1. GIRIS

Basta tip ve gida endiistrisi olmak iizere, hayatin her alaninda patojen ve gida bozulmasi
etmeni mikroorganizmalar ile miicadele yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir. Bu miicadele
Robert Koch’un 19 yy sonlarinda yapmis oldugu c¢alismalar neticesinde bakterilerin
hastaliklardan sorumlu organizmalar oldugunun belirlemesiyle baglamistir. Penisilin
antibiyotiginin, Aleksander Fleming tarafindan 1928’de kesfi ve patojen bakterilerin
engellenmesi yoniinde kullanilmaya baslanmasi ise bu alanda atilan en 6nemli adimdir.
Giiniimiize kadar bakterilere karsi etkili cok sayida antibiyotik ve kimyasal ajan
gelistirilmistir. Ancak son yillarda bakterilerin kullanilan antibiyotiklere karsit hizla
direnglilik kazanmasi, yeni antimikrobiyel bilesiklerin arastirilmasini ve gelistirilmesini
hedefleyen calismalar1 6n plana ¢ikartmistir. Diger taraftan gidalarin korunmasi amaciyla
kullanilan koruyucularin insan sagligini tehdit edici boyutlarinin bulunmasi ve cesitli
alerjik reaksiyonlara neden olmasi, tiiketici tercihlerini daha giivenli ve dogal
antimikrobiyel ajanlarin kullanilmasi yoniinde degistirmistir. Bu dogrultuda laktik asit
bakterileri gibi insan tiiketimi ac¢isindan giivenli bakteriler tarafindan iretilen
bakteriyosinler, mikroorganizmalarla miicadelede yeni nesil antimikrobiyel ajanlar olarak

ortaya ¢ikmuistir.

Nisin, tip | lantibiyotik grubuna dahil olan ve bir laktik asit bakterileri tiyesi Lactococcus
lactis tarafindan sentezlendigi tespit edilmis ilk bakteriyosindir. Bu bakteriyosin oldukga
genis bir etki spektrumuna sahip olmasi nedeniyle gida endiistrisinde koruyucu, medikal
alanda ise terapétik ajan olarak kullanilmaktadir. Nisin FDA tarafindan GRAS (Insan ve
hayvan tiiketiminde giivenilir) ajan olarak tanimlanmis ve belgelendirilerek (E234)
kullanimina izin verilmistir. Bu bakteriyosin gilinlimiizde 50°den fazla iilkede siit ve siit
tirtinleri, konserve iriinler ve hazir ¢orbalar gibi gidalarin korunmasinda kullanilmaktadir.
Ayrica dis macunu ve sargl bezlerini igeren g¢esitli saglik iriinlerinde de kullanimi

mevcuttur.

Nisinin antimikrobiyel ajan olarak yaygin kullanimimi kisitlayan ana nedenler iiretim
teknigi ve dolayist ile iirlin maliyetinden kaynaklanmaktadir. Zira iiretici suglarda nisin
verimi diigiik olmakta ve halen endiistriyel siire¢lerde kesikli fermentasyon sistemlerinden
yararlanilmaktadir. Nisinin yiiksek ticari potansiyeli, iretimin artirilmast yoniindeki

caligmalara hiz kazandirmistir. Bu amagla yapilan ¢alismalar; tiretici susun (L. lactis) farkli



fermentasyon kosullarindaki davraniglari ve nisin {iretimini kodlayan genlerin regiilasyon
sistemleri esas alinarak verimli fermentasyon sistemlerinin tasarlanmasi ve iiretici suslarin

gelistirilmesini hedeflemektedir.

Bu tez caligmasinda da Tiirkiye kokenli bir nisin ireticisi susta; nisin biyosentezi
reglilasyonu ve direncliliginden sorumlu genlerin kopya sayilarinin artirilmasit suretiyle,
lirlin veriminin gelistirilmesi amag¢lanmistir. Olusturulan genetik varyantlarin nisin {iretim

kosullar, kesikli ve siirekli fermentasyon sistemleri kullanilarak optimize edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Nisin

Nisin, ilk kez Ingiltere’de yapilan galismalarda laktokoklarmn diger laktik asit bakterilerinin
gelisimlerini inhibe ettiginin belirlenmesi sonucu saptanmistir (Rogers 1928; Rogers and
Whittier 1928). Bu ¢alismalarda tanimlanan antimikrobiyel bilesigin 1s1 stabil, ¢6ziinebilen
ve difiize olabilen bir yapida oldugu belirlenmistir. Daha sonra Whitehead (1933) bu
bilesigi izole etmis ve protein yapisinda oldugunu kanitlamigtir. Mastitis ile miicadele ve II.
Diinya savasi sirasinda ortaya c¢ikan penisilin kithigi, bu bilesik iizerinde aragtirmalarin
yogunlagmasma yol agmistir. ilk kez Mattick and Hirsch (1944) bu bilesigi konsantre
etmeyi basarmis ve bircok bakteri ilizerinde antimikrobiyel etkinlige sahip oldugunu

saptamistir.

[k nisin iireticisi L. lactis susu ¢ig siitten izole edilmistir (Rogers 1928, Whitehead 1933,
Mattick and Hirsch 1944). Daha sonra farkli nisin iireticilerinin peynir mikroflorasinda da
bulundugu tespit edilmistir (Hirsch and Wheater 1951). Ancak bu organizmalarin sadece
stit ve siit trtinlerinde bulunmadigi; Alman tipi lahana tursusu (Haris et al. 1992), fermente
sucuk (Noonpakdee et al. 2003), nehir suyu (Zendo et al. 2003), insan siitii (Beasley and
Saris 2004) gibi ¢esitli kaynaklardan da izole edilebildigi tespit edilmistir. Diger yandan
Wirawan et al. (2006) nisinin laktokoklar disinda Streptococcus uberis tarafindan da

tiretebildigini belirlemistir.

Nisin, ticari 6nemi nedeni ile en yogun arastirilan lantibiyotik olmustur. Yapilan
calismalarda nisinin toksik etkisinin sofra tuzu ile esdeger diizeyde (LDso 7 g kg™ viicut
agirhigl) oldugu tanimlanmistir (Hurst 1981). Gerek genis antimikrobiyel kapasitesi ve
gerekse insan ve hayvan saghifina karsi olumsuz etki icermemesi bu lantibiyotigi
endiistriyel uygulamalarda 6n plana ¢ikartmigtir. Nisin FAO/WHO tarafindan 1969 yilinda
giivenli bir dogal gida katkisi olarak kabul edilmistir. 1983’te nisin EEC gida katki
maddeleri listesine dahil edilmis ve E234 kod numarasi verilmistir. Nisin 1996’dan itibaren
Avrupa iilkeleri, Cin ve Amerika basta olmak tlizere 50°den fazla iilkede yaygin olarak

kullanilmaktadir (Delves-Broughton et al. 1996).



Birgok gram pozitif bakteri nisine kars1 duyarlidir. Ancak nisinin gram negatif bakteriler
tizerinde de ¢ok diisiik antimikrobiyel etkisi bulunmaktadir (de Vuyst and Vandamme
1994). Nisinin gram pozitif bakterilerin vejetatif formlar1 yaninda, Clostridium ve Bacillus
sporlarina kars1 da etkili oldugu saptanmistir. Bu karakteristikleri nedeniyle nisin yiiksek
sicakliktan etkilenen ya da 1sil islem uygulanmayan asidik gidalarda patojen ya da gida
bozulmasi etmeni bircok bakterinin vejetatif (Listeria ve laktik asit bakterilerinin
kontamine tyeleri gibi) ve spor formlarinin (Clostridium ve Bacillus sporlari gibi)
inhibisyonu amaci ile kullanilmaktadir (Hurst 1981, Abee et al. 1994, Delves-Broughton et
al. 1996).

2.1.1 Nisinin yapasal ozellikleri

Nisinin primer yapist 1971 yilinda Gross and Morell tarafindan yiiriitilen ¢aligmalar
neticesinde aydmlatilmistir. Bu yapimin dogrulugu daha sonra, kiitle ve NMR spektroskopi
calismalar: ile desteklenmistir (Barber et al. 1988, Nielsen and Roepstorff 1988, van de
Ven et al. 1991, van den Hooven et al. 1993). Nisinin molekiiler agirhig yaklasik 3350
dalton olup, yapisinda 34 amino asit bulunmaktadir. Bu yapitaglarinin bazilari; lantiyonin,
metillantiyonin (Met Lan), 2-3 dehidroksialanin (Dha) ve 2-3 dehidroksibutirin (Dhb) gibi
dogada ender rastlanan amino asitlerdir. Nisinin yapisindaki bu lantiyoninler 5 adet halka
yapisi olusturmaktadir (Bu halkalar A, B, C, D ve E olarak isimlendirilmistir) (Sekil 2.1 ve
2.2). Igerdigi lantiyonin kopriilerinden dolayt, nisin lantibiyotikler sinifina dahil edilmistir

(Schnell et al. 1988).

Bugiine kadar nisin A (Gross and Morell 1971), nisin Z (Graeffe et al. 1991; Mulders et al.
1991), nisin Q (Zendo et al. 2003), nisin U (Wirawan et al. 2006) ve nisin F (Kwaadsteniet
et al. 2008) olmak iizere 5 farkli nisin varyanti karakterize edilmistir (Sekil 2.2). Bu
varyantlardan nisin A, Z, U f{reticileri siit ve siit tirtinlerinden (Gross and Morell 1971,
Graeffe et al. 1991, Mulders et al. 1991), nisin Q fireticisi nehir suyundan (Zendo et al.
2003), nisin F ireticisi (Kwaadsteniet et al. 2008) ise yaymn baligindan izole edilmistir. Bu
varyantlardan yalniz nisin U, L. lactis suslar1 disinda bir bakteri tarafindan (Streptococcus

uberis) iiretilmektedir.
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Sekil 2.1 Dogada nadir bulunan dehidroalanin, dehidrobiitirin, lantiyonin, ve 3-metil
lantiyonin amino asitlerin sentez mekanizmasi (Ingram, 1970)



Sekil 2.2 Nisin A, Z, Q ve U’nun yapisi. Lantiyonin kopriileri A-E olarak gosterilmistir.
Dha= Dehidroalanin, Dhb= Dehidrobiitrin; Ala-S-Ala, lantiyonin; Abu-S-Ala, B-metil
lantiyonin. Varyantlarda Nisin A’dan farkli olan amino asitler gri tonla isaretlenmistir
(Gross and Morell 1971; Chatterjee et al. 2005; Wirawan et al. 2006)



Nisin varyantlart arasindaki temel farklilik, primer yapida bazi pozisyonlarinda goriilen
amino asit degisimleridir. Nisin Z, nisin A’dan farkli olarak 27. pozisyonda histidin yerine
asparajin aminoasitini igermektedir (Graeffe et al. 1991, Mulders et al. 1991). Nisin Q’da
nisin Z’ye gore ti¢ amino asit (Val 15, Leu 21, Val 30) bakimindan farkli bulunmustur.
Bugiine kadar bu varyant {ireticisi olan sadece bir sus tanimlanmistir (Zendo et al. 2003).
Streptococcus uberis tarafindan iretilen nisin U; yaygin rastlanilan nisin A ve nisin Z’ye
gore 9 amino asit (Lys 4, Lle 15, Dhb 18, Pro 20, Leu 21, Gly 27, His 29, Phe 30 ve Gly
31) bakimindan farklilik gostermektedir. Ayrica diger varyantlardan farkli olarak 34
aminoasit yerine, 31 amino asit igermektedir. Bununla birlikte bu varyantta da modifiye
amino asitlerin ve lantiyonin kopriilerinin yerlesimi, diger varyantlarla benzerdir. Son
olarak yayin baligi izolat1 olan L. lactis tarafindan iiretilen nisin F, nisin A ve nisin Z’den
sadece 30. pozisyondaki aminoasitin valin olmasiyla farklilasmistir. Ancak bu varyanta ait
lantiyonin ko&priilerinin  yerlesimi heniiz aydinlatilmamistir (Gross and Morell 1971,
Graeffe et al. 1991, Mulders et al. 1991, Zendo et al. 2003, Wirawan et al. 2006,
Kwaadsteniet et al. 2008).

