyilesme
de gecikmektedir. Bunun yanisira insanlar tarafinda tiiketilmekte olan bu hayvansal
trinlerdeki kalintilanin halk saghigim tehdit ettifi gerekgesi ile buylitme faktori
olarak kullanilan antibiyotik ve bitylime uyarict maddelerin kullaniminda sakincalar
olugmaktadir. Bu nedenle Avrupa Birligi, kiimes hayvanlarinin karma yemlerinde
biiyiimeyi uyarict olarak kullanilan avoparcin (avoparcin-vancomycin direngli
Enterococcus faecium olusumunda artisa neden oldugu gerekgesiyle), tylosin fosfat,
virginiamycin, zinc bacitracin, spiramycin gibi antibiyotiklerin kullanimim
yasaklamigtir (Anonymous, 1999a). Ulkemizde de Tanm ve Koy Isleri Bakanlig
tarafindan 30.06.1996 tarihinden itibaren zinc bacitracin, virginiamycin, tylosin
fosfat, avoparcin, spiramycin, carbodox ve clanqundox biyiitme faktorleri listesinden
gikanlmigtir (Anonymous, 1999b). Bu nedenlerden dolay: antibiyotiklerin yerine
kullanilabilecek yem katki maddeleri tizerinde pek ¢ok ¢aligma yirttilmekte olup
organik asitler, prebiyotikler, probiyotikler ve gesitli bitki ekstraktlan gibi alternatif
yem katkt maddeleri (izerinde durulmaktadir.

Probiyotikler, hayvanlarin sindirim kanalindaki mikrofloranin ekolojik
dengesini  dizene sokmak, mikroflora igerisindeki potansiyel patojen
mikroorganizmalann zararli hale gelmesini- 6nlemek ve hayvanlann yemden
yararlanmalarim arttirmak gibi amaglarla igme suyu ya da yem igerisine karistirlarak
verilen bir grup canli bakteri, maya ve mantar kiiltiirleri igeren biyolojik triinlerdir
(Fuller, 1989; Hooper, 1989; Aytug, 1989). Probiyotikler, birgok tlkede biylitme
faktorii olarak sifir, koyun, kegi, domuz, kanath, at ve kiigiik ev hayvanlarinin rasyon
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veya diyetlerinde 1970°li yillardan beri kullamilmaktadir (Nemeskery, 1983; Mc

Cormick, 1984; Fuller, 1989; Vanbelle ve ark., 1990).

Probiyotik olarak kullamlan mikroorganizmalar genellikle Lactobacillus
turleri (L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. helveticus, L. lactis, L. salivarius,
L. plantarum), Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus (S. salivarus subsp.
thermophilus), S. faecium, S. diacetilactus ile Bacillus subtilis, B. toyli ve B.
licheniformis gibi Basiller ve Aspergillus oryzae, Bificus bifidum, Saccharomyces
cerevisiae, Rhodotorula rubra, Torulopsis candida gibi mantar ve maya kiiltiurleridir
(Jonnson, 1985; Wu, 1987; Aytug, 1989; Fuller, 1989, 1990).

Iyi bir probiyotikde bulunmas: gereken &zellikler asagidaki gibi 6zetlenebilir
(Nousiainen ve Setala, 1993):

1. Patojen olmamalidir.

2. Mide ve duedenum’dan gegigi sirasinda buradaki yiiksek asitlife téleransh
olmalidir: Diisitk pH; bir gok mikroorganizma igin zararlidir. ideal probiyotikler
bu asitlikten etkilenmemeli, canliliklarint koruyabilmelidirler.

3. Ince bagirsafin iist kismindan gegisi srasinda safra tuzlarina kars1 direngli
olmalidr: Karacifer tarafindan iretilen safra ylzeysel gerilimi digtrerek
bagirsaktaki yaglant emiilsiyon hale getirir ve bu etkisini bakteri hiicre duvan
yapisinda bulunan lipid ve yag asitleri izerinde de gosterir (Tuncer, 2000).

4. Cesitli organik asitleri treterek bagirsagin pH’simt digiirmelidir: Probiyotikler
rettikleri organik asitler ile ortamin pH’sim digtrerek notr ya da bazik
ortamlarda yagayabilen ve genelde hayvanlar igin zararh etkisi olan bakterilerin
tiremelerini durdurdugu bildirilmektedir (Nemeskery, 1983; Jonnson, 1985;
Lyons, 1987, Hughes, 1988; Fuller, 1989; Hooper, 1989; Hooper, 1990, Vanbelle
ve ark.,1990).

5. Bagusak epitel hiicrelerinde kisa siirede kolonize olup ¢ogalmalidir:
Probiyotikler bagirsak epitel hiicrelerine baglanarak patojen bakterilerin
baglanmasim ve igeri girmesini énlemektedirler (Tuncer, 2000).

6. Antimikrobiyal maddeler treterek patojen mikroorganizmalarin sindirim
sisteminde barinmalanim onlemelidir (Competitive Exclusion): Laktik asit
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bakterilerinin gogu hidrojen peroksit, diasetil ve bakteriosin gibi antimikrobiyal
maddeler iiretmektedirler (Daeschel, 1989).

7. Peletleme sirasinda yitksek sicakhiga t6éleransh olup canlilifim stirdiirmelidir.

8. Yemlerde kullamlan antimikrobiyal maddelere direngli olmalidir: Bu durum
antibiyotiklerin yemlerde kullanimimin yasaklanmasi nedeniyle su anda
Snemsizdir.

9. Depolanma siiresince canlilifim ve stabilitesini korumalidir; Sporlu bakteriler bu
bakimdan avantajli sayiliriar.

10. Segilen probiyotik konukguya spesifik olmalidir; Bir tiiriin bagirsaklarindan izole
edilen probiyotikler diger tiiriin bagirsaklarinda kolonize olamamaktadir.

11. Antikor tretimini tegvik ederek bafigiklik sistemini giiglendirmelidir (Tuncer,
2000).

Probiyotikler, antibiyotiklerin bazi olumsuz etkilerini; hastaliklara kargt
direng saglayarak ve bagirsak florasinin normale dénmesini hizlandirarak hayvanin
kendisini toparlamasina ve yemden yararlanmanin arttinlarak saglikli gelismenin
saglanmasina yardime: olarak onlerler.

Laktik asit bakterilerinden Lactfobacillus acidophilus bakterisi bagigiklik
sistemini uyarir ve giglendirir (Pal, 1999), karsinojen madde iiretiminde rol alan
mikrobiyal enzim aktivitesini baski altina alir (Goldin ve Gorbach, 1984), ciftlik
hayvanlarinin  geligimini hizlandinr (Tortuero, 1973b), civcivleri Salmonella
thyphimurium, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli’ye karsi korur (Watkins
ve Miller, 1983). Streptococcus thermophilus bakterisi ise yem doniigim oraninin ve
canli afuligin artigina neden olur (Meluzzi ve ark, 1986) ve irettikleri
antimikrobiyal maddelerle canliyt patojen Gram(-) bakterilere karsi korur (Herrick,
1972). Lactococcus, Lactobacillus ve S. faecalis bakterileri beraber verilince
Salmonella’ya karg: civceivlerin direncini artirr (Nisbet ve ark., 1993; Corrier ve ark.,
1994).

1.2. Kanath Rasyonlarinda Enzim Kullanumi
Hayvansal {iretimde amag birim masraf bagina daha fazla Giriin Gretmektir.
Kanath eti ve yumurtas: iiretiminde tiim masraflarin yaklagik %65-70 gibi bayik
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kismini yem giderleri olugturmaktadir. Yem maliyetinin 6nemli bir kismim olugturan
ve kanatl karma yemlerinde %60-70 diizeylerinde yer alan yem hammaddeleri musir,
bupday, arpa, gavdar, yulaf gibi tahillardir. Ancak musir digindaki tahillar igerdikleri
sindirilmeyen besin maddeleri nedeniyle kanatli karma yemlerinde simrli olarak
kullanulmaktadir (Polat ve ark., 1999).

Kanath rasyonlarinda (6zellikle broyler) ¢ok miktarda kullamlan musinin
istenildigi zaman ve sartlarda temin edilememesi, ancak gereksinimin bir kismunin
ithalat yolu ile karsilanmasi, yad, nigasta vb. sanayi kollanmn hammaddesini
olusturmast, tiretimi musira gore daha fazla olan bugday ve arpamin musir yerine
kullanilabilecegini ortaya koymugtur. Ayrica musir, hasattan Once veya sonra
yagmurlara maruz kalmasindan dolay1 fungus iiremesinin dogal bir sonucu olarak
mikotoksinleri barindirdifi bilinmektedir. Meydana gelen mikotoksinlerle bulagik
misirin rasyonda kullanilmast ise hayvanlarda zehirlenmelere yol agabilmektedir
(Demirel ve Girbiiz, 1999). Bununla birlikte Tirkiye nin cografi yapisinin arpa ve
bugday tanmina daha elverigli olmasi sebebiyle zamana bagh olarak arpa ve bugday
fiyatlarimn musira gore daha ucuz olmasi ve istenildifi miktarda bulunabilmesi
broyler rasyonlarinda fazla miktarda arpa ve bugday kullamm imkanmn
aragtirtlmasim gerektirmektedir. Ancak kanath yemlerinde fazla miktarda arpa ve
bugday kullamldifinda bagirsakta viskozite artmakta ve yapigkan digki (sticky
dropping) denilen fizyolojik bir rahatsiziik olugmaktadir (Bedford, 1991). Bu
olumsuzluklara sebep olan ve ozellikle arpada %2-8 oraninda bulunan $(1,3-1,4)-
glukan (Hesselman ve ark., 1981, Hesselman ve Thomke, 1982) ve bugdayda
bulunan arabinoksilanlardir. Tek mideli olan kanath hayvanlar seliloz,
arabinoksilanlar, beta glukanlar, pektinler gibi nisasta tabiatinda olmayan
polisakkaritleri enzimatik olarak sindiremezler ve bu maddelerce zengin yemlerden
bu sebeple yeterli diizeyde yararlanamazlar. Bunun sonucunda canlt agirlik artist ve
yemden yararlanmanin diismesi nedenleriyle etlik pili¢ rasyonlarinda arpa ve bugday
simrli diizeyde kullanilmaktadir (Bedford, 1991).

Broyler beslenmesinde yemden yararlanma oranmm iyilegtirmek igin
rasyonlara gesitli katki maddeleri ilave edilmektedir. Bu katki maddelerinden
antibiyotik kullammi uyandirdigs antipati nedeniyle gerek iiretici gerekse titketici
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bazinda kullanimi oldukga simirlandinlmak zorunda kalinmugtir. Bu simrlandirmalar
yemden yararlanma oraminin artinlmast ve yem hammaddelerinin maksimum
diizeyde degerlendirilmesi igin alternatif katki maddeleri elde etmek amaciyla gegitli
¢alismalar yapilmasit zorunlu hale getirmistir. Bu alternatif katki maddeleri ise
bakteri ve mayalardan elde edilen enzimlerdir. Hayvantar1 kendi sindirim enzimlerini
destekleyip yemlerden daha etkin yararlanmanin saglanmasi igin karma yemlere tek
enzim preparatlar1 yaninda birgok enzimi birarada bulunduran enzim kangimlan da
katilmaktadir (Demirel ve Girbiiz, 1999).

Karma yeme enzim ilavesi hayvanlarin sindirim sisteminde faaliyetin
normale gore daha erken baglamasim veya tamamen yeni sindirim yetenegi
kazanmasim saglar. Higbir kanatli hayvan yemlerde yaygin olarak kullamlan bitkisel
kokenli hammaddelerdeki hilcre geperini pargalayacak enzimlere sahip degildir
(Anonymous, 1987). Seliilolitik enzimlerin bu tiir rasyonlara karigtirthp belli bir siire
inkiibasyona birakilmasindan sonra bu yemlerin hayvana yedirilmesi halinde,
endosperm hiicre duvarimn yumusamasi ve buradaki polisakkaritlerin ince
bagusakda kismi olarak pargalamp yemde mevcut nigasta ve proteinlerin daha iyi
sindirilmelerine ve etkili gekilde ete gevrilmesine sebep olacaktir (Hesselman ve
Aman, 1986). Ayrica kansik bagli B-glukanaz enziminin kullamm da kanathlarda
yapiskan diski olusumunu ortadan kaldirarak bu tiir yemlerin kanath rasyonlarinda
daha guvenli bir sekilde kullanilmalarina imkan vermektedir (Havenstein ve ark.,
1992).

Arpa igeren rasyonlara B-glukanaz cklenmesi etlik piliclerde yem g¢evrim
etkinligini ve canh agirhik artigim1 gelistirmekte, yumurtacilarda ise altlik nemliligini
azaltmaktadir. Arpa igeren rasyonlara enzim eklenmesiyle rasyonun sindirilebilirligi
bugday kontrol rasyonuna esit veya’daha fazla olmaktadir. B-glukanaz ilavesiyle
tanenin hiicre duvart daha hizhi eridiinden nisasta ve protein sindirimi ince
bagirsagin daha 6n kisimlarinda meydana gelmektedir (Bedford, 1991). Kanath
rasyonlarinda bugday %40°a kadar kullamilirken, enzim ilavesi ile bu oran %70’¢
kadar gikabilir. Enzim ilavesiyle arpanin yemlerde kullanimu %60°a kadar
¢ikabilmektedir (Demirel ve Giirbiiz, 1999). Arpa ve bugdayin enzim ilavesiyle
kanath rasyonlaninda fazla miktarda kullanitmasi musir ithalatim azaltacak, bugday
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ve arpadan daha fazla protein saglandifi igin soyadan tasarruf edilecek, aynica
misrin iyl kurutulmamasi nedeniyle ortaya ¢ikan kiflenmeden kaynaklanan
problemlerin dniine gegilebilecektir (Demirel ve Giirbiiz, 1999).

1.3. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler yasayan hiicreler tarafindan dretilen ve belirli kimyasal
reaksiyonlann katalize eden organik kimyasal bilesiklerdir. Enzimler organik
maddelerde olgunlagma, fermentasyon ve sindirim gibi degisimleri gergeklestirirler.
Enzimler protein yapisinda olup canli organizmadan aynldiktan sonra da
aktivitelerini korurlar. Enzimler polipeptid zincirinin belirli bir kisminda 6zel bir
katlanma ile olusur ve aktif merkez vasitastyla katalitik etki gosterirler.
Denattrasyon sonucu konformasyon bozuldugu i¢in katalitik etkinlik kaybolur.
Enzimlerin katalitik etkilerinin Gizerinde ortamin pH’s1, sicaklik, enzim ve substrat
yogunlugu ile baz1 fiziksel etmenler etkilidir. Enzimlerin ¢ogu 30-50°C arasinda
faaliyet gosterirler (Demirel ve Glirbiiz, 1999).

Peletleme sirasinda genellikle 70-75°C’lik 1sinma saglanmakla birlikte bazen
bu sicaklik 85-90°C’ye kadar cikabilmektedir. Yemlerde kullanilan enzimlerin bu
sicakliklara dayanabilecek bir teknolojiyle tretilmesi gerekmektedir. Genellikle
enzimler 60°C’yi gegen sicakliklarda etkinligini kaybederler.

Bu nedenle pelet yemlerde kullanilacak enzimlerin termostabil (sicaklifa
direngli) olmasi, optimum g¢alisma sicakliklarimin ise kanatll sindirim sistemiyle
uyumlu olmasi, buna ilave olarak yemlere katilacak enzimlerin mide asitlifinden
etkilenmemesi ve bagirsak pH’sinda optimum aktivite gostermesi gerekir. Aynca,
kullamlan enzimlerin mide bafirsak ortaminda enzimatik pargalanmayla ve/veya
yem ya da safra kaynakli kimyasal maddeler ile inaktif hale gegmemesi gerekir
(Cowan, 1996).

1.4, B(1,3-1,4)-Glukanaz (Likenaz) Enzimi
B(1,3-1,4)-glukanlar, Poaceae familyas bitkilerinin hiicre duvan polisakkarit

bilegikleri olup Graminae familyasinin 6zellikle ticari 6neme sahip arpa, sorgum,
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piring, bugday ve gavdar gibi talullarin endosperm hiicre duvannda bulunur (Stone
ve ark., 1992).

B-glukanlar genel olarak B-1,4 ana zincirine f-1,3 yan zincirlerinin
baglanmasiyla olugmugtur. Arpa ve yulafin yapisinda bulunan B-glukanin %85’inde
2 veya 3 adet 3-1,4 bad ile baglh ana zinciri 1 adet B-1,3 yan zinciri takip ederken,
geriye kalan %15’inde ¢ok sayida (3-1,4 bagina sahip ana zinciri 1 adet -1,3 bag
izlemektedir (Classen ve Bedford, 1991).

Endo-B(1,3-1,4)-glukanaz, nigastali tohumlarin endosperm duvarinda bulunan
kanisik bagh B(1,3-1,4)-glukanlan hidrolize eden enzimdir (Lloberas ve ark., 1991).
Arpa B-glukaninin §(1,3-1,4)-glukanaz ile hidrolizi sonucunda bir trisakkarit (3-O-§3-
cellobiosyl-D-glucopyranose) ve  bir  tetrasakkarit  (3-O-B-cellotriosyl-D-
glucopyranose) olugsmaktadir (Planas, 2000). (Sekil 1.1.)

Sellotrioz -3 13- Sellotetraoz [ 123} .
1 {s: ] tel _‘ r (v O }[
34 4 Lo 0
HOY . L HO
t =] 3 (=18 (=3 oH T
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» ?H § o E s . L] E n ad il o8
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Trisakiarit Tetrasaldcarit

Sekil 1.1. Arpa p-glukammin $(1,3-1,4)-glukanazlar ile enzimatik
depolimerizasyonu (Planas, 2000)

Bitkilerin yamisira bakteri, fungus gibi birgok mikroorganizma da 6nemli
dizeyde B(1,3-1,4)-glukanaz kaynagidir. Ancak bitki ve mikrobiyal kaynakli
enzimler birbirlerinden aminoasit siralann ve ¢ boyutlu yapilan gibi birtakim
ozellikler bakimindan farkhiliklar gosterirler. Bitki enzimleri glycosyl hidrolaz 17
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familyasina ait iken, mikrobiyal enzimler glycosyl hidrolaz 16 familyasina aittir
(Henrissat, 1991a, Henrissat ve Bairoch, 1993, 1996).

