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NO hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar acisindan 6nemli islevleri bulunan bir
molekuldir. Bu nedenle farkli organizmalar tarafindan retilen NO’in endistri ve saglik
koruma agisindan biyoteknolojik ve tibbi uygulama alanlarinin aydinlatilmasi ve gelistirilmesi

blylk dnem tasimaktadir.

Bu arastirmada, nitrik oksit (NO) olusturma yetenegine sahip Lactobacillus plantarum (S1b,
T119, Z1, Z2, Z3), Pediococcus acidilactici (S2, S3, Sla) ve Leuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicum (P2, P10) trlerine ait 10 adet laktik asit bakterisi kullanilarak, nitrik oksit
sintaz (NOS) enzimiyle NO uretimini saglayan genlerin belirlenmesi tzerinde durulmustur.
NO uretiminde etkili olan bu mekanizmanin yani sira laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan
uretilen NO aracihgiyla, gidalarda biyojen amin olusumunun engellenmesi de irdelenmistir.
Bu hedefe yonelik olarak gerceklestirilen calismalarin ilk asamasinda LAB’nin NO (retim
miktarlarina depolamanin etkisi belirlenmistir. Uzun siire depolamanin etkisiyle tim suslarin
NO dretimlerinde azalma meydana gelmis, NO en yuksek miktarda Pediococcus acidilactici
S2 (15,058 uM), en distik miktarda L. plantarum Z3 (2,877 uM) tarafindan tretilmistir.

Nitrati substrat olarak kullanarak nitrat rediktaz tizerinden NO Gretimi gerceklestiren suslari,
NOS enzimi ile Gretim yapan suslardan ayirabilmek amaciyla NOS engelleme denemeleri
gerceklestirilmistir. NOS enziminin engellenmesinde N®-metil-L- arjinin  (L-NMA)
kullaniimigtir. Deneme sonucunda, 500 uM’lik L-NMA bilesiginin 5 susun (S1b, T119, Z1,



Z2, Z3) NO duretimlerini %40’ n (izerinde azalttigl belirlenmistir. Buna ilaveten suslarin NOS

enzim aktiviteleri de incelenmistir.

NOS gen bolgesinin saptanmasi amaciyla uygun primer ciftleri (6 adet) kullanilarak, suslara
ait genomik DNA’da PZR gerceklestirilmistir. PZR islemi sonucu elde edilen PZR urinleri
agaroz jel elektroforezinde incelenmistir. Ancak yapilan denemeler sonucunda genomik
DNA’da NOS geni belirlenememistir. NOS genine ait bilginin plazmit DNA’da
bulunabilecegi varsayimindan hareketle bundan sonraki calismalar, bu konu uzerinde
yogunlastirilmistir. Yapilan denemeler sonucunda plazmit DNA’da da NOS gen bdlgesi

belirlenememistir.

NO’nun biyojen amin olusumu Uzerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla 6ncelikle cesitli
uriinlerden izole edilen LAB’nin biyojen amin olusturma o6zellikleri nitel ve nicel olarak
belirlenmistir. Biyojen amin Ureten LAB ile NO olusturma yetenegine sahip LAB, biyojen
aminlerin 6nclli olan amino asitleri iceren MRS sivi besiyerinde bir arada Uretilmistir.
Inkiibasyondan sonra suslarin biyojen amin tretimlerinde meydana gelen degisimler HPLC
ile saptanmigtir. Calismanin sonucunda NO (reticisi Lactobacillus plantarum T119 susunun,
A-09 susunun olusturdugu triptamin, p-fenil etilamin, kadaverin, histamin ve tiramin
miktarlarinda 6nemli diizeyde azalmaya yol actigi belirlenmistir. Ancak NO, putresin Gretimi
uzerinde etkili olmamistir. NO {Ureticisi Pediococcus acidilactici S2 ise A-09’un triptamin,

kadaverin, histamin ve tiramin Gretimlerini azaltmistir.

Anahtar Kelimeler: Nitrik oksit, laktik asit bakterileri, nitrik oksit sintaz, biyojen amin.

2010, 100 sayfa



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

THE DETERMINATION OF NO PRODUCTION BY LACTIC ACID BACTERIA
AND ITS EFFECTS ON FORMING BIOGENIC AMINE

Suleyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Food Engineering Department

Supervisor: Prof.Dr. Aynur Gul KARAHAN

Nitric oxide (NO) is a molecule which has important functions for animals, plants and
microorganisms. It is very important that NO production from various microorganisms
regarding to its industrial and health protective properties should be elucidated and developed

for biotechnological and medical application areas.

In this study, 10 NO producing lactic acid bacteria belong to Lactobacillus plantarum (S1b,
T119, Z1, Z2, Z3), Pediococcus acidilactici (S2, S3, Sla) and Leuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicum (P2, P10) were used to determine the genes that produce NO with nitric
oxide synthase enzyme. Inhibition of biogenic amine formation via NO producing lactic acid
bacteria (LAB) was also considered as well as the efficient mechanism of NO production. In
this concept, the first step of the study was to determine the effects of storage on quantity of
NO production by LAB. NO production of all strains decreased after a long term storage;
Pediococcus acidilactici S2 (15,058 uM) produced the highest quantity, whereas L.
plantarum Z3 (2,877 uM) produced the lowest amount.

NOS inhibition experiments were carried out to differ NO producing strains via nitrate
reductase which uses nitrate as substrate, from strains using NOS enzyme. N®-methyl-L-
arginine (L-NMA) was used for inhibition of NOS enzyme. At the end of the trial, it was
determined that 500 uM L-NMA substance caused over 40% reduction in NO production of 5
strain (S1b, T119, Z1, Z2, Z3). Furthermore, NOS enzyme activities of strains were also

investigated.



PCR was carried out for genomic DNA of strains using appropriate 6 primer pairs to
determine NOS gene region. PCR products obtained from PCR application were investigated
using agarose gel electrophoresis. However, after trials NOS gene in genomic DNA was not
determined. It was hypothesised that NOS gene could be coded in plasmid DNA, and the
research was directed towards plasmid DNA. As a result of the trials NOS gene area was not

determined in plasmid DNA.

Biogenic amine formation properties of LAB isolated from various products were determined
qualitatively and quantitatively to demonstrate the effects of NO on formation of biogenic
amines. Biogenic amine producing LAB and NO producing LAB were grown in MRS broth
medium which had precursor amino acids of biogenic amines. After incubation the variations
in biogenic amine production of strains were determined using HPLC. As a result of the study
the quantities of tryptamine, B-phenyl ethylamine, cadaverine, histamine and tryptamine
produced by A-09 strain were significantly lowered by NO producer Lactobacillus plantarum
T119. However, NO did not show any significant effect on putrecin production. NO producer
Pediococcus acidilactici S2 reduced tryptamine, cadaverine, histamine and tyramine produced
by A-09.

Key Words: Nitric oxide, lactic acid bacteria, nitric oxide synthase, biogenic amine.
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1. GIRIS

Kigik molekil agirlikli, heterodiatomik molekilli, degisken ve oldukca reaktif bir
gaz olan nitrik oksit (NO), son zamanlara kadar cevre kirliligine yol agmasi nedeni
ile istenmeyen ve potansiyel karsinojen olarak kabul edilen bir bilesiktir (Aladag vd.,
2000; Karahan vd., 2005). Ancak NO yararli etkileri ile de blylk énem tasimaktadir.
NO’in insan saghgi tizerinde olumlu etkilerinin bulundugu tespit edilmistir (Burgner
et al., 1999). Daha 6nce endotel kaynakli gevseme etkeni olarak bildirilen maddenin
NO oldugunun belirlenmesi ile beraber NO, bilimsel calismalarin odagi haline
gelmistir (Aladag vd., 2000). NO’in L-arjininden sentezlendigi belirlenmis ve NO
sentezini gerceklestiren enzime nitrik oksit sintaz (NOS) adi verilmistir (Ignarro et
al.,1987; Palmer et al., 1987; Cekmen vd., 2001). Yine benzer calismalarda, damar
endotelinden, endotel kaynakli gevseme faktorii (James, 1995; Palmer et al., 1987)
ve noronal mesaj molekill olarak (Garthwaite, 1991) tanimlanmasi sonucu NO’in
fizyolojik islemlerdeki énemi anlasiimistir. NO, mesaj molekill olarak ve hiicre
faaliyetlerinin duzenlenmesindeki 6nemli roli nedeniyle 1992 vyilinda *“yilin
molekilu™ olarak segilmistir (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987; Culotta and
Kushland, 1992; Aladag vd., 2000; Alderton et al., 2001).

NO, hemen hemen her hicre tarafindan Gretilmekte ve her hiicre tzerine etkinlik
gostermektedir. Bu nedenle, NO genel araci bir molekildiir. insan viicudunda diger
serbest oksijen radikalleri her konsantrasyonda zararli iken, NO dlslk
konsantrasyonlarda kan basinct ve sindirim sisteminin dizenlenmesinden 6zgul
olmayan immuniteye kadar birgok dnemli fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir (Aladag vd., 2000). NO, ayrica, sinyal iletim mekanizmasinin
molekdiler bileseni olarak, diz kas tonusunun kontrolliinde, hiicre cogalmasi ve
birbirine tutunmasinda, platelet aktivasyonunda, kalpte ve iskelet kaslarinda, gic
uretiminde, solunumda, sinir iletiminde, hormon salgilanmasinda, iyon
aktivasyonunda, programlanmis hiicre 6liimiinde, transkripsiyonel mekanizmalarda,
infeksiyonlara karsl konak¢i savunmasinda (Anonymous, 1993; Burgner et al., 1999;
Mancinelli and McKay, 1983; Nathan, 1995; Nathan and Xie, 1994; Schmidt and
Walter, 1994; Stamler, 1994; Stamler et al., 1997; Stuehr et al., 2005), solunum



sistemi islevlerinde (Gimusel vd., 2001) ve timor hicrelerine karsi korunma
mekanizmasinda gorev almaktadir (Burgner et al., 1999). Ancak, bazi kaynaklarda
uygunsuz yerde ve asiri miktarda dretildiginde bircok patolojik durumun ortaya
citkmasina neden olabilecegi de belirtilmektedir (Aladag vd., 2000; Stuehr et al.,
2005). Ayni zamanda NO’in antimikrobiyel etkiye sahip oldugu da ifade
edilmektedir (Burgner et al., 1999; Gumusel vd., 2001). NO’in fungus, parazitler ve
Mycobacterium tuberculosis’i iceren cesitli bakteriler (Gzerinde oldlrici veya
gelisimi engelleyici etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Viral replikasyonu 6nlemede
ve cesitli patojenlerin yok edilmesinde de benzer etkiye sahiptir (Glimusel vd.,
2001).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, bitkilerin de NO Uretimini katalizleyen NOS benzeri
enzimler olusturdugunu gostermistir (Ninnemann and Maier, 1996). immunolojik
calismalar sonucunda NOS’in bitki sitosollarinda (Magalhaes et al., 2000),
peroksizomlarinda (Barroso et al.,, 1999) ve Kloroplastlarda yer alabildigi
belirlenmistir (Pedroso et al., 2000a). Bunlarin yani sira NO, bitki buyime ve
gelisiminde (Leshem and Harmaty, 1996), programlanmis hicre 6liminde (Pedroso
et al., 2000b), sinyal iletim mekanizmasinda (Leshem and Harmaty, 1996; Noritake
et al., 1996) ve hastalik direncinin olusumunda da goérev almaktadir (Doke et al.,
1996; Durner et al., 1999; Hausladen and Stamler, 1998).

NOS’in savunmayla iligkili olan genlerin indiksiyonunu tetikledigi ve bu sekilde
titun bitkisini viral enfeksiyonlardan korudugu belirlenmistir (Durner et al., 1999).
Bitkilerde NO’in sinyal iletim mekanizmasi memelilerdeki mekanizma ile ayni
olmakla birlikte, memeli genleriyle benzerlik gosteren bir bitki NOS geni heniz

klonlanmamistir (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Bunun yani sira birkac bitki ve alg tirinin karanlkta nitrat ya da nitritten NO
olusturdugu da bildirilmistir. Nitrat rediiktaz ile kontrolsiiz olarak Uretilen NO’in
ayni zamanda hticresel metabolizmanin bozulmasina yol acan sitotoksik bir molekdl

olarak gorev yapabilecegi de disunulmektedir (Sakihama et al., 2002).



Dogal dengenin saglanmasinda 6nemli gorevler Ustlenen mikroorganizmalar ise
nitrat reduksiyonu iz yolu ile NO uretmektedir. NO, denitrifikasyon, anaerobik
amonyak oksidasyonunun (anammoks) bir yan Granuddr (Ye and Thomas, 2001).
Denitrifikasyon iz yolunda meydana gelen reaksiyonlarla enerji kazanilmakta ve bu
enerji hiicre gelisimi igin kullaniimaktadir (Wrage et al., 2001).

Mikroorganizmalarin denitrifikasyon drinleri azot dongistne Onemli katkilar
saglarken, nitrat reduksiyonu ya da NOS araciligiyla NO olusumu da gida kalitesi ve
gida glvenligi acisindan blylk énem tasimaktadir. Nitrit ve nitratlardan kaynaklanan
cevre Kirlenmesi sonucunda bazi tarim Urtnlerinde nitrat birikimi gerceklesmektedir.
Nitratin gidalardan uzaklastirilmasi amacityla mikrobiyolojik ve iyon degisimi
yontemleri kullanilabilmesine ragmen, mikrobiyolojik denitrifikasyon segici nitelik
tasimasi ve %100’e ulasan basarili sonuclar nedeniyle tercih edilmektedir.
Mikrobiyel denitrifikasyonun gidalarda renk, aroma ve tat gelisimine de katkida

bulundugu ileri sirtlmektedir (Walkowiak-Tomczak, 2002).

Bunun yani sira, NO’in et trunleri Gretiminde nitrit ve nitrat kullanimina alternatif
olabilecegi ifade edilmektedir. Ozellikle gidalarda baslatici kiltiir olarak kullanilan
laktik asit bakterilerinin NO dretim kapasitesine sahip olmasi gida guvenligi ve
kalitesi acisindan 6nem tagimaktadir. Son zamanlarda, laktik asit bakterilerinin NO
uretimlerinin, et Grlnlerinde renk gelisimine etkisi Uzerinde durulmaktadir. Et
urtnleri Uretiminde istenilen et rengini olusturabilmesi ve et kalitesini muhafaza
etme acisindan faydali Ozellikleri nedeni ile yaygin olarak nitrit ve nitrat
kullaniimaktadir. Ancak nitrit ve nitrat dogal bilesikler degildir (Arihara et al., 1993;
Gokalp vd., 1997). NO (reten bakterilerin kahverengi metmiyoglobini parlak kirmizi
renk maddelerine donusttrdukleri, bdylece istenilen et renginin olusturulmasi ve
muhafazasinin saglanabilecegi yoniinde galismalar yapiimaktadir. Bunun yani sira bu
katkilarin gidalarda karsinojenik etkili nitrozaminlere donlstligt belirlenmistir.
Tuketici tepkisine yol acan bu durum farkl seceneklerin aranmasini zorunlu kilmistir
(Arihara et al., 1993). Bu sekilde laktobasillerin ve NO Uretim yetenegine sahip diger
laktik asit bakterilerinin gidalarda baslatici kiltiir olarak kullanilmasi ile mikrobiyel
kaynakli NO’dan faydalanilmasi mimkin olacaktir (Arihara et al., 1993; Karahan

vd., 2005; Kart-Gindogdu vd., 2005). Ancak konu Uzerinde yeterli arastirma
3



bulunmamakta, laktik asit bakterilerinin NO olusturma &zelliklerinin genetik
determinantlarinin belirlenmesi ve NO (retim kapasitelerinin gelistirilmesine yonelik

calismalarin yapilmasi 6nem tasimaktadir.

Bunlarin yani sira son zamanlarda yapilan bazi calismalar sonucunda, insan
vicudunda tiimér olusumunu tesvik eden biyojen amin sentezinin NO tarafindan
baskilandigi belirlenmistir (Baydoun and Morgan 1998; Bauer vd. 1999). Biyojen
amin igerigi ¢cogu gida uriiniinde gida kalitesi ve insan sagligl acisindan blyik 6nem
tasimaktadir. Gidalarda gesitli bakteriler tarafindan olusturulan biyojen aminler insan
saghigini olumsuz yonde etkilemekte ve 6zellikle fermente Grlnlerin biyojen amin
icerikleri Gzerine cok sayida arastirma yapilmaktadir. Ancak bazi ¢alismalarla memeli
hicrelerinde ve in vitro kosullarda biyojen amin olusumunun NO tarafindan
engellendiginin belirlenmesine ragmen, gidalarda biyojen amin olusumu (izerine
NO’in etkilerini belirleyen herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Ayrica saglikh
gidalara olan talebin artmasi gida sanayisinde yeni kesifleri ve yeni Urin
gelistirilmesini tesvik etmektedir. Bu nedenlerle gidalarda baslatici kultir olarak
kullanilan laktik asit bakterilerinin NO dretim kapasitesine sahip olmasi, gida
guvenligi ve kalitesi acisindan ayrica deger tasimaktadir. Dolayisiyla bakteriyel NO-
gida ve gida-saglik etkilesiminin farkh boyutlarinin incelenmesi 6nemli bir
gereksinimdir ve bakteriyel NO sentezi yoluyla gida kalitesinin artirilabilme

olanaklar1 6nem kazanmaktadir.

Bu 6zellikler dikkate alinarak ileride ¢esitli amagclarla kulanilmak (izere ylksek lisans
tez calismasi esnasinda izole edilen laktik asit bakterileri materyal olarak
kullaniimistir. izole edilen bu bakterilerin nitrik oksit olusturma yeteneklerinden
yararlanabilme olanaklarini belirlemek amaciyla 6ncelikle LAB’nin NO (retim
miktarlarina depolamanin etkisi belirlenmistir. Calismanin ikinci asamasinda ise NO
uretiminde etkili olan mekanizmanin belirlenmesi amaciyla NOS engelleme
denemeleri gerceklestirilmistir. NOS enziminin engellenmesinde N®-methyl-L-
arginine (L-NMA) kullaniimistir. Buna ilaveten suslarin NOS enzim aktiviteleri de

belirlenmistir.



Calismanin diger asamasinda ise NOS enzimiyle NO dretimini saglayan genlerin
belirlenmesi zerinde durulmustur. NOS gen bdélgesinin saptanmasi amaciyla uygun
primer ciftleri (6 adet) kullanilarak, suslara ait genomik DNA’da PZR islemi
gerceklestirilmistir. Ayrica NOS genine ait bilginin plazmit DNA’da bulunabilecegi
dustincesi ile calismalar, bu konu tzerinde yogunlastirilmistir. NO dreticisi LAB’nin

plazmit profilleri incelenmis ve plazmit DNA’da NOS gen bdlgesi aranmistir.

NO uretiminde etkili olan mekanizma ve gen bolgesinin arastirilmasinin yani sira
NO’in biyojen amin olusumu uzerine etkileri de incelenmistir. Bu amagla, dncelikle
cesitli Grtnlerden izole edilen LAB’nin biyojen amin olusturma 6zellikleri nitel ve
nicel olarak belirlenmistir. Biyojen amin reten LAB ile NO olusturma yetenegine
sahip LAB, biyojen aminlerin dnctli olan amino asitleri iceren MRS sivi besiyerinde
bir arada Uretilmistir. Inkiibasyondan sonra suslarin biyojen amin uretimlerinde

meydana gelen degisimler HPLC ile saptanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Nitrik Oksitin Yapisi ve Ozellikleri

NO, nitrik oksit veya azot monoksit olarak da adlandiriimaktadir (Cekmen vd., 2001)
ve ortam havasinda belli oranda yer alan atmosferik bir gazdir. NO sigara dumant,
egzoz gazi ve Kirli havada daha yogun olarak bulunmaktadir. Atmosferdeki
bakteriler, asit yagmurlari, jetler, baca gazlari, egzoz gazlari, tiiten sigaralar NO ve
diger reaktif oksijen tdrlerini Ureterek, hava Kirliligine neden olabilmektedirler.
Havadaki NO oksijenle oksitlenerek ¢ok kisa stirede NO, ve NOjs olusturmaktadir
(Aladag vd., 2000; Cekmen vd., 2001; Karahan vd., 2005).

Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NO, serbest radikal yapisinda olmasindan
dolayi yart 6mri ¢ok kisadir. NO lipofilik dzellikte olup, oksijensiz ortamda oldukca
stabildir (Aladag vd., 2000; Cekmen vd., 2001) ve suda ¢ozlinebilmektedir (Moncada
et al., 1997; Aladag vd., 2000). Dustik konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen
varliginda dahi stabilitesini koruyabilen NO, bilinen en disik molekul agirlikl,
reaktif (biyoaktif) memeli hiicresi sekresyon Grinidir. Disuk konsantrasyonlarda
iken NO toksik degildir (Cekmen vd., 2001) ve ¢ok dénemli fizyolojik islevlerin
gerceklesmesinde rol almaktadir (Moncada et al., 1997; Cekmen vd., 2001; Stuehr et
al., 2005).

NO’in acik formulinde yer alan ciftlenmemis olan elektronu, azot ve oksijen
atomlari Uzerinde yer degistirerek ‘rezonans stabilitesi’ saglamaktadir. NO,
alicilardan bagimsiz olarak membranlardan kolayca diffiize olabilir (Moncada et al.,
1997; Cekmen vd., 2001). Tum bu 6zellikleri NO’e ideal bir haberci molekil 6zelligi
kazandirmaktadir (Cekmen vd., 2001). Ayrica su ve oksijen varliginda, 3- 20 saniye

gibi kisa bir yar1 6mre sahiptir ve kolayca oksitlenmektedir.

Bunlarin yani sira NO bazi kosullarda, bir dizi azot oksitlerine (NO,, N,O3, N,O4 vb)
donlsebilmektedir (Moncada et al., 1997; Beckman et al., 1990; Aladag vd., 2000).

NO’in yani sira tekrar NO’e donUsebilen azot oksit metabolitleri, gucli azotlayici



etkenlerdir. Birincil ve ikincil aminlerden nitrozaminleri olustururlar. Nitrozaminler
potansiyel karsinojenik bilesiklerdir, cinki bu bilesikler DNA’da nitrozilasyon,
deaminasyon yapabilmektedirler. Dislk konsantrasyonlardaki NO’in hemoglobine
baglanma ilgisi oksijene nazaran oldukga yiksektir. Hemoglobin oksi formunda ise
NO’i 6nce nitrite ardindan nitrata oksitler. Dolayisiyla dolasimdaki oksihemoglobin
NO icin kuvvetli bir oksidandir. NO’ e karsi engelleyici olarak gérev yapmasi da

ayrica 6nem tasimaktadir (Cekmen vd., 2001).
2.2 Nitrik Oksitin Genel Etki Mekanizmasi

Hucreler arasi iletim mekanizmalarinda rol oynayan pek cok molekil (hormonlar,
norotransmitterler, buyume faktorleri vb.) bu etkilerini daha cok sitoplazma
membranindaki ¢zel proteinlere baglanarak, hiicre ici CAMP miktarini arttirmalari
yolu ile gerceklestirmektedirler. Buna karsin NO, dretildigi hiicreden disari ¢ikarak
dogrudan hedef hiicreye yonelmektedir. Sonucta NO, hedef molekiline baglanarak
dogrudan veya enzim aktivitesini degistirerek amaclanan etkiyi olusturmaktadir.
NO’in karakterize edilmis en 6nemli hedef molekilleri; demir, kikirt ve oksijen
tirevi yapilardir. Makrofajlardaki NO, timor hicresi ve mikroorganizmalardaki Fe-S
tastyan enzimleri nitrolayarak, antimikrobiyal ve antitimoral sitotoksik bir etki
gostermektedir. Ayrica NO’in timdor hucresindeki ribonukleotit rediktaz enzimini
inhibe ederek DNA sentezini engelleyebildigi de bilinmektedir. NO’in bir diger
hedefi ise sulfidril grubudur. NO, sulfidril grubu ile tepkimeye girerek S-
nitrozilasyon olayinda rol alabilmektedir ve plazminojen aktivatéri gibi bazi
enzimlerin katalitik islevlerini arttirabilmektedir. NO’in 6nemli bir diger hedefi de
bir oksijen radikali olan siiperoksit molekiiliidiir. NO ile O, nin tepkimesiyle olusan
peroksinitritten, azot dioksit ile hidroksil radikali olusabilmektedir. Yine NO’in
lipidler (zerine olan etkisiyle lipid peroksidasyonunun baglatildigi ve cesitli
peroksitlerin de retilebildigi bilinmektedir (Cekmen vd., 2001).