Ug farkli grup tarafindan vyiiriitilen NMR ¢aligmalar1 neticesinde nisin molekiiliiniin
oldukga esnek bir yapida oldugu saptanmustir (Slijper et al. 1989, Chan et al. 1989, Palmer
et al. 1989). Nisin yapisindaki B, D ve E halkalarinda yer alan 1. ve 4. amino asitlerin
tiyoeter bagi ile baglanmasi sonucu, B doniis pozisyonlari olugsmaktadir. A ve C halkalari

ise, degisken yapilar gostermesi nedeniyle net olarak tanimlanamamustir.

Nisin molekiilii oldukga esnek olmasina ragmen, sulu ortamda amfipatik yapida iki farkli
bolge icermektedir. Birinci bolge A, B, C lantiyonin halkalarini igeren Ala 3-Ala 19 amino
asitlerinden digeri ise birbirine sarilmig D ve E lantiyonin halkalarini igeren Ala 23-Ala 28
amino asitlerinden meydana gelmistir. N- ve C- uglar1 ayrica “ABC” ve “DE” boélgelerini
birlestiren ve Met 21 pozisyonunda bulunan esnek bir “mentese” yapisina sahiptir. Nisin
molekiiliinde hidrofilik ve yiiklii amino asitler cogunlukla C- ugta yer alirken, N- ugtaki
aminoasitlerin 6nemli bir kismi hidrofobik yapidadir. Burada sadece, Lys 12 yiikli bir
amino asittir. Bu nedenle nisin molekiiliniin amfipatik 6zelliginden s6z etmek olasidir

(Palmer et al. 1989).



van den Hooven et al. (1993) nisin molekiillerini sodyum dodesil sulfat (SDS) ve dodesil
fosfokolin (DPC) misellerine tutundurarak, molekiiliin baglanma 6zelliklerini arastirmistir.
Molekiiliin misellere baglanmasi, nisin molekiiliiniin antimikrobiyel etkisinde ilk basamak
olan sitoplazmik membrana baglanmasinin modelini olusturmustur. Arastirma sonuglari,
nisinin misellere baglandiginda amfipatik 6zelliginin devam ettigini ve bu tutunmanin A

halkasi tizerinde konformasyonel bir degisikligi tetikledigini gostermistir.
2.1.2 Nisinin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri

Nisin molekiilii katyonik 6zellikte olup, nisin A’nin pozitif net yiikii 5, diger varyantlarin
ise 4’tiir. Bu molekiillerin timi alkali ortamda izoelektrik noktaya sahiptir (Jung 1991).
Nisin molekiilii, yapisinda aromatik amino asitlerin bulunmamasi nedeniyle 260 nm ve 280
nm dalga boyunda 1sik absorbsiyonu goéstermez. Nisin molekiiliiniin  stabilitesi,
¢oziiniirliigii ve biyolojik aktivitesi, pH degerinin artisiyla birlikte azalmaktadir. Ozellikle
alkali ortamlarda ¢oziiniirliigii tamamen diismektedir. Ornegin, ticari kullanmimi bulunan
nisin A’nin ¢ozinirliigi pH 2°de 57 mg mL™ iken, pH 6’da 1.5 mg mL™""ye diismektedir.
pH 8.5%in iizerinde ise bu deger 0.25 mg mL™ civarindadir (Hurst 1981, Liu and Hansen
1990). Alkali ortamlarda, molekiil i¢i veya molekiiller arasi kimyasal modifikasyonlar
nedeniyle, nisin molekiilinde geri doniisiimsiiz inaktivasyon meydana gelmektedir.
Ozellikle hidroksil (OH’) iyonlarinin etkisiyle dehidro amino asitler modifiye
olabilmektedir (Liu and Hansen 1990). Nisin Z ve nisin Q, nisin A’ya gore daha fazla
¢oziinebilme yetenegindedir. Bu durum asparajin amino asitinin histidine gére daha fazla
hidrofilik 6zellikte olmasindan kaynaklanmaktadir (Davies et al. 1998). Nisin pH 2’de
aktivite kayb1 olmadan sterilize edilebilir. Ancak pH 5’de % 90’dan fazla aktivite kaybi
meydana gelir. Ayrica nisin molekilii a-kimotripsin ve proteinaz K uygulamasina karsi
duyarhdir (de Vuyst and Vandamme 1994, Motlagh et al. 1991).

2.1.3 Nisinin antimikrobiyel etki mekanizmasi

Nisinin antimikrobiyel aktivitesi, hedef hiicre sitoplazmik membraninda por olusumunu
tesvik etmek ve murein sentezini engellemek suretiyle ortaya ¢ikmaktadir (Ruhr and Sahl
1985, Kordel and Sahl 1986). Ortama nisin ilavesi durumunda hassas hiicrelerde membran
potensiyeli diigmekte ve bu durum proton motivasyon giiciiniin kaybi ile sonuglanmaktadir

(Gao et al. 1991, Garcia et al. 1993). Nisin varliginda porlarin olusmasiyla hiicreler igin



gerekli olan aminoasitlerin, ATP ve monovalent katyonlarin kayb1 meydana gelmektedir
(Ruhr and Sahl 1985). Sonug olarak hassas hiicredeki tiim biyokimyasal reaksiyonlar

durmaktadir.

Nisin sitoplazmik membran iizerinde por olusumunu, hem mikromolar hem de nanomolar
konsantrasyonda tesvik edebilmektedir. Nisinin membran iizerinde por olusturma
mekanizmasinin agiklanmasii saglayan ilk veriler, bu bakteriyosinin mikromolar
konsantrasyonda kullanilmasiyla e¢lde edilmistir. Driessen et al. (1995) yiiksek
konsantrasyondaki nisinin zivitteryonik fosfatilkolin (PC) yapay membranindan 6-
karboksiflorasan bilesiklerinin difiizyonunu indiikledigini fakat anyonik karakterli
fosfatilgliserol (PG) membranindan herhangi bir bilesigin salinimina yol agmadigini
belirlemistir. Bu durum nisinin zivitteryonik fosfolipit yapilarla etkilesime girdigi ve por
olusumuna neden oldugu seklinde agiklanmigtir. Ancak daha sonra yapilan galismalarda,
nisinin yiiksek konsantrasyonda bulunmasi durumunda, sitoplazmik membranda anyonik
fosfolipitlerle de etkilesime girerek por olusturabildigi saptanmistir (Demel et al. 1996,
Martin et al. 1996). Son olarak Breukink et al. (1998) nisin molekiiliiniin hiicre
yiizeylerinde yerlesimini inceledikleri ¢aligmada; molekiiliin her iki ucunun da lipit faz
icerisine girdigini ve membran ylizeyine paralel oldugunu saptamistir. Nisin molekiiliiniin
mikromolar konsatrasyondaki por olusum mekanizmasi, sikistirma (Wedge) modeli olarak
adlandirilmigtir (Sekil 2.3a). Bu modele gore yiiksek konsantrasyondaki nisin, lipit
dinamigini bozmakta ve membrandaki anyonik fosfolipitleri egerek por olusumuna yol
acmaktadir. S6z konusu porlar, hiicrenin membran potansiyelinin ve proton motivasyon

giiciin kaybina neden olmaktadir (van den Hooven et al. 1996).

Nisinin nanomolar konsantrasyondaki antimikrobiyel etki mekanizmasi, hiicre duvari 6ncii
molekiilii lipit II’nin nisinle olan iligkisinin anlasilmasi sonucunda aydinlatilmistir. S6z
konusu iligki ilk defa lipit II molekiiliiniin birlestirici fonksiyonunun belirlenmesiyle ortaya
cikmigtir (Brotz et al. 1998). Ancak por olusumu igin gerekli nisin miktarinin lipit 1T
tarafindan diisiiriildiigii ve bunun nisinin etkinliginde anahtar rol oynadigi Breukink et al.
(1999) tarafindan yapilan deneylerle kanitlanmistir. Arastiricilar, lipozom igerisinde bir
molekiil lipit II’'nin bulunmasi durumunda bile, nisinin bu molekiile yiiksek ilgi
gosterdigini ve model membranlarda por olusturarak sizintinin meydana gelmesine yol
agtigin1 saptamustir. Ileri calismalarda, sitoplazmik membranda por olusumu igin &ncelikle

nisinin N- ucundaki Ile-1 aminoasidinin, lipit II’nin fosfat gruplarina baglandig1, ardindan



C- ucunun bu molekiille iligskilendigi ve son asamada membrana tutundugu belirlenmistir
(Wiedemann et al. 2001, Hsu et al. 2002, Bonev et al. 2004, Bauer and Dicks 2005) (Sekil
2.3 b ve ¢). Bu bulgulara ilave olarak, nisinin tutunmasi i¢in lipit II {izerinde bir baska
ikincil yapinin oldugu da o6ne siiriilmiistiir (Bonev et al. 2004). Tiim bu bulgular nisinin
sitoplazmik membran ylizeyinde por olusumuna yol acabilmek i¢in lipit [I’ye gereksinim
duyduguna isaret etmektedir. Nisinin lipit II ile etkilesimde bulunarak gdsterdigi
antimikrobiyel aktivite sistemi, figi-delme modeli olarak adlandirilmaktadir. Bu model
sisteminde 8 adet nisin molekiiliiniin ve 4 adet lipit II’'nin etkinlik gosterdigi saptanmistir

(Wiedemann et al. 2001, Hasper et al. 2006) (Sekil 2.3¢).