Bakteriyel B(1,3-1,4)-glukanazlar bira sanayinde de énemli bir yere sahiptir.
Malt yapimu swrasinda endogen (igsel) PB(1,3-1,4)-glukanazlar sicaklikla inaktif
olurlar ve fazla miktardaki yiksek molekiiler afirhifa sahip P-glukanlar bira
yapiminin son agamasinda jelatinimsi gérintimiin yansira digiik filtrasyon oram ve
ekstrakt veriminin diismesi gibi énemli sorunlara neden olabilmektedirler. Bu
nedenle sicaklia kargt direngli bakteriyel B(1,3-1,4)-glukanazlar mashing (bira
yapiminda ezilmis arpa ile su karigimi agamasi) sirasinda viskoziteyi azaltmak igin
oldukga sik kullanilmaktadir (Stone ve ark., 1992; Godfrey, 1983). Hayvan
yemlerine Ozellikle broyler ve domuz yemlerine bakteriyel B-glukanazlan igeren
enzimatik kangimlann eklenmesiyle arpaya dayali yemlerde sindirilebilirlik artmakta
ve saglikla ilgili problemler (yapigkan digki olugumu) azalmaktadir (Stone ve ark.,
1992; White ve ark,, 1983).

1.4.1. Bakteriyel 8(1,3-1,4)-Glukanazlarin Molekiiler Biyelojisi

Birgok Bacillus tiri likenaz enzimi iiretmekte olup bunlardan Bacillus
subtilis (Cantwell ve McConnell, 1983; Murphy ve ark., 1984; Hinchliffe, 1984),
Bacillus amyloliquefaciens (Hofemeister ve ark., 1986), Bacillus macerans (Borriss
ve ark., 1988, 1990), Bacillus circulans (Bueno ve ark., 1990a, 1990b), Bacillus
polymyxa (Gosalbes ve ark., 1991), Bacillus licheniformis (Lloberas ve ark., 1991),
Bacillus brevis (Louw ve ark.,1993) ve alkalifilik Bacillus sp. N137 (Tabernero ve
ark,, 1994) bakterilerine ait likenaz enzim genleri klonlanmis ve karakterize
edilmigtir.

B(1,3-1,4)-glukanazlan kodlayan genler Bacillus olmayan tiirlerden de izole
edilmistir. Bunlarn Uurettigi enzimlerin katalitik bolgeleri ile Bacillus kokenli
enzimlerin katalitik bolgeleri arasinda yiiksek homoloji bulunurken, degisik
fonksiyonlara sebep olan ek bolgelere de sahiptirler. Ruminococcus flavefaciens’deki
xynD genini tagiyan DNA fragmenti ksilanaz (N ucunda) ve B(1,3-1,4)-glukanaz (C
ucunda) alt Unitelerinden olugan bifonksiyonel enzimi kodlar (Flint ve ark., 1989,
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1993). Clostridium thermocellum licB geni Bacillus enzimleriyle homoloji gosteren
katalitik bolgeye sahip bir likenaz enzimi iiretir (Schimming ve ark., 1991; Zverlov
ve ark., 1994). Fibrobacter (Bacterioides) succinogenes likenaz gen iriiniinin
katalitik bolgesi Bacillus ve Clostridium thermocellum likenazlan ile benzer amino
asit sirasina sahiptir (Irvin ve Teather, 1988; Erfle ve ark., 1988; Teather ve Erfle,
1990).

Aynica Streptococcus bovis bakterisinden, Bacillus enzimleriyle yiksek
derecede benzerlik gosteren B(1,3-1,4)-glukanaz geni klonlanmustir (Ekinci ve ark.,
1997a). Bu galigmada kullanmilan S. bovis B-glukanaz enzimi, amino asit analizi
sonucunda bakteriyel endo-B(1,3-1,4)-glukanlarn olusturdugu glukosid hidrolaz 16
familyasina ait olup familya 17°e¢ ait bitki glukanazlanndan farklidir (Henrissat,
1991b; Henrissat ve Bairoch, 1993). Familya 16 $(1,3-1,4)-glukanazlarini kodlayan
genlerin rumen bakterisi Fibrobacter succinogenes (Teather ve Erfle, 1990) ve
Ruminococcus flavefaciens (Flint ve ark., 1993)’den klonlandig bildirilmigtir.

B-glukan  endohidrolazlarin ¢  tipi; endo-1,4-B-glukanaz  veya
karboksimetilselulaz (EC.3.2.14), endo-B(1,3-1,4)-glukanaz veya likenaz
(EC.3.2.1.73) ve B-glukan endohidrolaz veya endo-1,3(4)-B-glukanaz
(EC.3.2.1.6)’dir. Bunlanin hepsi $(1,3-1,4)-glukanlarini indirgeyebilir ancak substrat
spesifiteleri arasinda farkliliklar bulunur. S. bovis’in endo-B-(1,3-1,4)-glukanazinin
substrat spesifitesi ise likenan ya da arpa B-glukan: gibi kanisik baghi B-glukanlan ile
siurhidir (Ekinei, 1997b).

Son zamanlarda funguslarda da PB(1,3-1,4)-glukanaz enzimi belirlenmistir.
Likenaz’1 kodlayan ilk fungal gen anaerobik fungus Orpinomyces’den 1997 yilinda
klonlanmigtir (Chen ve ark., 1997). Tahil B-glukanlan tizerine etkili ii¢ enzim fungal
bitki patojeni Cochliobolus carbonum’da belirlenmistir (Gorlach ve ark., 1998).
Bunlarda ikisi aym gen (MLG!) tarafindan tretilmekte olup kangik bagh B-
glukanlarin yamsira 1,3-B-glukanlar {izerine de etkilidir. Ugiincli enzim muhtemelen
likenaz olup bu genin klonlanmas: iizerine herhangi bir galigmaya rastlanmamuigtir.

Bakteriyel B(1,3-1,4)-glukanazlar E. coli, Bacillus suslan, Saccharomyces
cerevisiae ve transgenik arpa ve titiin bitkileri gibi cesitli canhilarda eksprese
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edilmistir (Planas, 2000). Bunlardan S. bovis B(1,3-1,4)-glukanaz geni E. coli ve
tekrar S. bovis’de klonlanarak eksprese edilmigtir (Ekinci, 1997b). Bashca enzim
aktivitesi £. coli’de hiicre igindeyken gram pozitif bakterilerde hiicre digindadir. Bu
gen aym zamanda Enterococcus faecalis’e de aktarilmigtir (Ekinci, 1997b).

Transgenik bitkiler termostabil bakteriyel likenazlarin ekspresyonunda
konakgi olarak kullanilmstir. B. amyloliguefaciens ve B. macerans’dan yesil maltin
firtnda kurutulmas: esnasinda yiksek sicakliktan zarar gOrmemesi amactyla bir
hibrid B(1,3-1,4)-glukanaz enzim geni de arpa bitkilerinde klonlanarak ve eksprese
edilmistir (Jensen ve ark., 1996; Hovarth ve ark., 2000).

1.4.2. B(1,3-1,4)-Glukanazlarin Fiziksel Ozellikleri

Bacillus likenazlan 25-30 kDa molekiiler agirliginda olup izoelektrik noktast
pl 7.5-9.1, pH optimumu ise B. brevis (pH 9.0) ve alkalophilik Bacillus sp. N137
(%80’den fazla aktivitesini pH 7.0-12.0) enzimleri disinda nétr (pH 6.0-7.5)
seviyesindedir.

Enzimlerin sicaklik optimumu bakteriler arasinda farklilik gostermekte olup
B. polymyxa likenazinda 45°C (Borris ve Zemek, 1981), B. subtilis (Olsen ve ark.,
1991), B. amyloliquefaciens (Olsen ve ark., 1991), B. licheniformis (Lloberas ve ark.,
1988) kokenlilerde 55°C, B. macerans (Olsen ve ark., 1991), B. brevis (Louw ve
Watson, 1993), Bacillus sp. N137 (Tabernero ve ark., 1994) kokenlilerde 65°C’dir.
Spesifik aktivite 1200-4500 umol/dak/mg (arpa beta glukanmin hidrolizindeki
indirgenen seker miktar) ve K, degerleri arpa B-glukam i¢in 1,2-1,5 mg/ml ve
likenan i¢in 0,8-2 mg/ml’dir.

Bacillus kokenli olmayan f(1,3-1,4)-glukanazlar farkli fonksiyonlar gosteren
ek bolgelerin bulunmasi1 nedeniyle, Bacillus enzimlerinden daha biiyiikk olmasina
ragmen benzer biyokimyasal 6zellikler gosteritler: Ruminococcus flavefaciens (90
kDa) (Flint ve ark., 1993), Clostridium thermocellum (38 kDa, pH optimumu 6.6~
10.0, sicaklik optimumu 80°C) (Schimming ve ark, 1991), Fibrobacter
succinogenes (37 kDa, pH optimumu 6.0, siaklik opt. 50°C) (Erfle ve ark., 1988).
Fungal likenazlar da Orpinomyces (26 kDa, pH optimumu 6.0, sicaklik optimumu
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45°C) (Chen ve ark., 1997) ve Talaromyces emersonii (40.7 kDa, pH optimumu 4.8,
sicaklik optimumu 80°C) (Planas, 2000) karakterize edilmistir.

S. bovis likenaz gen urtinit yaklagtk 26 kDa’dur. Enzim aktivitesi 50°C’ye
kadar stabil iken bu sicakligin iizerine ¢iktikga enzim aktivitesinde 6nemli derecede
azalma meydana gelmektedir. Enzimin pH optimumu ise 6.5°dir. S. bovis B-
glukanaz Clostridium thermocellum, Bacillus subtilis ve Ruminococcus flavefaciens
B-glukanazlan ile sirastyla %53.3, %55 ve %50.7 oraminda benzerlik gostermektedir
(Ekinci, 1997b).

1.5. Tezin Amaci ve Kapsami
Bu tez caligmasimin amaci ve kapsami asafida maddeler halinde

Ozetlenmigtir:

1. Probiyotik olarak kullanilan L. acidophilus A-161 sugunun kromozomuna entegre
olacak kangik bagl P(1,3-1,4)-glukanaz (likenaz) enzim genini igeren bir
rekombinant vektor olugturmak.

2. Olugturulan bu entegrasyon vektoriini L. acidophilus A-161 susuna transforme
etmek.

3. Likenaz enzim genini tagiyan TLIR plazmidini termofilik bir bakteri olan S.
thermophilus F18976’ya transforme etmek ve enzimi bu bakteride tiretmek.

4. Likenaz enzim genini tagiyan TLIR plazmidini kontrol olarak kullanmak
amaciyla Lactococcus lactis 1L1403 susuna aktarmak.

5. Rekombinant S. thermophilus FI8976 ve Lactococcus lactis 11403 bakterilerinin
orettifi  enzimleri SDS-PAGE ve SDS-Likenan-PAGE jellerde sirasiyla
molekiiler agirlik ve enzim aktiviteleri bakimindan karsilagtirmak.

Bu tez kapsaminda ise; bir rumen bakterisi olan Streptococcus bovis JB1°den

Ekinci ve arkadaslari (1997a) tarafindan pTRW10 (E. coli/Streptococcus) mekik

vektorine takilip olugturulan TL1R plazmidi ile L. lactis 1L.2661 ve Enterococcus

(Streptococcus) faecalis’de eksprese edilen B(1,3-1,4)-glukanaz geni Streprococcus

thermophilus F18976 susuna elektrotransformasyonla aktanp eksprese etmekten

ibarettir, E. coli klonu seklinde saglanan TLIR plazmidi bu amagla once S.

thermophilus F18976 susuna aktarilmig, daha sonra da kontrol amaciyla L. lactis

12
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111403 suguna aktarilarak bu suslardan elde edilen rekombinant enzimleri SDS-
PAGE ve SDS-Likenen-PAGE jellerde karsilagtiriimgtir.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Likenaz Enzimi Uzerine Yapilan Cabsmalar

Borriss ve ark. (1980), B. subtilis, B. macerans, B. amyloliquefaciens, B.
circulans, B. laterosporus, B. pumilus ve B. polymyxa’mn urettifi endo-beta-
glukanazlar ile substrat spesifitelerinin iliskisini aragtirmiglardir. B. macerans’in beta
glukanaz’1 digindaki tiim enzimlerin likenan ve arpa beta-glukanim hidrolize ederken
laminarin ve CM-seliilloz tizerine aktivite gostermediBini ortaya gitkarmuglardir. B.
macerans’in beta glukanaz enziminin laminarin ve (1,3-1,4)-glukam pargaladigini
ve bunun da laminarinaz (1-3-B-D-glukan glukanohidrolaz, E.C. 3.2.1.6) olarak
siniflandinldiginm, diger Bacillus suglarinin iirettigi glukanazlarin ise likenaz ((1,3-
1,4)-D-glukan  glukanohidrolaz, E.C. 3.2.1.73) olarak simuflandinidifim
bildirmiglerdir.

Cantwell ve ark. (1983), endo-f(1,3-1,4)-glukanaz’1 kodlayan bir B. subtilis
genini bakteriyofaj lamda ve plazmid vektorler kullanarak £. coli’ye aktarmuglardar.
Ilgili genin 1,6 kb’lik EcoRI-Pvul DNA fragmenti iginde bulundu@unu ve E. coli’de
arpa glukam ve likenanim indirgeyen beta glukanazi kodladigun bildirmiglerdir.

Hincliffe (1984), Bacillus subtilis NCIB 8565 suguna ait yitksek miktarda
endo-B(1,3-1,4)-D-glukanaz enzimi salgilayan geni EcoR1 enzimiyle keserek
pBR325 plazmidi ile klonlamistir. Daha sonra rekombinant klonu Escherichia coli
K12 susuna aktarmis ve enzimi beta-glukan, laminarin ve karboksimetil selilloza
karst denemigtir. Arastirici enzimin laminarin ve karboksimetil seliiloza kars: etkili
olmadigim fakat B-glukam hidrolize ettigini bildirmistir.

Hofemeister ve ark. (1986), B. amyloliguefaciens BE20/78 susundan oldukga
fazla miktarda salgilanan endo-B(1,3-1,4)-glukanaz (EC 3.2.1.73) enzimini kodlayan
1583 b¢’lik DNA fragmentinden olusan bg/A4 geninin nikleotid dizisini
belirlemiglerdir. Bu genin ORF bolgesinin B. subtilis C120°nin B-glukanaz ile %90
benzerlik gosterdigi de bildirilmigtir.

Cantwell ve ark. (1986), Bacillus subtilis kékenli endo-B(1,3-1,4)-glukanaz
genini birka¢ degisik maya ekspresyon vektdriinde ve maya promotoru kontrolii

altinda klonlamiglardir. Daha sonra hibrid plazmidleri Saccharomyces cerevisiae’ye
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transforme etmiglerdir. Aragtincilar B. subtilis P-glukanaz enzim geninin baglama
kodonunun bulunmasi, mayada genin ekspresyonunu azalthgim, buna kargihk enzim
tiretiminin ADH! promotoru kullamldiginda CYC1 promotoruna kiyasla 1000 kat
arth@m bildirmiglerdir.

Erfle ve ark. (1988), Bacteroides succinogenes’den Escherichia coli’de
klonlanan B(1,3-1,4)-D-glukanaz (likenaz, B(1,3-1,4)-D-glukan 4-glukanohidrolaz,
EC 3.2.1.73) enzimini 600 kat saflagtrmglardir. Klonlanan enzimin likenan ve yulaf
beta-D-glukami, CM(carboxymethyl)-seliloz, CM-pachyman, laminarin yada
ksilan’1 hidrolize edebildigini bildirmiglerdir. Aragtinciar enzimin pH optimumunu
6.0, sicaklik optimum ise 50°C olarak bulmuglardir. Likenan substrat olarak
kullamldiginda ana hidrolitik iirlinler trisakkarit (%82) ve pentasakkarit (%09.5),
yulaf B-D-glukan’mm hidroliz major iirlinleri ise trisakkarit (%63.5) ve tetrasakkarit
(%29.6) olarak gézlenmigtir. Aragtincilar kionlanan gene ait enzimin kromotografik
sonuglarmin  Bacillus subtilis’den izole edilen kargik bagh B-D-glukanaz ile biiyiik
benzerlik gdsterdigini bildirmiglerdir.

Bates ve ark. (1989), Clostridium thermocellum’a ait B(l,4)-endoglukanaz
enzimini kodlayan celE genini tagtyan pM25 rekombinant  plazmidini
clektrotransformasyon metodu ile L. plantarum’a transforme etmiglerdir. pM25
plazmidini tagryan suglar kiltir ortaminda predominant olarak bulunan sicakhga
kargt direngli endoglukanaz sentezlemiglerdir. Aragtmcilar pGK12 ve pSA3
plazmidlerini ise stabilitelerini karmlagtrmak amaciyla L. plantarum’a transforme
etmiglerdir.

Borriss ve ark. (1990), B. macerans'dan 852 bg molekiller agulifa sahip
genin kodladih sicakhga karsi direnghi B(1,3-1,4)-glukanaz aragtwmmglardw. Bgldd
geninin  sentezledifi enzimin sonundaki amino asitlerin, B. subhlis ve B.
amyloliquefaciens 'deki mezofilik B(1,3-1,4)-glukanaz’lar ile %70 oramnda benzerlik
gostermigtir. B. macerans’mn sinyal peptidinin E£. coli’de enzimin periplazmik
boslukta birikmesinden sorumlu oldugu tespit edilmigtir. Ayrica tiim glukanaz
aktivitesinin %50’den fazlasmun periplazmik boglukta ve stipernatantda biriktirdigi

bildirilmistir.
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Lloberas ve ark. (1991), endo-B(1,3-1,4)-glukanaz’t kodlayan bir B.
licheniformis genini E. coli’de klonlamiglardir. Sinyal peptid E. coli’de de
fonksiyonel olup enzim aktivitesinin %60’indan fazlasmin ekstraselilar ya da
periplazmik oldugu gérilmistiir. Aragtinicilar bu enzimin bildirilen diger Bacillus
beta-glukanazlar ile oldukga yiiksek benzerlik gosterdigini ortaya gikarmiglardir.