2.3 Memeli sistemlerinde NO

NO, memeli sistemlerinde hem sinyal hem de savunma mekanizmasinda rol aldigi
icin blylk 6nem tasimaktadir. Ayrica, membranlari kolay gecebilme yetenegi ve
yuksek reaktif yapisindan dolayr biyolojik olarak da Onemli olan serbest bir
radikaldir (Marletta, 1993). Pek cok organizmada NO, genellikle nitrik oksit sintaz
(NOS) adi verilen enzim grubu tarafindan, bir aminoasit olan L- arjinine ait bir
guanidin grubunun NO’e cevrilmesiyle Uretilmektedir (Marletta, 1993; Stuehr,
2004). Bu konuda giinimuze kadar kaydedilen calismalar, fizyolojik ve patolojik
islemlerdeki 6nemlerinden dolayi daha ¢cok memeli NOS (mMNOS) enzimleri tizerinde
yogunlasmistir (Marletta, 1993; Alderton et al.,, 2001). Dolayisiyla, Okaryotik
organizmalarda bu enzime ait, enzim yapisi, enzim 6zellikleri, katalitik mekanizma
ve NOS enzimine benzer olan yapilar pek ¢ok calismada ortaya konulmustur
(Alderton et al., 2001; Santolini et al., 2006).

2. 3. 1 Memeli nitrik oksit sintaz (MNOS) enzimlerinin genel yapisi

Memeli NOS enzimleri, homodimerik olan ve hem grubu iceren flavoproteinlerdir
(Alderton et al., 2001; Stuehr et al., 2001; 2004). Homodimer yapidaki bu
proteinlerin alt birimleri, ucglar “u” seklinde bukilmis olan ve beta kivrimi olarak
ifade edilen bir yapi igermektedirler (Mungrue et al., 2003). Memeli NOS
enzimlerinin bu dimer yapisinda, polipeptid yapinin hem amino ucu hem de
karboksil ucu yer almaktadir. Amino ucunun bulundugu bdlge oksijenaz aktif
bolgesi, karboksil ucunun yer aldigi bolge ise reduktaz aktif bolgesi olarak
bilinmektedir (Mungrue et al., 2003; Alderton et al., 2001; Mitchell et al., 2005).
Genel olarak, oksijenaz aktif bolgesi, hem grubu, L- arjinin baglanma bdlgesi, HsB
ve ¢inko baglanma bdlgelerini icermektedir. RedUktaz aktif bolgesi ise FMN (flavin
mono nikleotit), FAD (flavin adenin dintkleotit) ve NADPH (nikotinamid adenin
dintkleotit) kofaktorlerine bagh halde bulunmaktadir (Marletta, 1993; Stuehr et al.,
2001; Alderton et al., 2001).



Ayrica mNOS enzimleri, bu iki aktif bélge arasindaki elektron transferini kontrol
eden bir dizenleyici bolgeye sahiptir. Katalitik reaksiyonlar icin gerekli olan
elektronlar NADPH tarafindan saglanmaktadir ve rediktaz aktif bélgesindeki FMN
ve FAD kofaktorleri araciligiyla hem grubuna dogru aktarilmaktadir (Marletta 1993,;
Stuehr et al., 2001; Stuehr, 2004; Santolini et al., 2006).

2.3.1.1 Memeli Nitrik Oksit Sintaz (mNOS) izoenzimleri

NOS enzimi, memelilerde temel olarak iki izoform halinde olusturulmaktadir.
Bunlar, cNOS (constitutive: yapisal) ve eNOS izoformlaridir. cNOS izoformu ise,
nNOS ve iNOS olarak bilinen iki ayri izoformdan olusmaktadir. Genel olarak, iINOS
enzimi makfrofajlarda, nNOS enzimi noronlarda ve eNOS enzimi ise endotel
hlcrelerinde bulunmaktadir (Marletta, 1993; Moncada et al., 1997; Aladag vd.,
2000).

Sekil 2.1’de memeli izoformlarina ait genel enzim vyapilari sematik olarak
gosterilmektedir. Sekilde enzim kofaktorlerinin baglanma bolgeleri verilmistir
(Mungrue et al., 2003).

Sekil 2.1. Memeli NOS izoformlarina ait enzim yapilari (Mungrue et al., 2003).
9



2.4 Prokaryotik sistemlerde NO

Memelilerin aksine bakteriler tarafindan dretilen NO, genellikle azot déngusiinde bir
ara molekil olarak bilinmektedir. Ancak mikroorganizmalarda NO sentezi iki farkli
izyol Gzerinden gercgeklestirilmektedir. Bunlardan birincisi, oksidiatif (nitrifikasyon)
ya da reduktif (denitrifikasyon) iz yollari ile gerceklestirilen NO sentezi, ikincisi ise

L-arjinin iz yolu ile gerceklestirilen NO sentezidir.

Nitrifikasyon, NH4" ya da NHs’in NOs™ yoluyla NO;”’e oksidasyonu islemidir. Bu
tepkimeler Nitrobacteriaceae familyasinin Gyeleri tarafindan gerceklestirilir.
Denitrifikasyon ise NO3;’in  Njy’a kadar kademeli olarak indirgenmesi
tepkimelerinden olusur. Bu izyolunda yer alan tepkimeler, Pseudomonas, Bacillus,
Thiobacillus, Propionibacterium ve diger pek ¢ok bakteri cinsini iceren genis bir
mikroorganizma grubu tarafindan gerceklestirilir (Wrage et al., 2001). Bu
mikroorganizmalar denitrifiyerler olarak adlandirilir. Bazi Lactobacillus suslarinin
da nitrat ve nitriti anaerobik kosullarda indirgeyerek NO olusturdugu belirlenmistir
(Xu and Verstraete, 2001). Bu reaksiyonlari katalizleyen enzimler; nitrat rediktaz,
nitrit redliktaz, nitrik oksit rediktaz ve nitroz oksit rediktaz enzimleridir (Hochstein
and Tomlinson, 1988).

Mikroorganizmalarin oksidatif ya da rediktif izyollariyla NO biyosentezi pek ¢ok
calismada ayrintili olarak incelenmesine ragmen, L-arjininden NO sentezi hakkinda
yeterli bilgi bulunmamaktadir, ¢unki bakteriler L-arjinin metabolizmasi icin (re
dongusu ya da deiminaz izyollarina sahiptir (Sekil 2.2). Bu izyollarinda L-arjinin
arjinazla L-ornitin ve (reye ya da arjinin deiminazla (ADI) L-sitrullin ve amonyaga

dondstdralir (Chen and Rosazza, 1995).

o Arjinaz N
L-arjinin —_— L-ornitin+ Ure
L-arjinin + H,O _ADL_, [ sitrullin + NH;

Sekil 2.2. L-arjinin bozunma yollari (Liu et al., 1995).
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Diger taraftan bakterilerde L-arjininin, NOS enzimi ile L-sitrullin ve NO’e
donustraldigl belirlenmistir. Chen ve Rosazza (1994) ilk kez Nocardia cinsi bir
bakteriden NOS enzimini saflastirmislar ve saflastirilan bu enzim NOSyo. olarak
adlandirilmigtir.  Sekil 2.3’de  Nocardia sp.’de gerceklestirilen NO (retim

mekanizmasi verilmistir.

Sekil 2.3. L-arjininden NOSyq ile NO olusum iz yolu (Chen and Rosazza, 1995).

Bakteriyal NOS enzimi Uzerinde daha sonra yapilan calismalarda Lactobacillus
plantarum DSM 9842’nin de NOS enzimine sahip oldugu belirlenmis, ancak

arjininden NO sentezi arastiriimamistir (Adawi et al., 1997).

Morita vd., (1997) ise Lactobacillus fermentum IFO3956°nin dinlenme halindeki
hicrelerinin iz miktarda azot bulunan ortamda L-arjininden NO drettiklerini
belirlemistir. Nitrobenzende *°N ile zenginlestirme yoluyla gerceklestirilen
denemelerin sonucunda, L-arjininin bir ya da her iki terminal guanidino azotu bakteri
hiicreleri tarafindan *>NO’e donustrtlmiistiir. Memelilerde makrofaj NOS enzimi de
benzer bir mekanizma ile etkisini gostermektedir. Bu nedenle bakteriyel NOS
enzimlerinin memeli NOS enzimlerine benzer olabilecegi ileri strilmistir. Ancak
Xu ve Verstraete (2001) L-arjininden NO olusumunun direk olarak 6l¢tilmemesi ve
NOS inhibitér testinin uygulanmamasi nedeniyle N ile zenginlestirme
calismalarinin NOS enzimi ile NO olusturuldugunun kanitlanmasi agisindan yeterli
olmadigini ileri stirmustir. Bu hipotezi dogrulamak amaciyla yaptiklari ¢alismada,

alti adet L. fermentum ve L. plantarum susunu NO dretimi acisindan incelemis ve bu
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suslarda NOS enziminin bulunmadigl sonucuna varmiglardir. NO dretiminin MRS
sivi besiyerinde iz miktarda bulunan nitrattan gerceklestirildigi ve bu suslarin nitrat
rediiktaz aktivitesine sahip oldugu belirtilmistir. L-arjininden NO olusumunu ise; L-
arjinin deiminaz enzimi tarafindan éncelikle L-arjininin NH,"” e donisttirilmesi ve
daha sonra da nitrifikasyon tepkimesi sonucunda TON (total oxidised nitrogen)
bilesiginin acgiga c¢ikariimasina baglamislardir. Ancak her iki ¢alismada farkli suslar
kullaniimis olmasi, laktobasillerde NOS enzimi varhginin arastirilmasi gerektigi ve
elde edilecek Dbilgilerin bakteriyal sistemlerde gerceklesen NO (retim
mekanizmasinin ortaya daha iyi konulmasi agisindan 6nemli ipuglari verebilecegi

dusunulmektedir.

2.4.1 Bakteri Nitrik Oksit Sintaz (bNOS) Enzimlerinin Genel Yapisi ve
Ozellikleri

Bakterilerde varligi belirlenen NOS enzimleri islevsel veya yapisal agidan memeli
NOS (mNOS) enzimlerine benzememektedir (Bird et al., 2002). Ancak son
zamanlarda yapilan bazi calismalarda bu enzimlerin, oksijenaz aktif bolgelerinin
mNOS enzimi oksijenaz aktif bolgelerine benzerlik gosterdigi, bunun yani sira
mNOS enzimlerinden farkli olarak, rediktaz aktif bolgesinde ve kalmodulin
baglanma kisminda eksik bolgelerin bulundugu belirlenmistir (Chen and Rozassa,
1994; 1995). Nocardia’nin yani sira mNOS enzimlerine, bu proteinler agisindan
benzerlik gosteren bNOS enzimleri Bacillus subtilis, Bacillus anthracis, Bacillus
halodurans, Staphylococcus aureus, Deinococcus radiodurans, Geobacillus
stearothermophilus, Streptomyces turgidiscabies gibi bazi bakterilerde de tespit
edilmistir (Chartier and Couture, 2004; Midha et al., 2005; Sudhamsu and Crane,
2006). Ustelik, Streptomyces turgidiscabies bakterisinde bulunan NOS enziminin bir
bitki toksini olan thaxtominin inaktivasyonunda etkili oldugu ve D. radiodurans
NOS enziminin de triptofan olusum mekanizmasinda rol aldigi belirlenmistir (Kers
et al., 2004; Buddha et al., 2004a).

Bakteriyal NOS proteinleri, memelilerde benzer nitelikteki proteinlerden ¢cok daha

kicuk proteinlerdir (Pant et al., 2002). mNOS enzimlerinin aksine, amino ucundaki

12



u” seklinde yer alan B kivrimi ve ¢inko baglanma bdlgesi bNOS enzimlerinde
bulunmamaktadir. Bakterilerdeki bu eksik bolgeler mNOS enzimlerinde pterin
bolgesi ve stabil olan NOS oksijenaz dimeri ile etkilesim halinde olan bdlgelerdir
(Pant et al., 2002). Ayrica, bNOS enzimlerinin amino ucunda eksik olan sistein
kalintilari, H4B ve ¢inko iyonunun baglanmasi ve dimer yapidaki alt Unitelerin
duzenlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir (Pant et al., 2002; Mitchell et al., 2005).
bNOS enzimlerinde eksik olan bu yapilara ragmen, bNOS enzimlerinin mNOS

enzimlerine benzer bir katlanma sekli gosterdikleri agiklanmistir.

2.4.1.2 bNOS enzimlerinde rediiktaz aktif bolgesi

mNOS izoformlarinda tam bir aktivite icin elektron verici 6zellige sahip olan,
reduktaz aktif bolgesine (NOSred) ihtiya¢c duyuldugu bilinmektedir. Cunkdi
elektronlarin rediiktaz aktif bolgesinden, oksijenaz aktif bolgesine dogru aktariimasi
gerekmektedir. Ancak, bNOS proteinleri yalnizca oksijenaz aktif bdlgesi
icerdiginden dolayi, katalitik aktivite i¢in gerekli olan bir rediiktaz aktif bolgesine
ihtiya¢ duyulmaktadir (Adak et al., 2002a; Adak et al., 2002b; Buddha et al., 20044;
Zemojtel et al.,2003; Santoiloni et al., 2006; Wang et al., 2007).

Yapilan bazi calismalarda, bakteriyal genomlarin mNOS rediktaz aktif bolgesine
benzer dizilimlere sahip olabilecekleri belirtilmektedir (Adak et al., 2002a, Adak et
al., 2002b, Zemojtel et al, 2003). Okaryotik NOS rediiktaz aktif bolgesine benzer
dizilimlerin, B. subtilis ve S. aureus bakteri genomlarinda mevcut oldugu tespit
edilmigstir (Bird et al, 2002; Hong et al., 2003). Diger taraftan Pant vd., (2002),
B.subtilis genomunda memeli rediktaz aktif bolgesine benzerlik g0Osteren
flavoprotein dizilerinin bulundugunu, ancak bu proteinlerin D. radiodurans
genomunda bulunmadigini belirlemislerdir (Pant et al., 2002; Zemojtel et al., 2003).
Bunun yani sira, in vitro kosullar altinda | NOS oksijenaz aktif bélgesinin, mMNOS
reduktaz aktif bolgesinden saglanan elektronlari kabul etme yetenegine sahip oldugu
belirlenmistir (Adak et al., 2002a; 2002Db).
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Bunlarin yani sira, bazi proteinlerin olasi bNOS elektron vericileri olarak rol
oynayabildikleri ileri surilmektedir. Bu proteinler, stlfit rediiktaz flavoproteinleri
(SIR-FP), sitokrom P450 BM-3 (P450 BM-3) ve flavodoksinlerdir (Zemojtel et
al.,2003; Wang et al.,, 2007). Elektron vericiler olarak bu proteinlerin ileri
strilmesinin nedeni, gen dizilimleri bakimindan mNOS reduktaz aktif bdlgesine
benzerlik gostermeleri ve bakteriyal sistemlerde bNOS enzimi ile birlikte
bulunmalaridir (Zemoijtel et al., 2003; Wang et al., 2007).

2.4.2 bNOS enzimlerinin islevleri

Bakterilerde bulunan NOS enzimlerinin pek c¢ok ozelligi belirlenmis olmasina
ragmen, bu enzimlerin islevleri hala tam olarak bilinmemektedir. Ancak bu
enzimlerin olasi rolleri hakkinda bazi fikirler ileri surtilmektedir. bNOS proteinleri
tarafindan dretilen NO’in sinyal ve savunma mekanizmasinda ve biyolojik

tepkimelerde islevlerinin olabilecegi ifade edilmektedir (Bird et al., 2002).

Yillardir mikrorganizmalarin birbirinden bagimsiz hareket ettikleri diisuntlmesine
ragmen, yapilan son calismalarda bakterilerin iletisimi icin kimyasal sinyaller
gonderdikleri dolayistyla da oldukga sosyal organizmalar olduklari ileri
strilmektedir. Buna “quorum-sensing= cevreyi algilama olay1” denilmektedir.
Bakteriler bu yolla populasyon sekli, konjugatif plazmit aktarimi, sporulasyon, hiicre
farklhilasmasi, biyofilm olusumu, antibiyotikler ve antimikrobiyal peptid ve
toksinlerin Uretimini saglamaktadirlar (Waters and Bassler, 2005). Cevreyi algilama
olayi buyik molekuller ve bazi kiigiik molekdlli peptidler icin kisitlayici olsa da NO
gibi kiigk molekdllerin gevreyi algilama olayina katkida bulunabildigi yoniinde bazi
fikirler ileri siUrilmektedir. Bazi bakteriyal sistemler 6zel bir NO sensor
icermektedir. Bu sensorlere Vibrio cholerae ve Thermoanaeorobacter tengcongensis

gibi bazi bakterilerde bulunan proteinler 6rnek olarak gosterilebilir.

Okaryotik organizmalarda ¢ozinebilir guanilat siklaz (sGC) enzimi, NO’e duyarli
olan bir hemoprotein olarak bilinmektedir. Hemoproteinlerin en énemli 6zelligi,

diatomik kuguk molekilli gazlara (O,, CO, NO gibi) karst duyarh olmalardir.
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Yapilan genomik analizler sonucunda, sGC enziminin hem grubuna oldukca
benzeyen bazi bakteriyal proteinleri icerdigi belirlenmistir. Yapilan calisma
sonucunda, Vibrio cholerae ve Thermoanaerobacter tengcongensis tlri
bakterilerden elde edilen bu proteinlerin, NO ve O, gibi molekdlleri birbirinden ayirt
etmede Onemli olduklar belirlenmistir. Bu proteinlerin NO sens0rii gibi davranarak,
NO ile baglandiklari belirtilmektedir. Ayrica ortamda oksijen diizeyinin dismesi
durumunda NO’in bir elektron alicisi olarak gorev yaptigi belirlenmistir. Bu bilgilere
dayanarak, NO’in dlsuk oksijenli stres kosullarinda bakteri gelisiminin saglanmasi
amaciyla bir sinyal molekilii olarak goérev yapmakta oldugu ileri surtilmektedir
(Karow et al., 2004). Ancak NO’ in ayni zamanda organizma igin sitotoksik olma
ihtimali de bulunmaktadir. Bu nedenle in vivo gerceklestirilen NO dretiminin
duzenlenmesi veya diger bazi tepkimelerle birlikte Gretilmesi gerektigi
dustinulmektedir (Bird et al., 2002). Ayrica NO algilyicilarinin, bakterilerde cevresel
uyaricilara karsi tepkilerin olusumunu tesvik ederek, bakterilerin bu sitotoksik
maddeden korunmasina yardimci olabilecekleri de distnilmektedir (Karow et al.,
2004).

S. aureus ve B. anthracis gibi insan patojenlerinin bNOS enzimlerine ¢ok benzeyen
proteinler icerdigi tespit edilmistir. Ancak bu proteinlerin hastaliklarla iligkisi heniiz
aciklanamamistir. Bu enzimlerin patojenite veya canlilik icin gerekli olma ihtimali
Uzerinde de ayrica durulmaktadir (Pant et al., 2002). Benzer sekilde, patojenik
organizmalar tarafindan Gretilen NO’in infeksiyon esnasinda kritik patofizyolojik bir

role sahip olabilecegi de ileri strtilmektedir (Choi et al., 1997).

NO’in mikroorganizmalarin stres kosullarina karsi savunma mekanizmasinda bir roli
olabilecegine de inanilmaktadir. S.aureus ATCC 6538P NOS enzimi endojen bir
esteraz enzimi tarafindan olusturulan metanol tarafindan indiklenmektedir. Metanol
ayni etkiyi in vitro kosullarda da gostermektedir. Elde edilen bu bulgular, NOS
enziminin stres kosullari altinda bakteri tarafindan strese tepki olarak Gretilen
proteinlerden biri oldugunu veya dlretilen baska proteinlerle iliskili olabilecegini
dustndurmustir. Bu sekilde, NOS enziminden bir cesit savunma mekanizmasi

olusturmak amaciyla istifade edildigi ileri strtilmektedir (Hong et al., 2003).
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bNOS proteinleri igin ileri strilen diger bir olasi islev ise biyolojik tepkimelerdeki
bilesenlerin veya sekonder bazi metabolitlerin nitrasyonunda rol almalaridir (Kers et
al., 2004; Wach et al., 2005).

Bazi Streptomyces (S. scabies, S. acidiscabies, S.turgidiscabies) tirleri azot gruplari
iceren thaxtomin A (ThX A) gibi ikincil metabolitler Gretmektedirler. Thaxtominler,
siklo- L- triptofanil- L- fenilalanil’in turevleri olan siklik dipeptitlerdir. Bitin
thaxtominler, fitotoksisite igin gerekli olan bir 4- nitro- triptofanil (nitro indol
halkasi) parcasi icermektedirler ve bitki hicre duvarlarinin yikimina katkida
bulunmaktadirlar (Kers et al., 2004; Wach et al., 2005).

Ayrica NOS inhibitorii olan bazi kimyasal maddeler kullanilarak bu inhibitor
bilesiklerin ThX A 0retimi Uzerindeki etkileri incelenmistir. 4 NOS inhibitdrinin
(NAME, NMMA, AG ve 7- NI) bakteriyal gelisimi etkilemeksizin, ThX A Gretimini
azalttigi belirlenmistir. Elde edilen bulgular bakterilerin, memelilerde oldugu gibi
hicresel sinyal mekanizmasindan baska biyolojik amaglar icin de NO (rettikleri
yonunde bir fikrin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Kers et al., 2004; Wach et al.,
2005).

bNOS enzimlerinin yer aldigi diger bir biyolojik tepkime ise, D. radiodurans’ In
urettigi deiNOS ile triptofanil tRNA sintetaz enziminin (dei Trp RSII) etkilesim
gostermesidir. Trp RSII enzimi deiNOS enzim aktivitesini tesvik etmekte ve
substrata olan ilgisini de arttirmaktadir (Buddha et al., 2004b). Ayrica bu ¢alisma
sonuglarina gore Trp RSII enziminin, muhtemelen sonradan gergeklesecek olan
nitrasyon veya nitrozilasyon tepkimelerinde kullanilacak olan deiNOS proteini ve
adenillenmis Trp’in temin edilmesini sagladigi ileri strtlmektedir (Buddha et al.,
2004b; Buddha and Crane, 2005a).
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2.5 Gida Kalitesi agisindan NO’in 6nemi

NO, bitki ve hayvan metabolizmasi ve saglk uzerindeki olumlu etkilerinin yani sira
dogal Urunlere talebin arttigi ginimizde gida kalitesi ve guvenligi agisindan da
biyik 6nem tasimaktadir. Bozulmus taze fasulye konservelerinde tepe boslugunda
birikmis gazlar arasinda NO’in de bulundugu saptanmistir. Ayrica NO, kirlenmis
etlerin rengi ve stabilitesinden sorumlu olan bir bilesiktir. Peynirlerde ve kirlenmis
etlerde NO, nitrat ya da nitritin rediksiyonu ile dretilmektedir. Nitratlar
antimikrobiyel etkileri nedeni ile bazi peynirlerde ge¢ sismeyi Onlemek uzere
kullaniimaktadir. (Arihara et al., 1993; Cornforth, 1996; Yetismeyen ve Cimer, 1996;
Cakmakgli ve Celik, 1995).

Dogal olarak, et driinleri Uretiminde, kimyasal koruyuculara ilaveten, drinlerin
formilasyonunda cesitli teknolojik ve duyusal amaglara yonelik bazi katki maddeleri
de yer almaktadir. Et GUrlnlerinde kullanilan bu katki maddelerinin basinda, nitrat
(NO3") ve nitritler (NO2) gelmektedir. Bunlar icerisinde de en yaygin kullanilanlari
NaNO; ve NaNO; bilesikleridir (Goktan, 1990; Ertugay vd., 1994; Cakmakci ve
Celik, 1995; Cornforth, 1996).