Nisin vejetatif bakteri formlarimin yani sira spor gelisimini de engellemektedir. Nisinin
sporlar tizerindeki inhibisyon etkisinin, didehidro amino asitlerin membranda bulunan
stlfidril gruplart ile reaksiyona girmesinden kaynaklandigi goriisii giderek yayginlik
kazanmaktadir (Morris et al. 1984, Buchman et al. 1988). Bu goriisii destekleyen en 6nemli
kanit, yapisinda dehidroalanin yerine, alanin amino asidi bulunan mutant nisinin, Bacillus

sporlarina kars1 daha diisiik inhibisiyon etkinligi gosterdiginin tespitidir (Chan et al. 1996).
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Sekil 2.3 Nisin tarafindan indiiklenen membran por modelleri a) Sikistima modeli; hedef
bagimsiz por. Mikromolar konsantrasyonlarda nisin fosfolipitlerin hidrofilik kisimlar1 ile
etkilesimde bulunmakta ve membran biitiinliigiiniin bozulmasina neden olmaktadir. b)
Nisin N- ucu araciligiyla fosfatlarin lipit II kismina baglanmaktadir. ¢) Nisinin C- ucu
membran boyunca transloke olmakta ve nisin-lipit II poru olusmaktadir. d) Nisinin
fonksiyonel agidan 6nemli kisimlari: N- u¢ kopriileri, ABC, C- ug kopriileri DE ve
aralarinda bulunan esnek mentese bolgesi. ) Nisin-lipit Il kompleksinin {istten goriinimii.
SM: Sitoplazmik membran, G: N-asetilglukozamin, M: N-asetilmuramik asit (Wiedemann

et al. 2001)
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2.1.4 Nisin iiretiminden sorumlu gen kiimesinin organizasyonu

Klasik mutasyon denemelerinden elde edilen veriler 1s18inda nisin {iretim 6zelliginin stabil
olmadigmin belirlenmesi ve konjugal yolla aktarilabilirliginin tanimlanmasi, bu 6zelligin
plazmid dogasina isaret etmistir (Kozak et al. 1974, Leblanc et al. 1980, Gasson 1984,
Gonzales and Kunka 1985, Tsai and Sandine 1987, Kaletta and Entian 1989). Kaletta and
Entian (1989) tarafindan yiiriitiilen arastirmalarda L. lactis subsp. lactis 6F3 susunda nisin
tiretiminden sorumlu nisSA geninin biiyiikk bir konjugatif plazmid tizerinde bulundugu
belirlenmistir. Ayrica L. lactis subsp. lactis’te 30 Mda ve L. lactis ATCC11454 susunda 28
Mda’luk plazmidlerin nisin {iretimi ve direncliliginde gorev aldigi ileri siiriilmiistiir
(Gasson 1984, Piard et al. 1990). Bu bulgulara ragmen, nisin iiretimini kodlayan genlerin
detayli fiziksel karakteristikleri, ancak nisin biyosentez genlerinin klonlanmasi ve sonda
olarak kullanilmast sonucu anlagilmigtir. Nitekim nisin iiretim yeteneginin plazmid
icermeyen bir susa konjugal yolla aktarilmasi neticesinde, alict susun kromozomunda yer
alan restriksiyon kesim fragmentinin kaybolmasi, nisin iretiminin kromozomal DNA
kdkenli bir transpozon tarafindan kodlandigina isaret etmistir. Ileri analizler sonucu 1S904
insersiyon serilerinin, aktarilan genlerin kromozomal DNA ile temas bolgelerinde tespit
edilmesi, nisin transpozonlarin kompozit dogasini diisiindiirmiistiir. Ancak bu yaklagim da,
daha sonra konjugatif transpozon Tn5301’in bulunmasi ve karakterize edilmesi ile
gecerliligini yitirmistir (Horn et al. 1991). Ayrica dalgali alan jel elektroforezi analizleri ile
nisin-sakkaroz gen blokunun tasidig1 transpozonun, 70 kb biiyiikliikte oldugu saptanmuistir.
Traspozonlar lizerinde yogunlasan ¢alismalarda, nisin treticisi L. lactis suslarinda farkl
yapisal oOzelliklere sahip Tn5276, Tn5301, Tn5306, Tn5307, Tn5278 ve Tn5481
transpozonlari tespit edilmistir (Buchman et al. 1988, Dodd et al. 1990, Rauch et al. 1991,
Thompson et al. 1991, Engelke et al. 1992, Rauch and de Vos 1992, Kuipers et al. 1993,
Rauch et al. 1994, Siegers and Entian 1995, Immonen and Saris 1998). Bu transpozonlar,
Rauch et al. (1994) tarafindan 13 farkli nisin {ireticisi laktokok susu kullanilarak yiiriitiilen
sistematik ¢aligmada, {i¢ ana grup altinda toplanmustir. I. sinifta yer alan transpozonlarin
tamami sol terminal ucunda IS1068 serilerini igeren konjugatif yapilardir. II. simf
transpozonlar ise I. sinifta yer alanlarin aksine, tanimlanmig bir insersiyon serisi igermeyen
konjugatif transpozonlardir. III. sinifta yer alan transpozonlar ise, sol ugtaki delesyondan
dolayr konjugal aktarim yetenegini kaybetmistir. Ayrica bu transpozonlarda sakkaroz

operonunun bulunmadigi belirlenmistir. Tiim bu veriler 15181nda glinlimiizde nisin iiretimi
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ve direncliliginden sorumlu genlerin kromozomal kdkenli oldugu ve konjugatif

transpozonlar tarafindan tasindigi kesinlik kazanmaistir.

Bugiine kadar nisin biyosentezi ve direnglilik genlerini tasiyan transpozonlarin tam DNA
dizi analizleri ¢ikarilmamistir. Ancak L. lactis 6F3 susunda nisin temel geni NnisA’nin,
transpozonun sol ucundaki insersiyon serisinden 800 bg asagida yer aldigi belirlenmistir.
Ayrica nisin iretiminden sorumlu diger genlerin siras1 da saptanmustir (Dodd et al 1990).
Genetik tamamlama testleri sonucunda transpozonda nisin iiretiminden sorumlu genleri
iceren bolgenin, 14 kb biiyilikliiglinde ve 11 gene sahip bir regiilon oldugu belirlenmistir
(Sekil 2.4) (Buchman et al. 1988, McAuliffe et al. 2001, Takala and Saris 2007). Bu
regiilon nisA/Z/Q BTCIPRK ve nisFEG olmak tizere, nisin tarafindan tesvik edilebilen iKi
operon igermektedir (Kuipers et al. 1995, de Ruyter et al. 1996). Ayrica regiilonda nisRK
genleri Oniinde stirekli ¢alisan bir promotor yer almaktadir. Son yillarda yapilan bir
calismada, nisin tesvikinin olmadigi durumda bile nisl transkriptinin varlig1 saptanmstir.
Bu bulgu nisl geni 6niinde yer alan ve siirekli ¢alisan bir i¢ promotorun daha varligina
isaret etmistir (Li and O’Sullivan 2006). Nisin regiilonunda yer alan genler; biyosentez
(nisBTCP), regiilasyon (nisRK) ve direnclilik (niSFEG) genleri olarak siniflandirilmaktadir.
Nisin U varyantinin gen organizasyonu, diger varyantlardan farklidir (nSUPRKFEGABTCI).
Bu durum evrimsel siirecte gen gruplarinin farkli organizmalardan alinmig olabilecegi

seklinde yorumlanmaktadir (Wirawan et al. 2006).

> > >
—IT = > > >--<EE>|:>E>—<E

nisZ B T C I P R K F E G
prenisin  dehidrasyon translokasyon halka direnclilik Oncii regiilasyon direnglilik
olusumu peptlt_
kesimi
1kb

Sekil 2.4 Nisin iiretimi, regiilasyonu ve direngliliginde gorev alan genlerin organizasyonu.
Acik ve koyu olarak isaretlenmis liggen sekiller, nisinle tesvik edilebilen ve konstiitatif
calisan promotorlar1 tanimlamaktadir. Sa¢ tokasi sekiller transkripsiyon terminatorlerin
yerini ifade etmektedir (McAuliffe et al. 2001, Zendo et al. 2003)
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2.1.4.1 Biyosentez genleri

Nisin biyosentezinden sorumlu ilk gen olan nisB, temel nisin geninin (nisA) 108 bg altinda
yer almaktadir. Bu gen ilk defa, DNA dizi analizi sonucunda biiyiik bir kodlama boélgesinin
varliginin anlagilmasi ile saptanmistir (Buchman et al. 1988, Kaletta and Entian 1989).
Steen et al. (1991) s6z konusu agik okuma kalibinin 2556 bg¢ uzunlugunda oldugunu ve
100.5 kDa biiyiikliigiinde bir proteini kodladigimi tanimlamistir. Ancak giliniimiizde
gelismis bilgisayar program analizleriyle NisB proteinin 117,5 kDa biiyiikligiinde oldugu
kesinlik kazanmistir (Lubelski et al. 2008). nisB geninin 917. amino asitinden sonra bir
“dur” kodonunun yerlestirilmesi, nisin biyosentezini kesintiye ugratmamis ve bu durum
kodlanan proteinin C- ucunun biyosentezde zorunlu bir roliiniiniin olmadigi seklinde
yorumlanmigtir. Ancak nisB genine homolog olan SpaB ve EpiB genlerinin diger
lantibiyotiklerin biyosentezinde mutlak gerekli olduklarinin belirlenmesi, nisB geninin de
nisin biyosentezinde esdeger bir rol aldigini diisiindiirmistiir. Nitekim delesyon ¢alismalari
sonucu NisB proteininin, nisin biyosentezinde serin ve treonin aminoasitlerinin
dehidrasyonundan sorumlu oldugu saptanmistir (Engelke et al. 1992, Kuipers et al. 1993,
Karakas et al. 1999, Koponen et al. 2002, Okeley et al. 2003). NisB proteini hiicre
sitoplazmik membraninda lokalize olmaktadir. Bu tespit ilk kez Steen et al. (1991)
tarafindan s6z konusu proteinin kloroplast membran proteinleriyle homolog oldugunun
belirlenmesiyle yapilmistir. Daha sonra maya ikili hibrit sistemleri ve de kiitle spektroskopi
analizleri kullanilarak, NisB proteininin hidrofilik yapida, amfipatik a-helisler icerdigi ve
membranlarin sitoplazmik kisminda yer aldigi kanitlanmistir (Siegers et al. 1996, Kuipers
et al. 2006, Lubelski et al. 2008).

Nisin biyosentezinden sorumlu bir diger gen (nisT), nisB geni dur kodonunu izlemektedir.
Bu agik okuma kalib1 bolgesi, 600 aminoasit iceren ve 69 kDa biiyiikliigiinde olan bir
protein kodlamaktadir (Engelke et al. 1992). nisT geni bir diger lantibiyotik olan subtilinin
biyosentezinde gorev alan spaT geni ile yiiksek oranda benzerlik gostermektedir (Klein et
al. 1992). Bu benzerlikten hareketle, nisT geninin ATP-bagimli transfer proteinlerini
kodladigi one siiriilmistiir (Engelke et al. 1992). Siegers et al. (1996) maya ikili hibrit
sistemlerini kullandigi c¢aligmada, NisT proteinin NisC proteini ile etkilesime girdigini
tespit etmis ve iki NisT proteininin, bakteriyel ABC tasiyicilara benzer sekilde bir
kompleks olusturdugunu oOrneklemistir. Qiao and Saris (1996), nisT geninde delesyon

bulunduran mutant L. lactis suslarinin nisin iretemedigini, ancak bu hiicrelerin
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pargalanmasi1 durumunda ortama nisin gegtigini saptamistir. Mutant susa nisT kodlayan bir
plazmidin aktarilmast durumunda ise nisin tretimi tekrar gergeklesmistir. Genellikle
bakteriyel ABC tip tasiyicilar giiglii bir substrat 6zgiilliigii gostermektedir. Ancak Kuipers
et al. (2006) NisT’nin tamamen modifiye edilmis veya modifiye edilmemis peptitleri de

transfer edebildigini belirlemistir.