Schimming ve ark. (1991), Clostridium thermocellum’dan molekiiler agirhgt
yaklagik 35.000 Dalton olan termoaktif B(1,3-1,4)-glukanaz (likenaz) enzimini
kodlayan bir geni (licB) Escherichia coli'de 1,5 kb’lik DNA fragmenti iizerinde
klonlamis ve eksprese etmiglerdir. Bu enzimin arpa beta glukam ve likenanda oldugu
gibi beta-1,3 ve beta-1,4 glukam iizerine etkili iken, sadece 1,3 ya da sadece 1,4
glukosidik baglar igeren beta glukanlar {izerine etkili olmadii bildirilmigtir.
Aragtiricilar enzimin sicaklik optimumunun 80°C oldufunu ve pH 5-12 arasinda
aktvite gosterdifini tespit etmiglerdir.

Gosalbes ve ark. (1991), Bacillus polymyxa’da ksilanaz ve endo-f(1,3-1,4)-
glukanaz (likenaz)1 kodlayan xynD ve gluB genlerini E. coli ve B. subtilis’de
klonlamiglardir. Bu iki genin 4,466 kb’lik bir DNA fragmenti tizerinde oldugu ve
genlerin birbirinden 155 bg ile ayrildig: bildirilmigtir. Ayrica xynD geninin 67,8 kDa
(xynD) ve gluB geninin ise 27 kDa (g/uB)’luk proteini kodladiklar1 ve Zymogram
analizleri sonucunda her iki peptidin de ksilanaz aktivitesi gosterdigi bildirilmigtir.

Schimming ve ark. (1992), Clostridium thermocellum’dan termoaktif B(1,3-
1,4)-glukanaz enzimini kodlayan /icB geninin nikleotid sirastm belirlemislerdir. /icB
geninin ilk translasyon iiriniiniin molekiler afirhm 37,896 kDa olarak
saptamiglardir. Enzimi olusturan amino asitlerin farkli segmentlere aynldigy ve
bunlarin N-terminal sinyal peptid, bir katalitik bélge ile Proline ve Threonine amino
asitlerince zengin bolge oldugu, katalitik bolgenin Bacillus (%52-58) ve Fibrobacter
succinogenes (%35) likenazlan ile benzerlik gosterdigi bildirilmigtir.

Louw ve Watson (1993), Bacillus brevis’e ait endo-B-(1,3-1,4)-glukanaz
enzimini kodlayan bir geni Escherichia coli’de klonlamislardir. Enzimin optimum
pH’sim 8-10, optimum sicaklif ise 65-70°C olarak bulmuglardir. Enzimin molekiiler
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agirthifim SDS-PAGE yontemi ile 29 kDa olarak belirlemiglerdir. Aragtiricilar enzimi
75°C’de 1 saat inkiibe ettiklerinde aktivitesinin %75’ini korudugunu bildirmiglerdir.

Tabernero ve ark. (1994), alkalifilik Bacillus sp. susu olan N137°den alkalin
endo-B-(1,3-1,4)-glukanaz (likenaz) enzimini kodlayan bga4 genini izole etmisler ve
kendi promotoru ile £. coli’de klonlamiglardir. bgad genini tagiyan 1,416 kbg’den
olusan DNA fragmentinin nitkleotid sirasini belirlemiglerdir. BgaA geninin likenaz
aktivitesinin pH 6-12 arasinda stabil kaldigim, sicaklik optimumunun da 60-70°C
oldugunu ve enzimin 70°C’de 1 saat inkiibasyonundan sonra aktivitesinin %65’ ini
koruyabildigini  bildirmislerdir. Aynica  aragtincilar  bu  proteinin  B.
amyloliquefaciens, B. brevis, B. licheniformis, B. macerans, B. polymyxa ve B.
subtilis gibi Bacillus likenazlan ile benzer oldugunu da bildirmiglerdir.

Wolf ve ark. (1995), B. subtilis 168 sugunun kromozomal DNA’sindan 770
baz ¢iftinden olugan ekstraselilar ksilanaz (xyn4)’t kodlayan geni PCR ile
¢ogaltmuslardir. Endo-B-1,4-glukanaz (eglS) ve endo-$(1,3-1,4)-glukanaz (bgiS)’1
kodlayan genleri B. subtilis 168’in genomik kitiiphanesinden izole etmiglerdir.
Aragtinicilar Xynd ve eglS genlerinin baz dizilerinin B. subtilis PAP115’in ksilanaz
ve seliilaz genlerinin baz dizileri ile aym oldufunu bildirmiglerdir. Ksilan,
karboksimetilseltlaz ve kangik bagh B(1,3-1,4)-glukanaz aktivitesine sahip olmayan
suglar igin B. subtilis 168’in xynA, egiS ve bglS genlerini igeren entegratif plazmid
olusturmuglardir.

Ekinci ve ark. (1997a), Streptococcus bovis JB1’in B-(1,3-1,4)-glukanlara
karst aktif olan 25 kDa’luk ekstraseliilar bir enzim irettifini bulmugslardir. 16
glukosid hidrolaz familyasina ait olan B-(1,3-1,4)-glukanaz enzimini kodlayan bu
geni izole etmigler ve plazmid vektér pTRW10 ya da pIL253 aracilifiyla tekrar S.
bovis JB1’e aktarmuslardir. Aragtincilar rekombinant S. bovis’in siipernatantindaki -
glukan aktivitesinin 4-10 kat arttifim1 bildirmislerdir. pTRW10 plazmidine bu genin
takilmastyla olugturulan rekombinant pTRWLIR plazmidini Lactococcus lactis
IL2661 ve Enterococcus faecalis JH2-SS’e aktarmglar ve geni eksprese etmislerdir.
Ancak enzimin ekstraseliilar aktivitesinin S. bovis’e gore 8-50 kat daha azaldigim

gozlemislerdir.
U
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Chen ve ark. (1997), 971 bazlik ¢cDNA’dan olusan ve funguslardan izole
edilen ilk likenaz geni olan licA (B(1,3-1,4)-D-glukanaz; EC 3.2.1.73) genini
Orpinomyces sp. susu PC-2’den E. coli’de bir genomik kutliphane olugturarak
saptanuglardir. E. coli’nin lirettigi B-glukanaz kiltiir ortamindan saflagtirmuglar ve
SDS-poliakrilamid jelde molekiler agirligmi 27 kDa olarak belirlemiglerdir.
Enzimin sonundaki amino asit sirasinin bakteriyel beta glukanazlar ile yiiksek
derecede homoloji gosterirken bitki beta-glukanazlan ile homoloji gostermedigini
bildirmiglerdir. Ayrica arastiricilar /icA’y1 kodlayan genomik DNA bdlgesinin intron
icermedigini de belirtmiglerdir. Ote yandan arastiricilar bu sonuglar ile
Orpinomyces’e ait licA geninin bakteriyel orijine sahip olduunu da ortaya
¢ikarmuslardir.

Heng ve ark. (1997), bagirsakta bulunan bakterilerden L. reuteri’ye B.
macerans’ i endo-f(1,3-1,4)-glukanaz genini (bg/M) plazmid ile elektrotransforme
etmisler, Lactobacilli’nin enzimi exprese ettigini ve sentezledigini bildirmislerdir.

Bang ve ark. (1999), Phaffia rhodozyma’dan B-glukanaz ve aspartik proteaz
enzimlerini belirlemis ve klonlamuglardir. P. rhodozyma CBS6938’den ¢DNA
kittiphanesi olugturulmus ve endo-1,3(4)-p-glukanaz (bgl) ve aspartik proteaz
(pr1)’i kodlayan cDNA ile Saccharomyces cerevisiae’de klonlamuglardir.

2.2. Kanathlarda Tahil Agirhkh Rasyonlara B-Glukanaz Enzimi ilavesi le lgili
Yapilan Caligmalar

Broz ve Frig (1986), %64 arpa temeline dayah etlik pili¢ karmalarina B-
glukanaz enzimi ilavesinin organik besin maddelerinin sindirilebilirligi, azot birikimi
ve metabolik enerji lizerine etkilerini incelemigler ve enzim ilavesinin kurumadde,
organik madde ve yagmn sindirilebilirligini artirdifint ve gergek metabolik enerji
degerini de yikselttigini bildirmiglerdir.

Elwinger ve Saterby (1987), %65 arpa ve %65 yulaf temeline dayah etlik
pili¢ karmalarina B-glukanaz enzimi ilavesinin pazarlama agirhig ve verim kriterleri

Uzerine etkilerini incelemiglerdir. Enzim ilavesinin canhi afuhk ve yemden
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yararlanmay1 iyilestirdigini ayrica yapiskan digkili hayvan sayismi 6nemli 6lgtide
azalttifim bildirmislerdir.

Broz ve Frig (1990), yaptiklan diger bir aragtirmada %60 yulaf i¢eren karma
yemlere selilaz ve B-glukanaz aktivitesine sahip enzim ilavesinin besin
maddelerinden yararlanma ve metabolik enerji tizerine etkilerini aragtirmiglardir.
Enzim ilavesi ile hayvan organizmasinin yararlandig: besinmaddesi miktarinda ve
yemlerin metabolik enerji degerinde 6nemli artig meydana geldigini bildirmislerdir.

Inborr (1990), yaptift ¢aligmada toz ve pelet yeme B-glukanaz enzimi
ilavesinin etkilerini aragtirmigtir. Hem toz hem de pelet yeme B-glukanaz enzimi
ilavesinin canl agurlik artist ve yemden yararlanmay: énemli olgide iyilestirdigini
bildirmisgtir. .

Salih ve ark (1991), arpa temeline dayali etlik pili¢ karmalarina B-glukanaz
enzimi ilavesinin etkilerinin yasa bagli olarak degisimini incelemislerdir.
Aragtirmada, enzim ilavesiz bugday temeline dayal etlik pili¢ karmalan ile enzim
ilaveli arpa temeline dayali etlik pilic karmalanm da kargilaghrmuglardir. Arpa
temeline dayali etlik pili¢ karmalarina B-glukanaz enzimi ilavesiyle canlt agirlik
artigt ve yemden yararlanmanin iyilestiini ve hayvanlarn enzim ilavesiyle, enzim
ilavesiz bugday temeline dayali karmalan tiketen etlik piliglerin performansina
ulagtiklarim bildirmiglerdir. Ayrica enzim ilavesinin verim kriterleri {izerine etkisinin
4. haftaya kadar daha belirgin oldufunu, 4. haftadan sonra bu etkinin azaldifim
gozlemiglerdir,

Jeroch ve ark. (1992), tarafindan yuriitilen bir aragtirmada farkhi arpa
varyetelerini igeren etlik pili¢ karmalarina B-glukanaz aktivitesine sahip enzim
ilavesinin etkilerini aragtirmuglardir. Yaptiklari aragtirma sonucunda farkli arpa
varyetelerini igeren arpa temeline dayali karmalan tiketen etlik piliglerde enzim
ilavesiyle canli afirllk ve yemden yaralanmada iyilesmenin saglandigim, su
tiketiminin de azaldifim bildirmiglerdir.

Aksoy ve ark. (1995), etlik piliglerde yiiriittiikleri bir ¢aligmada arpa igerikli
rasyonlara enzim (arabinoksilanaz ve B-glukanaz) katkisinin canli agirhik kazancim
%12 ve yem donigim oranmm %3.2 oraminda yikselttigini, bugday igerikli
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rasyonlarda ise aym enzim katkisinin canlt agirlik kazanci, yem titketimi ve yemden
yararlanma diizeyini etkilemedigini bildirmiglerdir.

Almirall ve ark. (1995), B-glukan igerigi yitksek arpali rasyonlara enzim
ilavesiyle ince bagirsak igerifi viskozitesinin ¢nemli oranda digtigiing, nigasta,
protein ve yag sindirilebilirliklerinde ve bunlara bagli olarak verimde 6nemli artiglar
oldugunu saptamiglardir.

Canogullan ve Okan (1995), etlik pili¢ karma yemlerinde enzim katkis1 ile en
uygun arpa kullanim oraninin aragtirilmasi amaciyla %10, 20, 30 arpa igeren karma
yemlere %0.1, 0.2, 0.3 enzim (endo-beta 1,3-1,4 glukanaz, selillaz, ksilanaz,
pektinaz, amilaz) ilave etmislerdir. Karma yem gruplaninda en yitksek canli agirlik
kazanglari %20 ve %30 arpa igeren karma yem gruplarinda oldugunu, yemden
yararlanma dtizeyleri ve yem titkketim miktarlaninin benzer oldugunu yani enzimin
arpa ve bugday enerjisinden yararlanmay1 artirdigini, yiiriitillen galisma stiresince
sulu digki problemi ile kargilagmadiklarini ve en yiiksek kuru madde igeriginin %30
arpa diizeyinde %0.3 enzim katkili grubun sahip oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica
aragtiricilar tim bu sonuglara gére etlik pilic karma yemlerinde arpanin %30
diizeyine kadar %0.1-0.3 enzim katkisi ile kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Cowan ve Hastrup (1995), hindi ve 6rdeklerde arpaya dayali rasyonlara beta-
glukanaz ve ksilanaz enzimlerinin ilavesi ile canli agirliklarinda oénemli artiglar
(6rdeklerde %35.2, hindilerde %3) oldugunu bildirmiglerdir.

Francesch ve ark. (1995), arpaya dayali rasyonlara degisik diizeylerde beta-
glukanaz igerikli enzim ilavesi (0-20-40-60 ppm/kg) ile yem tiiketiminde azalmamn
oldugunu,‘k su tiketimi ve yapigkan diski olusumunun azaldiini, protein ve yagin
pargalanmasimn 6nemli derecede arttifin1 ve en iyi sonucun 60 ppm/kg yem enzim
ilavesinin verdigini bildirmiglerdir.

Ginal ve ark. (1995), etlik piliglerde misir yerine %40 diizeyinde gavdarin
ticari bir enzim kokteyli (selilaz, endo-1,3-1,4-B-glukanaz, ksilanaz, pektinaz ve
amilaz) ile birlikte kullamldlgmda enzim katkisimin canh agirlik kazancim ve
yemden yararlanma oramim iyilestirdidini ve bagirsak viskozitesini diigiirdigini
bildirmiglerdir.
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Kutlu ve ark. (1995), musir ve soyaya dayali olarak hazirlanan etlik pilig
rasyonlarinda ticari bir enzim kokteyli (selillaz, endo-1,3-1,4-B-glukanaz, ksilanaz,
pektinaz ve amilaz) katkisinin etlik piliglerin viicut gelisimini ve yem tiiketimini %7
oraninda arttirdiimi; ancak yemden yararlanma dizeylerini etkilemedigini
bildirmiglerdir,

Okan ve ark. (1995), yaptiklan galigmada etlik piliglerde karma yemlere %0.2
enzim katkisi ile %10, 20 ve 30 diizeyinde arpa kullaniminin besi performansi ve
karkas ozelliklerine etkisini aragtirmuglardir. Arastiricilar deneme sonuglarina gore
etlik pili¢ karma yemlerinde %30’a kadar arpamin %0.2 enzim katkis1 ile bugday
yerine kullanilabilecegini, ancak istatistiki olarak 6nemli olmasa da %20 arpa igeren
%0.2 enzim katkili karma yemin daha iyi gelisim ve daha iyi yemden yararlanma
safladifint bildirmislerdir.

Patridge ve Wyatt (1995), yitksek diizeyde bugday i¢eren rasyona enzim
ilavesi ile bagirsak viskozitesinde azalma oldugunu, enerji, protein ile bazi amino
asitlerin sindirilebilirliklerinde ise 6nemli artiglar oldugunu bildirmiglerdir.

Simbaya ve ark. (1996), Sorensen (1996) ve Schang ve ark. (1997),
musit/soya klspesi, misu/aygicedi kiispesi, musir/soya/aygicegi kiispesi veya kanola
kiispesi igeren yemlere enzim (hemi-selillaz, pentozonaz, beta-glukanaz, pektinaz,
amilaz, proteaz) ilavesi ile etlik piliglerin yemden yararlanma etkinliklerinin
artacafini bildirmiglerdir.

Polat ve ark. (1999), yaptiklart bir galiymada yeme ksilanaz ve B-glukanaz
enzimlerinin ilavesiyle etlik piliclede kontrol grubuna gore canli agirlik ve yem
titketiminin arttifin bildirmiglerdir.

2.3. Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus ve Lactococcus lactis
Bakterilerine Ait Elektrotransformasyon ile flgili Onceki Caligmalar
Lunchansky ve ark. (1988), Lactobacillus acidophilus bakterisi igin gen
transfer ve klonlama sistemlerini belirlemek amaciyla g¢aligmalar yapmglardir. L.
acidophilus’a plazmid DNA’mn elektrotransformasyonundaki faktorleri optimize
etmeye calismiglar ve pGK12 (4,4 kb) plazmidini elektrotransformasyon ile L.
acidophilus’a bagarih bir gekilde aktarmiglardir. Ayrica optimize edilen kosullarla L.
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acidophilus’a pAMBI1, pC194, pGB354, pGKV1, pSA3, pTRK13 ve pTV1 gibi
birgok plazmidi aktarmiglardir. Aragtiricilar L. acidophilus’dan izole edilen pGK12
plazmidinin kesme enzimleri ile yapilan kesimi sonucunda elektrotransformasyon
sonrasi herhangi bir delesyon veya yeniden diizenlenmeye rastlanmadiklarim
bildirmiglerdir.

Powell ver ark. (1988), bir elektrotransformasyon protokoliinii S. cremoris ve
S. lactis’e uygulamislardir. Bu protokol S. lactis LM0230 igin optimize edilmistir.
pMU1328 plazmidi kullanildiginda transformasyon etkinligi 1x10* ve 5x10°
transformant/pug DNA olarak saptanmustir. Ayrica, pLS1 (4,4 kb), pMU1328 (7.4 kb)
ve pAMP1 (26,5 kb) plazmidlerinin S. /Jactis LM0230 suguna transformasyon
etkinliklerinin de benzer oldugunu bildirmislerdir.