Nitrat (NO3’) ve nitritin (NOy") et Urtnlerinde katki maddesi olarak kullanimi ¢ok
eskilere uzanir. 1800’1 yillarda Polenske, et drunlerinde iyi bir renk olusumunu
NaCl’n yalniz basina saglayamadigini, tuza dogal olarak bulasmis olan (NaNO3) ve
KNOs’In renk olusumunu ¢ok daha iyi gelistirdigini gozlemistir. Bu arastiricinin
calismalarindan sonra, “Curing= Kirleme” sdzcigl yenebilir etlerin NO3™ veya NO;
veya bunlarin her ikisinin varliginda NaCl ile muamele edilerek; islenmesi, muhafaza
edilmesi ve daha degisik gorinim, tat ve aromada Urlinler haline getirilmesi
anlaminda kullanilmaya baslanmistir (Cornforth, 1996; Gokalp, 1983). NO3™ ve NO,’
et drdnlerine cesitli amagclarla ilave edilmektedir.  Antioksidan 0Ozelliklerinin
bulunmasi ile beraber tat ve lezzetin olusumuna da katkida bulunmaktadirlar
(Goktan, 1990; Cakmakci ve Celik, 1995; Cornforth, 1996; Gokalp ve ark., 1997).
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Uriinlere nitrit ilavesi belirli olciilerde Achromobacter, Aerobacter, Escherichia,
Pseudomonas, Micrococcus, Streptococcus ve Staphylococcus cinslerinin  bazi
tirlerinin cogalmasini da inhibe edebilmektedir. (Goktan, 1990; Ertugay vd., 1994;
Cakmakgi ve Celik, 1995; Cornforth, 1996; Gokalp vd., 1997; Toksoy ve Beyatli,
1999). Ayrica, NO3z ve NO’in indirgenmesi sonucu olusan NO, gida zehirlenmesine
neden olan Clostridium botulinum’un c¢ogalmasi ve toksin salgilamasini
engellemektedir. Arastiricilar, nitrat ve nitritin yani NO’in etkili oldugu ve inhibe
ettigi mikroorganizmalarin C. botulinum, C. putrificum ve C. sporogenes oldugunu
bildirmektedirler (Goktan, 1990; Cakmakgi ve Celik, 1995; Cornforth, 1996; Gokalp,
1997).

Gunumuzde, C. botulinum’un gidalarda gelisme ve toksin olusturmasini 6nleyen
daha ustiin vasifli ve kullanilmasinda sakinca olmayan bir madde bulunmadigi igin,
bazi sakincalari olmasina ragmen, (Gokalp, 1983; Oztan ve Vural, 1991; Arihara et
al.,, 1993; Cornforth, 1996), cesitli gidalarin Uretiminde nitrat veya nitritlerin
kullanimi zorunlu olmaktadir (Gokalp, 1984; Cornforth, 1996; Gokalp vd., 1997,
Altug vd., 2000).

Bunlarin yani sira taze et veya et Urininiin pazarlanmasi agisindan en basta gelen
Ozelligi Grintn rengidir. Clnku bltun dunyada alici, eti satin almadan 6nce urinin
kalitesine, etin rengine bakarak karar vermektedir. Yeni kesilmis bir hayvan etinin
renginden, bir kas pigmenti olan miyoglobin sorumludur. Miyoglobin ferro (Fe*?)
demir icerir. Bu yapi erguvani veya morumsu kirmizi renkte olan taze et renginin
olusumunu saglar. Miyoglobinin oksijenlenip oksimiyoglobine donlsmesi ile parlak
kiraz kirmizisi renk olusur. Eger et kiirlenebilirse, 6zellikle nitritin ilavesi ile et rengi
olgunlasma, kurutma veya 1IsI islemi sonrasinda arzu edilen tipik renkler almaya

devam eder.

Satisa sunulan etlerde; Mb. Fe*? havanin oksijeni ile birleserek, etin yiizeyinde
gorilen parlak kiraz kirmizisi renkteki oksimiyoglobini (Omb. Fe*?) olusturur. lyi
kalite, taze bir et gériinimiinii OMb. Fe*? saglar. Giinlerce siiren bir siiregten sonra,

muhafaza kosullarina bagl olarak taze et ylizeyi hosa gitmeyen, kahverengimsi bir
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go6riintim alir. Buna neden, yiizeydeki Mb. Fe*? ve OMb. Fe*?"nin diisiik basinch O,
kosullari altinda devamli oksidasyona ugrayarak Metmiyoglobine (MetMb. Fe*?)

dénusmesidir. Dolayisiyla ette MetMb.Fe* olusumu istenmez.
Kirleme islemi ve depolama sirasinda Griin ile O, temasinin yuksek diizeyde olmasi
durumunda gerceklesen ve Grinin gérinimanun bozulmasina neden olan tepkimeler

asagida verilmistir.

2NO, + Oy — > 2NO»

N N N N
\ / e _ ; _
Globulin- Fe*? -0 =0 + NO, Globulin - Fe™ H,0 + NO3

Oksimyoglobin N N Metmyoglobin N

NO ile miyoglobinin tepkimeye girmesi sonucu, kiirleme islemi sirasinda diger tipik
renk bilesenleri de (6rn; nitrik oksit miyoglobin) meydana gelmektedir. Bazi etlerin
karakteristik pembe rengi isil islemde nitrik oksit miyoglobinin nitrozomiyoglobine
(NOMb.Fe*?) doniisiimii sonucunda olusmaktadir (Fennema, 1985; Hunt et al., 1999;
Arihara et al., 1993).

Meydana gelen NOMb. Fe*? de Girliniin tiitstilenmesi ve pisirilmesi sirasinda pek cok
tepkime gergeklesmektedir. Nitrosomiyoglobin pigmentinin sicaklik etkisi ile parlak
koyu pembe- kirmizi renkli nitrosohemokroma doénlsimi, kirlenmis ve sicaklik
muamelesine tabi tutulmus tipik bir et Grininin goze ¢ok hos goriinen tipik rengini
olusturur (Fennema, 1985; Hunt et al., 1999). Kirlenmis et Grunlerinde

nitrosohemokrom pigmentini miimkiin oldugunca uzun sure koruyabilmek dnemlidir.

Et GUrlnlerine katilan NaNO3z ve NaNO,’den NO meydana gelisi, nitrozomiyoglobin

ve nitrosohemokrom olusum tepkimeleri asagida gosterilmistir (Gokalp vd., 1997).
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Redilksiyon
2Na NO3 —— 2 NaNO,+0;

bakterileri
H,0+NaNO, " >>%%, HNO, + NaOH
Nitroz asit
2HNO; pH 5.5-6.0
N,Os; + H,0

Redilksiyon
NO; —takeriteri—N0, + NO {az

Nitrojen  Nitrik
Dioksit  oksit

N N

N

AN~

Globulin - Fe*? H,O + NO Globulin - Fe* NO
N Myoglobin N N N
Nitrozomyoglobin
(pembemsi-kirmizi)
Sicakhk
Nitrozomyoglobin > Nitrozohemokrom

Parlak-koyu pembe kirmizi
(karlenmis et rengi)
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Ancak et ve et Urlnlerinde bu amaclarla kullanilan dolayisiyla viicuda alinan nitritin
bir kismi kandaki hemoglobuline etki ederek hemiglobuline doénistirmektedir.
Demir hemoglobulinde Fe*?, hemiglobulinde ise Fe** degerdedir. Fe*® iceren
hemiglobulin dokulara oksijen tasiyamaz ve methaemoglobinemia (Cyanose) olarak
adlandirilan zehirlenme meydana gelir (Gokalp, 1983).

Ayrica, nitrat ve nitritin NO’i, gidanin icinde bulunan veya midedeki aminlerle veya
diger bazi azotlu bilesenler ile, 6zellikle dustk pH’li kosullarda birleserek N- nitroso
bilesikleri meydana getirmektedir (Gokalp, 1984; Cornforth, 1996; Gokalp vd., 1997;
Altug vd., 2000). Bu bilesiklerin, laboratuvar hayvanlarinda, 6zellikle sindirim
sisteminde, karsinojenik timorlere neden oldugu belirlenmistir. Ornek tepkime

asagida verilmistir (Gokalp vd., 1997).

HsC

\ H3C
HONO  + _NHT T > N.NO+H,0
HsC HsC
Nitros Dimetilamin Dimetil nitrozamin

Asit

Tuketici tepkisine yol agan bu durum gida drdnlerinde nitrat ve nitrit kullanimina
yonelik farkl alternatiflerin aranmasini zorunlu kilmistir. Yapilan bazi ¢alismalarda,
LAB tarafindan retilen NO’in, et Grlnleri Uretiminde nitrat ve nitrit kullanimina
alternatif olabilecegi dusunilmistir. Gidalarda baslatici kultir olarak kullanilan
laktik asit bakterilerinin NO dretim kapasitesine sahip olmasi gida guvenligi ve
kalitesi agisindan biyik 6nem tasimaktadir. Son zamanlarda, LAB NO uretimlerinin,
et Urunlerinde renk gelisimine etkisi izerinde durulmaktadir. NO Ureten bakterilerin
kahverengi metmiyoglobini parlak kirmizi renk maddelerine donusturdukleri,
boylece istenilen et renginin olusturulmasi ve muhafazasinin saglanabilecegi

yonunde calismalar yapiimaktadir (Arihara et al., 1993; Morita et al., 1997).

Bu amagcla yapilan calismalarda LAB ve cesitli bakteriler izole edilmis ve bu

bakterilerin kahverengi metmiyoglobini parlak kirmizi renk maddelerine donistiirme
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yetenegi incelenmistir (Arihara et al., 1993). 1550 izolattan 2 adedinin (Kurthia sp.
K-22 ve Chromabacterium violaceum K-28) bu o6zelligi tasidigl saptanmistir.
Incelenen 347 laktik asit bakterisinden ise sadece 1 adedinin (L. fermentum
JCM1173) nitrik oksit miyoglobin olusturdugu belirlenmistir. Bazi anaerobik
bakteriler et yuzeyinde oksijeni indirgeyerek metmiyoglobin olusumuna neden
olurlar, laktobasiller gibi fakultatif anaeroblar ise renk bozulmasina neden olmazlar.
Yapilan calismalar sonucunda, vakum paketlenmis et Grlnlerinde kullanilan
laktobasillerin renk (zerinde az da olsa olumlu bir etkiye sahip olduklar
belirlenmistir. L. delbrueckii subsp. lactis, L. sake, L. farciminis, L. brevis, L.
buchneri ve L. suebicus gibi bazi laktobasillerin nitriti NO’e indirgedikleri
bildirilmistir (Arihara et al.,, 1993). Ancak L. fermentum JCM 1173’Un
metmiyoglobini nitrik oksit miyoglobine donlstirme mekanizmasi agtklanamamistir.
Ayrica L. fermentum JCM 1173’Un nitrit bulunmayan bir ortamda nitrik oksit

miyoglobin olusturma mekanizmasi da acikliga kavusturulamamistir.

Morita vd., (1997) n yaptigi calismada ise farkh kaynaklardan metmiyoglobini
nitrozomiyoglobine ¢eviren 10 adet L. fermentum susu izole edilmistir. Bu 10 sus
icinde L. fermentum IFO 3956’nin en ylksek Uretim kapasitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Bu sus NO (retimini L-arjinin azotlarindan enzimatik olarak
gerceklestirmektedir. Bakterinin  NOS enzimi sentezledigi de elde edilen
bulgulardandir.

L. fermentum IFO 3956’nin yani sira JCM 1173’0n sivi besiyerinde ve fermente
sosiste miyoglobinin nitrozillenmis derivatlarinin olusumu degerlendirilmistir.
Kiyaslama amaciyla ayni deneme ticari bir baslatici kultirle de gerceklestirilmistir.
Tum bakteriler sivi  besiyerinde ayri olarak inklbe edildiginde kahverengi
metmyoglobini kirmizi miyoglobin derivatlarina dontsturmustir, fakat sadece 2
laktobasil susu elektron spin rezonans spektroskopi ile yapilan 6l¢imlerde
nitrozilmiyoglobine ait sinyali vermistir. L. fermentumun baslatici kultir olarak
kullanildig! tltstlenmis sosislerde de nitrozilmiyoglobin belirlenmis, nitrit katkisiyla

uretilen sosisle kiyaslanabilir bir renk olusmustur. Boylece NO Uretim kabiliyetine

22



sahip bakteriler kiirlenmis et driinlerinin Gretiminde nitrit/nitrat kullanimina alternatif

olarak dnerilmistir (Mgller et al., 2003).

Yapilan bir diger calismada ise NO olusturan farkh laktik asit bakterilerinin
belirlenmesi amaciyla, ¢ig sit, tuzsuz mutfak tereyagi, Beyaz peynir, yogurt, tursu ve
silaj orneklerinden laktik asit bakterileri izole edilmistir. Izole edilen 1534 adet
bakterinin NO olusturma yetenegi MRS-Mb agarda incelenmistir. Bu besiyerinde
metmiyoglobini nitrosomiyoglobine donusturerek renk degisimi ve zon olusturan 10
adet bakterinin tanisi yaptlmistir. Tani testleri sonucunda 10 adet bakteriden 5
adedinin Lactobacillus plantarum (S1b, T119, Z1, Z2, Z3), 3 adedinin Pediococcus
acidilactici (S2, S3, Sla), 2 adedinin Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum
(P2, P10) oldugu tespit edilmistir. Laktobasillerin nitrosomiyoglobin olusturma
yeteneklerinin ispatlandigi farkli calismalar bulunmakla birlikte, leuconostoc ve
pediyokoklarin NO olusturma yeteneklerinin varligi saptanmistir. Bu agidan elde
edilen bulgular orijinal nitelik tasimaktadir (Kart, 2002; Kart-Glindogdu vd. 2005).

Fermente sosis ve salam Uretiminde laktobasiller ve pediokoklarin yani sira
stafilokoklar da starter kultir olarak kullanilmaktadir. Staphylococcus xylosus FAX-
1’in MRS sivi besiyerinde metmyoglobini, Fe(ll) miyoglobinin hekzakoordinate
nitrik oksit bilesigine donustirdigu belirlenmistir. Besiyerinin pH’si 5.8’den 4.0’e
dustiglnde ise Fe(Il) miyoglobinin hekzacoordinate NO kompleksi pentacoordinate
bilesigine donusturilmektedir. S. xylosus FAX-1 inokile edilerek, nitrit ya da nitrat
kullanilmadan Gretilen salamda da Fe(ll) miyoglobinin pentacoordinate NO

kompleksinin olustugu belirlenmistir (Morita et al., 1998).

Ayrica, laktobasillerin, et teknolojisinde GRAS organizma olmalari da dikkate deger
bir dzelliktir (Arihara et al., 1993). Gida maddeleri Gretiminde kullanilacak katki
maddelerinin belirli Ozellikleri tasimasi gerekmektedir. Laktik asit bakterilerinin
nitrit veya nitrat gibi katki maddelerine alternatif olarak kullanimlari bu agidan da
onemlidir. Dogal ve ucuz olup toksik etkilerinin bulunmamasi da ayr1 bir 6nem

tagimaktadirlar.
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Laktik asit bakterileri, starter kiltur olarak fermente drlnlerin olusumunu ve
koruyucu Ozellikleri ile raf édmrinin uzatilmasini saglamaktadir. Patojenlerin ve
gidayr bozan mikroorganizmalarin gelisimini asit olusturarak, H,O, ve bakteriyosin
gibi antibakteriyel maddeler treterek inhibe etmektedir (Barefoot and Klaenhammer,
1983; McCormick and Savage, 1983; Lindgren and Dobrogosz, 1990; Jimenez- Diaz
et al., 1993; Chateau et al., 1993; Vignolo et al., 1993; Coén ve Gokalp, 1998). NO
ureten LAB’nin, NO (retebilme yeteneklerinin yani sira bu yonleriyle de gida

urunlerinde kullanimi ayrica 6nem tagimaktadir.

LAB probiyotik mikroorganizmalar olarak da dnemlidir. Bu bakteriler probiyotik
olarak da insan saghgl Uzerinde pek ¢ok olumlu etkiye sahiptir (Fuller, 1989;
Havenaar and Huis In’t Veld, 1995; Karahan ve Cakmakg¢i, 1996; Sanders, 2000).

2.6 Biyojen Amin ve NO iliskisi

BA’ ler, hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda metabolik islemler sonucunda
miktarlari artan (Karahan, 2003) ve genel olarak amino asitlerin dekarboksilasyonu
yoluyla veya aldehit ve ketonlarin aminasyon ve transaminasyonu ile olusan azotlu
bilesiklerdir. Bu aminler, kimyasal olarak alifatik (putresin, kadaverin, spermin,
spermidin), aromatik (tiramin, b-feniletilamin) veya heterosiklik (histamin,
triptamin) yapida olabilmektedirler (Colak ve Aksu, 2002). Biyojen aminler, insan ve
hayvanlarda fizyolojik islevlerin yerine getirilmesinde blylk énem tasimaktadirlar.
DNA, RNA ve protein sentezinin hemen hemen bitiin basamaklarinda gérev almakta
ve bu nedenle hiicre bliyime ve cogalmasinda gerekmektedirler. insan ve hayvan
vicudunda pek c¢ok kritik islevin yerine getirilmesinde biyojen aminlere ihtiyac
duyulmasina ragmen, yulksek miktarlarda biyojen amin iceren gidalarin tuketimi
sonucu toksik etkiler gorlebilmektedir (Yegin ve Uren, 2008) Genel olarak biyojen
aminlerin neden oldugu en sik gorilen toksik etkiler; ciddi bas agrilari, hipertansiyon
ve cesitli alerjik tepkimelerdir (Colak ve Aksu, 2002).

Gidalardaki biyojen aminler ayrica gidalarin bozulmasi ve gida glvenligi ile de

yakindan iligkilidir. Bu aminler, hammaddeye 0zgl dekarboksilaz aktivitesi
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sonucunda dretilebildikleri gibi, dekarboksilaz pozitif mikroorganizmalarin uygun
kosullar altinda gerceklestirdikleri enzim aktivitesi ile de (Uretilebilmektedir
(Karahan, 2003). Gidalarin mikrobiyel bozulmasi sirasinda dekarboksilaz aktivitesi
arttigindan, biyojen aminlerin varligi gida bozulmasinin gostergesi olmasi agisindan
blytk 6nem tasimaktadir (Karahan, 2003; Vatansever, 2004). Ayrica gidalardaki
biyojen aminlerin belirlenmesi ile gida kalitesi hakkinda bilgi edinilmesi mimkin
olmaktadir. Gida kalitesi acisindan 6nemli biyojen aminler, diaminlerden putresin ve
kadaverin, poliaminlerden spermin ve spermidin, aromatik aminlerden tiramin ve

heterosiklik aminlerden triptamin, histamin ve 2-feniletilamindir (Karahan, 2003).

Biyoejn aminler gidalarda distik derisimlerde bulunmasina ragmen, olgunlastirma
veya fermantasyon islemleri ile Gretilen gidalarda daha yiksek derisimlere
ulasmaktadir. Fermantasyonda etkin mikroorganizmalar, gidanin dogal yapisinda
bulunandan daha fazla biyojen amin Uretebilmektedirler. Baslica Pseudomonas,
enterokok ve diger bazi LAB gibi birka¢ mikroorganizma grubunun biyojen amin
olusturma yeteneginin oldugu belirlenmistir (Karahan, 2003; Vatansever, 2004).
Fermente gidalarin Gretiminde dogal mikrobiyel flora, biyojen amin Gretiminde etkili
oldugundan, uygun baslatici kulttrlerin 06zellikle biyojen amin Uretmeyenlerin
kullanilmasi, biyojen amin olusumunu engellemek acisindan blylik 6nem

tasimaktadir.

Baslatici kultrler arasinda LAB en onemli grubu olusturmaktadir. Yapilan bazi
calismalar, biyojen amin miktarlarinin baslatict kaltur olarak kullanilan LAB
aracitligiyla duasuralebilecegini  gostermektedir. LAB’nin et (rinlerinde amin
uretiminden sorumlu oldugu belirtilmekle birlikte, yapilan bir caligmada sosis
fermantasyonu sirasinda biyojen amin olusumunun, baslatici kiltir olarak LAB’nin
kullaniimasiyla engellenebildigi belirlenmistir. Yapilan bir diger calismada ise
fermente sucuk Uretiminde kullanilan baglatici kulttrlerin, sucuktaki dogal LAB
florasi ile rekabet etmesi sonucu biyojen amin seviyelerinin disdrilebildigi
belirtilmektedir (Karahan, 2003).
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Ayni zamanda biyojen aminler insan vicudunda hiicre gelisimi icin gerekli olan,
ancak fazla dretildigi zaman olumsuz etkilere yol acabilen 6nemli bilesiklerdir.
Vicutta biyojen amin dizeylerinin dengelenmesinde NO’in dénemli bir islevi
bulunmaktadir. Son yillarda yapilan bazi calismalarda, insan viicudunda Uretilen
ornitin dekarboksilaz (ODK) enziminin, NO tarafindan inhibe edilerek tlimor
olusumunu tesvik eden poliaminlerin Uretilmesinin engellendigi belirlenmistir
(Baydoun and Morgan, 1998; Bauer et al., 1999).

ODK enzimi, poliamin sentezinde gorev alan 6nemli enzimlerden biridir. L-arjinin
substrati, arjinaz enzimi tarafindan ornitin ve Ureye, ornitin ise ODK enzimi
tarafindan putresine donustirilmektedir. Putresinden ise spermidin, spermin ve diger
poliaminler olusturulmaktadir. L-arjinin substrati (izerinden gercgeklesen 2. metabolik
izyolda ise, arjinin dekarboksilaz enzimi tarafindan agmatin olusumu
katalizlenmektedir. Daha sonra agmatin tzerinden yine putresin, spermidin, spermin
ve diger poliaminlerin Gretimi gerceklestirilmektedir. L-arjinin substrati Gzerinden
gerceklesen 3. metabolik izyol ise, sitrullin ve NO uUretiminin gerceklestigi
mekanizmadir. Yapilan c¢alismalarda ODK enziminin aktif bolgesinde yer alan
sistein kalintilarinin  NO ile baglanmasi sonucu aktivitesini kaybettigi ileri
strilmektedir (Baydoun and Morgan, 1998; Bauer et al., 1999; 2001; Hillary and
Pegga, 2003). Ayrica insan vicudundaki bazi sitokinlerin (TNF-a ve INF-y) INOS
enzimini induikleyerek NO Gretimini tesvik ettikleri ve bu sekilde poliamin sentezinin
baskilandig belirlenmistir. NO’in sadece poliamin sentezi degil, poliamin tasiyicilari
Uzerinde de baskilayici Ozellik gosterdigi gdzlemlenmistir. Antizim olarak ifade
edilen bir proteinin ise viicutta poliamin sentezini ve taginmasini otomatik olarak
diizenledigi ifade edilmektedir. Ayrica yapilan ¢alismalarda NO’in poliamin sentezi
uzerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla, bazi NO verici bilesikler kullaniimis ve
uretilen NO” in poliamin olusumunu baskiladigi gozlenmistir (Baydoun and Morgan,
1998; Bauer et al., 1999; Satriano et al., 1999).

Yapilan bu calismalardan yola c¢ikilarak LAB tarafindan Gretilen NO araciligiyla
gidalarda s6z konusu olan biyojen aminlerin baskilanabilecegi disuntlmastir.

Ancak, memeli hiicrelerinde ve in vitro kosullarda yapilan ¢alismalarda biyojen amin
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olusumunun NO tarafindan engellenebildigi belirlenmesine ragmen, gidalarda
biyojen amin olusumu Gzerine NO’in etkilerini belirleyen herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle baslatici kiltur olarak kullanilabilme 6zelligine sahip

LAB’nin NO olusturma yeteneklerinin arastirilmasi bu agidan da 6nem tasimaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada, Kart (2002) tarafindan gerceklestirilen yuksek lisans tez galismasi
sirasinda NO olusturma yetenegi belirlenen ve tani testler yapilan Lactobacillus
plantarum, Pediococcus acidilactici ve Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum tdrlerine ait 10 adet laktik asit bakterisi (LAB) materyal olarak
kullanilmigtir. Bakteri tremesi MRS sivi ve kati besiyerlerinde (Merck)

gerceklestirilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. NO Uureten suslarin muhafazasi ve aktiflestirilmesi

Yiksek lisans tez calismasini takiben NO (reticisi LAB %20 gliserol iceren MRS
sivi besiyerinde Uretilerek —80°C’de 4 yil boyunca muhafaza edilmistir. Stoktan
alinan suslar MRS sivi besiyerinde 30°C’de inkibe edilerek 2 kez aktiflestirilmis ve

denemelerde kullaniimistir.