Dizi analizleri nisT geninin son kismiyla st liste ¢akisan yeni bir a¢ik okuma kalibinin
bulundugunu ve s6z konusu bolgenin yaklasik 47.3 kDa molekiiler biiyiikliikte bir proteini
kodladigin1 gostermistir  (Engelke et al. 1992). Bu dizi subtilin ve epidermin
biyosentezinden sorumlu spaC (Klein et al. 1992) ve de epiC (Schnell et al. 1992)
genleriyle yiiksek homoloji igermektedir. Siegers et al. (1996) maya ikili hibrit ve ko-
immunopresipitasyon sistemleri kullanarak, NisC proteininin membranla iliskili oldugunu
ve prenisinle etkilesimde bulundugunu kanitlamistir. Bu nedenle iiretici hiicrede nisC genin
fonksiyonun kesintiye ugratilmasi, nisin tiretiminin durmasi ile sonuglanmigtir (Ra et al.
1999). Ileri arastirmalar NisC proteininin serbest sistein amino asitlerinin dehidrasyonunda
ve metil-lantiyonin kopriilerinin katalizinde gorev aldigimi gdstermistir (Koponen et al.
2002). E. coli’de iiretilen NisC proteini ile prenisinin birlikte inkiibe edilmesi durumunda,
lider peptidin uzaklastirilarak, aktif nisin molekiiliiniin olugsmasi, bu durumu desteklemistir

(Li et al. 2006).

Nisin biyosentezinden sorumlu olan son gen nisP’dir. Bu gene ait ilk veri van der Meer et
al. (1993) tarafindan Tn5276 konjugatif transpozonunun 12 kb’lik DNA fragmentinin
klonlamasi ile elde edilmistir. Arastirmacilar s6z konusu genin 682 amino asit igeren ve N-
terminal sinyal dizisine sahip bir proteini kodladigini saptamistir. Ayrica kodlanan
proteinin subtilin benzeri serin proteazlara homolog 6zellikte katalitik bir bolgeye ve C-
terminal membran tutunma bolgesine sahip oldugu da tespit edilmistir (Siezen 1999).
E. coli’de iiretilerek saflastirilan NisP proteininin proteaz aktivitesinin, biyolojik aktif nisin
olusumunda rol oynadig1 deneysel olarak saptanmistir (van der Meer et al. 1993). Detayli
fonksiyonel analizler NisP proteazinin prenisine 6zgiilliikk gosterdigine ve lider peptidin
prenisini inaktif tutmak i¢in gerekli olduguna isaret etmistir (Kuipers et al. 1993, Li et al.
2006).
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2.1.4.2 Regiilasyon genleri

Nisin regiilonunda, nisin biyosentezinin regiilasyonundan sorumlu iki farkli genin (nisR ve
nisK) gorev aldig1 saptanmistir (van der Meer et al. 1993, Engelke et al. 1994, Kuipers et
al. 1995, Ra et al. 1996). Bu galismalarda nisR geni tarafindan kodlanan proteinin (689
aminoasit) iki bilesenli sinyal transdiiksiyon sistemlerinin tiyesi oldugu ve transkripsiyonel
regililasyon proteinleri ailesine benzer amino asit dizilimi igerdigi belirlenmistir. Ayrica,

nisR geninin Kesintiye ugratilmasi halinde, nisin tiretiminin durdugu tespit edilmistir.

nisR geninin tanimlanmasindan bir y1l sonra, nisin regiilasyonunda gorevli diger gen olan
nisK rapor edilmistir (Engelke et al. 1994). NisK proteini sitoplazmik membranda yer alan
histidin sensor kinaz fonksiyonuna sahiptir. NisK proteini hiicre disinda bulunan nisin ile
etkilesime girmekte ve histidinin fosforilasyonu ile baglayan sinyal iletim agamasi

gerceklestirilmektedir (Kuipers et al. 1995).

nisR geni st akis bolgesinin, E. coli’deki promotor igermeyen glukoronidaz geni (QusA)
tizerine yerlestirilmesi durumunda glukoronidaz aktivitesinin tespit edilmesi, regiilasyon
genlerinin bu bolgede yer alan bir promotor tarafindan ifade edildigine isaret etmistir. Bu
bolgede yiiriitiilen DNA dizi analizleri sonucu, promotorun -10 ve -35 bdlgerinde
konsensiis dizileri igerdigi tespit edilmistir. Nisin reglilonunda bulunan diger
promotorlardan (Pnisa Ve Phise ) farkli olarak, nisin tesviki olmadan da nisR promotorundan
glukoronidaz geni transkriptinin ¢ikarilabilmesi, bu promotorun Kkesintisiz calistigini
kanitlamistir. Regiilasyon genlerine ait diger spesifik 6zellikler nisR geninin GTG baslama
kodonunu kullanmasi ve nisK geninin optimal olmayan bir ribozom baglanma bolgesine
sahip olmasidir. Bu nadir rastlanilan ozelliklerin; NisR ve NisK proteinlerinin
translasyononel regiilasyonunda rol aldig1 diisiiniilmektedir (Kuipers et al. 1995, de Ruyter
et al. 1996).

2.1.4.3 Direnglilik genleri

Bir¢ok gram pozitif bakteride oldugu gibi, nisin iireticilerinin membranlar1 da nisine karsi
hassastir. Nisin {ireticilerinin, bu metabolite kars1 direngliliginin saglanmasinda gorev alan
proteinler, nisin operonunda yer alan nisl, nisF, nisE ve nisG genleri tarafindan

kodlanmaktadir (Kuipers et al. 1993, Qiao et al. 1995, Siegers and Entian 1995, Immonen
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and Saris 1998, Stein et al. 2003). Bu genlerden {igii (nisF, nisE ve nisG) nisin operonunda,
diger genlerden ayr1 olarak, nisF promotoru altinda ve nisinin trankripsiyonel indiiksiyonu
yolu ile ifade edilmektedir (de Ruyter et al. 1996). nisFEG genlerinde kodlanan
proteinlerin ABC transport kompleksini olusturdugu belirlenmistir (Kuipers et al.1993,
Qiao et al 1995, Siegers and Entian 1995, Immonen and Saris 1998, Stein et al. 2003). Bu
komplekste NisF sitoplazmik ATP-baglama proteini, NisE ve NisG hidrofobik integral
membran proteinleri olarak goérev almaktadir (Stein et al 2003). Bu genlerin nisin
direngliligindeki onemlerini belirlemek amaciyla nisin iireticisinde nisG ve nisE genleri
antisens-RNA teknigi kullanilarak susturulmus ve sonugta nisine karst direncliligin

tamamen kayboldugu tespit edilmistir (Immonen and Saris 1998).

nisl geni, Tn5276 nisin-sakkaroz transpozonunda direnglilikle iligkili tanimlanan ilk gendir
(Kuipers et al. 1993). Bu gen tarafindan kodlanan Nisl proteini, veri tabanlarindaki diger
proteinlerle higbir homoloji tasimamaktadir. Ancak karboksil ucundaki sinyal dizisi, Nisl
proteininin periferal membran proteini olduguna isaret etmektedir. nisl geninin nisine
hassas L. lactis MG1614 susuna klonlanmasi ve ifadesi neticesinde, bu susta nisin
direncliligin 6nemli oranda arttigi saptanmistir (Kuipers et al. 1993). Bunun aksine nisl
geninde meydana getirilen c¢ergeve kaymasi mutasyonu, iretici susun direnglilik
seviyesinde diisiise neden olmustur (Ra et al 1999). nisl geni, nisA promotoru tarafindan
transkribe edilen operonda, nisC ve nisP genleri arasinda yer almaktadir. Bu genin
ifadesinin nisA promotorundan baslatildig1 diistiniilmektedir. Ancak yapilan bir ¢aligmada
nisl genin 6niinde internal bir promotorun varligina dair bulgularin elde edilmesi (Li and
O’sullivan 2006), s6z konusu genin ifadesinin daha karmasik bir silire¢ olduguna isaret

etmektedir.

2.1.5 Nisin biyosentezi

Nisin biyosentezi, ribozomal olarak sentezlenen Oncii peptidin post-translasyonel
modifikasyonlar1 ile tamamlanmaktadir. Oncelikle ribozomal sentez sonucu yiiksek
molekiiler agirliga sahip lineer ve biyolojik olarak inaktif dncii peptit sentezlenir. Daha
sonra bu oncii peptit bir veya daha fazla enzimin katalizérliigiinde; biyolojik olarak aktif,
bes halkali, olgun peptite doniistiiriiliir. Oncii nisinde 57 amino asit bulunmaktadir. Bu
oncii peptitde yer alan lider peptit, modifikasyon ve hiicre disina taginma siireclerinde

taninma fonksiyonunu tistlenmektedir (Kuipers et al 1993, Siegers et al. 1996). Aktif nisin
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molekiiliiniin olusturulmasinda ilk basamak; oncli molekiilde yer alan serin ve treonin
amino asitlerinin, NisB dehidrataz enzimi ile dehidre edilmesidir (Koponen et al. 2002).
Dehidre edilen amino asitler, daha sonra siklaz enziminin (NisC) rol aldigi siklasyon
reaksiyonlarina tabi tutulmaktadir (Koponen et al. 2002, Li et al. 2006). Iki post-
translasyonel enzimin etkisiyle modifiye edilen 6ncii peptit, ABC transfer fonksiyonu olan
NisT proteini ile sitoplazma disina tasinmaktadir (Qiao and Saris 1996, Kuipers et al.
2006). Son asamada lider peptit NisP proteazin etkisiyle modifiye oncii molekiilden
uzaklastirilir (Qiao et al. 1996). Nisin biyosentezinde post-translasyonel asamalar Sekil

2.5’te, bu sentezin hiicresel siiregleri ise Sekil 2.6’da verilmistir.

Nisin biyosentezi iki elemanli bir sistem (nisSRK) tarafindan regiile edilmektedir. Hiicre
disinda olgun nisin molekiillerinin birikimi kritik seviyeye ulasti§i zaman, hiicre
membranina bagli kinazin (NisK) korunmus bdlgesinde yer alan His-238 amino asidi
fosforile edilerek aktif hale geger ve bu fosforil grubu NisR proteinine transfer edilir.
Indiiklenen NisR proteini ise, niSABTCIP ve nisFEG genlerinin oniinde yer alan
promotorlar1 aktive ederek transkripsiyonunun baslamasini saglar (Chandrapati and
O’Sullivan 1999, Breukink et al. 2003). Nisinin otoindiiksiyon mekanizmasi iizerinde
yiiriitiilen analizler, molekiiliin yapisindaki 1. ve 11. aminoasitlerin dnemine isaret etmistir

(Kuipers et al. 1993, Kuipers et al. 1995, Takala and Saris 2007).
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pre-nisin Z I

@ NisB, NisC

olgun nisin Z

@ NisT, NisP

nisin Z

Sekil 2.5 Translasyon sonrasi nisin biyosentez agamalari. Lantiyonin kopriileri A-E harfleri
ile belirtilmistir. Siyah ok N-terminal metiyonin ¢ikarilma islemini gostermektedir. Beyaz
ok lider peptidin koparildig1 yere isaret etmektedir (Kuipers et al 1995)
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Transkripsiyonel seviyede yapilan analizler sonucunda, nisin Z gen kiimesinden;
nisZBTCIPRK ve nisFEG olmak iizere, iki transkript tiretildigi belirlenmistir. Nisin A gen
kiimesinden ise; NiSABTCIP, nisRK ve nisFEG olmak iizere ti¢ adet transkripsiyon iinitesi
tiretilmektedir. Bu operonlardan genetik bilginin mRNA’ ya islenme sirasi nisA/Z,
nisBTCIPRK ve nisFEG seklinde olmaktadir. Yapisal gen nisA/Z ve nisB arasinda “ters
tekrar” serilerinin bulunmasi, genlerin ayr1 promotorlar tarafindan kontrol edildigini akla
getirmistir. Ancak bu bolgelerde promotor serilerin tespit edilememesi, s6z konusu
dizilerin gen i¢i diizenleyici sinyaller olma olasiligini giliglendirmistir (Buchman et al.