MciIntyre ve Harlander (1989a), L. lactis subsp. lactis LMO0230 susuna
transformasyonda optimum elektrotransformasyon degerlerinin belirlenmesi tizerine
bir ¢aligma yiiriitmiglerdir. Yikanan ve deiyonize suda ¢6ziilen hiicreler 300-900 V,
5-17 kV/em ve siire olarak 100 ps ile 1 sn arasinda degigen deperlerde yiiksek
elektrik akimi uygulamglardir. 10 transformant/ug DNA transformasyon etkinligini
bakteri duragan fazda iken son konsantrasyonu 5x10'° CFU/ml yogunlugunda, 900
V ve 5 ms’de belirlemiglerdir. Bildirdikleri protokol ile 9,8-30,0 kb bityikliigiindeki
plazmidlerin transforme edilebilecegini gostermiglerdir.

McIntyre ve Harlander (1989b), L. lactis subsp. lactis LM0230 suguna
clektrotransformasyon galigmalarinda gelisme kogullarinin etkisini aragtirmiglardir.
%0.5 glukoz takviyeli M17 (M17-Glu) ve %0.24 DL-threonine ya da %0.5 glisin
igeren FMC ve RPMI 1640 sentetik besi yerlerinde bakteriler tiretilmigtir. pGB301
plazmid DNA’s1 kullamldiginda elektrotransformasyon etkinlifinin FMC ya da
RPMI 1640 besi yerinde (10°-10* transformant/ug DNA) M17-Glu (10'-10?
transformant/pug DNA)’a gore daha yiiksek oldugunu saptanuglardir.

Scheirlinck ve ark. (1989), yaptiklan 6n ¢aligmada ticari silaj baglama susu
olan L. plantarum’a B. stearathermophilus’dan bir oa-amilaz ve Clostridium
thermocellum’dan  bir  endoglukanaz genini igeren plazmid DNA’yi
elektrotransformasyon ile aktarmiglardir. Ancak transforme edilen plazmid DNA’nin
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stabilizasyonunun digiik olmasi sebebiyle transforme edilen genleri homolog
(benzer) rekombinasyon tekniBini kullanarak L. planfarum’un kromozomuna
yerlegtirmiglerdir. Transformantlarin gogunlugunda genin alict hiicrede ikincil bir
mutasyona ugramadan stabil kald1§1 ve boylece rekombinant L. plantarum’un
selilolitik silaj baglangig bakterisi olarak uygun hale getirildigi bildirilmistir.

Wei ve ark. (1995), Lactobacillus suslarina yabanci plazmid DNA’larn
elektrotransformasyonunu optimize ettikleri bir protokol gelistirmislerdir. Alici
Lactobacillus  suglarina  lizozim, glisin ya da penisilin uygulamast ile
elektrotransformasyon etkiﬂliginin 480 kat arttifim bildirmislerdir. Aragtiricilar
klinik Lactobacillus suglarma pSA3 plazmidinin (E. coli plazmidi pACYC184 ve S.
sanguis  plazmidi pGB305’den  olusturulmugtur)  elektrotransformasyonla
aktarilmasinda kritik agamanin elektrik akimi sonrasinda hiicrelerin antibiyotiksiz
sivi besi ortaminda 2-3 saat Gretilmesi oldugunu belirtmislerdir. Ayrica aragtiricilar
kuyruksuz rat (guinea pig)’in vajinasindan izole edilen Lactobacillus’da (maksimum
4.8x10* transformant/pg pNZ17 (S. lactis plazmidi) ve insandan izole edilen L. casei
ATCC 393°de (maksimum 3.7x10° transformant/ug pNZ17) elektrotransformasyon
etkinlifi gézlemislerdir.

Lin ve ark. (1996), L. acidophilus ADH in kromozomal DNA’sim HindIII
enzimiyle keserek elde ettikleri bir fragmenti E. coli vektdrii olan pBluescript II
SK+’ya takarak entegratif vektér olusturmuglardir. 1,9 kb buyiikligindeki
kromozomal DNA fragmentinin ortasina yakin bir yerde Saul kesim noktasimn
bulunmasi L. bulgaricus B-galaktosidaz (EC 3.2.1.23) geninin bu vektdre Sau3A
kesim noktasi igerisine klonlanmasim mimmkin kilmistir. Kromozomal DNA
fragmentinin f-galaktosidaz (fga/) geninin homolog rekombinasyonu ile hem L.
acidophilus hem de L. bulgaricus’un kromozomuna entegre oldugu ve bunun
sonucunda da transformantlann p-galaktosidaz aktivitesinin 200 kat arttifa
bildirilmigtir. Ayrica Bgal geninin antibiyotik igermeyen besi yerinde 30 aktarim
stiresince stabil kaldift da gézlenmistir.

Walker ve ark. (1996), L. helveticus CNRZ32’ye ait elektrotransformasyon
protokoliinii modifiye etmigler ve yeni protokol ile siit teknolojisinde kullamlan L.
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acidophilus ATCC4356 ve NCFM-N2’ye pGK12 plazmidi bagsanli bir sekilde
aktarmuglardir,

O’Sullivan ve ark. (1999), bir standart elektrotransformasyon protokolinii
gram-pozitif plazmid vektorlerini S. thermophilus’un dokuz endiistriyel susuna
aktarmada kullanmmglardir, Tim suglara en az iki vektor aktarmmglar ancak
elektrotransformasyon etkinliginin hem susa hem de aktarilan plazmid DNA’nin
yapisina bagh kaldigim gézlemislerdir. Genelde kiigik halkasal plazmidleri yiiksek
etkinlikte (10>-10° transformant/ug DNA) ve daha fazla sayida susa aktarilabildigi
bildirilmistir. Ayrica bu plazmidlerin varligi bakterinin besi ortamunda gelisme
stiresini etkilemedigi ve transformantlarin %85-100°tniin 105 generasyon stabil
kaldig1 bildirilmigtir.

2.4. Kanathlarda Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik Olarak Kullamimasi ile
figili Onceki Cahismalar

Tortuero (1973a), broyler ve yumurtac: civeivlere ilk beg giinliik yastan sonra
bes gln boyunca verilen L. acidophilus’un canhi afirhk artigm arttirdign ve yem
deperlendirme sayist fizerine olumlu etkileri oldugunu bildirmistir.

Couch (1978), broylerlerin yemlerine L. acidophilus katkisiin erkek
civcivlerde %7-10, disi civcivlerde ise %5-6 oraminda geligimlerini arttirdiini
bildirmigtir.

Arends (1981), broylerlere safra tuzularina dayamkli bir L. acidophilus
susunu (10° Lactobacilli/gin) igme suyuna kangtirararak vermigtir. 30 giin stiren
deneme sonunda L. acidophilus verilen grupta kontrol grubuna gére canli agirhfin
%6 ve yem doniiglim oraninin %3 oraninda artiy saglanmigtir.

Meluzzi ve ark. (1986), 0-60 giin boyunca yuriittitkleri denemede civcivlerin
yemlerine %2 oraninda L. lactis ve S. thermophilus bakterilerinin karigimimn
eklenmesiyle canh agulik artiginin ve yem donigim oranmn  arttifim
bildirmiglerdir.

Perdigon ve ark. (1990), Lactobacillinin geng hayvanlarda baZirsak
iltihaplarina neden olan antijenlere kargi bagisiklik sistemininin gelismesine
yardime1 oldugunu belirtmiglerdir.
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Chateau ve ark. (1993), ticari bir probiyotik preparatindan izole edilen
Lactobacillus  tirlerinin  bakteriyosin benzeri maddeler ireterek Listeria
monocytogenes, E. coli, Salmonella typhimurium ve Salmonella enteritis’e Kargi
etkin bir inhibasyon gergeklestirdigini bildirmigtir.

Nahashon ve ark. (1993, 1996a, b), Lactobacillus’latin yumurta tavuklarinda
performans iizerine etkisini aragtirdiklan ¢aligmada melas ile yogunlagtinlmig misir
ve soya kiispesi hammaddelerinden hazirlanan 1100 veya 2200 mg/kg Lactobacillus
katkili yemle beslenen yumurtaci tavuklarda, yumurta buyiklagt ve agirhfimn
arttifint bildirmiglerdir.

Nisbet ve ark. (1993), Corrier ve ark. (1994), S. faecalis, Lactobacillus ve
Lactococcus kangimimin laktoz ile birlikte katkistmin civeivlerin  Salmonella
kolonizasyonuna karst direnglerini arttirdigim bildirmiglerdir.

Chiang ve Hsieh (1995), karma yeme L. acidophilus, S. faecium ve B. subtilis
kangimiu igeren probiyotik katkisimn etlik piliglerde diskidaki amonyak
konsantrasyonunu azalttifin1 bildirmiglerdir.

Tortuero ve Fernandez (1995), L. acidophilus ve L. casei kiltirleri kangim
igeren yumurta yemiyle beslenen yumurta tavuklarinda yumurta verimi, yemden
yararlanma orani, yumurta agirhii ve albumen kalitesinin arttifim bildirmislerdir.

Abdulrahim ve ark. (1996), L. acidophilus bakterisinin dnemli dizeyde
yumurta iiretimi ve yem d6niigiim oranim arttirdiini, yumurta sarisindaki kolestrolii
dugirdigini ancak yumurta sansindaki yag ve ftrigliseriti azaltmadiffim
bildirmislerdir.

Mohan ve ark. (1996), L. acidophilus, L. casei, Bifidobacterium bifidum ve
Aspergillus oryzae kangiminin karma yeme katkisimin (100 mg/kg) canhi afarhk
kazancim %5°den %9’a kadar arttirdigim bildirmislerdir.

Nahashon ve ark. (1996a), Lactobacillus katkilh yumurta yemiyle beslenen
(%15 ham proteinli) 20-59 haftalik yagtaki yumurta tavuklannda kontrol grubuyla
(Lactobacilus katkisiz yemle beslenen) karsilagtinldifinda yumurta buytkliginin
arttifim bildirmiglerdir.

Jin ve ark. (2000), Lactobacillus kiltirleri ilave edilen yemlerle beslenen

broylerlerde, performans kriterleri ve ince bagirsakta sindirim enzimleri (amilolitik,
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proteolitik, lipolitik) ile ince bagirsakta ve giibrede bakteriyel B-glukosidaz ve
glukoronidaz enzim aktivitelerini araghrmiglardir. Araghinicilar canlt afirhik, canh
agithk artipt ve yem degerlendirme sayis1 agisindan, L. acidophilus ve kangik
Lactobacillus kultirlerinden olusan gruplanin kontrol grubuna gore daha iyi sonug
verdigini bildirmiglerdir (P<0.05). Ince bagirsak enzim aktivitelerinde ise proteolitik
ve lipolitik aktivite bakimindan bir fark bulunmamasina kargin amilolitik aktivite
bakimindan Lactobacillus kultirlerinden olusan gruplar kontrol grubuna gére
astinlik safladifim belirtmiglerdir. B-glukosidaz aktivitesi a¢isindan ince badirsak
igeriginde bir fark bulunmadigim, digkx igeriBini incelediklerinde ise; L. acidophilus
igeren gruplarin kontrol grubuna gére daha iyi oldugunu bildirmiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Bakteri, Plazmid ve Biiyiime Ortamlar:

Bu ¢alismada kullanilan Lactobacillus acidophilus A-161 sugsu Ankara’daki
Refik Saydam Hifzisthha Aragtirma Merkezi’nden, Lactococcus lactis 11403 sugu,
Streptococcus thermophilus FI8976 susu, E. coli igindeki pL1Hc ve TLIR
plazmidleri YrdDogDr. M. Sait Ekinci (K.S.U Ziraat Fakiltesi Zootekni
Bolimii)’den, konak¢1 bakteri (Escherichia coli DH5a) Stratagene’den, pBR325
plazmidi Sigma’dan satin alinmigtir.

Aragtirmada kullanilan plazmidlerin yapist Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3’de ayrintih
sekilde verilmigtir.

nHindll{ N
1 Hincll
Beta(1,3-1,4)

Glukanaz Geni
(1808 bg)

H Hincll J
BamHi

1840 b

Sekil 3.1. pL1Hc plazmidinin yapisi (pUC18 plazmidi (2686 bg)+Likenaz (8(1,3-
1,4)-glukanaz) geni (1800 bg)) (Ekinci, 1997b)
+ EcoRI "

AHincll

Beia 1,3-1,4
Clukanaz Gani
-{Hincli

5q gpog

Sekil 3.2. TLIR plazmidinin yapist (pTRW10 plazmidi (7100 bg)+Likenaz geni
insortii (3600 bg)) (Ekinci, 1997b)
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& Hindill
- BamHl

Sekil 3.3. pBR325 plazmidinin yapis: (Prentki ve ark., 1981)

Escherichia coli suglann %10 v/v gliserol igeren sivi LB (%1 w/v Bacto
tryptone, %0.5 Yeast extract, %0.5 w/v NaCl, pH 7.5) ortaminda, Lactobacillus
acidophilus bakterisi MRS (55 g/l) ve Streptococcus thermophilus ve Lactococcus
lactis bakterileri M17 (42.5 g/1) besi ortaminda yine aym oranda gliserol igerisinde
ve gene-bank’larda (Prolab, 20 Mural Street, Unit#4, Richmend Hill Ont. 14B K3,
Canada) —20°C’de muhafaza edilmistir. Bakteriler sivi ve kat1 besi yerlerinde (LB-
agar; %1.5 w/v agar, MRS-agar ve M17-agar; %1 w/v agar) iiretilmislerdir. Likenaz
aktivitesinin belirlenmesinde ise kat1 besi yerlerine %0,1 w/v likenan ilave edilerek
hazirlanmug test plaklan kullanilmistir.

3.1.2. Kimyasailar

Deneylerde kullanilan kimyasal ve kesme enzimlerinin bayiik bir kismi1 aksi
belirtilmedigi siirece Sigma, Merck, Promega, MBI Fermentas, Bohringer
Mannheim, Carlo Erba, Fluka, Stratagene ve Difco’dan satin alinmugtir.

3.1.3. Aletler

Bu ¢alismada kullanilan teknik malzemeler; santrifijjler Hettich (D-78532,
Tuttlingen, Almanya), spektrofotometre Pharmacia-Biotech (Cambridge Science
Park, Milton Road, Cambridge CB4 4FJ, ingiltere), Gene Quant, jel goriintileme
cihazi Vilber Lourmat (B.P. 66 Torey-Z.1. SUD 77202 Marne La Valee-Codex,
Fransa), otoklavlar Niive, OT4060 (Kumrular Sok. 26/2, Kizilay, Ankara), hassas
terazi Ohaus (29 Hanover Road, Florham Park, NJ 07932, ABD), su banyosu
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Memmert (P.O. Box 17 20, 91107 Schwabach, Almanya), inkitbatorler Niive
(Kumrular Sok. 26/2, Kizilay, Ankara), otomatik pipetler Biohit ve Gilson, hassas
terazi Ohaus (29 Hanover Road, Flortham Park, NJ 07932, ABD), vortex ve
manyetik kangtinct CAT (M. Zipperer GmbH, D-7813 Staufen-Etzenbach,
Almanya), elektroporator Invitrogen (3985 B Sorrento Valley Blvd., San Diego, CA
92121), sonikator aleti Vilsonic 300, steril kabin Bilser (Izmir), ¢alkalayic: Ika
(Janke&Kunkel Gmb&Co KG, 79219 Staufen, Almanya), DNA ve protein jel
elektroforez aletleri ATTO Corporation (2-3, Hongo 7-chome Bunkyo-ku, Tokyo,
113 Japonya) ve pH metre Nel (Siimer Sok., 42/1, Yenigehir, Ankara)’den temin

edilmigtir.

3.2. Metod
3.2.1. E. coli’den pBR325 Plazmid DNA’sinin izolasyonu
Entegratif vektor olusturmada E. coli vektor plazmidi pBR325 kullanilmigtir.

E. coli’den plazmid DNA izolasyonu Birnboim ve Doly (1979) den degistirilerek

yaptimgtir:

1. LB besi yerine steril sartlarda bakteri ekilir ve uygun konsantrasyonlarda
antibiyotik ilave edilir (antibiyotiklerin hazirlanmasi ve besi ortamlanndaki
konsantrasyonlari Ek 1.1’de verilmigtir) ve 37°C’de galkalanarak bir gece
retilir.

2. Iginde bakteri kiiltiirii bulunan erlen +4°C’ye (buzdolabina) alinarak sogutulur.

3. Kiltiir ortami 5 ml’lik steril tiiplere paylastinilir ve 4500 dev/dak’da 10 dakika
santrifiijlenir.

4. Pelet iizerindeki siipernatant dokiilir ve pelet 5 ml soguk TNE tamponu (10 mM
Tris, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.5) ile ¢oziildikten sonra 4500
dev/dak’da 10 dakika santrifiijlenir.

5. Santrifijden sonra tiiplerdeki stipernatant dokiilir ve pelet 200 pl lizozim
soliisyonu (10 mg/ml) (Ek 1.3.) ile ¢oziilerek ependorf tiiplere aktarilir ve buz
fizerinde 30 dakika inkitbasyona birakilir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Stire sonunda kangim tizerine 400 pl taze hazirlanmig SDS soliisyonu (%1 SDS,
0.2 M NaOH) ilave edilir, parmakla hafif¢e vurularak karigmasi saglanir ve buz
tizerinde 5 dakika inkiibasyona devam edilir.

Karigim tizerine 300 pl sodyum asetat (pH 4.8) ilave edilerek karnstirilir ve buz
tizerinde 30 dakika daha bekletilir.

Siire sonunda 14000 dev/dak’da 10 dakika santrifiijlenir. Santrifiijden sonra
siipernatant yeni bir ependorf tiipiine aktarilir,

Siipernatant tizerine 1 hacim fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edilir
ve emiilsifiye oluncaya dek tiipler alt {ist edilerek yavas yavag kangtirilir,
Ependorf tiipler 14000 dev/dak’da 5 dakika santrifiijlenir ve dist faz (siipernatant)
iki faz arasinda biriken protein tabakasim almadan dikkatli bir sekilde alimir ve
yeni bir ependorf tiipiine aktarilir.