3.2.2. NO miktarinin belirlenmesi

Aktiflestirilmis kalttrlerden 100 ul alinarak, 0,5-2 mg/ml metmiyoglobin iceren 10
ml MRS sivi besiyerine (glikoz igerigi %0,2) inokule edilmis ve 30°C’de 24 saat
inkibe edilmistir. Hucreler argon gazi (Nakamura and Nakamura, 1996) altinda
4°C’de, 10 000 x g’de 20 dakika santriftlj edilerek ayriimis ve pelet atilmistir. Elde
edilen sipernatanta argon gazi altinda Griess ayiract eklenerek, NO miktari
belirlenmistir. Bu amagla, 100 ul kaltur stpernatantt 100 pl Griess ayiraci ile
karistirllmis, 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1601) 550 nm’de optik yogunlugu o6lctlmastir. Sonuglar nitrit

standardina gore hesaplanarak, nitrit cinsinden degerlendirilmistir.

28



Metmiyoglobin ¢ozeltisi

Horse heart miyoglobin (Sigma M1882-5G), 20 mg/ml olacak sekilde 50 mM’lik
sodyum fosfat tamponunda (pH 6,5) ¢ozilmus ve 50°C’de 30 dakika isitilmistir.
Daha sonra ¢ozelti 4°C’de 10 dakika 10 000 g’de santrifiijlenmis (Hettich 2R) ve

stpernatant 0,45 pum’lik steril siringa ucu filtreden (Schleicher&Schuell) gegirilerek

sterilize edilmistir.

Miyoglobin ¢ozeltisinin met formundaki miyoglobin igeriginin belirlenmesi amaciyla
spektrofotometrede 572, 565, 545, 525 nm dalga boyundaki absorbanslari 1 cm 1s1k
yolu olan kuvetler kullanilarak belirlenmistir. Okuma sonuclari O6nce asagida
verildigi sekilde birbirine oranlanmis, daha sonra formdl kullanilarak met formunda

miyoglobin degeri hesaplanmistir (Arihara et al., 1993; Kart, 2002).

Ry ASTYA5S

R,: AS5/A5%5

Ry ASS/A5S
[Met]=-2,514R;+0,777R,+0,800R3+1,098

Griess ayiracl
Ayirag, %0,1 (a/h) naftil etilendiamin ve %1 (a/h) stlfanilamit, %5 (h/h) fosforik asit

icinde ¢ozlndirilerek hazirlanmistir.

Sodyum Nitrit (NaNO,) Standardi

Sodyum nitrit 0-200 uM arahginda hazirlanmistir. Yukarida verilen islemler

uygulanarak standart kurve olusturulmustur (Park et al., 1999).

3.2.3. NOS enzim aktivitesinin engellenmesi

LAB’nin NO dretimini gerceklestirdigi iz yolunun saptanmasi amaciyla NOS enzim
engelleyicisi olan N®-metil-L-arjininden (L-NMA) yararlaniimistir. Metmiyoglobin
(0,5-2 mg/ml) iceren 10 ml MRS sivi besiyerine (glikoz icerigi %0,2) 500 uM
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L-NMA ilave edilmis, LAB bu sekilde hazirlanan besiyerine inokile edilmistir
(Wach et al., 2005). Bakteriler 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Hucreler argon
gazi (Nakamura and Nakamura, 1996) altinda 4°C’de, 10 000xg’de 20 dakika
santriftij edilerek ayrilmis ve pelet atilmistir. Elde edilen slipernatanta argon gazi
altinda Griess reaksiyonu uygulanarak NO miktari belirlenmistir.

L-NMA’nin LAB’nin gelisimini engelleyici etkisini belirlemek amaciyla 100 mI’lik
erlenler icerisinde 20 mlI’lik MRS agar besiyeri hazirlanarak 121°C’de 15 dakika
sterilize edilmistir. Sterilize edilen besiyerlerinin sicakhgl 45-50°C’ye disttgunde,
aktiflestirilmis NO dreticisi LAB’den (%1) asilama yapilarak besiyeri aseptik
kosullarda steril petrilere dokilmustdr. Besiyerlerinin katilasmasi saglandiktan sonra
petri kutulari 30°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. inkilbasyondan sonra
petri kutulari 1 saat siire ile buzdolabinda bekletilmistir. Petri kutularina daha sonra
aseptik kosullarda 6 mm’lik kuyucuklar agiimistir. Bu kuyucuklara 75 pl L-NMA
(500 uM) pipetlenmistir. Petriler 30°C’de 18-24 saat sure ile inkiibe edilmis ve
inkiibasyondan sonra olusan zonlarin ¢api élgilmustir (Schillinger and Liicke, 1987;
1989).

3.2.4. NOS spesifik aktivitesinin belirlenmesi

NOS spesifik aktivitesinin belirlenmesi amaciyla bakteri hicreleri parcalandiktan

sonra toplam enzim aktivitesi ve protein miktarlari belirlenmistir.

3.2.4.1. Bakterilerin parcalanmasi

MRS sivi besiyerinde bir gece (1,5 ml) gelistirilen durma fazindaki bakteriler
santrifujle besiyerinden ayrilmistir. Elde edilen pelet 50 mM’lik Tris-HCI (pH 8,0)
ile iki kez yikanmistir. Daha sonra pelet 2 mg lizozim/ml igerikli ayni tampon
icerisinde yeniden ¢oziilerek, tizerine 0,15-0,22 mm ¢apindaki cam boncuklar ilave
edilmistir. Tlpler ylksek hizda 3 dakika sureyle karistirilmistir.  Hicre
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stispansiyonlari 37°C’de 1 saat inkibe edilmistir. Hicreler daha sonra sonikatérde
(Sonorex Super 10P, Bandelin, Berlin, Almanya) %10 gi¢ kullanilarak 10 dakikalik
sureyle 3 kez muamele edilmistir. inkiibasyondan sonra cam boncuklar ve hiicre
kalintilari santrifujle (Sigma 1-14) uzaklastirilmistir. Elde edilen siipernatant enzim
aktivitesini belirlemek amaciyla kullaniimistir (Zotta et al., 2007).

3.2.4.2. Enzim aktivitesinin belirlenmesi

Hicre lizat (100 pg), 100 pl tepkime karisimi (30 mM Tris-HCI (pH 7,9), 2 mM L-
arjinin, 2 mM NADPH, 4 uM FAD, 4 uM FMN, 4 uM H4B, ve 3 mM DTT) ile
karistirllmistir.  37°C’de 3 saatlik inkibasyon suresi sonunda 10 pl laktat
dehidrogenaz enzimi ilave edilmistir. Laktat dehidrogenaz enzimi ise 1/25 oraninda
seyreltilmis olan 500 mM’ lik sodyum piruvat ¢ozeltisi icinde ¢ozlindirilerek
hazirlanmistir. Daha sonra tiplere Griess ayiracl eklenmis ve 15 dakika oda
sicakhginda bekletilmistir. Orneklerin optik yogunlugu spektrofotometrede 540 nm
dalga boyunda okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri sodyum nitrit ile
hazirlanan standart kurve yardimiyla nitrit cinsinden hesaplanmistir (Eissa et al.,
1998).

3.2.4.3. Protein tayini

Hicrelerin parcalanmasi islemlerini takiben elde edilen sipernatanttan 0,5 ml
alinmistir. Uzerine 0,15 ml 3 M’lik trikloro asetik asit (TCA) ilave edilmistir.
Karisim destile su ile 1 ml’ye tamamlandiktan sonra 4000 rpm’de 5 dakika sureyle
santriflij (Sigma 3K30) edilmistir. Santrifujden sonra tipler ters gevrilerek 5 dakika
stireyle tup icerisindeki suyun iyice akmasi beklenmistir. Daha sonra pelete 4,9 mi
saf su ve 5 ml biuret ¢ozeltisi ilave edilerek karistiriimistir. 30 dakika beklendikten
sonra tupler spektrofotometrede 546 nm dalga boyunda sahite karsi okunmustur.
Spektrofotometrede okunan absorbans degerleri sigir serum albumini ile hazirlanan
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protein standart kurvesindeki degerlere gore hesaplanarak, hicrelerin protein

miktarlari belirlenmistir.

Bilret cozeltisi

0,2 N NaOH 400 ml
K-Na tartarat 9¢g
Kl 59
CuS0,4.5H,0 39

0,2 N NaOH ile 1000 mI’ye tamamlanir. Agzi kapakh koyu renk sisede muhafaza
edilir (Karahan, 1986).

3.2.5. NOS gen bdélgesinin belirlenmesi

NOS geni kromozomal ve plazmit DNA’da arastirilmistir.

3.2.5.1. Kromozomal DNA’da gen bdélgesinin belirlenmesi

Genomik DNA izolasyonu

NOS gen bolgesi belirlenecek suslar MRS agar besiyerine ekilerek, 30°C’de 48 saat
sonunda olusan kolonilerden steril kiirdan yardimi ile bir miktar alinmistir. Alinan
hicreler 50 pl steril lizis tamponu igine aktariimigtir. Agizlar parafilmle kapatilan
eppendorf tlpleri 20 dakika sicak su banyosunda kaynatiimistir. Kaynatma islemi
sonunda sogumasi beklenen tupler 14 000 rpm’de 5 dakika santriflij (mini spin plus)
edilmistir. Santriftj sonrasi elde edilen supernatantin 3 ul’si PZR denemelerinde

kullaniimigtir (Bosgelmez- Tinaz ve Ulusoy, 2008).

Lizis Tamponu

Triton X 100 %1,0
EDTA 1 mM
Tris HCI 10 mM
NaCl 100 mM
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PZR primerleri ve cozeltileri

Suslarin NOS geni genomik DNA’dan PZR ile cogaltilmistir. Bu amagla 6 farkl

primer kullaniimistir. Staphylococcus aureus NOS genine ait primer Bird vd., (2002)

tarafindan onerilen sekilde hazirlanmistir. The Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST)’da bir bolumi verilen L. reuteri NOS geni esas alinarak, 2 nolu primer

duzenlenmistir. Yine ayni program kullanilarak farkli bakteri tirlerinde bulunan

NOS genlerine ait nikleotit dizileri birbirleriyle kiyaslanmis ve en ¢ok benzerlik

gosteren bolgeler belirlenmistir. Bu bolgeler esas alinarak da 4 primer tasarlanmistir.

Tasarlanan 6 farkli primer ticari olarak (Biogen-istanbul, Iontek-istanbul)

sentezlettirilmistir.

1. Primer gifti (Staphylococcus aureus primeri, Bird et al., 2002)

F5- TAAAGAGGCTCAAGCTTTCATAGAAACATG - 3
R5- CGTCTAGATTAATGATGGAAAGGGCACTGG - 3

2. Primer cifti (L.reuteri primeri)

F 5"- ATGAACACTTTAATCCTTTACG -3
R5- TTAGTGATTAGAATCTCTTCCT -3

3. Primer cifti

F5-CTCAATATYGCAGAAGTGGARGCTGCATCTG - 3
R5-ACCTTTCTGYGGCAGWGTTTCAAATGCTGAAACTG - 3

4. Primer cifti

F 5'-ACTGGAAGTGTKCTGGAGTATGCRCTTGCTTTCAC - 3'
R 5-ACAGATGCAGCYTCCACTTCTGC - 3

5. Primer cifti

F 5-ACTGGAAGTGTKCTGGAGTATGCRCTTGCTTTCAC - 3'
R5-CTTTCTGYGGCAGWGTTTCAAATGCTGAAACTGTG - 3

6. Primer gifti

F 5'-ATGGAGTGCTGCRCCCAARACAGGCTTCATTG - 3'
R 5-ACAGATGCAGCYTCCACTTCTGC - 3
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PZR karisimi

f 5 primeri | 1ul
r 5 primeri Il 1ul
Genomik DNA 3ul
MgCl, 3ul
dNTP karigimi 4 ul
PZR Tamponu x 10 6 ul
Steril saf su 32 ul
Toplam hacim 50 pl

PZR karisimi hazirlanip, termal cycler cihazina (Techne, Genius) yerlestirilmis ve
program baslatilmistir. PZR kosullari Bird vd., (2002) ve Dupont (2006)’un
kullandiklari yonteme gére modifiye edilerek belirlenmistir. islem baslatildiktan 5
dakika sonra ara verilip, yukaridaki bilesenlere 0,7 pl Tag DNA Polimeraz enzimi

(Fermentas) ilave edilmistir.

PZR Kosullari

95°C’de 5 dakika (denatiirasyon)
80°C’de 1 dakika (taq DNA polimeraz ilavesi)

1 doéngu
50°C’de 45 saniye (primerlerin baglanmasi)

72°C’de 1 dakika (polimerizasyon)

95°C’de 1 dakika
51°C’de 1 dakika
72°C’de 1 dakika

30 dongu

72°C’de 5 dakika 1 dongi gerceklestirilmis ve PZR sona ermistir. PZR islemi

sonucu elde edilen PZR runleri agaroz jel elektroforezinde incelenmistir.
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Agaroz jel elektroforezi

PZR drlnleri ve plazmit DNA’nin incelenmesi amaciyla agaroz jel elektroforezi
yonteminden yararlanilmistir. Agaroz jelin hazirlanmasinda, 0,4 g agaroz 40 ml
10xTBE igine alinarak kaynatilmis ve oda sicakhginda 45-50°C’ye kadar
sogutulmustur. Daha sonra agar tablasina dokilmustdr. Jelin bir tarafina elektroforez
taragi yerlestirilmis ve bosluklari jelle doldurulmustur. Jel katilasinca tarak yavascga
cikarilmistir. Jel daha sonra icinde 10xTBE bulunan tanka yerlestirilmistir. PZR’dan
cikarilan her bir PZR Grininin 15 pl’si 3 ul jel yukleme tamponu ile karistirilarak
jeldeki kuyucuklara yiklenmistir. Ayrica molekil buydklikleri bilinen marker DNA
da (1 kb ladder — Gene Ruler, Fermentas) PZR drinleriyle karsilastirma yapabilmek
icin jelin bir kuyucuguna pipetlenmistir. PZR drlnlerinin ve markerin jele
yuklenmesinden sonra elektroforez tanki gii¢ kaynagina (Biolab Power PAC 300)
baglanmistir. 100 volt akim siddetiyle 1,5-2 saat siresince verilen elektrik
akimindan sonra jel tanktan alinip, 15 dakika etidyum bromir (0,5 pg/ml) ile
muamele edilmistir. Etidyum bromdr ile muamelenin ardindan DNA bantlar

goruntulenmek (zere jel gorintilenme sisteminde (Biorad power pac—300)

incelenmistir.

10xTBE

Tris Base 108,0 g
Borik asit 55,09
EDTA 93¢

Jel Yikleme Tamponu

Fikol %25,0
Bromfenol mavisi %0,25
Sakkaroz (a/h) %8,0

3.2.5.2. Plazmit DNA’da NOS geninin belirlenmesi
Bakteriler laboratuvar ortaminda uzun sure depolama sirasinda plazmit DNA kaybina

ugramis olabileceklerinden, plazmitlerin  yeniden kazandirilmasi amaciyla

bakterilerin dogal yasam ortami olan tursuda tretimi gerceklestirilmistir. Daha sonra
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tursu orneklerinden izole edilen NO ureticisi LAB’nin plazmit profilleri incelenmis

ve plazmit DNA’da NOS gen bolgesinin belirlenmesi calismalari gerceklestirilmistir.

3.2.5.2.1. Tursu denemesi

Tursu yapimi icin esit miktarda domates ve hiyar kullaniimistir. Hiyar ve domatesler
yikandiktan sonra kavanoz hacminin %80’ini dolduracak sekilde temiz cam
kavanozlara doldurulmustur. Daha sonra Uzerlerine %8 tuz ve %2 asit igeren
salamura ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan Ornekler 2 gruba ayrilmistir.
Gruplardan birine 85 °C’de 20 dakikalik pastdrizasyon islemi uygulanmis, digerine
ise 1s1l islem uygulanmamistir. Daha sonra her iki tursu grubuna stok kultirden
aktiflestirilen NO dreticisi LAB (T119, Z1, Z2, Z3) %1 dizeyinde ayri ayri inokile
edilmistir. Tim 6rnekler oda sicakliginda 10 giin siireyle fermantasyona birakilmistir
(Aktan vd., 1998).

3.2.5.2.2. NO ureten suslarin izolasyonu

Tursulardan MRS agar besiyerine yapilan ekimler sonucunda izole edilen
bakterilerin NO olusturma yetenegi MRS-Mb agarda incelenmistir. MRS-Mb agarin
hazirlanmasi amaciyla MRS agar sterilize edildikten sonra 50°C’ye sogutulmus ve
steril metmiyoglobin ¢o6zeltisi (0,5-2 mg/ml) eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan
besiyeri aseptik kosullarda steril petri kutularina 13-15 ml’lik kisimlar halinde
bolindlkten sonra katilasmasi beklenmistir. MRS agar Uzerinde Uretilmis
kolonilerden bu besiyerine, igne uclu 6ze ile asilama yapilmistir. Petri kutulari 28—
30°C’de 48-72 saat inklbe edilmistir. NO 0retimi, kolonilerin etrafinda parlak
kirmizi renk olusumu (Arihara et al., 1993), koyu renkli halka ve seffaf zon
olusumuna gore degerlendirilmistir (Kart, 2002). Bunun yani sira tekrarlanan
aktiflestirme islemlerinin plazmit varhigina etkisini belirlemek amaciyla tursudan
izole edilen NO dreticisi suslar MRS agar besiyerine stirme yontemiyle ekilerek, 6

kez Uretilmistir.
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Tursudan izole edilen suslarin, plazmit giderimi gerceklestirilen bakterilerin ve
stoktaki kaltirlerin NO Uretim miktarlari spektrofotometrik yontemle belirlenmistir.
Boylece NO dretim miktarlari kiyaslanmistir. Daha sonra bu bakterilerin plazmit

profillerinin belirlenmesi amaciyla plazmit DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

3.2.5.2.3. Plazmit profilinin belirlenmesi

NO dreticisi LAB’lerinin plazmit profillerinin belirlenmesi amaciyla Lee ve
O’Sullivan (2006) tarafindan gelistirilen yontemden yararlanilmistir. MRS sivi
besiyeri icinde 16-18 saat gelistirilen 1,5 ml’lik laktobasil kiltirleri 14 000 rpm’de 1
dakika santrifiij (mini spin plus) edilerek, pelet alinmistir. Daha sonra pelet 100 ul 30
mg/ml lizozim iceren %25’lik sakkaroz ¢ozeltisi (Cozelti 1) ile kanstiriimistir. Sivi,
eppendorf tupine aktarilarak 37°C’de 45 dakika inkibasyona birakilmistir.
Inktibasyon sonunda 200 pl Cozelti 11 ilave edilmis ve eppendorf tlpleri hemen
karistirilarak buza goémilmastir. Daha sonra 150 ul Codzelti 11 eklenmis ve
eppendorf tupleri yaklasik 1 saat buzda gomuli olarak bekletilmistir. Bu sire
sonunda tlpler 4°C’de 14 000 rpm’de 30 dakika santriftj (NUve NF 800R) edilerek
slipernatanttan 400 ul alinmigtir. Santrifuj islemi tekrarlandiktan sonra supernatant
temiz eppendorf tlplerine aktarilmistir. Alinan slpernatant hacmi kadar fenol-
kloroform/izoamil alkol ilave edilerek 2 dakika boyunca hafifce karistiriimistir.
Tupler oda sicakhginda 14 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek, tst faz temiz
eppendorf tuplerine alinmistir. Alinan Ust faz hacmi kadar kloroform/izoamil alkol
ilave edilmistir. Daha sonra santrifij islemi tekrarlanmistir. Ust faz tekrar temiz
eppendorf tiplerine alinmistir. Sivi faz izerine 2 hacim kadar %95’lik etanol ilave
edilerek —20°C’de 1 giin bekletilmistir. Bu siire sonunda tlpler 4°C’de 14 000
rpm’de 20 dakika santrifuj edilmistir. Eppendorf tuplerindeki alkol temiz eppendorf
tiplerine aktarilmis ve alinan alkol miktarinin yaklasik %’0 kadar olacak miktarda
%70’lik etanol ilave edilerek, 10 saniye Karistirilmistir. Tupler 4°C’de 14 000
rpm’de 10 dakika santrifllj edilmistir. Alkol temiz eppendorf tiplerine alinmis ve
taplerin agizlari agik birakilarak, alkoliin tamamen uzaklagmasi saglanmistir. Etanol
uzaklastirildiktan sonra pelet kurutulmus ve dGzerine 15 pul TE+RNaz (TER)
cozeltisinden ilave edilmistir. Karisim 37°C’de 15 dakika bekletildikten sonra TAE
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cozeltisinde hazirlanmis, agaroz jelde 100 voltta yaklasik 1-1,5 saat sureyle
yuritaldikten sonra, jel tanktan alinip 15 dakika etidyum bromir (0,5 pg /ml) ile

muamele edilmistir.

Cozelti |

Sakkaroz 25¢
TES 70 ml
Lizozim 30 mg/ml
Mutanolisin 70 U/mi
Cozelti 1

Steril cift destile su 8,8 ml
NaOH (10 N) 200 pl
SDS (%20) 100 pl
Cozelti 111

5 M Potasyum asetat 60 ml
Asetik asit 11,5 ml
Destile su 28,5 ml
TER ¢ozeltisi

RNaz 10 mg/ml olacak sekilde Tris-EDTA tampon c¢o6zelti icinde ¢Ozulmustir.
Cozelti 100°C’de 15 dakika kaynatilmis ve oda sicakhigina sogutularak —20°C’de

saklanmistir.

Tris-EDTA (TE) Tampon Cozeltisi (pH 7.4)

10 mM Tris CI (pH 7,4)
1 mM EDTA (pH 8,0)

TAE Tampon Cozeltisi

50x 242 g Tris
57,1 ml asetik asit
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
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3.2.6. NO’nun biyojen amin olusumu Uzerine etkilerinin belirlenmesi

NO’nun biyojen amin olusumu Uzerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla cesitli
urinlerden izole edilen LAB’nin biyojen amin olusturma Ozellikleri nitel ve nicel
olarak belirlenmistir. Daha sonra biyojen amin olusumu (zerine NO’nun etkisi

incelenmistir.

3.2.6.1. Agarl besiyerinde biyojen amin olusumunun belirlenmesi

Biyojen amin olusturan suslarin belirlenmesi amaciyla; daha énce gerceklestirilmis
cesitli projeler kapsaminda sut ve sit Griinlerinden izole edilen LAB’ne ilaveten bu
calismada, 11 adet sucuk orneginden LAB izole edilmistir. Bakterilerin timu
dekarboksilaz  besiyerine ekilmistir.  Petri  kutularinin ~ 30°C’de 4 gin
inklibasyonundan sonra mor renkli koloniler biyojen amin Ureticisi olarak segilmistir.
Ayni zamanda NO dreticisi olan 10 adet LAB’sinin de biyojen amin (retim
yetenekleri incelenmistir. Kontrol olarak kullanilacak besiyerlerine biyojen aminlerin
oncilleri olan amino asitler katilmamistir. TUm denemeler paralel olarak

gerceklestirilmistir.

Dekarboksilaz besiyeri

Tripton 05¢g
Yeast ekstrakt 05¢9
NaCl 0590
Glukoz 0,1g
Tween 80 0,05¢g
MgS0,.7H,0 0,02¢g
MnS0O,.4H,0 0,005¢g
CaCO; 0,01g
Brom krezol purple 0,006 g
FeSO,. 7TH,0 0,004 g
Agar 2049
Amino asit 2049
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Besiyerinin pH’si 5,3’e ayarlandiktan sonra 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
Besiyeri sicakligi 45-50°C’ye dustugu zaman steril petri kutularina aseptik sartlarda

dokulerek katilagmasi saglanmistir (Bover-Cid and Holzapfel, 1999).

3.2.6.2. HPLC ile biyojen amin tayini

Biyojen amin tayinleri, Stileyman Demirel Universitesi Deneysel ve Goézlemsel
Ogrenci  Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde yapilmistir.  Analizlerin
gerceklestirildigi HPLC’nin (Shimadzu) 6zellikleri, analiz parametreleri ve islem

basamaklari asagida verilmistir.