1988, Engelke et al. 1992, Ra et al. 1996, Breukink et al. 2003).

[nisin ]

‘r Modifikasyon, Regtlasyon l

transport
prosesleri

Direnglilik

Sekil 2.6 L. lactis’de nisin biyosentezi, regiilasyonu ve direngliliginin hiicresel modeli
(Takala and Saris 2007)

2.1.6 Nisin iiretimi iizerine etki eden faktérler

Oncii nisin molekiilii, L. lactis hiicrelerinin aktif biiyiime fazinin basinda sentezlenmekte ve
logaritmik iireme fazinin sonunda en yiiksek iiretim diizeyine ulagsmaktadir (de Vuyst and
Vandamme 1992, de Vuyst and Vandamme 1993). Bu durum, ikincil metabolit davranisi
gbsteren nisinin, primer metabolit kinetigine sahip oldugunun kanitidir. Nisin iiretimi,

biyokiitle olusumu ile paralellik tasimaktadir. Bu nedenle; pH, karbon, azot ve fosfat
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kaynaklarmin ¢esit ve konsantrasyonu yaninda, katyonlar ve sicaklik degerleri ile ortamda
olusan nisin miktarinin, nisin lretimi lizerindeki etkilerine yonelik ¢esitli arastirmalar
yapilmustir (de Vuyst and Vandamme 1992, de Vuyst and Vandamme 1993, Matsusaki et
al. 1996, Bertrand et al. 2001, Lv et al. 2004a, Lv et al. 2004b, Pongtharangkul and
Demirci 2006).

2.1.6.1 Karbon kaynagimn etKisi

Karbon kaynaginin sec¢imi, hiicre gelisimini ve nisin biyosentezini dogrudan
etkilemesinden dolay1, nisin iiretiminde temel kontrol basamagi olarak ele alinmaktadir (de
Vuyst and Vandamme 1992, Lv et al. 2004a). Gelisme ortaminda bulunan karbon kaynagi
hiicre gelisimini tesvik ettigi gibi, yiiksek oranda bulunmas: halinde bakteriyel iireme ve
nisin Uretimi lizerinde baskilayict etki yapmaktadir. Bu nedenle farkli seker tiirlerine ve
bunlarin baslangi¢ konsantrasyonlarina bagli olarak, nisin iiretim miktar1 degisebilmektedir
(Pongtharangkul and Demirci 2006). Bir¢ok arastirmaci, sakkaroz ve laktoz basta olmak
izere; glukoz, galaktoz, ksiloz, maltoz sekerlerini iceren besiyeri ortamlarini kullanarak,
nisin Uretim diizeylerini ve nisin biyosentezinin molekiiler detaylarin1 incelemistir (de
Vuyst and Vandamme 1992, Amiali et al. 1998, Chandrapati and O’sullivan 1999, Lv et al.
20044, Liu et al. 2005, Cheigh and Pyun 2005, Pongtharangkul and Demirci 2006).

Nisin {iretimi ile sakkaroz fermentasyonu arasindaki iliski, ilk olarak 1951’de Hirsch and
Wheater tarafindan tanimlanmistir (de Vuyst and Vandamme 1992, Lv et al. 2004a, Lv et
al. 2004b, Cheigh et al. 2002). de Vuyst and Vandamme (1993) tarafindan yiiriitiilen bir
caligmada, 27 farkli L. lactis subsp. lactis susunda nisin {iretim kapasiteleri incelenmis ve
sakkaroz fermentasyon yeteneginin, nisin iretimi ile baglantili oldugu gosterilmistir. pH
kontrollii kosullarda sakkaroz konsantrasyonu 10 ¢ L den 40 g L'l’ye cikarildiginda en
yiiksek nisin miktar1 3267 U mL™ olarak hesaplanmistir. Arastiricilar 40 g L iizerindeki
oranlarda ilave edilen sakkarozun, ortamda kaldigini ve nisin tiretim miktarinin azaldigini

tespit etmistir.

Lv et al. (2005) kesikli ve yar1 kesikli fermentasyon sistemlerinde sakkarozun nisin tiretimi
ve hiicre gelisimi iizerine etkisini arastirdiklar1 ¢alismada; kesikli sistemde baslangi¢
sakkaroz konsantrasyonunun 30 g L™’yi asmasi durumunda, nisin aktivitesinin hizli bir

diistis gosterdigini, ancak biyokiitle miktarmin etkilenmedigini saptamistir. Temel
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besiyerine % 0.5 sakkaroz ilavesini esas alan bir diger denemede ise, kontrolsiiz kosullarda

2048 1U mL™ nisin miktarma ulasilmistir (Cheigh et al. 2002).

Sakkarozun nisin iiretimi lizerindeki ana etkisinin, hiicre gelisiminin tesvik edilmesi yolu
ile gergeklestigi diistiniilmektedir (de Vuyst and Vandamme 1992, Lv et al. 2004b). Nisin
tireticisi L. lactis subsp. lactis suslarinin sakkarozu hizli kullanabilme yeteneklerinin,
fosfoenolpiirivat bagimli fosfotransferaz sisteminin etkinligine bagli oldugu tespit
edilmistir (de Vuyst and Vandamme 1992). Ayrica bazi suslarda nisin tiretim yetenegi ve
sakkaroz fermentasyon kapasitesi arasinda genetik bir iliski bulunmaktadir (Leblanc et al.
1980, Gasson 1984, Gonzalez and Kunka 1985, Steele and McKay 1986). Bu suslarda nisin
iiretimini ve sakkaroz kullanimin1 kodlayan genlerin ayn1 gen blokunda bulunduklari ve 70
kb’lik bir transpozonu olusturduklari belirlenmistir (Gasson 1990, Steen et al. 1991). Bu
bilgiler 1s181nda sakkaroz katabolizmasi ve nisin {iretimi arasinda ortak genetik regiilasyon
veya metabolik kontrol sistemlerinin bulunmasi, giiglii bir olasilik olarak goériilmektedir (de

Vuyst and Vandamme 1992).

Nisin iiretiminde yaygin olarak kullanilan diger bir karbon kaynagi ise laktozdur. Nisin
tiretici L. lactis suglarinin dogal habitatinin siit olmasi, laktozu diger karbon kaynaklarindan
daha avantajli kilmaktadir. Ayrica siit ve siit Urlinlerinin islenmesinden agiga ¢ikan
peyniraltt suyunun nisin {retiminde kullanim olanaklar1 birgok arastirici tarafindan
calisilmig ve nisin biyosentezinin bu ortamdaki davranisi belirlenmistir. (Bertrand et al.
2001, Cheigh et al. 2002, Liu et al. 2003). Nisin iiretimi tizerine farkli sekerlerin etkisinin
kiyaslandig1 bir calismada, en yiiksek verimin laktoz varhiginda meydana geldigi
saptanmigtir. Bu ¢alismada, temel besiyerine % 0.5 oraninda laktoz ilave edilmesi sonucu
16384 AU mL™ nisin verimi saglanmistir. Aym1 denemenin sakkaroz, glukoz ve galaktoz
varliginda yiiriitiilmesi halinde ise, 8 kat daha diisiik degerler elde edilmistir (Cheigh et al.
2002). Benzer sekilde, laktoz igeren peynir alti suyunun kullamildigi kesikli ve siirekli
fermentasyon sistemlerinde nisin iretimindeki verimin 460-20500 U ml™ arasinda
gerceklestigi tespit edilmistir (Amiali et al. 1998, Desjardins et al. 2001, Bertrand et al.
2001, Liu et al. 2005). Son g¢alismalarda NisR ve NisK sinyal sisteminden yoksun
plazmidsiz L. lactis LM0230 hiicrelerinde, ortamda nisin bulunmamasi durumunda bile,
nisA promotorunun galaktoz ve laktoz tarafindan indiiklendigi saptanmistir (Chandrapati

and O’Sullivan 1999, Chandrapati and O’Sullivan 2002). Aymi c¢alismada laktoz ve
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galaktozun, nisin operonu promotorunun iizerinde bulunan iki tekrar seriyi (-107/-94 ve -

39/-26 arasinda yer alan) indiiksiyon bolgesi olarak kullandig1 tanimlanmustir.

L. lactis subsp. lactis A164 susu ile yiriitiilen ¢alismalarda; laktoz varliginda iiretilen nisZ
yapisal geni transkriptlerinin, diger sekerlere oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Hiicre gelisimi agisindan laktoz, sakkaroz ve glukozla ayni diizeyde etkinlik icermesine
ragmen, laktozun daha yiiksek miktarda nisin {iretimine yol agmasi, laktozun nisin

iretiminin regiilasyonundaki etkinligine isaret etmektedir (Cheigh and Pyun 2005).

2.1.6.2 Azot kaynaginin etkisi

Nisin iretici L. lactis suslari, gelisebilmeleri ve nisin tretebilmeleri igin, ¢ok sayida
organik ve inorganik bilesige ihtiya¢ duyar. Organik bilesikler igerisinde azot kaynaklari,
hiicrelerin gelisebilmeleri igin hayati rol oynamaktadir. Ozellikle laktokok suslari; besin
ortaminda maya Oziitli, proteaz pepton, kazein pepton gibi kompleks azot kaynaklarinin
bulunmasi1 halinde iyi bir gelisme goOstermektedir. Bakteriyel gelisimdeki Onemleri
nedeniyle gesitli azot kaynaklarinin, 6zellikle peptitlerin ve amino asitlerin nisin iiretimi
tizerine etkileri, yogun bir sekilde ¢alisiimistir (de Vuyst and Vandamme 1993, de Vuyst
1995, Kim et al. 1997a, Cheigh et al. 2002, Lietal. 2002, Vazquez et al. 2004).

Bu yonde yapilan ilk ¢alismada, de Vuyst and Vandamme (1993) farkli azot kaynaklarini
% 2 sakkaroz bulunan besiyerinde, % 1 oraninda kullanmistir. Calismada maya o6ziiti,
pepton, et oziitii, kan, balik ve soya unlarinin kullanilmas1 durumunda, yiiksek nisin {iretimi
ve biyokiitle olusumunun gergeklestigi belirlenmistir. En yiiksek nisin tiretimi % 3 pamuk
¢igiti ve % 4 soya ununun kullanilmasiyla elde edilmistir (2500 TU mL'l). Bu calismada
kazein hidrolizati, misir unu ve malt Oziitii iSe nisin {iretimi i¢in uygun azot kaynaklari

olarak tanimlanmamustir.

Nisin yaninda diger bakteriyosinlerin tiretimi {izerine de etkili oldugu tespit edilmis bir
diger azot kaynagi ise, maya Oziitiidiir (de Vuyst 1995, Kim et al. 1997a). Maya 6ziitliniin
M17 laktoz besiyerine %1 oraninda ilave edilmesi durumunda, diger azot kaynaklarina
gore 2 kat daha fazla nisin {liretiminin meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica maya 6ziitii
oraninin % 1’den % 3’e ¢ikarilmasi durumunda, nisin tiretiminin ilave 0ziit orani ile paralel

bir sekilde yiikseldigi, ancak bu seviyeden sonra iiretimin sabitlendigi tespit edilmistir. Bu
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nedenle maya Oziitiiniin nisin liretimi i¢in tek basina ideal azot kaynagi olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (Cheigh et al. 2002). Maya oziitii; serbest amino asitler ve kisa peptitlere ilave
olarak, hiicre gelisiminde 6nemli faktorleri de igerdigi i¢in, nisin iretiminde diger azot

kaynaklarindan daha etkin bulunmustur (de Vuyst 1995, Cheigh et al. 2002).