Stpernatant Gzerine 1 hacim kloroform:izoamil alkol ilave edilerek dikkatlice
karnigtinilir ve yukandaki gibi santrifiijlenir.

Ust faz dikkatli bir sekilde alimr ve yeni bir ependorfa aktarilir. Uzerine 2-2.5
hacim soguk etanol (%99°1uk) ilave edilir, vortekslenir ve -20°C’de en az 1 saat
bekletilir. |

Stire sonunda ependorf tipler 15000 dev/dak’da oda sicakhiginda 15 dakika
santrifiijlenir.

Pelet tizerindeki alkol dokiliir, tipler kurutma kagidi iizerine ters gevrilerek pelet
5-10 dakika kurutulur ve 100 ul TE ilave edilerek niikleik asitlerin ¢ozinmesi
beklenir.

Niikleik asitler TE soliisyonu igerisinde iyice ¢6ziinditkten sonra iizerlerine son
konsantrasyon 100 pg/ml olacak gekilde 10 mg/ml stok RNaz soliisyonundan (Ek
1.2.) 1l ilave edilir ve 37°C’de 1 saat su banyosunda tutularak RNA elemine
edilir.

Stre sonunda DNA soliisyonu tizerine 1/10 v/v oraminda sodyum asetat (pH 5.2)

ilave edilir ve hacim 400 pl olacak sekilde tizeri su ile tamamlanir.
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17. RNaz enzimini soliisyondan uzaklagtirmak igin karigimin Uzerine 1 hacim
fenol:kloroform:izoamil alkol konarak hafif¢e elde kangtimlir ve 15000
dev/dak’da 5 dakika santrifiijlenir,

18. Ust faz (siipernatant) dikkatli bir sekilde alinarak yeni bir ependorf tiipiine
aktanilir ve tizerine 1 hacim kloroform:izoamil alkol (24:1) ilave edilerek
homojenize edilir, sonra yukandaki gibi santrifijlenir.

19. Ust faz yine dikkatlice yeni bir tlipe alinarak iizerine 2 hacim soguk etanol
(%99’1uk) ilave edilir ve hafifge kangtinldiktan sonra 15.000 dev/dak’da 15
dakika santrifijlenerek DNA elde edilir.

20. Pelet 1 ml %701k alkolie yikandiktan sonra tiipler ters ¢evrilerek 15-20 dakika
kurutulur.

21. Peletin biyukligine gore 25-100 ul TE ilave edilerek bir gece +4°C’de iyice

¢oziinditkten sonra spektrofotometrik élgamii yapilarak kullamlir.

3.2.2. pBR325 Plazmid DNA’nin Kesme Enzimiyle Kesilmesi

E. coli’den izole edilen vektér plazmid DNA pBR325%in EcoRI kesme
enzimiyle kesilmesi igleminde Cizelge 3.1°e gére reaksiyon hazirlanmugtir. 1 tnite
enzimin 1 pg DNA’y1 1 saatte kestigi digimilerek reaksiyonda uygun miktarda
DNA (10 pg) ve 1 ul enzim (10 U) kullamilmustir. Reaksiyonda kullanilan enzimin
%50 oraminda gliserol igermesi nedeniyle son hacmin 1/10’unu gegmeyecek sekilde
en az 10 kat sulandirilmasi esas alinmigtir. Geriye kalan hacim ise toplam reaksiyon
hacmine su ile tamamlanmis ve reaksiyon enzimin optimum ¢aligma sicaklift olan

37°C’de 1 saat inkiibe edilmisgtir.

Cizelge 3.1. pBR325 plazmid DNA’nin kesme enzimleriyle kesilmesi

REAKSIYON BIiLESENLERININ;
Cinsi Stok konsantrasyon Alnan Miktar
dH,0 - 30 ul
DNA 2 ug/ul 5ul
Reaksiyon Tamponu 10X 4 ul
Enzim (EcoRI) 10 U/ul 1 ul
Toplam ~ 40ul
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3.2.3. pBR325 Plazmid DNA’nin Kesme Enziminden Armdirilmast

Kesim reaksiyonundan sonra pBR325 plazmid DNA’y1 klonlamada

kullanabilmek i¢in kullamlan enzim ve diger bilesiklerin ortamdan uzaklastiriimas:

.gerekmektedir. Bunun igin reaksiyon iriiniinii asagidaki protokole gore fenolle

deproteinazsyon yapilip etanolle ¢oktiralmugtir:

1.

Reaksiyon kanigum tizerine 40 pl (1/10 hacminde) 3 M sodyum asetat (pH 4.8)
ve 320 ul saf su ilave edilerek son hacim 400 pl’ye ¢ikartilir.

Bu reaksiyon karigim iizerine bir hacim (400 ul) fenol:kloroform:isoamil alkol
(25:24:1) ilave edilerek 3-5 dakika siireyle yavas yavas karistinlir. Boylece
enzimler deproteinize edilmis olur.

Karigim 15000 dev/dak’da 5 dakika santrifujlenir ve siipernatant (st faz)
dikkatli bir gekilde alinarak bagka bir tiipe aktarilir.

Siipernatant {izerine bir hacim kloroform:isoamil alkol (24:1) ilave edilerek 3-5
dakika siireyle yavag yavag kan$Ur11&han sonra 15000 dev/dak’da 5 dakika
santrifiljlenir ve stipernatant dikkatli bir sekilde alinarak bagka bir tiipe aktanilir.
Sitpernatant tzerine 2-2.5 hacim etanol ilave edilir, vortekslenir ve bir gece -
20°C’de bekletilir.

Siire sonunda tiipler oda sicakliginda 15000 dev/dak’da 15 dakika santrifjlenir
ve siipernatant atilir.

Tipler ters gevrilir ve oda sicakliginda 10-15 dakika bekletilerek pelet kurutulur.

8. Pelet iizerine 15-20 ul TE tamponu ilave edilir ve bir giin bekletilerek iyice

¢Ozlinmesi saglanir.

3.2.4. L. acidophilus’dan Kromozomal DNA Izolasyonu

Gram (+), sporsuz, aero-télerant olan L. acidophilus bakterisi MRS besi

yerinde (55 g/1) ve 37°C’de uretilmigtir.

L. acidophilus bakterisinden kromozomal DNA izolasyonu Bacillus tiri

bakterilerden kromozomal DNA izolasyonu protokolii (Cutting ve Van Der Hom,
1990) degistirilerek agagidaki sekilde yapiimugtir.
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1. 10 ml'lik MRS besi yerine steril sartlarda L. acidophilus ekilir ve 37°C’de
anaerobik kogullarda bir gece inkiibe edilir.

2. Bakteri kiltirii steril tiplere paylagtirtlir ve 4500 dev/dak’da 10 dakika
santrifiyjlenir.

3. Supernatant dokilir ve pelet 10 ml lisis tamponu (50 mM EDTA, 0.1 M NaCl,
pH 7.5) ile ¢goziiltir ve 4500 dev/dak’da 10 dakika santrifiijlenir.

4. Supernatant dokiiliir ve pelet 400 pl 0.5 M siikroz ile ¢ozilerek 30 dakika oda
sicakliginda bekletilir.

5. Kangim lizerine 1 ml lisis tamponundan konulur ve son konsantrasyon 3.5 mg/ml
olacak sekilde 5 mg lizozim de ilave edilerek sallanmadan 37°C’de 30 dakika
inkiibe edilir.

6. Kangim tizerine 300 ul %20 w/v sarkosil eklenerek 30 dakika daha inkiibasyona
devam edilir.

7. Kangim, 400 ul olacak sekilde ependorflara paylastirilarak ﬁzg:rine 1 hacim fenol
konulur ve emiilsifiye oluncaya kadar yavas yavas kansturilir.

8. 15000 dev/dak’da 5 dakika santrifiijlenir ve tst faz dikkatli bir gekilde alinarak
yeni bir tipe aktarlir.

. 9. Supernatant izerine 1 hacim fenolkloroform:izoamil alkol (25:24:1) veya

“ kloroform:izoamil (24:1) alkol konularak dikkatlice kangtinlir ve tekrar 15000
dev/dak’da 5 dakika santrifiijlenir.

10. Ust faz iki faz arasindaki proteinlere kadar dikkatli bir sekilde alinarak yeni bir
tiipe aktanlir ve tizerine 0.1 hacim 3 M pH 5.2 sodyum asetat ve 2.5 hacim soguk
etanol (%99°luk) koyularak tiipler alt Gist edilmek suretiyle yavagga homojenize
edilir.

11. Beyaz yumak seklinde goriilebilen kromozomal DNA ya cam cubukla ya da
santrifiijlenerek elde edilir.

12. 1 ml % 70’lik etanol konularak pelet yikanir ve tiip kurutma kagidi Gizerine ters
gevrilerek pelet kurutulur.

13. Uzerine 100 pl pH 7.6 TE (10 mM Tris pH 7.6, 1 mM EDTA pH 8.0)

solisyonundan konularak pelet ¢oziliir.
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14. Son konsantrasyon 100 pg/ml olacak sekilde 10 mg/ml stok RNaz
soliisyonundan 1pl ilave edilerek 3.2.1°deki gibi RNaz islemine devam edilir.

3.2.5. L. acidophilus’a Ait Kromozomal DNA’mn Kesme Enzimiyle Kesilmesi

Izole edilen L. acidophilus kromozomal DNA’s1 EcoRI enzimi kullanilarak
tam kesimi yapilmustir. Reaksiyonda kromozomal DNA’nin tam kesimi amaciyla 1
ug kromozomal DNA kesimi igin 2 iinite enzim kullamlmigtir. Reaksiyon 10 pg
kromozomal DNA kullamlarak hazirlanmig ve 37°C’de 2 saat inkibe edilmistir. Siire
sonunda reaksiyon %0.4 w/v’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmus ve 1,5-3 kb
biyikligindeki kromozomal DNA fragmentleri (insért) agaroz jelden
artndinlmigtir,

Cizelge 3.2. L. acidophilus kromozomal DNA’sinin kesme enzimleriyle tam kesimi

REAKSIYON BiLESENLERININ;
Cinsi Stok konsantrasyon Alnan Miktar
dH,O - 31.5ul
L. acidophilus 4 ug/ul 2.5l
kromozomal DNA
Reaksiyon Tamponu 10X 4 ul
Enzim (EcoRI) 10 U/ul 2ul
Toplam 40l

3.2.6. L. acidophilus’a Ait Insértiin Agaroz Jelden Saflagtiriimasi (Promega,
DNA Purification System)

L. acidophilus’un 1,5-3,0 kb buyiikligindeki kromozomal DNA fragmentleri
(insort) daha sonra klonlamada kullanabilmek igin elektroforezden sonra agaroz
jelden agagidaki protokole gore saflagtiriimagtir:

1. DNA molekili uygun konsantrasyondaki bir agaroz jelde yeteri kadar
yiritilerek bantlar olusturmas: saglanir.

2. Jel, UV lamba izerine konur. Istenilen DNA bandi keskin bir jiletle agarozu
mimkiin oldugu kadar az almaya dikkat ederek jelden aynlir ve darast alinan bir
ependorf tipe konarak tartilir.
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3. 300 pl (300 mg) agaroz i¢in 1 ml Resin ilave edilerek 65°C’ye ayarlamis sicak su
banyosunda agaroz tamamen eriyinceye kadar inkiibe edilir.

4. Sirnga yardimi ile erimis agaroz minikolum’dan gegirilir.

5. $mnnga igine 2 ml %80’lik isopropanol alkol konulduktan sonra yavas bir gekilde
bosaltilarak kolum yikanir.

6. Minikolum 10000 dev/dak’da 2 dakika santrifiijlenir.

7. Minikolum igine 50 ul su veya TE konularak 1 dakika beklenir.

8. DNA fragmentlerinin elde edilmesi igin minikolum 10000 dev/dak’da20 saniye
santrifiijlenir.

9. DNA’y1 igeren sivi +4°C veya ~20°C’de kullamlincaya kadar muhafaza edilir.

3.2.7. pBR325 ve Insért (L. acidophilus Kromozomal DNA Fragmentleri)
DNA’larm Ligasyonu ve pLLA1 Plazmidinin Olugturulmas:

PBR325 ve insort (L. acidophilus kromozomal DNA fragmentleri) DNA’lann
ligasyonu i¢in Cizelge 3.3’deki reaksiyon hazirlanmugtr.

Cizelge 3.3. pBR325 ve insort (L. acidophilus kromozomal DNA fragmentleri)
DNA’lann ligasyonu

REAKSIYON BILESENLERININ;
Cinsi ' Stok konsantrasyon Alman Miktar
dH,0 : - 14.5 ul
Vektor DNA 0.1 pg/ul 1l
(pBR325/EcoR1I)
Insort DNA (L. 0.05 pg/ul 2ul
acidophilus kromozomal
DNA/EcoRI)
Ligaz Tamponu ‘ 10X 2ul
Enzim (T4 DNA Ligaz) 5 U/ul 0.5 ul
Toplam 20ul

Hazirlanan ligasyon reaksiyonu 22°C’de 1 saat tutulduktan sonra +4°C’de 1
gece (yaklagik 10 saat) inkibasyona devam edilmigtir. Ligasyon sonunda olusan
pLA1 plazmidi (pBR325+ L. acidophilus kromozomal DNA fragmenti) E. coli’ye

transforme edilmigtir.
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3.2.8. E. coli Hiicrelerinin Transformasyon i¢in Hazirlanmasi
E. coli DHSa susu CaCl, yontemi ile kompetent hale getirilmistir (Hanahan,

1983). '

1. Bakteri s1ivi LB besi yerine ekilir ve 37°C’de 1 gece tiretilir.

2. Uremis olan kiltirden %1 oraninda yeni besi ortamina inokiilasyon yapilir ve
37°C’de ODsgon=0.4 oluncaya kadar (~2.5 saat) tiretilir.

3. Inkiibatorden alinan bakteri buz tizerinde 15 dakika sogutulduktan sonra buz
tizerine konan 4 adet ependorfa 1’er ml kiiltir sivis: konur.

4. Bakteri 6000 dev/dak’da 10 dakika santrifiijlenerek ¢okturilur.

5. Pelet tizerindeki siipernatant dokilirr ve pelet 1 ml soguk MgCl, (0.1 M) ile
nazik bir gekilde pipetlenerek ¢oziiliir.

6. Tekrar bakteri 6000 dev/dak’da 10 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiritliir.

7. Siipernatant dokiiliir ve pelet 1 ml CaCl, (0.1 M) ilave edilerek nazik bir sekilde
pipetienerek ¢ozilir.

8. Hiicre siispansiyonu buz iizerinde en az 20 dakika inkiibe edilir.

9. Inkiibasyondan sonra hiicreler 6000 dev/dak’da 10 dakika santriftijlenerek
cokturilir.

10. Stipernatant dokalir ve pelet 200 pl soguk CaCly (0.1 M) ile tekrar gozilir.

11. Tuplerdeki sivilar birlegtirilir, nazikce pipetlenir ve ependorf tiiplere
paylagtirtlarak buz {izerine konulur.

Bu islemler sonunda bakteri ortamdaki DNA molekiillerini hiicre igine

alabilecek duruma gelmistir.

3.2.9. E. coli’de Transformasyon
Bakteri kompetent hale getirildikten sonra ligasyon reaksiyonundan belli bir

miktar alinarak pLA1 plazmidi bakteriye transforme edilmigtir (Hanahan, 1983).

1. Buz iizerinde bulunan kompetent hale getirilmis bakteri igeren tiiplere ligasyon
stvistndan 5 pl ilave edilerek dikkatli bir gekilde pipetlenir ve buz tizerinde 30
dakika inkiibe edilir.

2. Karisim 42°C’de 90 saniye tutulduktan sonra tekrar buz tizerine alnir.
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3. Tupteki stvimin tamam 1ml1’lik siv1 besi yerine ekilerek 37°C’de 1 saat tiretilir.
4. Daha sonra 100-200 pl alinarak steril kabinde kat1 besi yerine (ampisilin igeren)
bagetle iyice yayilir ve 1 gece 37°C’de bir gece inkiibe edilir.

3.2.10. Likenaz ((1,3-1,4)-glukanaz) Geninin pLA1l Plazmidine Takilmas: ve
pLAI1L Plazmidinin Olusturulmasi

E. coli bakterisi i¢inde bulunan pL1Hc plazmidinin (pUC18+8(1,3-1,4)-
glukanaz geni) izolasyonu igin bakteri 50 ug/ml Ampisilin antibiyotigini iceren sivi
LB besi yerinde 37°C’de 1 gece ¢alkalanarak turetilmis ve plazmid izolasyonu
yapilmgtir,

[zole edilen pL1Hc plazmidinde bulunan likenaz geninin pLA1 entegrasyon
vektoriine takilmasi igin pLL1Hc plazmidi HindIll ve BamHI enzimleri ile yaklagik
bir saat 37°C’de kesim reaksiyonuna alinmigtir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. pL1Hc plazmid DNA’s1 igin hazirlanan kesim reaksiyonu

REAKSIYON BILESENLERININ;
Cinsi Stok Konsantrasyon Alinan Miktar
dH,0 - 27,5 ul
pL1Hc plazmid DNA’s1 4 ug/ul 2.5 ul
Reaksiyon ~ Tamponu 10X 4 ul
(Universal Tampon)
Enzim : 10 U/ul 1 pl HindITI+1 pl BamHI
(HindI[II+BamHI)
Toplam 40ul

Kesimden sonra reaksiyon %0.8 w/v’lik agaroz jelde elektroforeze tabi
tutulmus ve yaklagik 1,8 kb buytkliigtndeki likenaz genini igeren insdrt agaroz
jelden anndinlmistir ( Metod 3.2.6).