Cihaz 6zellikleri ve analiz parametreleri

Cihaz, sistem kontrol tnitesi (SCL-10A vp), pompa (LC-10 AD vp), dedektér DAD
(Diode array dedector), oto enjektor (SIL-10AD vp), kolon firini (CTO 10 A vp) ve
gaz giderme birimi (DGU- 14A) icermektedir. Calismada, YMC-ODS (250 x 4,6
mm, 5 um) kolon kullaniimistir. Akis hizi; 0,8 ml / dakika, dedektor (DAD); 215 nm,

kolon sicakligl 25°C, enjeksiyon hacmi 20 ul olarak belirlenmistir.

Cozeltilerin ve stok standartlarin hazirlanmasi

Cahismada kullanilan tim biyojen amin standartlart (triptamin, feniletilamin,
putresin, kadaverin, histamine, tirozin) ve kimyasallar (asetonitril, Tris-
(hidroksimetil)-aminometan, sodyum glutaminat, (L(+)-glutamik asit monosodyum
tuzu monohidrat %99), sodyum karbonat, Dns-Cl) HPLC safliktadir. Mobil faz
tamponu Tris-(hidroksimetil)-aminometan (pH 8; 0,1M) olarak secilmistir. pH,
analitik saflikta asetik asit ile ayarlanmistir. Mobil faz ¢ozeltileri asagida verildigi

sekilde ve kullanimdan 6nce taze olarak hazirlanmistir.

Mobil faz A
Tris tampon 30 ml
Asetonitril 550 ml

HPLC saflikta destile su 420 ml
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Mobil faz B

Tris tampon 2 mi
Asetonitril 900 ml
HPLC saflikta destile su 100 mi

Biyojen amin standart ¢ozeltileri 0,4 M perklorik asit icerisinde ve her bir biyojen
amin icin son konsantrasyon 10 mg/50 ml olacak sekilde hazirlanmistir. Analizler
icin her bir stok cozeltiden 5 ml alinarak 0,4 M perklorik asit ile 50 ml’ye
tamamlanmistir (Anli vd., 2004).

Gradient programi; 0-10. dakikada %95 A + %5 B, 2. dakikada %90 A + %10 B, 10.
dakikada %75 A + %25 B, 15. dakikada %35 A + %65 B, 20. dakikada %20 A +
%80 B, 30. dakikada %10 A + %90 B, 40. dakikada %95 A + %5 B seklinde

uygulanmistir.

Orneklerin hazirlanmasi

Biyojen amin dretimi belirlenecek LAB, MRS sivi besiyerinde aktiflestirilmistir.
Daha sonra tirozin (%0,020), histidin, fenilalanin, triptofan, lizin ve ornitin (%0,1)
iceren MRS sivi besiyerine (10 ml) iki kez %1 dizeyinde asilanarak Uretim
saglanmistir. Bu sekilde gerceklestirilen 6n hazirliktan sonra kiltirler 90,040
tirozin, %0,25 histidin, fenilalanin, triptofan, lizin ve ornitin (Merck) iceren MRS
sivi besiyerine tekrar %1 duzeyinde asilanmistir. Biyojen amin dretim duzeyleri
30°C’de 4 giin inkiibasyondan sonra belirlenmistir. inkiibasyonu tamamlanan bakteri
kalturianden 5 ml alinarak 12 000 rpm’de 5 dakika santrifuj islemi yapilmistir. Elde
edilen supernatanttan 1 ml alinarak, 1 ml 0,1 N HCI ile muammele edilmistir.
Bundan sonra tekrar 12 000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi yapilmistir. Ornek
Ozitleri alinarak 0,45 um’lik filtreden (Millipore Corp., Bedford, MA, USA)
gecirilmis ve biyojen amin analizine kadar -20°C’de muhafaza edilmistir (Anli vd.,

2004). Tum denemeler 2 tekerrirll olarak gerceklestirilmistir.

Orneklerin ve standartlarin tiirevlendirilmesi

400 pl 6rnege 400 ul sodyum karbonat ve 400 ul dansil Klorir ¢ozeltisi ilave
edilerek, karistirtlmistir. Bu karisim 40°C’de su banyosunda 30 dakika inkube
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edilmistir. Uzerine 200 ul glutamik asit eklenmis ve 1 saat daha ayni sicaklikta
inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra karisima 1 ml asetonitril ilave edilmis ve 10
dakika 25 000 rpm’de santrifilj edilmistir. Ust faz alinarak 0,45 um’lik filtreden
stzulerek, HPLC’ye paralel olarak enjekte edilmistir. Tirevlendirme isleminde

kullanilan ¢ozeltiler agagida verilmistir.

Dns-ClI cozeltisi

Aseton 1mi
Dns-ClI 10 mg

Na,CO3 cozeltisi

Na,CO3 2 g
HPLC saflikta destile su 10 mi

Sodyum glutaminat cozeltisi

Sodyum glutaminat 200 mg
HPLC saflikta destile su 4 ml

3.2.6.3. Biyojen amin miktarlarina NO etkisi

NO olusumunun biyojen amin Uretimini engelleyici etkisinin belirlenmesi amaciyla
biyojen amin dreten LAB ile NO olusturma yetenegine sahip LAB sivi besiyerinde
bir arada uretilmistir. Sivi besiyeri (MRS) biyojen aminlerin 6ncilu olan amino
asitlerini  icerecek sekilde hazirlanmistir.  3.2.6.2°de  belirtildigi  sekilde
gerceklestirilen islemlerden sonra suslarin biyojen amin Uretimlerinde meydana
gelen degisimlerin belirlenmesinde HPLC’den yararlaniimistir. Biyojen amin Greten
LAB ayni besiyerine asilanarak kontrol grubu olusturulmustur. NO’nun biyojen amin
Uretimine etkisini ortaya koymak amaciyla, NO verici bir bilesik olan S-
nitrosoglutation (GSNO) biyojen amin (reten LAB iceren besiyerine cesitli
konsantrasyonlarda (5, 10 ve 100 puM) ilave edilmistir. Bakterinin daha 6nce
belirtilen sartlarda inkiubasyonundan sonra biyojen amin miktarlart HPLC ile
saptanmistir. LAB suslari ve NO verici bilesik tarafindan olusturulan NO miktarlari
ise spektrofotometrik olarak belirlenmistir. MRS sivi besiyerindeki her 2 6rnek argon

gazi (Nakamura and Nakamura, 1996) altinda 4°C’de, 10 000 x g’de 20 dakika
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santrifiij edilerek pelet ayrilmistir. Elde edilen slipernatanta argon gazi altinda Griess

reaksiyonu uygulanarak NO miktari belirlenmistir.

3.2.6.4. NO dureticisi LAB’nin ve biyojen amin Ureten bakterilere antagonistik

etkilerinin belirlenmesi

NO dreticisi olan bakterilerin biyojen amin uretimi yiksek olan LAB’ne karsi olasi
antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi amaciyla agar diflizyon yo6nteminden
yararlaniimistir. 100 ml’lik erlenlerde MRS ve M17 agar (25 ml) besiyerleri
hazirlanarak 121°C’de 15 dakika sure ile otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan
alinan besiyerlerinin sicakhgi 45-50°C’ye dustligiinde, biyojen amin (reten
bakterilerin aktif kiltirlerinden ekim (%1) yapilmistir. Besiyeri ile bakterinin iyice
karismasi saglandiktan sonra aseptik sartlarda steril petri kutularina dokulmustr.
Katilasan besiyerleri 30°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra petri kutulari 1 saat sure ile buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra Petri
kutularina sonda ile 8 mm’lik kuyucuklar acilmistir. Bu kuyucuklara NO dreticisi
bakteri kaltirlerinin asagida belirtilen sekilde hazirlanmis sipernatantlarindan
aseptik kosullarda 100 pl pipetlenmistir. Petriler 30°C’de 18-24 saat sure ile inkibe
edilmis ve inklbasyondan sonra zon olusumu incelenmistir (Schillinger and Liicke,
1987; 1989).

Bakteri slipernatantlarinin hazirlanmasi
LAB 10 mI’lik MRS ve M17 sivi besiyerinde iki kez aktiflestirilmistir. Daha sonra

ayni besiyerlerine %1 duzeyinde ekilen kiltirler 30°C’de 18 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 2 adet steril eppendorf tiipiine aktif sivi kiltiirden
1,5 ml alinmistir. Eppendorf tpleri 5000 rpm’de 10 dakika santriftij edilmistir. Elde
edilen stipernatantlar steril eppendorf tiplerine alinmistir. Stipenatantlardan birinin
pH’si steril NaOH cozeltisi (1 N) ile 6,0-6.5’e ayarlanirken, diger supernatanta

herhangi bir islem uygulanmamistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Laktik Asit Bakterileri ve NO Uretim Duzeyleri

Bu calismada materyal olarak kullanilan NO (retim yetenegine sahip LAB Kart
(2002) tarafindan gerceklestirilen Yulksek Lisans tez calismasi sirasinda elde
edilmistir. Bu amagla ¢ig sut, tuzsuz mutfak tereyagi, Beyaz peynir, yogurt, tursu ve
silaj 6rneklerinden LAB izole edilmistir. izole edilen 1534 adet bakterinin NO
olusturma yetenegi MRS-Mb agarda incelenmistir. Bu besiyerinde metmiyoglobini
nitrosomiyoglobine donistlrerek renk degisimi ve zon olusturan 10 adet bakterinin
tanist  yapilmistir.  Tani testleri sonucunda 10 adet bakteriden 5 adedinin
Lactobacillus plantarum (S1b, T119, Z1, Z2, Z3), 3 adedinin Pediococcus
acidilactici (S2, S3, S1a), 2 adedinin Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum
(P2, P10) oldugu tespit edilmistir. Beyaz peynir, hiyar tursusu, karisik silaj ve ot
silaji 6rneklerinden izole edilen suslarin tiirlere gore dagilimi ve izolasyon kaynaklari
Cizelge 4.1°de verilmistir (Kart, 2002).

Cizelge 4.1. Kultdrlerin tlrlere ve izolasyon kaynaklarina gore dagihimi

Suslar Tir Adi Izole Edildigi
Kaynak
P2 Leu. mesenteroides subsp. dextranicum Beyaz Peynir
P10 Leu. mesenteroides subsp. dextranicum Beyaz Peynir
Sla Pediococcus acidilactici Karisik Silaj
Slb Lactobacillus plantarum Karisik Silaj
S2 Pediococcus acidilactici Karisik Silaj
S3 Pediococcus acidilactici Karisik Silaj
T119 Lactobacillus plantarum Hiyar Tursusu
Z1 Lactobacillus plantarum Ot Silaji
Z2 Lactobacillus plantarum Ot Silaji
Z3 Lactobacillus plantarum Ot Silaji

NO uretme yetenegine sahip 10 adet laktik asit bakterisi % 20 gliserol iceren MRS
besiyerinde -80°C’ de 4 yil boyunca muhafaza edilmistir. LAB’nin laboratuvar
kosullarinda muhafaza edilmesi sirasinda sahip oldugu 6nemli 6zelliklerin stabil
kalmadigi ya da geri donussuz olarak kaybedildigi bilinmektedir. Bu konuda yapilan

calismalarda LAB’nin laktoz kullanimi, proteinaz aktivitesi ve sitrat kullanimi gibi
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onemli teknolojik 6zellikler acgisindan incelenmis ve 6zellik kayiplarinin genetik
mekanizmasi aydinlatiimaya calisilmistir (McKay et al., 1976; McKay, 1983; Kondo,
1989; Wright et al., 1986; Karahan, 1992). Bu nedenle ¢alismanin temelini olusturan
LAB’nin NO (retim yetenekleri spektrofotometrik yontemle tekrar belirlenmis ve
nitrit standardi (R?=0,999) kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen bulgular Kart

(2002) tarafindan belirlenen degerlerle kiyaslanmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. LAB’nin drettigi NO miktarlarina depolamanin etkisi

Suslar Izolasyon sonrasi nitrit Depolama sonrasi nitrit
miktari (uM) miktari (uM)
Leu. dextranicum P2 46,805 + 1,017 15,039+ 0,016
Leu. dextranicum P10 47,112 + 1,106 11,524+ 0,015
P. acidilactici Sla 42,872 + 4,315 11,931+ 0,043
L. plantarum S1b 44,172 + 0,740 14,198+ 0,015
P. acidilactici S2 51,479 + 1,523 15,058+ 0,054
P. acidilactici S3 50,237 + 1,027 14,912+ 0,012
L. plantarum T119 46,251 + 6,843 6,395+ 0,016
L. plantarum Z1 26,314 + 1,047 4,680+ 0,018
L. plantarum Z2 25,650 + 2,780 3,459+ 0,013
L. plantarum Z3 37,171 + 4,020 2.877+0,014

Cizelge 4.2°de gorllecegi gibi baslangicta 25,65-51,479 uM arasinda degisen
duzeylerde NO Uretimi belirlenen suslar 4 yillik depolama stirecinde énemli 6lglde
ozellik kaybetmistir. Kart (2002) tarafindan yapilan calismada en ylksek NO Gretimi
L. plantarum T119, en dusuk Gretim ise L. plantarum Z2’ ye aittir. Bu calisma
kapsaminda yapilan analizlerde ise en yiksek NO dretimi 15,058 uM ile
Pediococcus acidilactici S2, en disuk Uretimi 2,877 uM ile L. plantarum Z3

gerceklestirmistir.

45



4.2. NOS Ureten suslarin belirlenmesi

LAB’nin NO Uretimini 2 farkli izyolu Gzerinden gerceklestirdigi bilinmektedir (Chen
and Rosazza 1994; Xu and Verstraete, 2001). Bengmark (1998), 6zellikle L-arjininden
NO ureten probiyotik laktobasillerin insan sagligi Gzerinde olumlu etkilerinin
oldugunu ileri strmistir. Bazi laktobasillerin  NOS enzimine sahip oldugu
bildirilmesine ragmen (Morita et al., 1997), bunun aksini iddia eden arastiricilar da
bulunmaktadir (Xu and Verstraete, 2001). NOS enzimi varliginin belirlenmesinde
engelleme calismalari 6nem tagimaktadir (Xu and Verstraete, 2001). Bu nedenle NO
uretimini, nitrati substrat olarak kullanarak nitrat rediiktaz Gzerinden gerceklestiren
suslari, NOS enzimi ile 0retim yapan suslardan ayirabilmek amaciyla NOS

engelleme denemelerinden yararlaniimistir.

Ozellikle mNOS enzimlerine yonelik olarak gergeklestirilen  engelleme
calismalarinda arjinin analoglari, amidin iceren bilesikler ve hem baglayan
engelleyicilerden yararlaniimaktadir (Wach et al., 2005). Yaygin egilim ise arjinin
analoglarindan L-NMA, L-NNA vb. nin kullaniimasidir (Mayer et al., 1993; Schmidt
et al., 1994; Klatt et al., 1994; Boucher, 1999; Tulic et al., 2000). L-NMA ve L-NNA
L-arjininle sadece rekabete girmekle kalmaz, zamana bagh olarak enzim
inaktivasyonundan da sorumludur. L-NMA gerceklestirdigi geri donussiiz engelleme
ile insana 6zgu NOS izoformlarinin timiine son derece etkili bir engelleyici olarak
kabul edilmektedir. Ayni zamanda insan NOS enzimlerine benzer oldugu
distinulerek, mikrobiyel NOS uUzerinde de denenmis ve etkili oldugu bulunmustur
(Wach et al., 2005) Bu nedenle calismada NOS engellenmesinde L-NMA
kullanilmigtir. Buna bagh olarak NO miktarinda meydana gelen degisimler
spektrofotometrik olarak belirlenmis ve nitrit standardindan  (R%=0,9901)
yararlanilarak hesaplanmistir. Deneme sonucunda elde edilen bulgular ve Duncan
coklu karsilastirma testi sonuclari Cizelge 4.3’de verilmistir. Bu degerler bakimindan
bakteriler arasi farkliliga iliskin varyans analiz sonuglari ise Cizelge 4.4’de

verilmistir.

46



Cizelge 4.3. L-NMA’nin NO (retimine etkisi

Suslar Kontrol grubu L-NMA grubu NO
nitrit miktari (uM) | nitrit miktari (uM) | Uretiminde
dusus (%)
Leu. de>|;t2ran|cum 15,116+0,058a* 12,849+0,058a 14,0
Leu.dextranicum | 11,482+0,087d 9,07£0,058+d 21,0
P-acgllectic 15,000£0,000a 11,453+0,058b 184
L. p'grl‘g"r“m 6,366+0,029¢ 1,918+0,116g 46,7
P. acidilactici S2 14,855+0,029b 11,450+0,029¢ 23,6
P. acidilactici S3 4,012+0,000f 2,209+0,000f 24,2
L. plantarum
T119 3,343+0,029¢g 1,802+0,058h 69,8
L. plantarum Z1 2,674+0,058h 1,105+0,000k 44,9
L. plantarum Z2 1,889+0,029i 1,541+0,029i 18,4
L. plantarum Z3 14,186+0,174c 7,558+0,058¢e 58,6

*Ayni sttunda ayni harfle isaretlenen ortalama degerler, istatistik olarak birbirinden farkl degildir
(p<0,01).

Cizelge 4.4. inhibitor madde ilave edilen ve edilmeyen besi ortamlarinda bakterilerin
urettikleri NO (nitrit) miktarlari bakimindan farklhihga iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F-orani
kaynagi toplami derecesi ortalamasi

Kontrol 885,059 9 98,340 2,044E4**
L-NMA grubu 625,503 9 69,500 2,163E4**

** p<0,01 seviyesinde 6nemli, * p<0,05 seviyesinde 6nemli.

Inhibitor madde ilave edilmemis olan MRS sivi besiyerinde, calismada kullanilan
bakteriler tarafindan 1,889-15,116 uM arasinda degisen miktarlarda NO (Gretiminin
gerceklestirildigi belirlenmistir. Inhibitor madde ilave edilmeyen grupta en yiksek
NO dretimin 15,116 pM dizeyinde ve P2 susu tarafindan olusturuldugu
g6zlenmistir. En disik NO Uretim miktarlarinin ise Z2 susunda ve 1,889 uM
duizeyinde oldugu tespit edilmistir. Inhibitér madde ilave edilmeyen besiyerinde

uretilen NO miktarlari bakimindan bakteriler arasinda istatistiksel olarak p<0,01
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seviyesinde o6nemli farkliliklar oldugu ve farkh gruplar icerisinde yer aldiklari
gorulmustir. Ancak P2 ve Sla suslari arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark

(p<0,01) gozlenmemistir.

L-NMA ilave edilen besiyerinde 1,105-12,849 uM arasinda degisen miktarlarda NO
uretimi gerceklesmistir. Bu grupta en ylksek NO Uretimi P2 susunun 12,849 uM’hk
uretimidir. En disuk NO dretim miktarlarinin ise Z1 susunda ve 1,105 uM dizeyinde
oldugu tespit edilmistir. Inhibitor madde ilave edilen besiyerinde (retilen NO
miktarlari bakimindan bakteriler arasinda p<0,01 seviyesinde 6nemli farkhilklar
oldugu ve farkh gruplar icerisinde yer aldiklari géralmastar. Her iki uygulamada da
en yiiksek NO (retiminin P2 susu tarafindan gerceklestirildigi gézlenmistir. inhibitor
ilave edilen besiyerinde bittn bakteriler tarafindan dretilen NO miktarlarinda bir

azalma oldugu belirlenmistir.

L-NMA (500 uM) 4 susun (S1b, T119, Z1, Z3) NO dretimlerini %40’In Uzerinde
azaltmistir. Z1 susunda %44,9 olan engelleme, T119’da %69,8’e kadar yukselmistir.
Diger 6 susun nitrit cinsinden NO Uretimleri ise %14-24,2 diizeyinde dismustir.
Engelleyicinin NO (retimini bakteri hicrelerine zehir etkisi yaparak azaltabilecegi
olasihigini ortadan kaldirmak amaciyla 3.2.3’de belirtildigi sekilde denemeler
yaptimistir. Bu denemeler sonucunda L-NMA’nin bakteri gelisimi zerinde hicbir
olumsuz etkisinin bulunmadigl belirlenmistir. Wach et al. (2005) tarafindan elde
edilen bulgular da bu calismada elde edilen sonuglara benzerlik gostermektedir. S6z
konusu calismada Streptomyces spp. suslarinin NOS dretimi Gzerine etkili L-NMA
miktarlari incelenmis, 500 uM’lik uygulamanin takstomin Gretimini %60°In tzerinde

azalttigl, ancak bakteri gelisimi Uzerinde etkili olmadigi bulunmustur.

NO dretimleri %40°in Gzerinde azalan suslarin NOS enzimine sahip oldugu
duslncesi ile bundan sonraki ¢alismalara bu 4 susla devam edilmistir. Ayrica Z2
susunun da Lactobacillus plantarum olmasi sebebiyle bu susda denemelrde
kullanilmistir.  Ancak Lactobacillus plantarum S1b aktiflestirmeler sirasinda

canliligini yitirdiginden, deneme digi kalmistir.
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4.3. NOS enzim aktivite sonuglari

NOS engelleyicisi L-NMA tarafindan enzim aktiviteleri disirtlmis 4 susun NOS
enzim aktiviteleri belirlenmistir. NOS hicre i¢i enzim olmasi nedeniyle bakteri
hicrelerinin pargalanarak, enzimin hiicre disina alinmasi gerekmistir. Enzim aktivite
tayinlerinde bakteri hiicre duvari sonikatorle kirilmistir. Bu islem éncesinde santrif(j
edilerek besiyerinden ayrilan hiicre peleti sogutulmus fosfat ya da Tris tamponda
stispanse edilmistir. Kullanilan tampon c¢0zeltilere hiicre duvarinin kirilmasini
kolaylastirmak amaciyla ditiotreitol (DTT) bilesigi ilave edilmistir (Choi et al., 1998;
Bird et al., 2002). Bu c¢alismada ise gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinin etkili
sekilde kirilmasini  saglayan lizozimden ve takiben sonikasyon isleminden
yararlaniimistir. NOS enziminin hiicre disina alinmasindan sonra ise spesifik aktivite
tayini gerceklestirilmistir. Her sus igin 3 paralel olarak hazirlanan 6rnekler analize
alinmistir. Enzim aktivitesi, protein ve spesifik aktivite miktarlari bakimindan
bakteriler arasi farklihga iliskin ortalama degerler ve Duncan ¢oklu karsilastirma
testi sonuclari Cizelge 4.5°de ve bu degerler bakimindan bakteriler arasi farkliliga

iliskin varyans analiz sonuglari ise Cizelge 4.6°da verilmistir.

Enzim spesifik aktivitesi, toplam aktivite ve protein tayinlerinden yararlanilarak
hesaplanmistir. Toplam akivitenin nitrit cinsinden hesaplanabilmesi amaciyla nitrit
standart kurvesinden (R?=0,9982), protein miktarlarinin belirlenmesi icin ise sigir
serum albiimini ile hazirlanan protein standart kurvesinden (R%=0,9997)
yararlaniimistir. Enzim aktivitesi (spesifik aktivite) nmol nitrit/dakika/mg protein

olarak ifade edilmistir.
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Cizelge 4.5. Suglarin NOS enzim aktiviteleri ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi

sonuclar* (n=3)

] o NOS spesifik

o Protein Toplam aktivite o

Suslar Nitrit (nmol) ) aktivitesi

(mg/ml) (nmol/dakika) i
(nmol/dakika/mg)

T119 3081,00+125,00a | 60,69+0,33a | 17,12+0,69a 0,28+0,01a
Z1 2622,33+157,02b | 55,81+1,06b | 14,57+0,87a 0,26+0,02a
22 2601,67+201,01b | 56,5440,44b 14,45+1,12a 0,26+0,02a
Z3 2664,00+£219,26ab | 56,90+0,33b 14,80£1,22a 0,26+0,02a

*Ayni sutunda ayni harfle isaretlenen ortalama degerler, istatistik olarak birbirinden farkl degildir
(p<0,01).