Nisin tiiretimine farkli 6zellikteki aminoasitlerin de etkili oldugu belirlenmistir (de Vuyst
1995, Vazquez et al. 2004). Oncii peptitte yer almayan amino asitlerin (aspartik asit, glisin,
hidroksi-prolin, lisin, felinalanin, prolin, triptofan ve tirozin) sentetik besiyerinde % 0.1
oraninda kullanilmasi durumunda, hiicre gelisiminin ve nisin liretiminin degismedigi tespit
edilmistir. Hatta prolin, hidroksiprolin, aspartik asit ve lisinin, nisin {iretimini durdurdugu
saptanmigtir. Ayni ¢alismada Oncii peptitte yer alan amino asitlerin (serin, treonin ve
sistein) hiicre yogunlugu ve nisin iiretim seviyesi lizerine etkili oldugu ve sentetik
besyerinde % 0.1 oraninda kullanilmalari durumunda nisin {iretim diizeyini % 50 oraninda
artirdiklar1 belirlenmigtir. Ancak ayni amino asitlerin baglangi¢ konsantrasyonlarinin %
0.5’1 gegmesi durumunda tiretici hiicrelerin gelisimi engellenmistir (de Vuyst 1995). Klasik
yontemlerle siirekli nétralize edilen sistemlerde yiiriitiilen nisin iiretimlerinde, sistein ve
triptofanin aktivator, prolinin ise baskilayici roliiniin oldugu saptanmistir (Vazquez et al.

2004).

Nisin liretiminde peptitlerin amino asitlere nazaran daha etkili oldugu, degisik caligmalarda
belirlenmistir (de Vuyst 1995, Cheigh et al. 2002, Vazquez et al. 2004). Zira laktokoklarda
peptit transport sistemleri, amino asit alimindan daha aktiftir. Ayrica amino asitler, peptitler
icinde yer aldigi zaman katabolizma etkisinden daha iyi korunmaktadir. Son olarak
peptitler, transmembran proteinlerini uyarmak suretiyle olusturduklar: tepki aracilig: ile
transkripsiyonu aktive edebilmektedir. Bu durumu destekleyen en iyi kamit, nisinin
kendisinin de hiicrede indiikleyici rol almasidir. Ayrica bagka bir bakteriyosin olan
sakasinin biyosentezinde 17 aminoasitlik bir peptidin indiikleyici rol aldig1 saptanmistir

(Vazquez et al. 2004).

2.1.6.3 Inorganik bilesiklerin etkisi

Nisin retimi {izerine etkisi denenen ilk inorganik bilesik fosfat olmustur. de Vuyst and
Vandamme (1993) calismalarinda, farkli fosfat kaynaklarmin (KH;PO4 Ky;HPO,,

(NH4)2,HPO4, NH4H,PO,4, NaH,P04.2H,0, Na;HPO,4, NazP0,4.12H,0) kesikli sistemlerde

24



nisin tiretimi tizerindeki etkilerini arastirmistir. Bu fosfat kaynaklari i¢inde, KH;PO4’lin en
etkili bilesik oldugu tespit edilmistir. KH,PO,’lin baslangi¢ konsantrasyonunun % 5
diizeyinde kullanimu ile nisin aktivitesinin 3500 1U mL™ gibi yiiksek bir degere ulastig
saptanmistir. Ancak bu seviyeden sonra, hem nisin miktar1 ve hem de biyokiitle olusumu
hizla azalmigtir. Yapilan baska bir ¢alismada ise, ayn1t KH,PO, konsantrasyonlarinin L.
lactis 10-1 susunda nisin Z tretimi {izerinde etkili olmadig1 belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada
KH,PO,’lin aksine, 0.1-0.2 M CaCl, ilavesinin nisin Z tretiminde % 20 artisa neden
oldugu saptanmistir. Ayrica % 0.1 (v/v) Tween 80’nin kullanilmasi sonucu nisin

aktivitesinde % 30 artig tammlanmistir (Matsusaki et al. 1996).

Nisin tiretiminde fosfatin temel rolii, ortam1 tamponlamas1 ve hiicre gelisim ajan1 olarak
islev gérmesi ile agiklanmaktadir (de Vuyst and Vandamme 1992, Li et al. 2002, Liu et al.
2003). Nitekim yiiksek fosfat konsantrasyonu, ATP olusumunu tesvik ederek hiicrelerin
yiiksek enerji seviyesinde bulunmasini saglamaktadir. Ca**nin nisin iiretimindeki etkisi
ise, oncii nisin molekiiliinii modifiye eden enzimlerden NisP peptidazlarin aktivasyonuna
yol agmasindan kaynaklanmaktadir. Ciinkii bu enzimler iizerinde, Ca*? iyonlarinin
baglanabilecegi bolgeler bulunmaktadir. Diger taraftan Ca*? iyonlar iiretici suslarda lipit
membran biitiinliigiinin korunmasinda da rol almaktadir. Bilindigi gibi fosfolipit yapilar
lantibiyotiklerin temel hedef bolgeleridir (Matsusaki et al. 1996). Tween 80, iiretilen
nisinin ortamdaki ¢eperlere tutunmasini engelleyerek ¢oziiniirliiglinii artirmakta ve bu yolla

nisin iretimini tesvik etmektedir (Liu et al. 2005).
2.1.6.4 pH’1n etkisi

Nisin tiretiminde de, diger bakteriyosinler ile benzer sekilde, optimal pH araligi 5.5-6.8
olarak saptanmistir (de Vuyst and Vandamme 1992, Matsusaki et al. 1996, Cheigh et al.
2002, Liu et al. 2005, Pongtharangkul and Demirci 2006). L. lactis 10-1 susu igin, ksiloz
bulunan ortamda en verimli nisin iretimi pH 6.0’da gerceklesirken, glukoz bulunan
ortamda bu degere pH 5.5’te ulasilmistir (Matsusaki et al. 1996). L. lactis A164 susunun
kullanildig1 bir diger calismada ise, laktoz iceren ortamda en yiiksek nisin iiretimi pH

6.0’da gozlenmistir (Cheigh et al. 2002).
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Bakteriler, gelisme ortamindaki yliksek pH degisimlerine karsi canliligini koruyabilse de,
sitoplazmik pH’nin, bir¢ok metabolik yol i¢in optimal olan nétral degerlerden uzaklasmasi
olumsuz durum yaratmaktadir. Bu nedenle bir¢ok asit toleransli laktik asit bakterisinde
oldugu gibi L. lactis hiicrelerinde de i¢ pH, dis pH’daki diisiise bagli olarak 5-15 dakika
icinde ayarlanmakta ve bdylece sabit bir pH gradienti saglanmaktadir (Siegumfeldt et al.
2000). Ancak diisiik pH seviyelerinde metabolizmaya ait bazi enzimler inhibe edilmektedir.
Ayrica hiicre gelisimi, sekerlerin katabolizmasi sonucu olusan enerjinin ATPaz tarafindan
sitoplazmik alkalizasyon igin kullanilmasi nedeni ile, tamamen durmaktadir (Even et al.
2002). Nitekim Guerra and Pastrana (2003) L. lactis subsp. lactis’te dis ortam pH’sinin 5’in
altina diismesi sonucunda, hem hiicre gelisiminin hem de nisin iiretiminin durdugunu

saptamistir.

Nisin iiretimi ile ortam pH’s1 arasindaki ilging bir diger iliski; ortam pH’sinin nétral pH’ya
yaklasmasi durumunda, {iretilmis olan nisinin, Ttretici susun hiicre membranina
tutunmasidir. pH’nin 6’ya ayarlanmasiyla nisinin; {iretici susun membran yapisinin
katyonik dogasina bagl olarak, hiicre duvarina tutundugu belirlenmistir. Ayni ortamda
pH’nin 5’in altina diistiriilmesi durumunda da hiicre duvarina tutunan nisinin tekrar ortama

salindig1 saptanmustir (Yang et al. 1992, Guerra and Pastrana 2003).

2.1.6.5 Nisin miktarmin etkisi

Nisin {iretimi, ortamda yiiksek konsantrasyonda nisin bulunmasi durumunda inhibe
olmaktadir. Bu durum iiretici suslarda, maksimum direncliligin saglanabildigi bir sinir
degerin bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Kim et al. 1997a, Qiao et al. 1997, Kim et al.
1998). Ornegin, L. lactis N8 ve LAC48 suslarmin direnglilik gdsterebildigi maksimum
nisin degerleri, sirastyla 1000 TU mL™* ve 5000 IU mL™? olarak $lgiilmiistiir (Qiao et al.
1997). Nisin miktarinin etkisi en fazla kesikli ve yar1 kesikli fermentasyonlarin son
evresinde goriilmektedir. Nitekim bir¢ok ¢alismada nisin {iretiminin ulagilan maksimum
degerden sonra diistiigii belirlenmistir. Bu durumun en 6nemli nedenlerinden biri, duragan
fazda bulunan hiicrelerin yiiksek nisin konsantrasyonlarindan etkilenmesidir (de Vuyst and
Vandamme 1992, de Vuyst and Vandamme 1993, Matsusaki et al. 1996, Bertrand et al.
2001, Lv et al. 20044, Lv et al. 2004b, Pongtharangkul and Demirci 2006).
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2.1.7 Nisin iiretiminde kullanilan model sistemler

Endiistriyel boyutta verimli nisin Uretiminin saglanmasi amaciyla yiiritilen ilk
arastirmalar, kesikli sistemlerle baglamistir (de Vuyst and Vandamme 1992). Bu
calismalari, verimin daha da artirilmasi amaciyla yari-kesikli (Hull and Gibbson 1997,
Amiali et al. 1998, Guerra and Pastrana 2001) ve stirekli (Sonomoto et al. 2000, Scannell et
al. 2000, Desjardins et al. 2001, Tolonen et al. 2004, Pongtharangkul and Demirci 2006)
sistemler takip etmistir. Uretim sistemleri, nisin biyosentezi iizerine etkili olan besiyeri
kompozisyonu, pH, sicaklik ve ortamda biriken nisin miktar1 gibi faktorler dikkate alinarak
gelistirilmistir. Elde edilen bulgular 1s181inda nisin iretim sistemleri iizerinde s6z konusu
faktorlerin olumsuz etkilerini azaltacak yonde modifikasyonlar gerceklestirilmektedir. Bu
modifikasyonlar c¢ogunlukla {iretici sus icin stres ortami olusturacak fermentasyon
metabolitlerinin uzaklastirilmasi, fermentasyon ortaminin optimizasyonunun saglanmasi ve
tiretici susun canliliginin ve gelisiminin artirilmasi tizerine yogunlagsmaktadir (Hull and
Gibbons 1997, Kim et al. 1997a, Shimizu et al. 1999, Bertrand et al. 2001, Yu et al. 2002,
Guerra and Pastrana 2003, Lv et al. 2004a, Lv et al. 2004b, Tolonen et al. 2004, Liu et al.
2005, Pontharangkul and Demirci 2006, Papagianni et al. 2007, Wu et al. 2008).