Olusturulan  rekombinant pLAl1 plazmidine saflagtinlan likenaz geninin
takilmas: igin pLAl plazmidi Cam direng geni iginde bulunan HindIll ve BamHI
noktalarindan kesilmigtir. (Sekil 4.1) Bu amagla reaksiyon Cizelge 3.4’e gore
hazirlanmig ve 37°C’de bir saat siireyle inkiibe edilmistir.
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Daha sonra kesim reaksiyonu deproteinasyon yapilarak enzim inaktive
edilmis ve rekombinant vektér plazmid DNA etanolle ¢oktiriilmek suretiyle
saflagtinimigtir (Metod 3.2.3).

pLA1 plazmidi ve likenaz genini tagiyan insort DNA aym kesme enzimleri
ile kesilmek suretiyle hémrlandlktan sonra bu DNA’lanin ligasyonu islemine
gegilmistir (Cizelge 3.5). Ligasyon reaksiyonu hazirlandiktan sonra 4°C’de 1 gece
(vaklasik 10 saat) inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.5. pLA1 plazmidi ve likenaz geni i¢in hazitlanan ligasyon reaksiyonu

REAKSIYON BILESENLERININ;
Cinsi Stok konsantrasyon | Alinan Miktar
dHO - 15.5 ul
Vektor DNA
(pLA1/HindIII+BamHI) 0.2 ug/ul 0.5 ul
Insort DNA (Likenaz geni) 0.1 pg/ul 1l
Ligaz Tamponu 10X 2ul
Enzim (T4 DNA Ligaz) 4 U/ul 0.5 ul
Toplam 20ul

Ligasyondan sonra olugan pLA1L plazmidini (pLA1 plazmidi+likenaz geni)
E. coli’ye transforme etmek igin ligasyon sivisindan belli bir miktar alinarak E. coli
DH5a kompetent hiicresine transforme edilmigtir (Metod 3.2.8 ve 3.2.9).

3.211. Rekombinant pLAl1L Plazmidinin L. acidophilus Bakterisine
Elektrotransformasyon Teknigi Ile Aktariimas:

L. acidophilus bakterisine rekombinant pLA1L plazmidinin aktanilmasinda
asagidaki elektrotransformasyon protokolleri degistirilerek uygulanmagtir.

3.2.11.1. L. acidophilus Bakterisinde Elektrotransformasyon Protokolit 1 (Wei

ve ark., 1995):

1. Alicr Lactobacillus susu 16-18 saat tretildikten sonra glisin (%1 w/v) igeren sivi
MRS besi yerine steril gartlarda %2 oraninda inokile edilir.

2. Kiltiir ODggo 0.2-0.3 oluncaya kadar (yaklagik 3 saat) tretilir.
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3. Kultiir ortam: 10 mI'lik steril tiiplere paylagtinlir ve 4850 dev/dak’da 10 dakika
santrifiijlenir. ‘

4. Sipernatant dokiiliir ve pelet iki defa soguk yikama soliisyonu (5mM sodyum
fosfat, pH 7.4, 1mM MgCl,) ile yikanarak 4850 dev/dak’da santrifijlenir.

5. Pelet orijinal hiicre hacminin %1’i kadar soguk elektrotransformasyon soliisyonu
(0.9 M siikroz, 3 mM MgCl,, pH 7.4)ile goziilerek stispansiyon haline getirilir.

6. 40 pl soguk hiicre siispansiyonu igine 5 ug plazmid DNA (maksimum 5 ul
olacak gekilde) konularak karnstirilir ve en az 2 dakika buz tizerinde inkiibe
edilir.

7. Onceden soputulmus 0.1 cm’lik elektrotransformasyon kiivetine bu karigim
konularak elektrik akim1 (1250 V, 50 uF, 200 Q) uygulanir.

8. Elektrotransformasyondan sonra hiicre siispansiyonu 1 ml’lik 0.5 M siikroz
igeren s1ivi MRS besi yerine ekilerek 37°C’de 2-3 saat inkiibe edilir.

9. Inkitbasyondan sonra bu hiicre siispansiyonu uygun antibiyotik (7.5 pg/ml
Ampisilin) igeren 10 ml sii MRS besi ortamina ckilerek 48 saat daha
inktibasyona devam edilir. Boylece plazmidi alan tek bir koloninin bile
kaybedilmesi 6nlenmis olmaktadir. Gerekirse koloniler kat1 besi yerine transfer
edilebilir.

3.2.11.2. L. acidophilus Bakterisinde Elektrotransformasyon Protokolii 2

(Walker ve ark., 1996):

1. %l glisin igeren MRS besi yerinde 15 saat tiremis hiicre kiiltiiriinden %1
oramnda %1 glisin igeren besi yerine inokiile edilir.

2. Bakteri ODsg 0.25-0.30 oluncaya kadar iiretildikten sonra 5 dakika buz {izerinde
inkiibe edilir.

3. Bakteri 10 ml'lik steril tiiplere alinarak 4850 dev/dak’da 10 dakika
santrifiijlendikten sonra stipernatant dokulir.

4, Pelet buz Uzerinde tutularak 3 defa elektrotransformasyon solisyonu (0.1 mM
HEPES, 0.5 M siikkroz, pH 7.0) ile yikanarak 4850 dev/dak’da 10 dakika
santrifiijlenir.
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5. Orijinal htcre hacminin %1’i hacminde sofuk elektrotransformasyon
soliisyonuyla pelet ¢oziliir ve buz iizerinde bekletilir.

6. Hicre siispansiyonundan 40 pl alinarak 10 pug plazmid DNA (maksimum 5 pl
olacak sekilde) kanigtirthir ve buz tizerinde 5 dakika daha inkiibe edilir.

7. Onceden sogutulmug 0.1 cm’lik elektrotransformasyon kivetine bu kangimin

* tamamu konularak elektrik akimi (1250 V, 50 uF, 200 Q) uygulanir.

8. Elektrotransformasyon kiiveti hemen buz iizerine alinarak 5 dakika inkiibe edilir.

9. Bu hiicre kiiltiriiniin tamami 10 mM CaCl, ve 0.5 M sitkroz igeren 10 ml siv1
MRS besi yerine transfer edilir ve 37°C’de 3 saat inkiibe edilir.

10. Inkiibasyondan sonra bu hiicre siispansiyonunun tamami uygun antibiyotigi (7.5
pg/ml Amp) igeren sivi MRS besi ortanmuna transfer edilerek inkibasyona devam
edilir. Boylece plazmidi alan tek bir koloninin bile kaybedilmesi 6nlenmis
olmaktadir, Gerekirse koloniler kat1 besi yerine transfer edilebilir.

3.2.12. Rekombinant TLIR Plazmidinin Streptococcus thermophilus Bakterisine
Elektrotransformasyon Teknigi ile Aktariimas:

Gram (+), sporsuz ve fakiltatif anaerobik olan Streprococcus thermophilus
bakterisi M17 besi yerinde (42.5 g/l), 42°C’de tretilmistir. Kat: besi yeri olarak da
M17-agar (%1 w/v agar) kullamlmugtir.

Rekombinant TLIR plazmidinin (pTRW10+Likenaz geni) Streptococcus
thermophilus FI8976 suguna aktarilmasinda agagidaki elektrotransformasyon
protokolleri degistirilerek uygulanmgtir.

3.2.12.1. TLIR’nin Streptococcus thermophilus’a Elektrotransformasyon

Protokolii 1 (Slos ve ark.,1991)

1. M17 besi yerinde tiretilmis hiicre kiltirinden %1 oraninda %! glisin igeren besi
yerine inoktle edilir.

2. Bakteri ODggo 0.2-0.5 oluncaya kadar (yaklagik 2-2.5 saat) tiretilir.

3. Kiltirr steril tiiplere konularak 4850 dev/dak’da 10 dakika santrifiijlendikten
sonra siipernatant dokalar.
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4. Pelet soguk elektrotransformasyon solisyonu (7 mM HEPES, 1 mM MgCl,, pH
6.0) ile iki defa yikanarak 4850 dev/dak’da 7 dakika santrifijjlenir.

5. Pelet sopuk elektrotransformasyon soliisyonuyla baglangigtaki hiicre hacminin
%!1°1 olacak sekilde goziilir.

6. Hiicre stispansiyonundan 40 pl alinarak 5 pg plazmid DNA (maksimum 5 pl
olacak gekilde) ile kangstinilir.

7. Onceden sogutulmus 0.1 cm’lik elektrotransformasyon kiivetine bu kangim
konularak elektrik akimi (1250 V, 50 pF, 200 Q) uygulanir.

8. Elektrotransformasyondan sonra bu hiicre kiiltirinin tamami 1 ml sofuk M17
besi yerine ekilir ve buz izerinde 5 dakika inkiibe edilir.

9. Inkitbasyona 37°C’de 3 saat devam edilir.

10. Inkitbasyondan sonra bu hiicre siispansiyonunun tamarmi uygun antibiyotigi
(2.5ug/ml eritromisin) igeren sivi M17 besi ortamina ekilerek inkiibasyona
devam edilir. Boéylece plazmidi alan tek bir koloninin bile kaybedilmesi 6nlenmis

olmaktadir. Gerekirse koloniler kat1 besi yerine transfer edilebilir.

3.2.12.2. TLiR’nin Streptococcus thermophilus’a Elektrotransformasyon
Protokolii 2 (Wei ve ark., 1995)

L. acidophilus bakterisine gen aktarmada kullanilan elektrotransformasyon
protokolit (Metod 3.2.11.1) Streptococcus thermophilus FI8976 suguna TLIR
plazmidinin elektrotransformasyonu igin aynen kullamimistir. Ancak besi yeri olarak
bu kez M17 besi yeri kullanilmagtir.

3.2.13. Rekombinant TLIR Plazmidinin Lacfococcus lactis Bakterisine
Elektrotransformasyon Teknigi fle Aktariimas:

Gram (+), sporsuz ve anaerobik ‘6lan Lactococcus lactis bakterisi M17 besi
yerinde (42.5 g/l) ve 37°C’de uretilmistir. Kat1 besi yeri olarak da M17-agar (%1 wiv
agar) kullamlmfstlr.

Likenaz genini tastyan TLIR plazmidinin Lactococcus lactis 111403 susuna
aktanimasinda Mcintyre ve Harlander, 1989b ve Holo ve Nes, 1989°den degistirilen
agagidaki elektrotransformasyon protokolii uygulanmigtir.
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1. M17 sivi besi yerinde bir gece iiretilmis olan bakteriden %1.5 oraninda taze besi
yeri inokiile edilir.

2. Bakteri ODgso 1.0 oluncaya kadar (yaklagik 8-12 saat) tretilir.

3. Kiltir 10 ml’lik steril tiiplere konularak 4850 dev/dak’da 10 dakika
santrifiyjlenir.

4. Siuipernatant dokiilerek pelet 1 hacim soguk deiyonize suyla iki defa yikanarak
4850 dev/dak’da 10 dakika santrifiijlenir.

5. Pelet orijinal kultirtin 1/50 hacminde elektrotransformasyon soltisyonu (0.5 M
stikroz) ile siispansiyon haline getirilir.

6. Hiicre stispansiyonundan 40 ul alinarak 5 pg plazmid DNA (maksimum 5 pl
olacak gekilde) ile kangtinlir.

7. Onceden sogutulmus 0.1 cm’lik elektrotransformasyon kiivetine bu karigim
konularak elektrik akimi (1250 V, 50 uF, 200 Q) uygulamir.

8. Elektrotransformasyondan sonra bu hiicre kiltiri 0.5 M siikroz igeren 1 ml
sofuk M17 besi yerine ekilir ve buz tizerinde 5 dakika inkitbe edilir.

9. Inkiibasyona 37°C’de 2 saat devam edilir.

10. Inkiibasyondan sonra bu hiicre siispansiyonu uygun antibiyotigi (2.5 pg/mi
eritromisin) igeren sivi M17 besi ortamina ekilerek 2 giin inkiibasyona devam
edilir.

3.2.14. Elektrotransformasyonyon Uygulamasi

Bakterilerin elektrotransformasyonunda Invitrogen elektroporator aleti tiretici
firma talimatlarina gére asagidaki sekilde kullanilmigtir:

Kompetent hale getirilmis bakteri igerisine (40 pl) uygun miktarda DNA
koyularak kangim elektroporatér kiivetine alimir ve kiivet buz tzerine konur.
Elektroporatr gii¢ kaynafimin yamna kuru bir zemine yerlestirilir ve “pulse”
pozisyonuna getirilir. Gii¢ kaynafi kapali tutularak kordonlari gig kaynafina
baglanir. Elektroporatériin  “armed/disarmed” dugmesi disarmed’a getirilir.
Kapasitanst 50 uF, load resistans1 200 Q’a getirilir. Giig kaynag set dugmesi
vasitasiyla 1250 volt ve 25 mA’e ayarlamr. “Out” dufmesine basilarak
elekroporatore elektrik akim verilir. Elektroporatériin “charge/discharge” diifmesi
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charge pozisyonuna getirilir ve “charge” lambasinin yanmast beklenir. Igerisinde
bakteri ve DNA bulunan kiivetler elektroporatér aletine yerlestirilir.
“Armed/disarmed” digmesi armed pozisyonuna getirilir ve armed lambasmin
yanmasi beklenir. “Charge/pulse” diigmesi pulse’a getirilir (pulse lambas: ani olarak
yanip sénmelidir). 30 saniye kadar beklenir ve kiivet ¢ikarilarak hemen buz fizerine
alinir. Bu gekilde 5 dakika buz tizerinde inkitbe edildikten sonra bakteriler uygun

besi yerlerine ekilir.

3.2.15. Bakteriyel Likenaz Aktivitesinin Kalitatif Olarak Saptanmasi

Bakterilerin likenaz aktivitesinin tayini i¢in Kongo-Red boyamas: yapilmigtir
(Teather ve Wood, 1982). Likenan (%0.1 w/v) igeren kat1 besi yeri tizerinde (LB,
MRS veya M17) tireyen bakteriler iizerine %0.1 w/v oraninda hazirlanmig Kongo-
Red boyas: dokiilmis, 15 dakika oda sicaklifinda inkiibasyonundan sonra boya
uzaklagtinilarak plagin tizerine 1 M NaCl solisyonu ilave edilmis ve 15 dakika daha
beklenerek fazla boyanin uzaklagmasi saglanmustir. Kongo-Red likenanli ortami
kirmiziya boyayacagindan kirmiziya boyanan zeminde, etrafinda sar1 halka olusan
koloniler likenaz pozitif olarak saptanmugtir.

3.2.16. SDS-PAGE VE SDS-Likenan-PAGE Jel Elektroforezi
3.2.16.1. Hiicre I¢i ve Dist Proteinlerin TCA ile Cokertilmesi ve Proteinlerin Jel
fcin Hazirlanmas

pL1Hc plazmidini tasiyan E. coli sivi LB besi yerinde, TLIR plazmidini
tastyan Streptococcus thermophiius ve Lactococcus lactis bakterileri stvi M17 besi
yerinde bir gece iretildikten sonra bakteri kiltirit 4850 dev/dak’da 10 dakika
santrifiij edilmigtir. Hiicre dis1 sivisi (siipernatant) tiiplere alindiktan sonra geri kalan
pelet 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6.5) ile ¢6ziilmils ve buz tzerine
alinmgtir. Hiicre stispansiyonu buz lzerinde iken 2 dakika stireyle (30 samiya
sonikasyon, 30 saniye buzda inkiibasyon) sonikasyon aletiyle (Vilsonic 300, output
power %60) hiicreler patlatilmistir (Ozcan, 1992). Sonikasyon sonrasinda patlamig
olan bakteri kiltirii 4900 dev/dak’da 20 dakika santrifijlenerek st sivi almmugtir.
Stipernatant ve sonikasyon sonras: sivi Gizerine egit hacimde TCA (%20 w/v) ilave
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edildikten sonra iyice homejenize edilmis ve bir gece oda sicaklifinda inktibasyona
birakilmigtir. Ertesi giin kangim 4850 dev/dak’da 10 dakika santrifiij edilerek
proteinler ¢okertilmis ve siipernatant dokiilditkkten sonra pelet 15-20 dakika siireyle
oda sicakhginda kurutulmustur. Peletin buyikliigine gore 50-200 ul 1 M Tris-Cl
(pH 8.0) ile pelet sulandiriimigtir. Uzerine hacmin yarisi kadar kaynatma soliisyonu
(1 ml %30 spacer jel soliisyonu (0.5 M Tris-HCI pH 7.6, %10 w/v SDS), 0.8 ml %25
SDS, 0.5 ml Bethamercaptoethanol, 1 ml gliserol, birka¢ bromphenol blue kristali)
ilave edilmis ve homojenize edilerek kaynayan suda 3 dakika inkiibe edilmistir.

3.2.16.2. SDS-PAGE Jelin Hazirlanmast

SDS-PAGE ayirici jel ve toplayict jel olmak tizere iki farkli kisimdan olusur.
Ayirici jel protein bantlarinin molekiler agnllklénna gore biribirinden aynldig ve
bantlar olusturdugu jeldir. Laemli (1970)’e gore hazirlanan jel yogunlugu Cizelge
3.6’ya gore %12’lik ve %0.2 w/v likenan igeren SDS-Poliakrilamid jellere
uygulanmugtir.

Cizelge 3.6. Ayinct jel igin farkli poliakrilamid diizeyleri (Laemli, 1970)

Stok Soliisyon % Poliakrilamid Jel

Akrilamid (ml) 5 6 7 10 12 15
2MTris,pH 8.8 (ml) | 5.62 | 5.62 5.62 5.62 5.62 5.62
%10 SDS (ml) 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Saf su (ml) 19.10 | 18.10 | 17.10 { 14.10 | 12.10 | 9.10

Solitsyon hazirlandiktan sonra polimerizasyonu saglamak igin lizerine 200 pl
%]1°lik amonyum persiilfat ve 20 ul TEMED ilave edilmis ve daha dnce hazirlanan
iki cam levhadan olugan diizenek arasindaki bosluga pastor pipeti yardimiyla aistten
4-5 cm bosluk kalacak gekilde dﬁkﬁlmﬁsﬁir. Uzerine ince bir katman olugturacak
sekilde biitanol ilave edilmig ve jelin donmast igin 45 dakika beklenmigtir.

Toplayici jel ise ayiric jele gore daha az yogunlukta olup proteinleri ince bir
¢cizgi haline getirerek ayiric1 jele birlikte girmelerini saglamaktadir. Toplam hacim
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15 ml olacak gekilde hazirlanan toplayici jel, Cizelge 3.7°de verilen oranlarda

soliisyonlarin kullanilmasi ile hazirlanmigtir.