T119 susunun toplam aktivite degeri (17,12 nmol/dakika) diger 3 sustan ylksek
olmasina karsilik, istatistiki acidan farkin énemli olmadigi (p<0,01) belirlenmistir.
Z1, Z2 ve Z3 suslarinin toplam aktivite degerleri birbirine yakindir. Protein
miktarlari ise 55,81-60,69 mg/ml degerleri arasinda degismistir. En ylksek protein
miktari T119 susunda gozlenirken, bu degeri sirasiyla Z3, Z2 ve Z1 suslarina ait
degerler takip etmektedir. Protein degerleri bakimindan T119 diger 3 sustan 6nemli
duzeyde farkh (p<0,01) bulunmustur. T119 susunda 60,69 mg/ml olarak tespit edilen
protein miktarini, istatistiksel olarak ikinci grupta yer alan Z3 susuna ait degerler
(56,90 mg/ml) takip etmektedir. Z1, Z2 ve Z3 suslari ayni grupta yer almistir. Suslar
spesifik aktiviteler acisindan birbirine yakin degerler vermistir. Z1, Z2 ve Z3 suslari
0,26+0,02 nmol/dakika/mg spesifik aktivite ile Lactobacillus plantarum T119’un
0,28+0,01 nmol/dakika/mg olan enzim aktivitesine yakin aktivite gostermistir.
Spesifik aktivite degerleri bakimindan bakteriler arasinda énemli bir fark (p<0,01)
belirlenmemistir. Enzim aktivite tayinleri, L-NMA uygulamasi sonucunda 4 susun

NOS enzimi ile NO drettigini gosteren bulgulari da dogrulamistir.
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Cizelge 4.6. Enzim spesifik aktivitesine yonelik varyans analiz sonuglari

\Varyasyon kaynagi Kareler toplami|Serbestlik derecesi|Kareler ortalamasi| F-orani

Nitrit 4697125,3 4 1174281,3 43,827**
Protein 52,345 4 13,086 37,287**
Toplam aktivite 14,863 4 3,716 3,396
Spesifik aktivite 0,001 4 0,000 1,219

** p<0,01 seviyesinde 6nemli, * p<0,05 seviyesinde 6nemli.

NOS enzim aktivitesine yonelik calismalarda, cogunlukla radyoaktif isaretlenmis
substrattan olusan radyoaktif nitelikli Grtnlerde radyoaktivitenin 6lgilmesi esas
alinmistir. Bulgular NOS enziminin substrati olan L-arjinin **C ve *H (Klatt et al.,
1994; Choi et al., 1998; Hong et al., 2003) ile isaretlenerek elde edilmistir.
Radyoaktivitenin esas alindigi calismalarin yani sira spektrofotometrik yontemlerle
(Eissa et al., 1998; Bird et al., 2002) ya da HPLC ile enzim aktivitesinin belirlendigi
calismalar da bulunmaktadir (Choi et al., 1997; Adak et al., 2002). Enzimatik
tepkime sonucunda meydana gelen radyoaktif Griinler (L-sitrullin) yoluyla enzim
aktivitesinin belirlenmesi yontemi daha hassas ve givenilir olmasina karsilik, 6zel
ekipman ve laboratuvar kosullari gerektirmesi nedeniyle bu calismada

uygulanamamistir.

NOS enzim aktivitesinin belirlenmesine yonelik spektrofotometrik ydntemler de
farkhihklar gostermektedir. Bird vd., (2002) tarafindan yapilan calismada; metisiline
direncli Staphylococcus aureus’dan elde edilen NOS enziminin kristal yapisinin
saptanmasinin yani sira 0karyotik NOS enzimlerine benzerligi, sican iNOS ve sigir
eNOS ile kiyaslanarak incelenmistir. mNOS enzimlerinde bulunan oksijenaz
boélgesinin prokaryotik NOS enzimlerinde de bulunabilecegini ispatlamak amaciyla
da oksijenaz bolgesinin aktivitesi belirlenmistir. Bu aktivitenin tayini, H,O,’in de
katildig1 bir tepkimeyle N-hidroksi-L-arjininden olusan nitrit miktarinin dogrudan
Olctlmesi esasina dayanmaktadir. Elde edilen bulgular, SANOS tarafindan dakikada
uretilen nitrit miktarinin 0,15+0,01 nmol dizeyinde oldugunu gostermistir. Ayrica
SANOS enzim aktivitesi icin okaryotik NOS enzimlerinin gereksinim duydugu

kofaktor tetrahidrobiyopterinin (H4B) gerekli olmadigi vurgulanmistir. Bu nedenle

51



enzim aktivetisinin tayininde bu kofaktore yer verilmemistir. Oysa Deinococcus
radiodurans NOS enzim aktivitesi icin HsB’nin gerekliligi Uzerinde durulmaktadir
(Adak et al., 2002a; Buddha et al., 2004a). Yapilan kaynak taramasinda LAB’nin
NOS enzim aktivitesi igin gerekli kofaktorlerin belirlenmesine yonelik bir ¢alismaya
rastlanmadigindan, bu arastirmada yararlanilan enzim aktivitesi tayin yontemi; iNOS
enzimine yonelik bir calismadan alinmistir (Eissa et al.,, 1998). S6z konusu
arastirmada, insan bronsiyal epitelinden izole edilen iINOS enziminde kofaktérler ya
da substratlarin baglanmasindan sorumlu bélgede meydana gelen mutasyonlarin
enzim aktivitesine etkileri incelenmistir. Bu amagla iNOS enzimine ait genlerin
klonlanmasi ve klonlardan elde edilen enzimin Ozelliklerinin belirlenmesi Uzerinde
durulmustur. Mutasyona ugramamis hicrelerde nitrit miktari ~100 nmol/mg
civarinda, enzim aktivitesi ise ~20 nmol/mg/3 saat olarak belirlenmistir. Chen and
Rosazza (1995) tarafindan yapilan ¢calismada da enzim aktivitesi benzer bir yontemle
belirlenmistir. Nocardia sp. NRRL 5646°dan elde edilen enzim (NOSy,) kismen
saflastirlimis ve Ozellikleri incelenmistir. Bakteriyel NOS enziminin ilk kez
incelendigi bu calismada, spesifik enzim aktivitesi 0,15 nmol/dakika/mg olarak

saptanmistir.

Spektrofotometrik olarak belirlenen SANOS ve NOS;,. aktiviteleri ile bu ¢alismada
elde edilen bulgular kiyaslandiginda, L. plantarum suslarinin (T119, Z1, Z2 ve Z3)

daha yuksek enzim aktivitesine sahip oldugu sonucuna variimistir.

4. 4. NOS gen bdélgesinin belirlenmesine ait sonuclar

Enzim aktivitesinin engellenmesi ve spesifik enzim aktivitesinin belirlenmesi
denemeleri ile L-arjinin substrati izerinden NO (rettigine inanilan 4 susda NOS gen

bolgesinin belirlenmesi ¢alismalarina gecilmistir. NOS geni genomik ve plazmit
DNA’da aranmistir.
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4.4.1. Kromozomal DNA’da NOS gen bdlgesinin aranmasi

NOS enzimleri bocekler, yumusakcalar, parazitler, funguslar, akiskan kufler ve
bakteriler gibi bir¢cok canlida bulunmaktadir. Bu enzimlerin amino asit dizileri ve
aktiviterleri mNOS enzimlerine benzer oldugundan, memeli genlerinin az gelismis
tirlerden evrim yoluyla kazanildigi ileri strtlmektedir. Molekuler Biyoloji’deki
gelisime bagli olarak Deinococcus radiodurans, Bacillus subtilis, Bacillus
halodurans, Bacillus anthracis ve Staphylococcus aureus’un sahip oldugu NOS
benzeri proteinlere ait gen dizileri belirlenmis, klonlanmis, Gretimi saglanmis ve
mNOS enzimleri ile kiyaslanmistir (Adak et al.,, 2002). NOS gen bdlgesinin
belirlenmesi amaciyla gesitli yontemlerden yararlanilabilmekle birlikte yaygin egilim
uygun primerler kullanilarak, genin genomik DNA’dan PZR ile cogaltilmasidir
(Adak et al., 2002a; 2002b; Bird et al., 2002; Sudhamsu and Crane, 2006). Bu
calismada da NO dreticisi LAB’nde NOS geni varhigl ayni yontemle arastiriimistir.
Farkli bakterilerde NOS gen bdlgesine ait dizilim verilmis olmasina ragmen, sadece

bir arastirmada (Bird et al., 2002) primer ¢iftinin diziliminden bahsedilmektedir.

NOS enzim aktivitesi gosteren 4 susdan (T119, Z1, Z2, Z3) DNA izolasyonu
gerceklestirildikten sonra uygun PZR Kkosullarinda NOS geni tespit edilmeye
calistimistir. Denemelerin baslangicinda 1 ve 2 nolu primer ciftleri kullanilarak gen
bolgesinin ¢ogaltilmasi amaciyla 10 kez PZR islemi gerceklestirilmistir. Ancak
denemelerin hicbirinde agaroz jelde PZR driini g6zlenememistir. PZR Urlnlerinin

incelenmesi amaciyla yapilan jel elektroforeze ait sonuclar Sekil 4.1’de verilmistir.
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Sekil 4.1. Ik 2 primerle gerceklestirilen PZR sonucunda elde edilen jel gorinimii
(1; marker, 2; T119-1. primer, 3; T119-2. primer, 4; Z1-1. primer, 5; Z1-2.
primer, 6; Z2-1. primer, 7; Z2-2. primer, 8; Z3-1. primer, 9; Z3-2. primer)

Gen bolgelerinin cogaltilabilmesi agisindan uygun primerlerin secimi blyik dnem
tasimaktadir. Bu nedenle uygun primerlerin tasarlanabilmesi icin dncelikle genomlari
uzerinde NOS enzimine ait gen bolgesini tasiyan diger bakteri tirleri Brenda The
Comprehensive Enzyme Information System internet sitesinden (http://www.brenda-
enzymes.org) belirlenmistir. Daha sonra s6z konusu bakterilerde bulunan NOS
enzimine ait nikleotit dizileri DOE Joint Genome Institute (http://img.jgi.doe.gov/)
internet sitesindeki gen bankasindan elde edilmistir. Bakterilerin (23 adet) NOS
enzimine ait genlerinin korunmus bdlgeleri BLAST programi kullanilarak
birbirleriyle kiyaslanmistir. Sekil 4.2°de Staphylococcus aureus RF122:SAB1851 ve
Bacillus anthracis Ames: BA5695 bakterilerine ait NOS gen bdlgelerinin

kiyaslanmasina ait sonuclar 6érnek olarak verilmistir.
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Stp
Bcl
Stp
Bcl
Stp
Bcl
Stp
Bcl
Stp
Bcl
Stp
Bcl
Stp

Bcl

Staphylococcus aureus RF122:SAB1851 NOS geni 1076 bazlik bir nukleotit
dizilimine sahipken, Bacillus anthracis Ames:BA5695 NOS dizilimi 1071 baz
uzunluktadir. Staphylococcus aureus RF122:SAB1851 NOS diziliminin 591-968.
bazlari arasindaki bdlge ile Bacillus anthracis Ames:BA5695 NOS diziliminin

624-1002 bazlari arasindaki bolge %67 diizeyinde benzerlik gostermektedir.

Boylece 4 primer tasarlanmistir. PZR kosullarinin belirlenmesinde elde edilen primer

ciftlerinin erime sicakhigr (Tm) derecelerinden yararlanilmistir. Primer ciftlerinin
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AAAATGGTACGGGGTTCCAATGATTTCAGATATGCGCTTAGAAATTGGTGGTATTTCCTA
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AAAATGGTA-GCAGTCCCTATCATTTCCAATATGGATTTAAAAATCGGTGGCATTGTATA

TACAGCAGCTCCGTTTAATGGATGGTACATGGGTACGGAAATTGGGGCGCGTAACTTAGC

PO i e e e eeeer et i e 1 il
TCCAACTGCACCCTTTAACGGTTGGTATATGGTAACTGAAATTGGCGTACGTAACTTTAT

GGATCATGATCGTTATAATTTACTGCCCGCCGTTGCGGAGATGATGGATCTAGATACATC
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TGATGATTACCGTTACAATTTACTAGAAAATGTTGCAGATGCGTTTGAATTTGATACACT

GAGAAACGGTACATTATGGAAAGACAAGGCATTAATTGAATTAAACGTGGCTGTTTTACA
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TAAAAATAATTCATTTAATAAAGATCGAGCACTTGTTGAATTGAACTATGCTGTGTATCA

TTCCTTTAAAAAACAAGGAGTTAGTATTGTTGATCATCATACTGCTGCACAACAATTTCA

LELELEEEEEeen 1 1l PR el i e 1 e o
TTCCTTTAAAAAAGAAGGCGTATCAATTGTCGATCATTTGACCGCTGCAAAGCAATTCGA

GCAATTTGAGAAGCAA-GAAGCTGCTTGTGGTCGTGTTGTAACCGGCAATTGGGTGTGGC

IR IENEINNN R S Y Y
ACTATTCGA-ACGTAATGAAGCACAACAAGGTCGTCAAGTTACCGGAAAATGGTCTTGGC

TCATTCCACCGTTATCTCCA 1002

I I
TAGCACCGCCATTATCTCCA 968

683

649

743

709

803

769

863

829

923
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Sekil 4.2. Staphylococcus aureus RF122:SAB1851 ve Bacillus anthracis

Ames:BA5695 gen bolgelerinin kiyaslanmasi (Stp: Staphylococcus aureus,

Bcl: Bacillus anthracis)

Ozellikleri Cizelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Blast search programi ile tasarimi yapilan primerlerin 6zellikleri

Primerler Primer ciftlerinin erime Primer Uzunluklari
sicakliklari (°C) (baz)
3.primer cifti 67.8/66.4 31/35
4.primer gifti 68.2/66.3 35/23
5.primer cifti 68.2/66.3 35/35
6.primer cifti 68.0/66.3 32/23

Bu 4 farkli primer ciftiyle 5 kez gerceklestirilen PZR denemeleri sonucunda da NOS
gen bolgesine ait herhangi bir Grin belirlenememistir. Laktobasillerde NOS gen
bolgesinin belirlenmesine yonelik yeterli diizeyde calisma bulunmamaktadir. Bu
calismada kullanilan primerlerin seciminde ve tasarlanmasinda uygun ydntemlerden
yararlanilmasina ragmen genomik DNA Uzerinde NOS geninin varlig

belirlenememistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. 3. ve 4. primer ciftleri ile yapilan PZR’a ait jel gorunttsu (1; marker, 2;
T119-3.primer, 3; T119-4. primer, 4; Z1-3. primer, 5; Z1-4. primer,
6; Z2-3. primer, 7; Z2-4. primer, 8; Z3-3. primer, 9; Z3-4. primer)
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4.4.2. Plazmit DNA’da NOS gen bolgesinin aranmasi

Tum cabalara ragmen genomik DNA’da NOS gen bdlgesinin belirlenememesi ve
LAB’nin depolama sirecinde NO Uretim diizeylerinde meydana gelen azalmalar, bu
Ozelligin plazmit DNA’da kodlanmis olabilecegini dustundidrmistir. LAB’inde
proteinazlar, laktoz metabolizmasi, sitrat tasinmasi, faja direnclilik, bakteriyosin
uretimi gibi birgcok 6nemli 6zelligin plazmitlerde kodlandigi bilinmektedir. Yine
LAB’nin sahip oldugu plazmitlerin kararsiz oldugu, bu nedenle de depolama
stirecinde ve kiltur kosullarina bagh olarak kaybedilebilecegi de birgok calisma ile
gosterilmistir (Wang and Lee, 1997; van Kranenburg et al., 2005). Depolamanin
uzunlugu plazmitlerin stabilitesini etkilemektedir. L. plantarum DSM1959 6 adet
plazmit icerdigi halde 7 yil suren bir depolama sirecinden sonra 2 adet plazmidini
(pN12 ve pN13) kaybetmistir. Bu calismaya ait ilging bir sonug ise yeni bir
plazmidin (pN15) belirlenmesidir. Diger 4 plazmit ise 9 yila kadar uzatilan depolama
stirecinde varliklarini korumustur. Bunun yani sira besiyeri bilesimi ve inkiibasyon
sicakliklari da plazmit kayiplarina yol acabilmektedir. L. plantarum caTC2’ye ait
6,5-, 8,5- ve 10,6 kb’lik plazmitlerin stabilitesi, seker bilesimi farkli olan [glikoz
(%2), maltoz (%2) ve laktoz (%2)] besiyerlerinde ve farkh inkibasyon
sicakliklarinda (30°C ve 21°C) 7 giin inkiibasyon sonrasinda incelenmistir. Konakci
hicreler laktoz iceren besiyerinde 21°C’de inkubasyon sonucunda 8,5 kb’lk
plazmidini 6nemli 6lctde kaybetmistir. Ayni plazmit ylksek sicaklikta (40°C)
inkiibasyon nedeniyle her jenerasyonda %25 duzeyinde kaybedilmistir (Wang and
Lee, 1997). Ozellikle molekiil agirligi 25 MDa’dan daha kiciik olan plazmitlerin
genellikle kendi aktarimlarini olanakh kilacak genleri tasimadiklari, bu nedenle
nakeldilmelerinin bir baska aktarilabilir biyik plazmitle mimkin olabildigi
bilinmektedir (Kempler and McKay, 1981; Karahan, 1992). Bu durum kiglk

plazmitlerin cok daha kolay kaybedilmesine neden olmaktadir.

NO uretim 0Ozelligi LAB arasinda yaygin bir 6zellik degildir. Bu 6zelligin genetik
mekanizmasina ait bilgilerin son derece kisitli olmasinin yani sira plazmitlerle
iliskisine dair bir calismaya da rastlanmamistir. L. plantarum suslarina (T119, Z1,

Z2, Z3) NOS gen bolgelerini icerdigi tahmin edilen plazmitlerin geri kazandiriimasi
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amaciyla —-80°C’de muhafaza edilen kultlrleri igeren tursular 3.2.5.2.1°de belirtildigi

sekilde hazirlanmistir. Deneme tursularinin gérintma Sekil 4.4°de verilmistir.

Sekil 4.4. NO ureticisi 4 susla hazirlanan tursular

Her tursu orneginden ortalama 200 adet koloni segilerek, toplam 1600 koloninin
MRS-Mb agar besiyerinde NO Uretimleri incelenmistir. Bu denemeler sonucunda
T119 susu ile fermente edilen tursulardan 3 adet, Z1 tursularindan 2 adet, Z2 ve Z3
tursularindan 1’er adet olmak (izere toplam 7 adet NO dreticisi bakteri izole
edilmistir. T119 iceren tursudan izole edilen 3 NO (reticisi bakterinin MRS-Mb
agardaki gortnumleri Sekil 4.5°de verilmistir.

58



Sekil 4.5. Tursudan izole edilen NO dreticisi T119 varyantlari

Daha sonra bu bakteriler MRS-Mb sivi besyerinde gelistirilerek (Sekil 4.6), NO
dretim miktarlari spektrofotometrik yontemle belirlenmis ve nitrit standardi
kullanilarak hesaplanmistir  (R?=0,995). Tiim denemeler 3 paralel halinde
gerceklestirilmistir. NO Ureten bu 7 susun agarli besiyerinde 6 kez yapilan siirme

islemleri ile plazmitlerin giderimi saglanmaya calisiimistir.
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Sekil 4.6. MRS-Mb sivi besiyerinde kirmizi renk olusumu

Uzun sire depolanan suslarin NO dretim diizeyleri ve Duncan c¢oklu karsilastirma
testi sonuclari Cizelge 4.8’de, tursudan izole edilen ve plazmit giderimi calismalari
yapilan bakterilerin NO dretim miktarlari Duncan ¢oklu Karsilastirma testi sonuclari
ise Cizelge 4.9’da verilmistir. Bu degerler bakimindan bakteriler arasi farkliliga
iliskin varyans analiz sonuglari ise Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.8. Orijinal suslarin NO Uretimleri

Suslar Depolama sonrasinda
i NO dretimi (uM)
T119 5,523+0,129a
Z1 3,480+0,099a
22 2.834+0,074a
Z3 2,146+0,037a

*Ayni siitunda ayni harfle isaretlenen ortalama degerler, istatistik olarak birbirinden farkh degildir
(p<0,01).
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Cizelge 4.9. Tursudan izole edilen ve plazmit giderimi yapilan suslarin NO Gretimleri

Tursu izolatlarinin NO Plazmit giderim
Suslar dretimi (M) calismasi sonrasinda

} M NO iiretimi (M)
T119 (1) 5,501+0,037a* 5,544+0,074a
T119 (2) 5,415+0,037a 5,415+0,074a
T119 (3) 5,523+0,065a 5,523+0,000a
Z1(1) 3,372+0,037a 3,437+0,037a
Z1(2) 3,480+0,037a 3,523+0,065a
Z2 (1) 2,834+0,037a 2,834+0,099a
Z3 (1) 2,146+0,074a 2,189+0,037a

*Ayni sutunda ayni harfle isaretlenen ortalama degerler, istatistik olarak birbirinden farkli degildir

(p<0,01).

Cizelge 4.10. NO uretimi agisindan bakteriler arasi farkliliga iliskin varyans analiz

sonuglari

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F-orani

kaynag| toplami derecesi ortalamasi
T119 (1) 0,003 2 0,001 0,176
T119 (2) 0,023 2 0,012 1,471
T119 (3) 0,000 2 0,000 0,000
Z1(1) 0,018 2 0,009 2,111
Z1(2) 0,004 2 0,002 0,364
Z2 (1) 0,000 2 0,000 0,000
Z3 (1) 0,004 2 0,002 0,667

Her ¢ uygulamada da Uretilen NO miktarlarinin en yiksek T119 suslarinda ve
5,523-5,544 uM arasinda degisen diizeylerde oldugu g6zlenmistir. En disik NO
uretim miktarlarinin ise her U¢ uygulamada Z3 suslarinda ve 2,146-2,189 uM
arasinda degisen miktarlarda oldugu tespit edilmistir. Bu 3 bakteri grubunun Urettigi
NO (nitrit) miktarlari bakimindan istatistiksel bir farklihk olmadigi belirlenmistir
(p>0,01). Bu durum bakterilerin dogal ortami olan tursuda ¢ogalmalari sirasinda da

NO dretimi agisindan bir kazanima sahip olamadiklarini disindurmistir. Elde
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edilen verilere ragmen, suslarin plazmit profilleri belirlenmis ve plazmitlerde mevcut

6 primer ile NOS gen bolgesi aranmistir.

Laktobasillerin plazmit profilleri 3.2.5.2.3’de verilen yontemle incelenmistir. Sekil
4.7°de T119 ve tursudan izole edilen varyantlarina, 4.8’de ise Z1, Z2, Z3 ve

varyantlarina ait plazmit profilleri verilmistir.

Sekil 4.7. T119 ve varyantlarinin plazmit profilleri (1; marker, 3; T119 (1) tursudan,
4; T119 (1) plazmit gideriminden, 5; T119 -80°C’den, 6; T119 (2) tursudan, 7; T119
(2) plazmit gideriminden, 8; T119 -80°C’den, 9; T119 (3) tursudan,

10; T119 (3) plazmit gideriminden, 11; T119 -80°C’den)

L. plantarum T119 ve varyantlarinda plazmit icerikleri acgisindan bir farklilik
g6zlenmemistir. Plazmidlerin jelde goruntulenmesi esnasinda 1kb’lik DNA ladder
marker kullaniimigtir. Plazmit buyukliklerini tespit etmek amaciyla kullanilan
markerda en biyuk molekil 10 000 baz cifti icermektedir. Sekil 4.7 ve 4.8’de
gorulecegi gibi bakterilerin plazmitleri en blyik marker bandinin (zerinde yer

aldigindan molekuler agirliklari belirlenememistir. T119 ve varyantlarinin 2

plazmide sahip oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.8. Z1, Z2, Z3 ve varyantlarinin plazmit profilleri (1; marker, 3; Z1 tursudan,
4; Z1 plazmit gideriminden, 5; Z1 -80°C’den, 6; Z2 tursudan, 7; Z2 plazmit
gideriminden, 8; Z2 -80°C’den, 9; Z3 tursudan, 10; Z3 plazmit gideriminden,
11; Z3 -80°C’den)

Sekil 4.8°de Z1, 72, Z3 suslar ve varyantlarinin 3’er plazmide sahip olduklari
gorulmektedir. Yapilan cesitli calismalarda Lactobacillus turlerinin bir ya da daha
fazla sayida cogunlukla 1-10 kadar farkli plazmide sahip oldugu belirlenmistir.
Ancak 16 plazmit iceren L. plantarum LPC25 gibi bu durumun istisnalari da
bulunmaktadir. L. plantarum LL31 ve LL2’nin plazmitlerinin 1,2-169 kb buyuklikte
oldugu bildirilmistir. Lactobacillus plazmitlerinin ¢ogu 10 kb’dan kiglk olmasina
ragmen, L. acidophilus’dan izole edilen pPM68 (110 kb) gibi 100 kb’dan buyik
plazmitler de bulunmaktadir (Wang and Lee, 1997).