Nisin tliretimi i¢in kullanilan model sistemlerde, oncellikle tanimli ya da yar1 tanimli besin
ortamlart denenmis ve bu ortamlarinda optimizasyonlar saglanmistir. Bu ¢aligmalarda M17
ve MRS besiyerleri, yiiksek biyokiitle olusturmalar1 nedeniyle 6n plana ¢ikmistir (Cheigh
et al. 2002, Liu et al. 2005). Uretilen nisinin kompleks besin ortamlarindan geri
kazanimmin gili¢ olmasi nedeniyle, uygun minimal besiyerlerinin olusturulmasi hedef
alimmistir. Bu dogrultuda endiistriyel {iretimler icin; peyniralti suyu basta olmak iizere,
cesitli gida atiklari, uygun azot ve karbon kaynaklari ile takviye edilerek kullanilmaya
baslanmistir (Amiali et al. 1998, Desjardins et al. 2001, Guerra and Pastrana 2001,
Vazquez et al. 2004, Portharangkul and Demirci 2006, Jozala et al. 2007).

2.1.7.1 Kesikli ve yar1 kesikli sistemler

Kesikli sistemlerde nisin tretimi ilk kez Hirsch and Wheater tarafindan, 1951°de
calisilmigtir. Bu sistemlerde nisin iiretimi, hiicre gelisimi ile baglantili olarak artmaktadir.
de Vuyst and Vandamme (1992) tarafindan, baslangi¢ seker konsantrasyonunun 10 g Lt
sakkaroz olarak alindig1 kesikli fermentasyonda L. lactis subsp. lactis NIZO 22186 susunun
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iissel fazda (4-8. saatler aras1) 0.66 h™ oraninda hizli bir hiicre gelisimi gosterdigi ve buna
bagli olarak nisin iiretiminin de yiikselerek 1400 U mL™ degerine ulastig1 belirlenmistir.
Ancak ayni1 fermentasyonun 8. saatinden sonra hiicre gelisiminin durdugu ve nisin
iretiminin de azalmaya basladig1 tespit edilmistir. Kesikli sistemler, hiicrelerin dogal
gelisim egrilerini gosterdikleri ortamlardir. Bu nedenle fermentasyon ortaminda tiikenen
besin elementleri ve olusturulan metabolitler, iiretici hiicre iizerinde oldukc¢a etkilidir.
Baslangic sakkaroz konsantrasyonun 40 g L™ye yikseltildigi diger uygulamalarda
biyokiitle gelisimi 2.1 g kuru agirlik L™den, 4.1 g kuru agirhk L™’ye kadar yiikselmis ve
2371 IU mL™? nisin aktivitesine ulasilmistir (Lv et al. 2004b). Ancak karbon kaynagmin
artirllmasi1 bile, liremenin durma fazinda meydana gelen nisin iiretimindeki disiisi
engelleyememektedir. pH kontrollii kesikli sistemlerde sakkarozun karbon kaynagi olarak
kullanilmasiyla 2.34 g kuru agirlik L™ hiicre yogunlugu elde edilirken, nisin aktivitesi 1793
IU mL™? olarak 6lgiilmiistiir. Uremenin durma fazinin sonunda gbriilen biiyiik azalma ise
kismen engellenmistir (de Vuyst and Vandamme 1992). Benzer kosullarda L. lactis subsp.
lactis ATCC 11454 susunun kullanilmasi durumunda, iiretilen nisin miktar1 2658 U mL*
olmustur (Lv et al. 2005).

Spesifik nisin tiretimin artirilmasi ve tretici suslarin aktif fazinin uzatilabilmesi amaciyla
yari-Kesikli fermentasyon sistemleri devreye sokulmustur (Kim et al. 1997b, Amiali et al.
1998, Guerra and Pastrana 2003, Lv et al. 2004a, Lv et al. 2004b, Papagianni et al
2007). Bu sistemlerde; diger iiretim teknolojileri i¢in baglangicta olmasi gereken yiiksek
besin konsantrasyonu ve fermentasyon siiresince olusan laktik asit miktarinin iretici sus
tizerindeki olumsuz etkisinin azaltilmasi hedeflenmistir (Lv et al. 2004a, Lv et al. 2004b).
Daha once de ifade edildigi gibi karbon kaynaginin regiilasyonu, hiicre gelisimini ve nisin
biyosentezini dogrudan etkilemektedir (de Vuyst and Vandamme 1992). Bu yaklagimla
yiiriitiilen bir calismada besleme ¢ozeltisi, 300 g L™ ve 135 g L™ sakkaroz ve NaOH ilavesi
ile hazirlanmistir. Fermentasyon siiresince son sakkaroz konsantrasyonu 40 g L™ olacak
sekilde, bu ¢ozeltiden besleme yapilmistir. Calismada en yiiksek biyokiitle oran1 4.2 g kuru
agirlik L™ olarak elde edilirken, 5010 1U mL™ gibi oldukga yiiksek nisin aktivitesine
ulagilmigtir. Karbon kaynaginin kontrollii olarak beslendigi glukostat bir g¢alismada;
ortamda, 10 g L™ glukozun bulunmasi halinde 6100 IU mL™ gibi yiiksek nisin iiretim
verimine ulagildig1, 25 g L™ glukoz oranin agilmasi durumunda ise verimin hizla diistiigii
rapor edilmistir (Papagianni et al. 2007). Yar1 kesikli fermentasyonda karbon kaynagi

besleme hizinin belirlenmesini hedefleyen bir diger calismada, 190 g L™ sakkaroz igeren
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solusyondan fermentor ortamina saatte 10 ml beslendiginde, nisin tiretim oraninin kesikli
tiretime gore % 51 artis gosterdigi belirlenmistir (Wu et al. 2008). Fakat kesikli sistemlerde
goriilen maksimum verimden sonraki diisiis, bu sistemde de meydana gelmistir (Lv et al.
2004a). Nisin liretim miktarinda meydana gelen diismenin temel kaynagi, nétralizasyondan
dolay1 olusan laktatin ve ortamda biriken nisinin iiretici hiicre iizerinde olusturdugu
olumsuz etkidir (Hull and Gibbons 1997, Shimizu et al. 1999, Tolonen et al. 2004). % 1
glukoz iceren minimal besiyeri ortaminda, L. lactis subsp. lactis ATCC 11454 susu
kullanilarak yiiriitillen yari-kesikli nisin tiretim sisteminde; NaOH yerine, 6 M NH,;OH
kullanilmasi sonucu, nisin iiretim miktar1 1080 TU mL™"*den 1260 TU mL""ye yiikselmistir
(Hull and Gibbons 1997). Fermentasyon esnasinda iiretici sus tarafindan olusturulan laktik
asidin tretici hiicreler iizerindeki inhibisyon roliiniin minimizasyonuna yonelik olarak
tasarlanan bir ¢alismada ise, kefirden izole edilen Kluyveromyces marxianus mayasinin
kullanim1 6nerilmistir. Uygulama neticesinde saf kiiltiiriin kullanildigi kontrol grubunda
2320 IU mL™" nisin aktivitesi elde edilirken, mayanin kullanildig1 kesikli fermentasyon

sisteminde 3920 IU mL™ nisin aktivitesine ulasilmistir (Shimizu et al. 1999).

Kesikli ve yar1 kesikli fermantasyon sistemlerinde ortamda olusan olumsuz faktorlerin
(laktat ve nisin) etkilerinin azaltilmas1 amaci ile yararlanilan bir diger strateji, yiizey aktif
gjanlarin kullanimidir. Yu et al. (2002) sakkarozun karbon kaynagi olarak kullanildigi
fermentasyon ortamina, amberlit IRA-67 yiizey aktif bilesiginin ilave edilmesiyle nisin
tiretim miktarinin normal alkali n6tralizasyonla yapilan kontrol grubuna gore 2 kat arttig
saptanmistir. Diger yandan bu kosullarda sakkaroz yerine galaktoz ve glukozun kullanimi
ile sirasiyla 1.5 ve 0.3 kat artig saglanmistir. Nisinin, amberlit XAD-4 kullanilarak
uzaklastirilmasi esasina gore tasarlanan yari-kesikli fermentasyon sisteminde; kullanilan L.
lactis N8 ve LAC48 hiicrelerinin, durma fazinda da nisin iretimine devam ettigi tespit
edilmistir. Bu nedenle amberlit XAD-4’lin, nisinin yiizeyde tutulmasi i¢in uygun bir
materyal oldugu ileri siiriilmiistiir (Tolonen et al. 2004). Nisinin iretici organizma
izerindeki etkisinin azaltilmasini hedefleyen bir baska calismada; ortamda biriken nisin, bir
¢oziicli (fenil-metil silika yagi) araciligl ile ekstrakte edilmistir. Calismada ¢oziicliniin
tiretici hiicre iizerine inhibisyon etkisinin olmadigi, hatta hiicre gelisimini % 21 oraninda
artirdigr belirlenmistir. Ayrica ¢oziiciiniin nisini alarak iist faza ayrilmasi, nisinin {iretici

hiicrelere kars1 etkisini azaltmis, dolayisiyla nisin liretiminde % 24 artis kaydedilmistir
(Kim 1997).
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2.1.7.2 Siirekli sistemler

Biyokiitle miktarinin artis1 ile birlikte hacimsel nisin iiretim miktarinin da yiikselmesi,
endiistriyel nisin {iretiminde immobilize hiicre teknolojisi (IHT) kullanilarak iiretim
stirekliliginin uzatilmasi diisiincesini dogurmustur. Bu amagla nisin iiretici suslar kademeli
bir sekilde cogaltilarak, cesitli destek materyallerine immobilize edilmis ve degisik
Ozellikte biyokatalistler olusturulmustur. Ayrica siirekli besleme ve iirlin ¢ikisi saglanarak,
stirekli nisin tiretim denemeleri gergeklestirilmistir (Wan et al. 1995, Scannell et al. 2000,
Sonomoto et al. 2000, Desjardins et al. 2001, Bertrand et al. 2001).

Immobilizasyon teknigi kullanilarak nisin iiretiminin yapildig1 ilk calismada, destek
materyali olarak dogal kalsiyum alginat kullanilmistir. Ancak calisma sonucunda,
amagclanan yiiksek nisin iiretimine ve uzun siireli liretim stabilitesine ulagilamamistir (Wan
et al. 1995). Devam eden c¢alismalarda; hiicre immobilizasyonunun etkin olarak
yapilabilecegi, besin akisinin hizli oldugu ve yiiksek stabiliteye sahip destek
materyallerinin kullanildig: sistemlerin gelistirilmesi iizerinde durulmustur. Sonomoto et
al. (2000) nisin Z ireticisi olan L. lactis 10-1 susunu; kalsiyum alginat, K-karegenan, agar
ve agaroz, Uretan prepolimer, foto-capraz baglanabilir rezin prepolimeri gibi materyallere
tutuklayarak, ya da kitosan ve foto ¢apraz bagli resin jel tanelerine tutundurarak,
hiicrelerdeki nisin {iretim diizeylerini ve s6z konusu materyallerin kullanabilirliklerini
arastirmigtir. Tim  tutuklanmis materyallerde besin elementlerinin  diflizyonunun
kisitlanmasi nedeniyle diisiik gelisme hizi ve nisin iiretimi saptanmistir. Ayrica foto-capraz
bagli resin materyallerinde tutuklama islemi esnasinda kullanilan kisa dalga boyuna sahip
ultraviyole 15181n hiicrelerin gelisimi tizerindeki inhibisyon etkisinden dolay1, tireme oranini
onemli ol¢iide diigiirdiigii belirlenmistir. L. lactis DPC496 hiicrelerinin kalsiyum alginata
immobilize edildigi iki farkli ¢alismada ise, biribirine zit sonuglar elde edilmistir. Scannell
et al. (2000) MRS broth besin ortaminda 0.3 h™ diliisyon oraminda (D) 5120 AU ml™ nisin
aktivitesine ulasirken, Sonomoto et al. (2000) ayni kosullarda bu verimi 1700 AU ml™
olarak saptamistir. Kullanilan bir diger immobilizasyon materyali ise K-karegenan/baklagil
gami’dir. Arastiricilar bu materyale L. lactis UL719 susunu immobilize ettikten sonra,
fermentor hacmine gore 3.5 hacim dk™ havalandirma ve 0.15 h™ diliisyon orani kullanarak