Cizelge 3.7. Toplayici jelin hazirlanmasi i¢in kullanmilan kimyasal solitsyonlar
(Laemli, 1970

Stok Soliisyon Kullanilan Miktar (ml)
Akrilamid 1.80
0.5 M Tris-base, pH 6.8 . 3.65
%10 SDS 0.15
Saf Su 9.40

Soliisyon hazirlandiktan sonra polimerizasyonu saglamak igin tizerine 100 ul
%1’lik amonyum persilfat ve 10 ul TEMED ilave edilmigtir. Toplayici jelin
iistindeki bitanol bir teksir kagidi yardimiyla alindiktan sonra iizerine su ilave
edilerek kalan biitanol de uzaklagtirnloigtir. Daha sonra bir pastdr pipeti yardimiyla
hazirlanan ayiric1 jel soliisyonu dokiilmugtir. Ustten jelin taraf yerlestirilerek
donmast igin 45 dakika beklenmis, jel donduktan sonra tarak ¢ikarilmigtir.

3.2.16.3. Elektroforez Tankinin Hazirlanmas:

Jelin donmasi esnasinda elektroforez tanki hazirlanmigtir. Elektroforez
tankinin yanisina kadar elektrot solisyonu (0.05 M Glisin, 0.05 M Tris, %0.1 SDS)
konulmug ve jel donduktan sonra cam levhalar kisa olam ig tarafa gelecek sekilde,
diger iki levha da eger jel igin kullamlmiyor ise uzun olam i¢ tarafa gelecek gekilde
tanka yerlestirilmistir. Daha sonra iki levha arasinda kalan bosluga jelin tizerindeki
taragin actif1 kuyulan da ortecek sekilde elektrot soliisyonu ilave edilmigtir.

3.2.16.4. Elekroforez Aletinin Calistirilmas:

Ug dakika streyle inkitbe edilen protein ornekleri kuyulara yerlestirilerek
elekroforez tankinin kapag kapatilmig ve birer uglari gii¢ kaynagina bagh olan
kablolarin diger uglan da elektrofbrez tankina baglanmugtir. Giig kaynag, proteinler
toplayict jelde ilerlerken 25 mA ve 100 V’da, ayirici jelde ilerlerken 60 mA ve 100
V’da galigtinlpugtir. Cift jel kullanildiinda ise glic kaynag toplayici jelde 60 mA ve
100 V, ayirici jelde 100 mA ve 200 V°da galigtinlmigtir,
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3.2.16.5. Toplam Proteinlerin Jellerde Belirlenmesi

Proteinler jelin sonuna geldikten sonra gii¢ kaynagindan gelen elektrik akim
kesilerek cam levhalar jele zarar vermeden gikanimigtir. Arasinda jel bulunan iki
cam dikkatlice birbirinden ayrilarak jel bir kabin igerisine konulmus ve iizerini
ortecek kadar boya (%0.25 w/v Coomassie Blue, %50 v/v metanol, %10 v/v glasial
asetik asit) ilave edilerek jel bu boyada 1 saat inkibe edilmigtir. [nkitbasyon
sirasinda jel elde hafifge sallanarak jelin boyayi iyice almasi saglanmigtir. Jel
boyama soliisyonundan alinarak yikama solitsyonu (%7 v/v glasial asetik asit, %5
v/v metanol) igerisine konulmus ve bir gece hafifge ¢alkalanmaya birakilmastir.

3.2.16.6. SDS-Likenan-Page Jelde Likenaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Likenaz aktivitesinin belirlenmesi igin SDS-PAGE jele son konsantrasyonu
%0.2 olacak gekilde daha dnceden otoklavlanarak hazirlanan %2’lik likenandan 3 ml
eklenerek SDS-Likenan-PAGE jel hazirlanmigtir. Proteinler jelde yiiriitiildikten
sonra likenaz enziminin aktiflesmesi igin jel renatiirasyon soliisyonu (50 mM
NaH,PO; ve 50 mM Na,HPO, kangtinlarak pH 6.5’a ayarlanmig, %20 izopropanol
alkol) ile 1 saat calkalanarak SDS’in uzaklagmas: saglanmigtir. Daha sonra jel tekrar
sodyum fosfat soliisyonuyla (50 mM NaH,PO, ve 50 mM Na,HPO, kanstirilarak pH
6.5’a ayarlanmig, buna 5 mM beta-merkapto etanol ve 1 mM EDTA ilave edilmigtir)
muamele edilerek +4°C’de 1 gece tutulmugtur. Ertesi giin jel bu solisyondan beta-
merkapto etanol ve EDTA igermeyen sodyum fosfat soliisyonuna alinarak +4°C’de 1
saat siireyle inkiibe edilmigtir. Jel sodyum fosfat soliisyonundan g¢ikanlarak sivi
kaybim1 6nlemek uzere streg filme iyice sarilmig ve 4-5 saat 37°C’de inkubasyona
_ brrakilmigtir. Inktibasyon sonunda jel Kongo-Red boyama solisyonuyla (%2 Kongo-
Red, 5 mM NaOH) yaklagik 1 saat boyanmistir. Daha sonra jel bayama
soliisyonundan alinarak 1 M NaCl ve 5 mM NaOH ile yikanarak fazla boya
uzaklagtinlmgtir. Biitin jel kirmiziya boyandifi halde etrafi boyanmayarak san
renkte kalan likenaz enziminden sorumlu bant ortaya gikmugtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular k
4.1.1. Lactobacillus acidophilus Kromozomal Entegrasyon Vektoriiniin (pLA1L)
Olusturulmasi

Bir E. coli replikatif vektérii olan ve yapisinda ig farklt antibiyotik direng
geni (Cam™, Amp™, Tet") tastyan pBR325 plazmidi L. acidophilus igin entegrasyon
vektoril geligtirmede uygun bir vektor olacag diginilmigtir. Bu amagla pBR325
plazmidinin Cam’ geni igerisine L. acidophilus’un kromozomuna entegrasyon
saglamak amaciyla L. acidophilus'un kromozomuna ait yaklagk 3 kb
bayikligiindeki EcoRI-EcoR1 fragmenti, Tet" geni igerisine de yaklagik 1,8 kb
buytkligindeki S. bovis JB1’e ait likenaz (f3(1,3-1,4)-glukanaz) genini tagtyan
HindITI-BamHI ins6rtii takilmigtir, Geriye kalan Amp” geninin de L. acidophilus’a bu
vektoriin transformasyonunda marker olarak kullamlmas: disinilmistir. (Sekil 4.1)

L. acidophilus A-161 sugundan kromozomal DNA izole edildikten sonra
EcoRI enzimi ile tam (complete) kesime tabi tutulmugtur. %0.4 w/v’lik agaroz jelden
saflagtinlan yaklagtk 3 kb biyiklugindeki L. acidophilus A-161 susuna ait
kromozomal DNA fragmentleri ile yine EcoRI enzimi ile Cam’ geni igerisinden
kesilen pBR325 plazmidinin ligasyonu yapilarak pLAl1 vektér plazmidi
olusturulmugtur. (Sekil 4.1) pLAl’in olusturulmasinin nedeni yapisindaki 3 kb
buyiklugindeki L. acidophilus’a ait kromozomal DNA pargasimn bu bakteri
genomuyla homolog bolge olugturarak entegrasyonun saglanmasidir.
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Sekil 4.1: pLA1L plazmidinin olusturulmasi

48

IHuieg

Hindill
Hincll
1| Batat?,3-1,4)-

glukanaz geni
! (1680 bg)

Hind lll+Bam HI

5
: ﬁ
U

g Fhine 11
Bata 1,3-14 ¢ gH
, (~1.8kbg)

1840 be



4. BULGULAR VE TARTISMA MELTEM ASAN

pLA1 plazmidini tasiyan E. coli kolonilerinin seg¢imi igin ligasyon sivisi E.
coli DH5a suguna CaCl, metoduna gore transforme edilmigtir. Transformantlar 6nce
50 pg/ml Ampisilin ve 12.5 pg/ml Tetrasiklin antibiyotiklerini igeren LB-Agar besi
yerinde iiretilmistir. Bu besi yerinde iireyen Amp™ ve Tet™ koloniler daha sonra 30
ng/ml Kloramfenikol igeren LB-Agar besi yerine transfer edilerek Cam™ fenotipte
olan koloniler pLA1 plazmidini alan rekombinant koloniler olarak segilmigtir.

Elde edilen pLA1 vektdr plazmidinin EcoRI enzimi ile kesilmesi sonucunda
agaroz jelde; beklenildigi gibi biri 6 kb biyikligiindeki pBR325 vektér DNA’s1
(geride kalan bant) ve digeri yaklagik 3 kb buyikliugindeki L. acidophilus A-161
susuna ait kromozomal DNA fragmenti (6ndeki bant) olmak izere iki bant
olugmugtur. (Sekil 4.2-Siitun 3)

Sekil 4.2. Degisik enzimlerle kesilmis pL1Hc, pBR325, pLAl ve pLAIL
entegrasyon plazmid vektoriiniin agaroz jelde goriintisi

M: A DNA/HindIll marker 1.: pL1Hc/Hind[lI+BamHI kesimi 2.: pBR325/EcoRI
kesimi 3.: pLA1/EcoRI kesimi 4.: pLA 1L/HindIII+BamHI kesimi

pUC18 plazmidi uizerinde S. bovis JB1 orijinli likenaz genini tagiyan pL1Hc
plazmidini igeren E. coli kolonileri 6ncelikle likenaz enzim aktivitesi bakimindan
igerisinde likenan bulunan kati LB ortaminda Kongo-Red boyamasi ile test
edilmigtir. (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3. E. coli/pL1Hc nin likenanl plaklarda Kongo-Red boyamast sonuglar

Bu kolonilerden izole edilen pL1Hc (pUC18+Likenaz geni) plazmidi HindIII
ve BamHI enzimleri ile kesildikten sonra %0.8 w/v’lik agaroz jelde birisi 2686 bg
bityiikligiinde pUC18 vektor DNA’st (geride kalan bant) digeri de 1840 bs;'
biyiikligiinde olan likenaz gen insortiine (6ndeki bant) ayngtinlmstir. (Sekil 4.2-
Situn 1) Agaroz jelden saflastinilan likenaz aktivitesinden sorumlu olan 1840 bg
biyiikligindeki HindIlI-BamHI insortinin yine aym enzimlerle (HindIII-BamHI)
Tet™ geni igerisinden kesilen pLA1 vekorine ligasyonu yapilarak pLA1L plazmidi
olusturulmugtur. (Sekil 4.1)

pLAIL plazmidini alan E. coli kolonilerinin segimi amactyla ligasyon sivist
E. coli DH5a suguna CaCl, metoduna gore transforme edilmistir. pLA1L plazmidini
alan transformant bakteriler nce kati LB-Amp besi yerinde iiretilmis sonra likenaz
enzim aktivitesini test amaciyla da LB-Likenan-Agar plaklarina transfer
edilmislerdir. Likenaz aktivitesine sahip pLA1L plazmidini tagtyan koloniler Kongo-
Red boyamastyla belirlenmislerdir. (Sekil 4.4)
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Sekil 4.4. E. coli igerisindeki pLAIL plazmidinin likenanh besi yerinde likenaz
enzim aktivitesinin belirlenmesi

Bu kolonilerden ¢ikarilan pLAIL plazmidi HindIIl ve BamHI enzimleriyle
kesilip %0.8 w/v’lik agaroz jelde incelendiginde beklenildigi gibi biri yaklagik 9 kb
buyikliginde olan pLAl plazmidi (geride kalan bant) ile digeri 1840 bg
buyiikligiindeki likenaz gen insértii (6ndeki bant) olmak iizere iki adet DNA bandi
gozlenmistir. (Sekil 4.2-Siitun 4)

4.1.2. Rekombinant pLA1L Plazmdinin Lactobacillus acidophilus’a Aktarilmas:

Rekombinant pLAIL plazmidinin L. acidophilus’a aktanlmasinda degisik
elektrotransformasyon protokolleri (Metod 3.2.11.1 ve 3.2.11.2) uygulanmgtir.
Plazmidi alan tek bir koloninin bile kaybedilmemesi igin elektrotransformasyon
sonrasinda 37°C’de 2-3 saat iiretilen hiicre kiiltiirii 7.5pug/ml ampisilin igeren sivi ve
katt MRS besi ortammna ekilerek 48 saat inkibe edilmistir. Ancak yapilan
transformasyonlar sonunda antibiyotik igeren sivi ve kati besi yerlerinde bakteri

geligimi gézlenmemigtir.

4.1.3. Streptococcus thermophilus Bakterisine Likenaz Geninin Aktariimas:

Likenaz  genini  (B(1,3-1,4)-glukanaz) iceren TLIR  plazmidini
(pPTRW10+likenaz geni) tasiyan E. coli bakterisinin likenanl (%0.1 w/v) katt M17
besi yerinde Kongo-Red boyamastyla likenaz aktivitesi test edilmis ve bu kolonilerin
likenaz aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. (Sekil 4.5)
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Sekil 4.5. £. coli/ TL1R nin likenanh plaklarda Kongo-Red boyamast sonuglari

Likenaz enzim aktivitesi gosteren bakteriden TLIR plazmidinin izolasyonu
yapildiktan sonra S. thermophilus FI8976 susuna aktarilmasinda degisik
elektrotransformasyon protokolleri (Metod 3.2.12.1 ve 3.2.12.2) uygulanmigtir. {1k
elekirotransformasyon protokoliiniin (Metod 3.2.12.1) uygulanmasindan sonra 2.5
pg/ml eritromisin  antibiyotigini igeren sivi besi yerinde bakteri gelisimi
gozlenmezken L. acidophilus bakterilerine gen transferinde  kullamilan
elektrotransformasyon protokolii (Metod 3.2.11.1) ve besi yeri olarak da M17
kullamldiginda S. thermophilus bakterisine elektrotransformasyonu sonrasinda ayni
miktarda eritromisin antibiyotigi (TLIR plazmidi iizerinde eritromisin direng geni
bulundugundan) igeren besi yerinde bakteri geligimi gézlenmistir.

Daha sonra ireyen rekombinant (S. thermophilus FI8976/TLIR) ve orijinal (S.
thermophilus F18976) bakteriler M17-Agar ve M17-Agar-Eritromisin besi yerine
transfer edilmislerdir. Orijinal ve rekombinant bakteriler antibiyotiksiz kati besi
yerinde irerlerken eritromisinli kat1 besi yerinde yalmz rekombinant bakterilerde
ureme gozlenmistir. (Sekil 4.6. A, B) Bu da S. thermophilus F18976 bakterisine
TLIR plazmidinin aktarildigim dogrulamugtir.

Aym rekombinant bakterilerin likenaz aktivitesi tagidiginin tespiti igin ise,
likenan igeren (%0.1 w/v) katt M17 besi yerine orijinal (kontrol) ve rekombinant
bakteriler transfer edilmiglerdir. Kongo-Red boyamasi sonucunda sadece
rekombinant bakterilerin likenaz aktivitesi gosterip zon olusturdugu gozlenmistir.
(Sekil 4.6.A)
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Aym iglem eritromisin antibiyotigi igeren M17-Likenan-Agar besi yerinde
tekrarlamig ve yalmizca S. thermophilus FI8976/TL1R nin bu besi yerinde ireyip
likenaz enzimi salgiladig1 gozlenmistir. (Sekil 4.6.B)

Bu sonuglar bize yapisinda eritromisin direng geni tagtyan TLIR plazmidinin
S. thermophilus F18976 bakterisinde basarili bir sekilde replike oldugunu ve bu
plazmid iizerinde bulunan S. bovis JB1 orijinli likenaz geninin de bu bakterilerce

eksprese edilerek iiretildigini gostermistir.

Le. lactis Le. lact
140371 10 111403

Sekil 4.6. A: M17-Likenan-Agar besi yerinde uireyen rekombinant (S. thermophilus
FI8976/TLIR ve L. lactis IL1403/TLIR) ve orijinal suslarin (S. thermophilus F18976
ve L. lactis TL.1403) Kongo-Red boyamasi ile likenaz aktivitesinin belirlenmesi, B:
M17-likenan-Agar-Eritromisin besi yerinde ureyen rekombinant suslarin Kongo-Red
boyamasi ile likenaz aktivitesinin belirlenmesi

4.1.4. Lactococcus lactis Bakterisine Likenaz Geninin Aktariimas:

L. lactis L1403 susuna Likenaz genini igeren TLIR plazmidinin
aktarilmasinda  verilen elektrotransformasyon  protokolii (Metod  3.2.13)
uygulanmistir, Elektrotransformasyon  sonrasinda 2.5 pg/ml  eritromisin
antibiyotigini igeren sivi besi yerinde lireme gozlenmigtir.

Rekombinant (L. Jactis IL1403/TLIR) ve orijinal (L. lactis TL1403) bakteriler
antibiyotiksiz kat1 M17 besi yerinde irerlerken eritromisin antibiyotigi igeren besi

yerinde sadece bu antibiyotige direngli olan rekombinant bakteriler uremiglerdir.
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Rekombinant bakteride likenaz aktivitesinin tespiti i¢in yine eritromisin
antibiyotigi igeren veya igermeyen likenanli kati M17 besi yerlerinde Kongo-Red
boyamasi yapilmigtir. Rekombinant bakteride likenaz aktivitesi gozlenirken orijinal
susta aktivite goralmemistir. (Sekil 4.6.A ve B) Yine orijinal bakteriler eritromisinli
besi yerinde iiremezken rekombinantlar tremislerdir.

Bu sonuglar da TLIR plazmidinin elektrotransformasyonla L. lactis 1L1403
susuna aktarildiginin ve tasihig S. bovis JBI orijinli Likenaz geninin bu bakterice

eksprese edilerek iretildiginin agik bir kaniti olmusgtur.