Bu calismada elde edilen L. plantarum suslarinin plazmitlerine ait bulgular diger
calismalarla benzerlik gostermektedir. Ruiz-Barba vd., (1991) farkh yesil zeytin
fermantasyon tanklarindan izole ettikleri 35 adet L. plantarum susunun 2,0-68 kb
buyikliginde 5-16 plazmit icerdigini saptamistir. Xanthopoulos vd., (2000) Feta
peynirinden izole ettikleri L. plantarum suslarinda farkli plazmitlerin varhgini
ispatlamistir. Benzer bulgular fermente sosis (Kanatani and Oshimura, 1994) ve
zeytinden izole edilen (Mourad, 2007) L. plantarum suslari icin de verilmistir. Ancak
plazmit sayilarindaki farkliligin LAB’nde plazmitlerin belirlenmesindeki zorlukla

iliskili oldugu ileri surulmustir. Bakterilerin gelisme sicakhgi, plazmitlerin kopya
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sayIsi ve izolasyon islemi gercek plazmit sayilarinin saptanmasinda belirleyici etken

olmaktadir (Casey and Jimeno, 1989).

Her susa ait plazmitlerin varhgi jelde gézlendikten sonra plazmit 6rneklerinden 5’er
ul alinarak, 3.2.5.1°de belirtildigi sekilde PZR denemeleri gerceklestirilmistir.
Genomik DNA’da gen bolgesinin belirlenmesi amaciyla kullanilan 6 primer ¢ifti bu
denemelerde de kullaniimistir. Ancak 2 kez tekrarlanan PZR islemleri sonucunda
plazmit DNA (zerinde NOS enzimine ait gen bdlgesinin bulunduguna dair bir
bulguya ulasilamamistir. Bu calismada kullanilan primerlerin gen bolgesinin
belirlenmesi agisindan yetersiz oldugu sonucuna varilmis ve denemelerin bu
asamasina son verilmistir. Herhangi bir 6zellige ait genlerin belirlenmesi amaciyla
genomik DNA ve cDNA kituphanelerinin hazirlanmasi gibi yoéntemlerden de
yararlaniimaktadir. Ancak bunlar emek yogun ve pahali islemlerdir. Ayni zamanda
ekip calismasini gerektirmektedir. S6z konusu nedenlerle NOS gen bolgesinin
belirlenmesi calismalarina daha sonra gerceklestirilecek projelerle kaynak yaratilarak

ve ekip olusturularak devam edilecektir.

4.5. Biyojen amin tretiminin NO Uretimi ile 6nlenmesi

4.5.1. Biyojen amin Ureten LAB izolasyonu sonuglari

Mikroorganizmalarin biyojen amin olusturma yeteneklerinin nitel ve nicel olarak
belirlenmesi amaciyla ¢esitli yontemlerden yararlaniimaktadir. Nitel olarak biyojen
amin olusturan suslarin taranmasinda ¢ogunlukla bromkreozol purple gibi bir pH
belirteci iceren secici besiyerleri kullaniimaktadir. Pepton, maya ya da et 6ziti, tuz
ve/veya glikoz iceren temel besiyerine biyojen aminlerin dncdlleri olan amino asitler
ilave edilmektedir. Bu besiyerlerinde pH’daki degisime bagl olarak mor renk
meydana gelmesi biyojen amin olusumunun belirteci olarak kabul edilmektedir. pH
degisimi, besiyerinde bulunan amino asitlerden alkali nitelikteki biyojen aminlerin

olusumundan kaynaklanmaktadir (Santos, 1998; Bover-Cid and Holzapfel, 1999).

64



Bu calismada, biyojen amin treten LAB’nin nitel olarak belirlenmesi amaciyla s6z
konusu 0Ozellikleri tagtyan Dekarboksilaz Agar besiyeri kullanilmistir. Denemeler 2
asamali olarak gerceklestirilmistir. ilk olarak daha 6nce gerceklestirilen projelerde
izole edilmis ve tanisi yapilmis 226 adet LAB, biyojen aminlerin oncil bilesikleri
olan amino asitleri (tirozin, histidin, fenilalanin, triptofan, lizin ve ornitin) ayri ayri
iceren Dekarboksilaz Agar besiyerlerinde gelistirilerek, biyojen amin olusturan
suslarin varligi incelenmistir. Ancak s6z konusu bakterilerde biyojen amin Uretim
yetenegine rastlanmamistir. Bu bakterilerle sonu¢ alinamamasi nedeniyle ikinci
asamaya gecilmis ve NO dreticisi LAB’nin daha ¢ok et trtinlerinde baslatici kaltur
olarak kullaniimasi hedeflendiginden, geleneksel fermente et Grinimiz olan
sucuktan LAB izole edilmistir. izolasyon calismalarinda 11 adet sucuk Ornegi
izolasyon materyali olarak kullanilmistir. Sucuk o6rnekleri, Konya ve Isparta’da
bulunan cesitli kasaplarin kendi Gretimleri olan sucuklardan secilmistir. Piyasada
satisi yapilan ve fabrikalarda dretilen sucuklar, baslatici kaltur kullaniliyor olmasi
ihtimali nedeniyle deneme disl tutulmustur. Sucuk orneklerinden izole edilen 286
adet LAB’nin de Dekarboksilaz Agar besiyerinde biyojen amin olusturma

yetenekleri incelenmistir. Sekil 4.9°da izolasyon plaginin géranum verilmistir.

Sekil 4.9. izolasyon plaginda biyojen amin olusturan izolatin gérinimii
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Izolatlardan sadece 1 adedinin (A—09) ornitin amino asidi iceren Dekarboksilaz Agar
besiyerinde mor renk olusturdugu go6zlenmistir. Yapilan anahtar nitelikli birkag
analiz sonucunda A-09’un Gram pozitif ve kisa ¢ubuk seklinde LAB oldugu
belirlenmistir. Ayni zamanda NO (reticisi 9 adet LAB de biyojen amin dretimi
acisindan incelenmis ve bu yonde bir aktivite belirlenmemistir. Elde edilen bulgular,
biyojen amin olusumunun LAB arasinda yaygin bir 6zellik olarak gérilmemesini
(Santos, 1998; Bover-Cid and Holzapfel, 1999; Leitdo et al., 2000; Moreno-Arribas
et al., 2003) destekler niteliktedir. Bu durum, biyojen amin olusturma 6zelliginin tlre
degil susa 0zgu olmasindan kaynaklanmaktadir (Bover-Cid and Holzapfel, 1999).

Cesitli calismalarda, farkh gidalardan izole edilen LAB’nin biyojen amin olusturma
yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla Dekarboksilaz Agar besiyeri ve sivi besiyerleri
kullaniimigtir. Ancak bu besiyerlerinin kullaniimasinda karsilasilan ana sorun yanlis
pozitif ve negatif sonuclarin alinmasidir. Bazi ¢alismalarda biyojen aminler disinda
alkali  Dbilesiklerin  olusumu nedeniyle yanhs pozitif sonuclarin  ahindig
bildirilmektedir (Roig-Sagués et al., 1997; Durlu-Ozkaya, 2001). Yanlis negatif
sonuglar ise LAB gibi besin istekleri fazla mikroorganizmalarin nispeten basit
besiyerlerinde gelismelerinin yetersiz kalmasindan kaynaklanmaktadir (Bover-Cid
and Holzapfel, 1999). Bu sorunlari gidermek amaciyla dekarboksilaz aktivitesini
belirlemeye yonelik besiyerlerinin yeniden tasarlanmasi amaciyla calismalar
yapilmistir. Bover-Cid ve Holzapfel (1999) tarafindan yapilan calismada, besiyeri
bilesimi degistirilmis ve agarli besiyerinde alinan sonuglarin kimyasal analizlerle iyi
bir korelasyon gosterdigi ileri surilmustur. Ayni ¢alismada baslatici kiltarleri ve
cesitli gidalar1 da iceren farkli kaynaklardan koken alan ¢ok sayida LAB’nin yani
sira Enterobacteriaceae familyasindan birkag susun tiramin, histamin, putresin ve

kadaverin olusturma 6zellikleri her 2 yontemle de incelenmistir.

Maijala (1993), ticari baslatici kultirlerden (4 adet) ve kurutulmus sosislerden (10
adet) LAB izole etmistir. Izolatlarin amin olusturma yetenekleri dekarboksilasyon
sivi besiyerinde incelenmistir. Ekmek Grtnlerinin Gretiminde baslatici kiltir olarak
kullanilan Lactobacillus brevis’in amin urettigi belirlenmis ve elde edilen sonug

HPLC ile de dogrulanmistir. Santos (1998) ise ispanyollara 6zgii et triinlerinden
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enterobakter, LAB ve Gram pozitif koklari izole etmistir. Izolatlarin Lactobacillus
sake, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus, Staphylococcus xylosus,
Staphylococcus saprophyticus, Micrococcus varyantlari, Hafnia alvei, Escherichia
coli, Pseudomonas fluorescens, Enterobacter amnigenes ve Enterobacter aerogenes
olarak tanisi gerceklestirilmistir. En yiksek amino asit dekarboksilaz aktivitesini
enterobakterler gostermis, buna karsilik LAB’nin 6nemli diizeyde amino asit

dekarboksilaz aktivitesine sahip olmadigi ileri surilmustur.

Durlu-Ozkaya (2001) tarafindan gerceklestirilen calismada, Tirkiye'nin cesitli
yorelerinden toplanmis Beyaz peynir orneklerinden LAB izole edilerek, tanisi
gerceklestirilmis ve biyojen amin olusturma 6zellikleri irdelenmistir. Dekarboksilaz
Agar’a vyapilan ekimler sonucunda Lactococcus lactis’in 2 susu triptofan
dekarboksilaz, enterokok suslarinin cogunlugu tirozin dekarboksilaz aktivitesi
gostermis ve laktobasillerde herhangi bir aktivite saptanmamistir. Ancak HPLC ile
yapilan biyojen amin analizleri sonucunda, dekarboksilaz testinin biyojen amin
olusturan suslari belirlemede bir gosterge olmadigi, yanlis pozitif ve negatif sonuglar
verebildigi ileri surilmustur. Benzer bulgular Moreno-Arribas vd., (2003) tarafindan
da elde edilmistir. Cesitli kaynaklardan elde edilmis LAB’nin tiramin, histamin ve
putresin olusturma 6zellikleri incelenmistir. Calismada kullanilan dekarboksilaz
aktivitesini belirlemeye yonelik sivi besiyerinin basitligi, mor renk olusumuna bagli
olarak kolay degerlendirilebilmesi ve kromatografik analizlerle korelasyonunun
yuksek olmasi Gstlnlik olarak kabul edilmistir. Ancak bu besiyerinde putresin ve
agmatin ~ varligr, yanlis  pozitif  sonuglar  nedeniyle  dogru  sekilde
degerlendirilememistir. incelenen LAB’nin diisik diizeylerde biyojen amin (rettigi
bildirilmistir.

Cesitli aragtirmalarda elde edilen celigkili bulgulara ragmen, biyojen amin olusturan
suslarin belirlenmesinde dekarboksilaz aktivitesini nitel olarak belirlemeyi saglayan
sivi ve kati besiyerlerinin kullanilmasi yaygin bir egilimdir. A—09 susunun ornitin
amino asidi iceren dekarboksilaz besiyerinde pozitif sonu¢ vermesi c¢alismanin
o6nemli bulgularindan biridir. A-09’un Dekarboksilaz Agar besiyerindeki gérinimi
Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. A—09 susunun ornitin iceren Dekarboksilaz agarda gorintusi

Memeli sistemlerinde yapilan calismalarda ornitin dekarboksilaz (ODC) enzimi
aracthgiyla ornitin amino asidinden putresin, spermin, spermidin ve diger
poliaminlerin Uretildigi ifade edilmektedir. Ayrica NOS enzimi araciligiyla Uretilen
NO bilesiginin ODC aktivitesi Uzerinde baskilayici bir role sahip oldugu
belirlenmistir (Joshi, 1997; Buga et al., 1998; Bauer et al., 2001; Hillary and Pegg,
2003). Bu nedenle ornitinden biyojen amin olusturan bir izolatin elde edilmesi

calismanin bir sonraki asamasi acisindan biyik 6nem tasimaktadir.

4.5.2. NO’in biyojen aminler tzerine etkisine ait sonuclar

Calismanin bu asamasinda, LAB’nin olusturdugu NO’in biyojen aminler (zerine
engelleyici etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Oncelikle denemelerde kullanilacak
NO lreten T119 ve S2 suslarinin biyojen amin olusturan A-09’un gelisimine etkisini
belirlemek amaciyla kuyucuk diflizyon yontemiyle antagonistik etki calismasi
yaptimistir, ¢linki L. plantarum suslari kendilerine yakin akraba olan bakterilere
karsl antagonizm gosterebilmektedir. Her 2 NO ureticisi LAB’nin de A-09 (zerinde

olumsuz bir etkisinin olmadig saptanmistir. Boylece gelisimin baskilanmasi yoluyla
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biyojen amin Uretiminin azaltilmasi olasihgl kalmamistir. Bu 6zellik, baslatic
kaltarlerin olusturulmasi agisindan da buyik 6nem tasimaktadir (Holzapfel, 2002;
Oguntoyinbo, 2007). Ayni yontem kullanilarak NO verici bilesik olan GSNO’nun da
A-09’un gelisimi tzerindeki etkisi incelenmis ve bakteri gelisimini engellemedigi

belirlenmistir.

Gidalarda cesitli bakteriler tarafindan olusturulan biyojen aminler insan saghgini
olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle fermente Urtinlerin biyojen amin igerikleri
Uzerine ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Biyojen aminler hicre gelisimi igin
gerekli, ancak fazla uretildigi zaman insan vicudu icin olumsuz etkilere sebep
olabilen dnemli bilesiklerdir. Memeli htcreleri kullanilarak in vitro kosullarda
yaptlan calismalarla biyojen amin olusumunun NO tarafindan engellendiginin
belirlenmesine ragmen, gidalarda biyojen amin olusumu Uzerine NO’in etkilerini
belirlemeye yonelik bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle baslatici kultlr olarak
kullanilabilme 6zelligine sahip LAB’nin NO olusturma yeteneklerinin bu agidan

arastiritimasi 6nem tasimaktadir.

NO olusturan LAB’nin fermente et Grunlerinin Gretiminde baslatici kiltir olarak
kullaniimalari hedeflendigi igin 0Ozellikle bu Urlinlerde sorun olusturan biyojen
aminler tizerinde durulmustur. Sucuk gibi et Grlinlerinde daha ¢ok histamin, putresin,
kadaverin ve tiramin gibi biyojen aminlerin bulundugu ifade edilmektedir (Suzzi and
Gardini, 2003). Bunun yani sira A-09 tarafindan distk dlzeylerde retilen

feniletilamin ve triptamin de degerlendirilmistir.

LAB’nin biyojen amin olusturma 6zelliklerinin sivi veya agarl besiyerlerinde nitel
olarak belirlenmesini takiben, biyojen aminlerin miktar tayini kromatografik
yontemlerle ya da kapiler elektroforezle gerceklestirilmektedir. Bu yontemler
arasinda oOzellikle HPLC’ye dayali yontemlerin uygulanmasi yaygindir. Biyojen
aminlerin dogru sekilde tayin edilebilmesi agisindan Ozitunin alinmasi ve
saflastirilmasi basamaklari 6nem tasimaktadir. Bu islemlerle analiz sirasinda biyojen
aminlerle Kkaristirilarak yanlis sonuclara neden olacak bilesikler ortamdan

uzaklastiriimaktadir. Biyojen aminlerin 6zitinin ahinmasi islemleri sirasinda
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istenmeyen bilesiklerin uzaklastirilmasi amaciyla hidroklorik asit, perklorik asit ya
da triklorasetik asit kullaniimaktadir (Ozdestan ve Uren, 2009). Bu calismada, 6zt

alinmasi islemleri icin hidroklorik asitten yararlaniimistir.

Saflastirma ise sivi-sivi ya da Cig Kartuslari kullanilarak kati faz 6zit alma islemleri
seklinde gerceklestirilmektedir. Ancak biyojen aminlerin saptanmasina yonelik
islemlerin ¢ogunda 0zt alinmasi basamagl dogru bulgulara ulasmak agisindan
yeterli olmaktadir. Elde edilen 6zutlin filtreden gecirilmesi ve santrifij edilmesini
takiben tirevlendirme yapilmaktadir. Biyojen aminler kolon 6ncesi ya da kolon
sonras! turevlendirme islemleri ile HPLC’de tespit edilebilir hale gelmektedir. Bu
amacla benzol klorur, orto-fitaldehit ya da dansil klortr kullaniimaktadir.
Arastirmalarin ¢ogunda tiirevlendirici olarak dansil klorir secildiginden (Ozdestan
ve Uren, 2009), bu calismada da tireviendirme islemleri dansil Kloriir ile
gerceklestirilmistir. Dekarboksilaz Agar besiyerinde mor renk olusturan A-09’un
olusturdugu biyojen aminler 6zut alma ve tirevlendirme islemlerinden sonra
3.2.6.2°de belirtilen yontemle HPLC kullanilarak dogrulanmistir. A-09, incelenen
tim biyojen aminleri olusturma 6zelligine sahip bulunmustur. Daha sonra NO
uretimi yuksek olan 2 adet LAB’nin (S2, T119), A-09 susunun biyojen amin tretimi
uzerindeki engelleyici etkisinin saptanmasi icin gerekli islemler gerceklestirilmistir.
HPLC ile biyojen aminlerin belirlenmesi sonucunda elde edilen standart ve 6rneklere
ait kromatogramlar Sekil 4.11-4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.11. Biyojen amin standartlarina ait HPLC kromatogrami (1-triptamin,

2-feniletilamin, 3-putresin, 4-kadaverin, 5-histamin, 6-tiramin)

Standartlara ait kurvelerin olusturulmasinda 0,007-3,51 ppm arasinda segilen 5
noktada 1’er enjeksiyonla olgiimler yapilmistir. Incelenen tim aminler belirtilen
calisma araliginda dogrusal kurveler vermistir. Orneklerdeki biyojen amin miktarlari
hazirlanan kalibrasyon kurvelerinden yararlanilarak hesaplanmistir. Aminlere ait
korelasyon katsayilari (R?), kalibrasyon araligi ve tespit sinirlari Cizelge 4.11°de

verilmistir.
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Cizelge 4.11. Biyojen amin kalibrasyon kurvelerine ait 6zellikler

Aminler R? Kalibrasyon Tespit siniri
sinirlart (ppm) (ppm)
Feniletilamin 0,99846 0,017-2,731 0,01
Histamin 0,99625 0,014-2,210 0,01
Kadaverin 0,99974 0,007-2,269 0,01
Putresin 0,99953 0,012-1,855 0,02
Tiramin 0,99755 0,008-2,52 0,01
Triptamin 0,99370 0,02-3,51 0,001

Cizelge 4.11°de gorulecegi gibi tim aminlerin (n=6) korelasyon katsayilari
>0,99’dur ve 0,99370-0,99974 arasinda degismektedir. Kullanilan yontemin tespit
siniri (detection limit) 0,001-0,02 ppm’dir. Tim bu bulgular, kullanilan yéntemle

biyojen amin tayinlerinin uygun sekilde yapildigini géstermektedir.

Biyojen amin standartlari ve drneklere ait geri kazanim zamanlari (retention time) ise

Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Biyojen amin Orneklerine ait geri kazanim zamanlari

Ornek geri kazanim

Aminler zamani

(dakika)
Triptamin 12,8
Feniletilamin 15,7
Putresin 17,1
Kadaverin 18,4
Histamin 18,9
Tiramin 24,0
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Ornek ve standartlara ait geri kazanim zamanlari arasindaki fark, 6rnek ozitinde

bulunan biyojen aminler disindaki bilesiklerden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.12. Ornek kromatogrami (1-triptamin, 2-feniletilamin, 3-putresin, 4-

kadaverin, 5-histamin, 6-tiramin)
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Sekil 4.13. Ornek kromatogrami (1-triptamin, 2-feniletilamin, 3-putresin,

4-kadaverin, 5-histamin, 6-tiramin)

Nitrit miktari, triptamin, feniletilamin, putresin, kadaverin, histamin, tiramin
miktarlari bakimindan uygulamalar arasi farkliliga iliskin ortalama degerler ve
Duncan coklu Kkarsilastirma testi sonuglari Cizelge 4.13’de ve bu degerler
bakimindan uygulamalar arasi farkliliga iliskin varyans analiz sonuclari ise Cizelge

4.14°de verilmistir.
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Cizelge 4.13.

Uygulamalara ait ortalama degerler ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuclari* (n=3)

Uygulama Nitrit Triptamin | Feniletilamin Putresin Kadaverin Histamin Tiramin
Uygulamalar

No (HM) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1 A-09 0,28+0,03g* | 0,72+0,10c | 0,3940,04b |297,90+2,78b | 63,51+1,65b | 1,74+0,27a | 0,20+0,06a
2 A-09 + T119 18,47+0,18c | 0,28+0,11d | 0,29+0,04d |294,40+6,86b | 1,23+0,12d | 0,00+0,00c |0,09+0,00b
3 A-09 + S2 13,59+0,23e | 0,24+0,03d | 0,45+0,03a |393,35+4,61a | 20,99+4,33c |0,38+0,04bc | 0,09+0,01b
4 T119 18,38+0,20c | 0,34+0,02d | 0,09+0,04e | 0,85+0,79c | 0,05+0,06d | 0,00+0,00c |0,09+0,01b
5 S2 15,38+0,36d |0,13+0,02d | 0,00+0,00f | 0,90+0,69c | 0,08+0,03d | 0,00+0,00c |0,09+0,01b
6 A-09+GSNO (100 uM) |131,66+0,13a | 0,30+0,41d | 0,35+0,07bc | 350,76+8,23a | 4,18+0,01d | 0,58+0,78b |0,09+0,04b
7 A-09+GSNO (10 uM) | 40,31+0,26b | 0,96+0,05b | 0,29+0,03d |468,00+6,17a | 117,49+4,54a | 1,82+0,06a | 0,17+0,01a
8 A-09+GSNO (5 uM) 9,00+0,20f | 1,00+0,02a | 0,32+0,00cd | 415,38+8,05a | 112,27+5,80a | 1,79+0,04a | 0,17+0,00a

*Ayni situnda ayni harfle isaretlenen ortalama degerler, istatistik olarak birbirinden farkli degildir (p<0,01).
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Cizelge 4.14. Uygulamalar arasi farkliliga iliskin varyans analiz sonuglari (R?=0,998)

Varyasyon Kareler Serbestlik Kareler F-orani
kaynag| toplami derecesi ortalamasi
Nitrit 50037,904 7 7148,27 1,514E5**
Triptamin 3,318 7 0,474 19,299**
Feniletilamin 0,647 7 0,092 67,417**
Putresin 1020682,982 7 145811,855 31,113**
Kadaverin 66577,635 7 9511,091 25,214**
Histamin 20,150 7 2,879 33,251**
Tiramin 0,058 7 0,008 11,565**

** p<0,01 seviyesinde 6nemli, * p<0,05 seviyesinde énemli.

MRS sivi besiyerinde olusan nitrit miktari bakimindan uygulamalar arasindaki fark
p<0,01 seviyesinde 6dnemli bulunmustur. Her uygulama farkli bir grup igerisinde yer
almig, ancak ikinci ve dordinci uygulama arasinda nitrit degerleri bakimindan
istatistiksel bir farkhihk bulunmamistir (p<0,01). Yapilan cesitli calismalarda 2-S-
nitrososistein, S-nitrosoglutation, 1,1-dietil-2-hidroksi—2-nitroso-hidrazin vb. NO
verici bilesikler kullanilarak, biyojen amin olusumunda gorev alan dekarboksilaz
enzimleri Gzerine etkileri belirlenmeye calisiimistir (Bauer et al.,, 1999). Bu
calismada ise NO verici bilesik olarak GSNO kullaniimistir. MRS sivi besiyerinde
olusan nitrit miktari bakimindan en yiiksek degerin 131,66 uM ile 100 uM’hik GSNO
ilave edilmis olan uygulamada meydana geldigi belirlenmistir. GSNO miktarindaki
azalisa baglh olarak NO miktarlari da azalmis, 10 uM’hik GSNO uygulamasinda
40,31 pM, 5 uM’hk GSNO uygulamasinda ise 9,0 UM diizeyinde nitrit olusumu
gozlenmistir. GSNO bilesigi ilave edilmeyen uygulamalar icerisinde en yuksek nitrit
olusumu, sadece T119 susunun inokile edildigi besiyerinde belirlenmistir. Buna
karsin en dustk nitrit olusumunun ise sadece A-09 susunun inokile edildigi

besiyerinde 0,28 uM diizeyinde oldugu gozlenmistir.
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MRS sivi besiyerinde olusan triptamin miktarlarinin ise 0,13-1,00 ppm degerleri
arasinda degistigi belirlenmistir. Triptamin miktarlari bakimindan uygulamalar
arasindaki fark p<0,01 seviyesinde o6nemli bulunmustur. En yiksek triptamin
olusumu 1,00 ppm’lik degerle sekizinci uygulamada gozlenmis ve bu uygulama
istatistiksel olarak birinci grupta yer almistir. Triptamin olusumu bakimindan yedinci
uygulama istatistiksel olarak ikinci grupta, birinci uygulama ise Gglncl grupta yer
almistir. Diger uygulamalar arasinda ise istatistiksel olarak énemli bir farkhilik

bulunmamaktadir (p<0,01).

MRS sivi besiyerinde olusan feniletilamin miktarlari ise 0,00-0,45 ppm degerleri
arasinda degismektedir. En yulksek feniletilamin Gretimi A-09 ve S2 suslarinin
inokile edildigi Uglinct uygulamada belirlenmistir. Triptamine benzer sekilde
feniletilamin miktarlari bakimindan uygulamalar arasinda istatistiksel olarak p<0,01
seviyesinde o6nemli farkliliklar oldugu ve farkh gruplar icerisinde yer aldiklari
gorulmastir. Ancak 2., 7. ve 8. uygulamalar arasinda 6nemli bir farklilik
bulunmazken, S2’nin tespit edilebilir dizeyde feniletilamin olusturmadigi
belirlenmistir. GSNO bilesiginin 100 uM ilave edildigi uygulamada 6nemli diizeyde
bir azalma meydana gelmezken, daha dusiik miktarlardaki uygulamalarda farkliliklar
onemli (p<0,01) bulunmustur. Bu durum GSNO’nun feniletilamin (zerinde
tartistlabilir bir etkisinin olmadigini distindirmastur. T119 susunun inokdle edildigi
2. uygulamada feniletilamin miktarinin énemli diizeyde duslis meydana gelmistir.
Tum uygulamalar bir arada degerlendirildiginde, feniletilamin duizeylerinin son

derece dlsuk olmasinin da anlamli sonuclar alinmasini engelledigi distinulmstar.

L. plantarum T119 ve S2’nin putresin dretimleri son derece distk bulunmustur.
Buna karsilik A-09 ile T119 ve S2’nin bir arada gelistirildigi 2 ve 3. gruplarda ise
putresin miktarinda beklenen azalma gerceklesmemistir. Bunun aksine 6zellikle 3.
grupta putresin miktari A—09’a kiyasla 6énemli diizeyde (p<0,01) yuksektir. Benzer
egilim GSNO’nun 3 farkh miktari kullanilarak olusturulan deneme gruplarinda da

belirlenmistir.

77



A-09’un fazla miktarda Urettigi diger biyojen amin ise kadaverindir. Kimyasal olarak
putresine benzerlik gosteren bir diamin olan kadaverin, A-09 tarafindan 63,51 ppm
duzeyinde olusturulmustur. Putresinden farkli olarak, NO Ureten suslar dzellikle de
T119 kadaverin Gretimini 6nemli 6lglide azaltarak, 1,23 ppm diizeyine geriletmistir.
Benzer etki 100 uM’lik GSNO uygulamasi ile de elde edilmis ve putresin miktari
4,18 ppm olarak saptanmistir. Ancak GSNO’nun azalan miktarlari putresin

duizeylerinin 100 ppm’in Uzerine ¢ikmasina neden olmustur.

Histamin ve tiramin dizeyleri Gzerinde ise T119, S2 ve GSNO’nun benzer etkileri
s0z konusudur. A-09’un ylksek olmayan Uretim miktarlari T119 ve S2 tarafindan
onemli dizeyde azaltilmis (p<0,01), ayni etki GSNO’nun 100 puM’hk miktari
tarafindan da yaratilmistir. Ancak disuk GSNO miktarlarinin histamin ve tiramin

miktarlari Uzerinde 6nemli bir etkisi olmamistir (p>0,01).

A-09 tarafindan olusturulan histamin, tiramin ve feniletilamin miktarlari tehlikeli
sinirlarin oldukca altindadir. Biyojen aminlerin zehir etkisi yapan miktarlari farklilik
gostermektedir. Histaminin 8-40 mg, 40-100 mg ve 100 mg’in tzerindeki miktarlari
hafiften agira dogru seyreden zehirlenmelere neden olmaktadir. Tiraminin 100 mg’in
ustine cikmasi ise migrene yol acmaktadir. Feniletilaminin gidalardaki zehirli
miktart 30 mg/kg olarak tespit edilmistir. Putresin ve kadaverin ise
histamin/tiraminin etkilerini giclendiren biyojen aminlerdir ve etkili miktarlari
bildirilmemistir. Biyojen aminlerin gidalarda bulunmasi ile ilgili yasal sinirlamalar
bulunmamakla birlikte, gidalarin kg’inda 100-800 mg tiramin, 396 mg putresin
duzeylerinin Gzerine c¢ikilmamasi da tavsiye edilmektedir (Ayhan vd., 1999).
Fermente gidalarda biyojen amin olusumuna neden olan laktobasillerin varligi cesitli
calismalarla belirlenmistir. Ozellikle fermente siit Uriinlerinden izole edilmis
laktobasillerle ilgili bulgular dikkat cekicidir. isvicre tipi sert peynirlerden izole
edilen 2 Lactobacillus buchneri susunun yiiksek duzeyde (4,070 ve 3,730 nmol/ml)
histamin olusturdugu belirlenmistir. Ozellikle baslatici kiiltir olmayan ve peynirlerin
florasinda bulunan laktobasillerin histamin olusumundan sorumlu oldugu ileri
surtlmastir. Histamin zehirlenmesi vakalarindan sorumlu tutulan Lactobacillus

buchneri en fazla calisilan bakteri niteligini kazanmistir. Yine yapilan cesitli

78



calismalarda tiramin ve histamin olusumunu gerceklestiren laktobasillerin varligi
bildirilmektedir (Durlu-Ozkaya, 2001). Farkli gidalardan ve baslatici kiltirlerden
alinan 11 adet laktobasilin histamin ve tiramin olusturma duzeylerinin incelendigi
calismada bakterilerden sadece birinin (Lactobacillus brevis) 700 ppm tiramin
olusturdugu, diger suslarin ise histamin tretiminin <1 ppm ve tiramin Gretimlerinin
<20 ppm oldugu saptanmistir (Maijala, 1993). Cig et, fermente sosis ve peynirlerden
izole edilen Enterobacteriaceae ve LAB’nin biyojen amin olusturma &zelliklerinin
incelendigi calismada ise et ve peynirlerden izole edilen enterokoklarin yani sira,
fermente sosis ve peynirlerden izole edilen Lactobacillus/Leuconostoc suslarinin
biyik ¢ogunlugunun da >100 mg/I tiramin olusturdugu belirlenmistir (Pircher et al.,
2007).

Ruiz-Moyano vd., (2009) tarafindan yapilan c¢alismada, farkl kaynaklardan izole
edilmis laktobasillerin kurutulmus fermente sosis Uretiminde kullanilabilmesi
acisindan guvenilirlikleri ve fonksiyonel 6zellikleri incelenmistir. Laktobasil
suslarinin (18 adet) biyojen aminleri <100 mg/l duzeyinde olusturmalari nedeniyle
guvenilir olduklari bildirilmistir. Suslardan 4°G 5,9-10,8 mg/l triptamin meydana

getirmis, 15 sus ise 7,5-29,7 mg/l tiramin Gretmistir.

Tum bu bulgulara ragmen, baslatici kulttrlerin bilesiminde yer alan laktobasillerin,
bulagmalarla fermente et drdnlerinde bulunan mikroorganizmalarin biyojen amin
olusturmasini engelledigi de bilinmektedir. Ayhan vd., (1999) Lactobacillus sake,
Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus carnosus+Staphylococcus  xylosus
kullanilarak uretilen sucuklarda biyojen amin varhigini incelemistir. Bagslatici kultir
kullaniimasi aerobik toplam bakteri sayisini azaltmistir. LAB’nin sayisi kontrol
grubunda ve baslatici kdlttrle Gretilen sucuklarda olgunlasma sirasinda artmistir.
Toplam Enterobacteriaceae sayisi olgunlagsmanin 30. glniinde vakum paketlenmis ve
bagslatict kdltirle Gretilmis orneklerde azalmistir. Kontrol oOrneklerinin timiinde
putresin ve tiramin belirlenirken, baslatici kulttr igeren sucuklarda sadece tiramin
varligl saptanmistir. Benzer sekilde Lu vd., (2010) tarafindan yapilan ¢alismada da 2
farkh baslatici kiltrle (Pediococcus pentosaceus + Staphylococcus xylosus, deneme

A; Lactobacillus farciminis + Staphylococcus saprophyticus, deneme B) Uretilen
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fermente sosislerin biyojen amin icerigi, pH ve as degerleri incelenmistir. Baslatici
kaltur B’nin dogal florayr etkili bir sekilde engelledigi, buna bagli olarak da
histamin, putresin, kadaverin ve tiramin miktarlarinin deneme A’ya kiyasla énemli
6lctde (p<0,001) azaldigi belirlenmistir.

Biyojen aminlerin R-CH,-NH-R’" + O, + H,O —» R-CHO + H;N-R’ + H,0;
denkligine gore amin oksidazlarla parcalanarak, etkisiz hale getirildigi ileri
strilmektedir. Yiksek canlilarin yani sira bakteriler de mono ve diamin oksidaz
aktivitesine sahiptir. Fermente gidalarin tretiminde baslatici kiltiir olarak kullanilan
mikroorganizmalar, histamin ve tiramin pargalama 06zelliklerinin belirlenmesi
acisindan incelenmistir. Calismada incelenen 64 LAB’den 27’sinin histamini ve
1’nin tiramini parcaladigl belirlenmistir. Brevibacterium linens ve korineform
bakterilerin 32 susundan 21’i histamin ve tiramin oksidaz aktivitesi gostermistir.
Incelenen 20 Staphylococcus carnosus susunun hicbiri histamin ya da tiramine etkili
olmamistir. Geotrichum candidum’un 9 susundan sadece 1’i tiramini yavasca
parcalayabilmistir. Micrococcus sp.’nin 44 susundan 17’si ise histamin ve/veya
tiramine etkili bulunmustur. Enzim sitoplazmada yer alan ve membrana bagli
olmayan yapidadir. Parcalanma tepkimelerinin son uriinu olan p-hidroksifenil asetik
asit HPLC ile tespit edilmistir. Amin oksidazlarin aktivitesiyle meydana gelen
H.O,’in varhgi, dogal (native) poliakrilamit jelde gerceklestirilen boyama islemi ile
saptanmistir. Amin oksidazlar en ytiksek aktiviteyi pH 7’de 37-40°C’de gostermistir.
NaCl, glikoz ve hidralazin enzim aktivitesinin diismesine neden olmustur (Leuschner
etal., 1998).

Bagslatici kdltirlere ilaveten sosis bilesiminin degistirilmesi (seker cesidi ve/veya
miktar) yoluyla da biyojen amin dizeylerinin kontrol altinda tutulmasina
calisiimaktadir. Glikoz (1,9 g/kg) + sakkaroz (1,9 g/kg) ve glikoz (3 g/kg) + sakkaroz
(2 g/kg) uygulamalari kadaverin miktarinin kontrol gruplarina gore %43 ve %21
azalmasini saglamistir. Seker miktarinin daha fazla arttirllmasi ise kadaverin
uzerinde etkili olmamistir. Yiksek seker miktarlari dekarboksilaz aktivitesine sahip
bakterilerin gelisimini tesvik ederek, incelenen aminlerin artisina yol acmistir.
Tiramin olusumu bu uygulamalardan etkilenmemistir. Belirli miktarlarda seker

kullanilmasi LAB’nin gelisimini tesvik ederek, asitligin hizla ve yuksek diizeyde
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artmasina neden olmakta ve sosiste bulasmalar yoluyla bulunan dekarboksilaz
aktivitesine sahip bakterilerin gelisimini sinirlandirmaktadir. Baslatici kiltir olarak
Lactobacillus sakei’nin kullanilmasi tiim biyojen aminlerde %17°den %2100’e
degisen oranlarda azalmaya yol agmistir (Latorre-Moratalla et al., 2010).

Fermente gidalarin Gretiminde kullanilan baslatici kdiltirlerde bulunan LAB’nin
biyojen aminler Gzerine asitligi gelistirerek dolayli ve amin oksidaz aktivitesi ile
dogrudan etkili oldugu bildirilmektedir. Memelilerde ise biyojen aminlerin olumsuz
etkilerini gidermeye yonelik farkh yontemlerden vyararlanilmaktadir. Ciftlik
hayvanlarinda agirlik kaybina yol agan biyojen amin olusumunun, disuk miktarda
antibiyotik uygulamalari ile azaltabilecegi bilinmektedir. Gen¢ domuzlarin yemine
Klortetrasiklin (40 ppm) katilarak, besleme yapilmis ve ileum iceriginde bulunan
biyojen aminler kagit kromatografi ve kagit elektroforez yontemleriyle incelenmistir.
Aminlerin her 2 grupta da dekarboksilaz aktivitesine sahip E. coli tarafindan
uretildigi belirlenmistir. Kontrol grubunda yilksek miktarda ve cesitli biyojen
aminlerin varhgi belirlenirken, Klortetrasiklin iceren yemle beslenenlerde biyojen
amin miktarlarinin yani sira E. coli sayilari da daha dustik bulunmustur. Az miktarda
Klortetrasiklin kullanilmasi mikrofloranin metabolik aktivitesini azaltmistir (Larson
and Hill, 1960). Tedavi edici dozun altindaki miktarlarda antibiyotik kullanimi
tiketici tepkisine yol actigindan son yillarda yem Katkisi olarak probiyotiklerden
yararlaniimasi da yaygin bir egilim olarak kabul gérmektedir (Karahan ve Cakmakgtl,
1996).

Vicutta Uretilen biyojen amin miktarlarinin  dizenlenmesi igin ise farkh
mekanizmalardan yararlanilmaktadir. Substrati L-arjinin olan NOS enzimi, NO
olusumunu saglamakta ve ODC aktivitesi engellenmektedir. Bu hipotezi ispatlamak
amaciyla cesitli calismalar yapilmistir. S-nitrosistein (CysNO), S-nitrosoglutation
(GSNO) ya da 1,1 dietil-2-hidroksi-2-nitrozo-hidrazin (DEA/NO) seklindeki NO’in
kullanim miktarina bagli olarak, ODC aktivitesine etkili oldugu belirlenmistir.
CysNO (1 mM) ODC aktivitesini yaklasik olarak %90, 3 mM GSNO ise %70°den
fazla dizeyde engellemektedir. Cok daha az etkili olan DEA/NO ise 30 mM’lik
miktarlarda %70 engelleyici olabilmektedir. Her 3 bilesigin ODC {izerindeki
engelleyici etkisi ortama ditiotreitol ya da glutation eklenmesiyle giderilebilmektedir.
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Elde edilen bulgular, NO’in ODC (izerindeki sistein kalintilarinin S-nitrozilasyonu
ile ODC aktivitesini engelledigini gostermistir (Bauer et al., 1999). NO ve
S-nitrosotioller sistein kalintilari ile tepkimeye girerek, proteinin zerinde
S-nitrozotiolleri olusturmaktadir. Her ODC monomeri Uzerinde Cys360’1 da iceren
4 sistein kalintisi enzim aktivitesi agisindan buyik énem tasimaktadir (Bauer et al.,
2001).

Bauer vd., (1999; 2001) tarafindan elde edilen bu bulgular rekombinant DNA
teknolojisinden yararlanilarak dogrulanmistir. Memeli hiicrelerinde poliamin sentezi
anahtar nitelikli 2 dekarboksilaz tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu enzimler
ornitin ve S-adenozilmetionini substrat olarak kullanmaktadir. Rekombinant insan
proteinlerinin kristalografik analizleri, yapilarinin ve islevlerinin aydinlatilmasina
biyik katki saglamistir. Her 2 enzim de driin olusumu tzerinde énemli etkileri olan
sistein  kalintilari  icermektedir. ODC’deki Cys360 ve S-adenozilmetionin
dekarboksilazdaki Cys82 NO ile tepkimeye girerek, poliamin sentezinin durmasi
saglanmaktadir (Hillary and Pegg, 2003). Ancak bu calismada, ODC tarafindan
olusturulan putresinin ne GSNO ne de NO {reticisi LAB ile azaltilmasi mimkin
olmamistir. Memeli ODC’ye yonelik calismalarda NO’in etkisinin son derece 6zgul
sekilde Cys360 uzerine oldugu bildirilmektedir. Memeli ve mikroorganizma
ODC’leri arasindaki yapisal farkhlklarin bu sonuca yol agmis olabilecegi
distnulmistur. Ancak konunun aydinlatilmasi bundan sonra gerceklestirilecek

projelerle mimkin olabilecektir.

Putresin miktarlarinda beklenen diststun elde edilememesine ragmen, ozellikle
kadaverin miktarlari 6nemli diizeyde azaltiimistir. GSNO’nun 100 uM’lik miktarlari
T119 ve S2’ye benzer etki yaparak, triptamin, kadaverin, histamin ve tiramin
miktarlarinin azaltilmasini saglamistir. Ancak GSNO miktarinin azalmasi séz konusu
biyojen amin miktarlarinda artislara neden olmustur. GSNO (100 pM), T119 ve S2
tarafindan olusturulan NO miktarlari da dikkate alindiginda, biyojen aminlerdeki
azalmaya NO’in yani sira, T119 ve S2’nin A-09 (zerinde yarattigl besin maddeleri

icin rekabet, mono ve diamin oksidazlar vb. diger etkilerin de yol agmis olabilecegi
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dustnilmustir. Tez kapsami disinda kalan bu konularin da arastiriimasi bilime

onemli katkilar saglayabilecek potansiyele sahiptir.

Uretimi azaltilan biyojen aminler icinde 6zellikle kadaverinle ilgili veriler dikkat
cekicidir. Kadaverin, lizinin  dekarboksilasyonu ile dretilmektedir. Lizin
dekarboksilazin kodlandigl gen bélgesi cad olarak adlandirilmakta ve bu bdlgenin
urini  olan proteinler, bakterilerde koloni olusumundan sorumlu genlerin
dizenlenmesini saglamaktadir. Kadaverinin canlilik Gzerindeki en 6nemli etkisi ise
bazi patojenik E. coli suslarinin stres kosullarindan etkilenmesini 6nlemektir (Torres,
2009). Mikroorganizmalarin Urettigi kadaverin miktarinin NO araciligiyla azaltiimasi
pH, kimyasallar vb. stres etkenlerine dayanimi azaltacagindan, canhlik Uzerine de
olumsuz etki yapacaktir. Bu nedenle NO’in kadaverin dretimi Uzerinde varsayilan

etkisi de yeni arastirmalara kaynak olusturabilecek dnemli bir bilgidir.
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5. SONUC

NO, insan viicudunda biyolojik aktivitesi ve potansiyel klinik uygulamalari ile
sonsuz sayida islevi kontrol eden bunun yani sira hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalar agisindan da pek ¢ok onemli islevleri bulunan bir bilesiktir. Bu
nedenle farkli organizmalar tarafindan dretilen NO’in biyoteknolojik ve tibbi
uygulama alanlarinin aydinlatilmasi ve gelistirilmesi biyik ©6nem tasimaktadir.
Bunun yani sira saglikh gidalara olan talebin artmasi gida sanayinde yeni kesifleri ve
yeni 0rin gelistirilmesini  tesvik etmekte ve gida teknolojisinde NO’dan

yararlanabilme olanaklarinin da bu yonde arastiriimasi gerekmektedir. Bu amagla;

1) NO olusturma yetenegine sahip Lactobacillus plantarum (S1b, T119, Z1, Z2,
Z3), Pediococcus acidilactici (S2, S3, Sla) ve Leuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicum (P2, P10) tdrlerine ait 10 adet laktik asit bakterisi
kullanilarak, NOS enzimiyle NO dretimini saglayan genlerin belirlenmesi
Uzerinde durulmustur.

2) Bu hedefe yonelik olarak gergeklestirilen calismalarin ilk asamasinda
LAB’nin NO uretim miktarlarina depolamanin etkisi belirlenmistir. Uzun sire
depolamanin etkisiyle tim suslarin NO Uretimlerinde azalma meydana gelmis,
NO en yiksek miktarda Pediococcus acidilactici S2 (15,058 uM), en distk
miktarda L. plantarum Z3 (2,877 uM) tarafindan tretilmistir.

3) NO dretiminde etkili olan mekanizmanin belirlenmesi amaciyla NOS
engelleme denemeleri gergeklestirilmistir. NOS enziminin engellenmesinde
NC-methyl-L- arginine (L-NMA) kullaniimistir. Deneme sonucunda, 500
uM’lik L-NMA bilesiginin 5 susun (S1b, T119, Z1, Z2, Z3) NO uretimlerini
%40’In Gzerinde azalttigi belirlenmistir. Buna ilaveten suslarin NOS enzim
aktiviteleri de incelenmistir.

4) NOS gen bdolgesinin saptanmasi amaciyla uygun primer ciftleri (6 adet)
kullanilarak, suslara ait genomik DNA’da PZR gerceklestirilmistir. PZR
islemi sonucu elde edilen PZR (drinleri agaroz jel elektroforezinde
incelenmistir. Ancak yapilan denemeler sonucunda genomik DNA’da NOS

geni  belirlenememistir.  NOS genine ait bilginin plazmit DNA’da
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5)

6)

bulunabilecegi dusuncesi ile ¢alismalar, bu konu tzerinde yogunlastiriimistir.
NO dreticisi LAB’nin plazmit profilleri incelenmis ve plazmit DNA’da NOS
gen bolgesi aranmistir. Ancak kullanilan primerlerle plazmit DNA’da da gen
bolgesi belirlenememistir.

NO dretiminde etkili olan mekanizma ve gen bolgesinin arastiriimasinin yani
sira NO’in biyojen amin olusumu (zerine etkileri de incelenmistir. Bu amacla,
oncelikle cesitli Grtnlerden izole edilen LAB’nin biyojen amin olusturma
Ozellikleri nitel ve nicel olarak belirlenmistir. Biyojen amin treten LAB ile
NO olusturma yetenegine sahip LAB, biyojen aminlerin oncili olan amino
asitleri iceren MRS sivi besiyerinde bir arada tretilmistir. inkiibasyondan
sonra suslarin biyojen amin tretimlerinde meydana gelen degisimler HPLC ile
saptanmigtir. Calismanin sonucunda NO (reticisi Lactobacillus plantarum
T119 susunun, A-09 susunun olusturdugu triptamin, B-fenil etilamin,
kadaverin, histamin ve tiramin miktarlarinda énemli diizeyde azalmaya yol
actigl belirlenmistir. Ancak NO, putresin Uretimi GUzerinde etkili olmamistir.
NO dreticisi Pediococcus acidilactici S2 ise A-09’un triptamin, kadaverin,
histamin ve tiramin Gretimlerini azaltmistir. Bu yonu ile tez son derece yeni
bulgulari tasimaktadir. Yapilan ¢alismanin bir baska 6nemli yonu de NO
ureticisi LAB’nin baglatici kultr olarak kullaniimasina yonelik yeni dl¢utlerin
belirlenmeye calisilmasidir. Ancak bu konudaki calismalarin surdarilmesi
gerekmektedir.

Baslatici kultir olarak kullanilabilen laktik asit bakterilerinin Grettikleri NO
aracthgiyla daha kaliteli gida Uretilebilecegi dustinilmektedir. Bu nedenle NO
uretiminde etkili olan genetik 6zelliklerin belirlenmesi ayrica bakteriyel NO-
gida ve gida-saglik etkilesiminin farkli boyutlarinin incelenmesi de 6nemli bir
gereksinimdir. Dolayisiyla bu konuda daha ¢ok arastirma yapilmasi gerektigi

dustnulmektedir.
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