4.1.5. Rekombinant Bakterilerin SDS-Likenan-PAGE’de Likenaz Aktivitesi
Tayini ve SDS-PAGE’de Toplam Proteinleri Bakimindan incelenmesi

E. coli/pL1Hc sonikasyon proteinleri, . thermophilus  FI8976/TLIR
sonikasyon ve siipernatant proteinleri ile 7. lactis IL1403/TLIR sonikasyon ve
supernatant  proteinleri  SDS-Likenan-PAGE’de  likenaz enzim aktiviteleri
bakimindan kargilagtinlmiglardir. £, coli/pL1Hc sonikasyon sivisina ait likenaz banti
(26 kDa) ile S. thermophilus FI8976/TL1R sonikasyon ve siipernatant sivisinda
gozlenen likenaz bantlanmin SDS-Likenan-PAGE’de aym molekiiler agirliga sahip
oldugunun  gériilmesi (aynt  hizada bulunmasi); likenaz enzimininin .
thermophilus’da hiicre igi ve hiicre digi (stipernatant) ortaminda bir proteolitik
pargalanmaya maruz kalmadan aktivitesini korudugunu gostermistir. (Sekil 4.7)
Ayrnica jele kontrol amagh olarak koyulan L. lactis IL1403/TLIR bakterisinin
slipernatantinda da yine bir proteoloitik par¢alanma olmadan diger bakterilerdeki (£.
coli ve S. thermophilus) likenaz banti ile aym seviyede bir molekiiler agirliga sahip
likenaz aktivitesi gozlenmistir. L. /actis TL1403/TL1R sonikasyon iriiniinde likenaz
bandinin gozlenmemesi ise sonikasyon sivisindaki enzim aktivitesinin az olmasinin

yanisira bizim gorintilleme sistemimizin yetersizli ginin de bir sonucu olmustur.
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Sekil 4.7. Degisik bakterilerin SDS-Likenan-PAGE’de likenaz aktivitesi bakimindan
kargilagtiriimasi
1: E. colilpL1Hc bakterisinin sonikasyon proteinleri, 2: S. thermophilus
FI8976/TL1R bakterisinin sonikasyon proteinleri, 3: S. thermophilus F18976/TL1R
bakterisinin siipernatant proteinleri, 4: L. lactis IL1403/TLIR bakterisinin
sonikasyon proteinleri, 5: L. Jactis 1L1403/TL1R bakterisinin siipernatant proteinleri
Ayrica aym omekler (E. coli/pL1Hc sonikasyon proteinleri, S. thermophilus
FI8976/TL1R sonikasyon ve siipernatant proteinleri ve L. lactis TL1403/TL1R
sonikasyon ve siipernatant proteinleri) SDS-PAGE’de toplam protein profilleri
bakimindan da incelenmigtir. (Sekil 4.8) Fakat bu jelde karsilagtinlan aym
bakterilere ait sonikasyon sivisi ve siipernatantlarda belirgin likenaz aktivitesinden

sorumlu bir protein bandina rastlanmamgtir.
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Sekil 4.8. Degisik bakterilere ait protein profillerinin SDS-PAGE’de kargilagtirilmasi
1: E. coli/pL1Hc bakterisinin sonikasyon proteinleri, 2: S. thermophilus
FI8976/TLIR bakterisinin sonikasyon proteinleri, 3: S. thermophilus F18976/TL1R
bakterisinin siipernatant proteinleri, 4: L. lactis IL1403/TLIR bakterisinin
sonikasyon proteinleri, 5: L. lactis IL1403/TL1R bakterisinin siipernatant proteinleri

Sonug olarak bu ¢aligma; L. lactis IL2661/TL1R suguna ait likenaz aktivitesinin
26 kDa biyikliginde oldugunun bildirilmesi (Ekinci, 1997b) ve SDS-Likenan-
PAGE jelde S. thermophilus FI8976/TL1R susuna ait siipernatant ve sonikasyon
stvisinda gozlenen likenaz aktivitesi ile L. lactis IL2661°e son derece benzer olan
kontrol olarak kullandifimiz L. /actis IL1403/TL1R susuna ait likenaz aktivitesinin
ayni molekiiler bityiiklitkkte (26 kDa) oldugunu géstermistir. Bu enzimin yeni susta

bir proteolitik pargalanmaya maruz kalmamasinin dogal bir sonucudur.
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4.2. Tartisma

Arpa gibi P-glukan’t yitksek yemlerin kanatlilar tarafindan sindirimini
kolaylagtirmak amaciyla bir bagirsak bakterisi olan L. acidophilus A-161 susuna bir
rumen bakterisi olan S. bovis JB1 suguna ait karigik baglt (mixed-linkage) $(1,3-1,4)-
glukanaz (likenaz) genini aktarmak ve bu enzimi kanath bagirsaginda uretecek bir
probiyotik bakterinin geligtirilmesi hedeflenmistir. Replikatif plazmidler tarafindan
kodlanan ézelliklerin antibiyotik gibi selektif basing uygulamama durumunda kararlt
olmamasi ve bakterilerin genelde bu plazmidleri kaybetmesi nedeniyle bu genin bir
entegratif vektor yardimiyla bakteri kromozomuna entegre edilmesi en uygun yol
olarak bildirilmigtir (Posno ve ark., 1991; Lin ve ark., 1996). Biz de bu ¢aligmada bir
E. coli vektori olan pBR325’¢ L. acidophilus’'un kromozomuna homolog
rekombinasyon saglayabilmek amaciyla L. acidophilus’un kromozomuna ait 3 kb’lik
EcoRI-EcoRI DNA pargasimi Cam' geni igerisine takarak pLA1 entegratif plazmidini
olugturduk. (Sekil 4.1) Daha sonra Ekinci ve ark. (1997a) tarafindan bir £. coli
vektorii olan pUC18’de klonlanan S. bovis JB1 orijinli 1,8 kb’hk likenaz geni,
olusturulan bu plazmidden (pL1Hc) HindIlI-BamHI enzimleriyle kesilip pLAl
vektoriiniin Tet' geni igerisine takilarak rekombinant pLAIL vektorii gelistirildi.
(Sekil 4.1)

Aym amagla, Lin ve ark. (1996), L. acidophilus ADH igin bir £. coli vektéri
olan pBluescript 11 SK+ plazmidine bu bakteriden 1,9 kb biyiikliigiinde HindIII-
HindHI kromozomal DNA pargasi takarak bir entegrasyon vektorii olugturmuslardir.
L. bulgaricus’a ait B-galaktosidaz geni 1,9 kb’hik bu DNA pargast igerisine Saul
bolgesine yerlestirilerek L. acidophilus ADH1in kromozomuna ¢ift nokta
rekombinasyonu (replacement rekombinayon) ile aktarilmig ve vektdriin
(pBluescriptll SK+) kromozoma entegre olmamasi saglanmigtir. Yine Scheirlinck ve
ark. (1989), B. stearothermophilus bakterisine ait a-amilaz ve Clostridium
thermocellum’a ait B-glukanaz genini L. plantarum 80’nin kromozomuna homolog
rekombinasyon (tek nokta) yolu ile vektorle birlikte aktarmiglardir.

pLAIL plazmidinin elektrotransformasyonla L. acidophilus A-161 susuna
transformasyonu olayinda ise herhangi bir entegrasyon olayr ger¢eklesmemistir.

Elektrotransformasyon etkinligi aymi bakterinin degisik suslarina gore farkli
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olabilecegi gibi (O’sullivian ve Fitzgerald, 1999), kullanilan soliisyonlar, plazmidler
ve bakterilerin penisilin, lizozim, glisin gibi kimyasallarla muamelesi ile
elektrotransformasyon  parametreleri (akim, Q) de bunda etkili oldugu
diigiiniilmektedir (Wei ve ark., 1995).

Ayrica, entegratif plazmidlerin, replikatif plazmidlere oranla transformant
bakteri olusturma etkenligi de en az 100 kat daha diigiktiir (Ozcan, 2001). pLAIL
plazmidini alan herhangi bir L. acidophilus bakterisine rastlanmamasinin bir nedeni
de muhtemelen bu durumdur. L. acidophilus A-161 sugunda replike olabilen bir
replikasyon vektorii ile elektrotransformasyon sartlarinin yeniden optimize edilmesi
ve bu yeni sartlarda pLAIL plazmidinin transformasyonunun denenmesi
gerekecektir.

Pelet yemlere katilmak iizere sicakliga direngli probiyotik gelistirme
cabalarimizin diger bir sonucu olarak; Ekinci ve ark. (1997a) tarafindan pTRW10’da
(E. coli | Streptococcus mekik vektorii) klonlanan rumen orijinli S. bovis JB1
bakterisine ait B(1,3-1,4)-glukanaz geni burada ilk kez S. thermophilus F18976
susuna aktarilarak Likenaz enziminin bu bakterice uretimi gergeklestirilmistir.
Olusturulan bu rekombinant probiyotik bakterinin kanatli bagirsaginda kolonize
olmayacag fakat arpa igeren kanatli pelet yemlerine katilmasi durumunda; peletleme
sicaklign olan 70-90°C’ye varan sicakliktan etkilenmeden varligimi koruyacag ve
kanatlt sindirim sistemine bir miktar enzim salgilayacagi diigiinilmektedir. Ya da
peletleme 6ncesi bakteri sitoplazmasinda bulunan ve sonikasyonla elde edilebilen
f(1,3-1,4)-glukanaz enziminin peletleme sonrasinda sitoplazmada korunacagi ve
tavuk bagirsaklarinda bakterilerin sindirim enzimleriyle pargalanmasi ile ortama
yayilarak B-glukanlari pargalayacagi tahmin edilmektedir. Cinkii S. thermophilus
FIB976/TLIR  susunun B(1,3-1,4)-glukanaz enzimini biyik olgide disan
salgilamasina ragmen o6nemli miktarda sitoplazmasinda bulundurdugu hiicrelerin
sonikatorle pargalanip  SDS-Likenan-PAGE  jellerde incelenmesiyle ortaya
gikanlmistir. (Sekil 4.7-Siitun 2)

S. thermophilus FI8976/TLIR susuna ait B(1,3-1,4)-glukanaz aktivitesinin
SDS-Likenan-PAGE jellerde E. coli/pL1Hc ve L. lactis IL1403/TLIR ile
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kargilagtinlmasi sonucu aym molekiiler agirlikta (26 kDa) oldugu ve hiicrelerin .
coli ve L. lactis IL1403 bakterilerinde oldugu gibi herhangi bir proteolitik
pargalanmaya maruz kalmadifinin en 6nemli gostergesi olmugtur. (Sekil 4.7) Cunki
Ekinci ve ark. (1997a) TLIR plazmidini L. lactis TL1403’in gok yakin genetik
benzeri olan L. lactis 1L.2661’e aktararak eksprese etmisler ve SDS-Likenan-PAGE
Jellerde bu enzimin molekiiler agirligin 26 kDa olarak belirlemislerdir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuglar

1.

L. acidophilus A-161 susunun kromozomuna homolog rekombinasyonla entegre
olacak B(1,3-1,4)-glukanaz (Likenaz) geni tastyan bir vektor (pLA1L)
geligtirilmistir: 3 kb buyiklugtndeki L. acidophilus A-161 suguna ait EcoRI-
EcoRI kromozomal DNA fragmenti aym enzimle kesilen E. coli pBR325
plazmidinin Cam" geni igerisine yerlestirilerek 6nce pLA1 entegrasyon vektorii
olusturulmus, sonra da bu vektdriin Tet" geni igerisine S. hovis orijinli B(1,3-1,4)-
glukanaz (Likenaz) geni tasiyan HindllI-BamHI DNA fragmenti takilarak
pLAIL plazmidi geligtirilmigtir. Fakat pLA1L plazmidi elektrotransformasyonla
L. acidophilus A-161 bakterisinin kromozomuna entegre edilememistir.

S. bovis IB1’den E. colilStreptococcus mekik vektorii olan pTRW10’a
klonlanarak olusturulan B(1,3-1,4)-glukanaz genini tagiyan TLIR vektorii (Ekinci
ve ark., 1997a) ilk kez S. thermophilus FI8976 susuna aktarilarak bu bakterice
B(1,3-1,4)-glukanaz enziminin tiretimi saglanmgtir.

TLIR plazmidi L. lactis TL1403 bakterisine aktarilarak iretilen B(1,3-1,4)-
glukanaz enzimi S. thermophilus FI8976/TLIR bakterisinden elde edilen enzimle
kargilagtirilmis ve sonugta bu enzimin 26 kDa molekiiler agirlikta oldugu ve S.
thermophilus  F18976°da  proteolitik bir pargalanmaya maruz kalmadip

bulunmugtur.

5.2. Oneriler

1.

pLAIL plazmidinin L. acidophilus A-161 bakterisine aktariimasi igin bu
bakteriye ait bir replikatif plazmid bulunarak elektrotransformasyon
parametrelerinin optimize edilmesi ve bu yeni sartlarda pLAI1L plazmidinin /..
acidophilus ~ A-161 susuna  elektrotransformasyonunun  aragtirilmasi
gerekmektedir.

S. thermophilus FI8976/TLIR bakterisine ait sitoplazmik B(1,3-1,4)-glukanaz
enziminin bakterilerin  70-90°C sicaklikta degisik siirelerde inkiibasyonu

sonrasinda sonikasyonla hiicrelerin pargalanmast sonrasinda aktivitesinin tayin
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edilmesi ve enzimin hiicre iginde peletleme sicakligindan etkilenip
etkilenmediginin aragtirilmasi yerinde olacaktir.

3. B(1,3-14)-glukanaz geninin ekmek mayasi Saccharomyces cerevisiae’ye
aktarilarak olusturulacak rekombinant mayamn arpa igeren kanath yemlerine
dogrudan katilmasinin yararliligmm arastiriimasi ve ayni mayanin biracilik

sanayi igin potansiyelinin test edilmesi 6nerilebilir.
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OZGECMIS

1976 yilinda Osmaniye’nin Kadirli ilgesinde dogdum. ilk dgrenimimi 1987
yihinda Adana’da, orta 6grenimimi 1990 yilinda Sanliurfa’da ve lise 6grenimimi
1993 yilinda Adana’da tamamladim. Aym yil Cukurova Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Bolimii’nde yiiksek 6grenimime baglayarak 1997 yilinda
bu bélimden mezun oldum. 1999 yilinda aym iniversitenin Fen Bilimleri
Enstitusi’niin Zootekni Bolimi’niin Biyometri-Genetik Anabilim Dali'nda agmig
oldugu Aragtirma Gorevliligi smavimi bagararak bu birimde calismaya bagladim.

Halen aym gorevi yiiritmekteyim.
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EKLER
1.1, Besi Ortamlari i¢in Antibiyotiklerin Hazirlanmas:

a) Ampisilin (25 mg/ml)

Istenen hacim igin gereken miktar Ampisilin dikkatli bir sekilde tartilir, saf
suda ¢oziilir, bakteriyel filtreden (0.2 um) gegirilerek steril bir sekilde ependorf
tuplere paylastinilir ve ~20°C’de saklanir. Besi ortamlarina 35-50 ug/ml olacak
sekilde ilave edilir.

Ampisilin, penisilin tirevi bir madde olup hiicre duvan sentezlenmesine
engel olarak bakterinin 6limine neden olur. Direngli bakteriler tarafindan
sentezlenen B-lactamaz, antibiyotigin B-lactam halkasim kopartarak inaktive eder.

b) Tetrasiklin (12.5 mg/ml)

Etanol/saf su (1/2 v/v) kangiminda 12.5 mg/ml olacak sekilde tetrasiklin
hidroklorid ¢oziilir ve ependorflara paylastirilarak -20°C°de saklanir. Tetrasiklin
1s1a hassas oldugu igin karanlik bir ortamda veya aliminyum folyoya sarlarak
saklanmalidir. Besi ortamlanina 12.5-15 pg/ml olacak gekilde ilave edilir.
Magnezyum iyonlari tetrasiklin igin kuvvetli bir inhibitsr madde oldugundan,
tetrasiklin direngli bakteri segimlerinde magnezyum igermeyen besi ortamlari (rn.
LB) kullanilmalidir.

Tetrasiklin, ribozomlarin 30S’lik birimlerine baglanarak bakteriyel protein
sentezini onler. Direngli bakterilerin irettigi bir protein hiicre zarini modifiye ederek
antibiyotigin hiicre igine alinmasini 6nler.

¢) Kloramfenikol (34 mg/ml)

Mutlak (% 100) alkol iginde 34 mg/ml olacak sekilde hazirlanir ve -20°C°de
saklanir. Besi ortamlarina plazmid amplifikasyonu igin 170 ug/ml, direngli bakteri
segimi ise 30 ug/ml olacak sekilde ilave edilir.

Kloramfenikol, ribozomlarin 50S’lik birimlerine baglanarak peptid bag
olugumunu 6nler. Direng geninin kodladig acetiltransferaz, antibiyotigi asetile eder

ve inaktif hale gelmesini saglar.

76



d) Eritromisin (10 mg/ml)
%350 etanol/saf su kanigiminda 10 mg/ml olacak sekilde eritromisin ¢oziiliir

ve ependorflara paylastinlarak -20°C’de saklanir.

1.2.  RNaz (10 mg/ml)

Hazirlamak istenen hacim igin gereken miktar RNaz dikkatli bir gekilde
tartithr ve 10 mM Tris.Cl (pH 7.5) ve 15 mM NaCl igeren RNaz soliisyonunda
gozilir. Daha sonra su banyosunda 100 °C’de 15 dakika tutulur (Dnaz aktivitesini
gidermek igin), oda sicakliginda sogutulur ve ependorflara paylastirilarak -20°C’de

saklanir.

1.3. Lizozim Soliisyonu (5 mg/ml)

50 mM Gliikoz
50 mM Tris-HCl pH 8.0
50 mM EDTA pH 8.0

Once, 25 ml 1 M glikoz hazirlanir ve filtreden gegirilerek stok olarak
saklanir. [stenilen hacimdeki soliisyon igin gerekli Tris, EDTA ve Glukoz hesaplanir,
stoklardan ahmir ve tzeri steril saf su ile tamamlanarak buzdolabinda saklanir.
Kullanilacagi zaman istenen hacimde soliisyon alimir, 5 mg/ml olacak sekilde
liyofilize lizozim tartilir, iyice vortekslenir ve kullanilincaya kadar buz tzerinde
tutulur. Bu soliisyonun her zaman taze olarak hazirlanmasi gerektiginden varsa

fazlasi atilir.
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