2048 1U mL™ nisin verimi elde etmistir (Desjardins et al. 2001).
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Immobilize hiicre tekniginin (IHT) nisin iiretiminde uygulanmasi; hiicrelerin immobilize
edildigi materyalin kolon seklinde bir kaba doldurulmasi ve burada stabilizasyonun
saglanmas1 amaciyla 0.3 M KCl ve 0.03 M CaCl c¢ozeltilerin kullanilmas1 suretiyle
yapilmaktadir. Sistemde pH’nin ayarlandig1 ve taze hazirlanan besiyerinin bulundugu ayri
bir karistirict hazne bulunmaktadir. Bir pompa araciligr ile karistirict bolmede pH’s1 6’ya
ayarlanan besin ortami, hiicrelerin bulundugu immobilizasyon materyalinden gegirilmekte
ve liretilen nisinin bulundugu ortam tekrar karistiricit béliimde toplanmaktadir (Sonomoto et
al. 2000, Scannell et al. 2000, Liu et al. 2005). immobilize sistemde olusan metabolitler,
belli bir seviyeden sonra firetici hiicre ilizerine zararli etki yapmaktadir. Bu etkinin
giderilmesi amaciyla Bertrand et al. (2001) pH kontrollii besiyeri degisimini onermistir. K-
karegenan/baklagil gamina 10"* CFU mL™ diizeyinde immobilize edilen L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis hiicreleri, bir saatlik zaman araliklariyla yeni besi ortamina
almarak siireklilik saglanmstir. Bu ¢alismada 8200 1U mL™ toplam ve 5730 IU mL™* ht

hacimsel nisin aktivitesine ulagilmistir.

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda kullanilan model sistemlerde alinan nisin iiretim
oranlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir. Buna gore immobilize hiicre teknolojisi kullanilmasi ve
hiicrelerin saatte bir yeni ortama alinmasi durumunda en yiliksek hacimsel nisin iiretimi
saglamistir. Bu sonuglar, fermentasyon ortaminin siirekli degistirilmesinin; diisiik pH,
laktat ve nisinin hiicreler iizerindeki inhibisyon etkilerini ortadan kaldirdigini agikga

gostermektedir.
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Cizelge 2.1 Farkli model sistemlerde nisin iiretim miktarlarinin karsilastirilmasi

Hacimsel Hu cresel
Fermentasyon ... .. p, Canlhhk P Uretim
Tipi Kiiltiir (CFU ml'l) Uregm_l . (IU mith Kaynaklar
(U mIThT° L 1y
iicre )
RCB (1-h iK  1.00x10" 5720  572x10° Bertrand et al. 2001
cycles)
Kesikli SK  2,80x10% 529 18.9x 10°  Amiali et al. 1998
Kesikli SK 6,70 x 10° 854 127x 10°  Amiali et al. 1998
Stirekli SK  2,75x10° 460 167x 10°  Desjardins et al. 2001
Siirekli iK  107x10" 1760  16,4x10° Desjardins et al. 2001
Siirekli 2 K 1,37 x 10'° 216 15,8x 10°  Sonomoto et al. 2000
Yar-Kesikli ~ SK 1,20 x 10° 84  613x10° ?;;;a”d Gibbons
Yari-Kesikli®  SK 2,07 x 10° 626 302x 10°  Lvetal. 2004a
De Vuyst
o 9 o andVandamme 1994
Kesikli 2 SK 3,69 x 10 400-450  122x 10 T
Parente and Ricciardi
1999

% :Hiicre kuru agirligi (HKA) verileri Canlihik (CFU mL™Y) = HKA= 2.02x10° CFU + 0.012
denklemi kullanilarak CFU mL™"*ye déniistiiriilmiistiir (Shimizu et al. 1999).

b SK: Serbest-hiicre kiiltiirii; IK: Immobilize hiicre kiiltiirii.

¢ : Toplam fermentasyon siiresi sonundaki ortalama.

9 Hiicresel iiretim (IU mL™ h™* hiicre)= Hacimsel iiretim (IU mI™ h™*)/Canlilik (CFU mL™)

2.1.8 Nisin iiretimi i¢in gelistirilmis suslar

Nisin iiretim seviyesi ve miktari; besin kompozisyonu, pH, sicaklik gibi faktorlere baglh
oldugu kadar, iiretici hiicrenin dogas1 ile de iliskilidir. Nitekim farkl1 {iretici suslarda, farkl
siir iiretim oranlar tespit edilmistir (Kim et al. 1997a, Qiao et al. 1997, Kim et al. 1998).
Bu nedenle yiiksek nisin iiretme yetene8ine sahip sus taramalari uzun siireden beri
uygulanmakta ve glinlimiizde de devam etmektedir (Beasley and Saris 2004, Akgelik et al.
2006). Cevresel faktorlerin optimizasyonu ve cesitli model sistemlerin gelistirilmesi

suretiyle artirilmaya caligilan nisin liretimi, ayn1 zamanda molekiiler boyutta yapilan
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calismalarla da desteklenmektedir. Nisin biyosentezinden sorumlu genlerin belirlenmesi ve

genetik davraniglarinin aydinlatilmasi, bu yondeki ¢aligmalara hiz kazandirmstir.

Endiistriyel nisin liretmine yonelik sus gelistirme ¢alismalari, molekiiler diizeyde ilk kez
konjugasyon uygulamalari ile yiritiilmiistiir. Ancak bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda,
transkonjugantlar icin, verici susta elde edilen nisin iiretim diizeyi gecilememistir. Ayrica
transkonjugatlarda nisin fenotipinin stabil olmadigi da tespit edilmistir. Nisin {iretiminde
kullanilan hiicrelerin, dogal nisin direnglilik genlerinin (nisl, nisF, nisE ve nisG) yiiksek
diizeyde ifadesinin saglanmasi, bu bakteriyosinin iiretimi {izerine olumlu etki yapmaktadir.
Ciinkii daha once de soz edildigi gibi, iiretici hiicrelerin direnglilik gosterebildigi bir sinir
nisin degeri bulunmaktadir. Nitekim nisl genlerinin vektor bir plazmid aracilig ile iretici
dogal susa aktarilmasi ve bu genlerin ifadesinin saglanmasi sonucunda, nisin iiretim

miktarinda % 20’lik bir artisin s6z konusu oldugu belirlenmistir (Kim et al. 1998).

Direnglilikten sorumlu nisl geninin kullanilmasi, operonda yer alan fonksiyonel genlerle
yapilan ¢aligsmalara 1g1k tutmustur. L. lactis subsp. lactis 164 susunda nisin Z tiretimi; nisZ,
nisR, nisK ve nisF, nisg, nisG genlerinin ¢oklu kopyalar1 klonlanarak, artiriimaya
calisilmustir. Kontrol susta 16.000 AU mL™ olan nisin aktivitesi; nisR ve nisK ve nisF,
nisE, nisG genlerinin klonmasiyla 25.000 AU mL? degerine ulagmustir. nisR, nisK
genlerinin  yliksek diizeyde ifadelerinin saglanmast durumunda, nisZ geninin

transkripsiyonunun da tesvik edildigi belirlenmistir (Cheigh et al. 2005).

L. lactis suglarinda nisin iiretimi ve hiicre gelisimi tizerine diisiik pH’nin olumsuz etkisi,
oldukea iyi bilinen bir konudur. Bu inhibisyon etkisinin engellenmesi amaciyla; hiicrede
karbonhidrat katabolizmasi, laktik asit yerine, hiicre i¢in inhibisyon etkisi olmayan etanol
ve alanine donistirilmistir. Bu doniisimler; etanol i¢in Zymomonas mobilis
hiicrelerinden piirivat dekarboksilaz (PDC) ve alkol dehidrogenaz (ADH), alanin i¢in
alanin dehidrogenaz (AlaDH) genlerinin L. lactis hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade
edilmesi sonucu bagarilmistir. Metabolik yolun alanine doniistiiriildiigii hiicrelerde nisin

tiretimi 1.7 kat artmistir (Wardani et al. 2006).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri suslari, plazmidler ve Kkiiltiir ortamlari

Calismada kullanilan bakteri suslar1 ve plazmidler Cizelge 3.1°de verilmistir. Nisin
tireticileri olan Lactococcus lactis subsp. lactis LL27, L. lactis ATCC 11454 ve ¢alismada
elde edilen rekombinant L. lactis suslar1 % 0.5 glukoz iceren M17 (Merck) besiyeri
(GML17) ortaminda iiretildi. Alic1 sus Escherichia coli TG1 ve rekombinant plazmidlerin
¢ogaltilmasi igin kullanilan diger rekombinant E. coli suslar1 Luria Bertani besiyeri (LB)
ortaminda 37 °C ve 250 rpm hizda karistirilarak inkiibe edildi. Secici ortamlara eritromisin
L. lactis suslar1 i¢in 5 pg mL™, E. coli suslari i¢in ise 200 pg mL™ oraninda ilave edildi.
Nisin aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan indikatér sus Micrococcus luteus NCIMB

86100, LB besiyeri ortaminda 37 °C ve 250 rpm karistirma hizinda tiretildi.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan bakteri suslart ve plazmidler

Suslar ve plazmidler

Ozellikleri

Kaynak

E.coli TG1 Transformasyon alic1 susu Sambrook et al. 1989
E. coli ECO123 ?:;ﬂ‘;kvtzgiré’rirEBlz“’ﬁ Qiao et al. 1996

E_ coli ECO710 E{?Bm:}) plazmidini tasgimaktadir. Bu calisma

E coli ECO711 Elr_nErB672 plazmidini tagimaktadir. Bu calisama

E coli ECO712 pLEB674 plazmidini tasgimaktadir. Bu calisma

Em'

L. lactis ATCC11454

Nisin Ureticisi

Qiao et al. 1996

L. lactis subsp. lactis LL27

Nisin tireticisi

Akgelik et al. 2006

L. lactis LL27 susuna pLEB672

L. lactis LAC338 plazmidi aktarilmistir. Em' Bu galigma
L. lactis LAC339 ;i;jgii; iﬁlﬁ‘;ﬁ;ﬁ‘f PLEBOTS  Bu galisma
L. lactis LAC340 ;@;ﬂﬁiﬁfﬁ“ﬁ;ﬁ?%ﬁ? 674 Bu calisma
L lactis LAC341 L. lactis LL27 susuna pLEB124 Bu calisma

plazmidi aktarilmigtir. Em'

pLEB124

Mekik vektor, P45 laktokok
promoturunu ve Em' direng genini
icermektedir.

Qiao et al 1996

pLEB672

pLEB124 vektoriindeki P45
promotoru altina klonlanan nisRK
genlerini icermektedir.

Bu ¢alisma

pLEB673

pLEB124 vektoriindeki P45
promotoru altina klonlanan nisSFEG
genlerini icermektedir.

Bu ¢alisma

PLEB674

pLEB124 vektoriindeki P45
promotoru altina klonlanan
niSRKFEG genlerini icermektedir.

Bu calisma

Em': Eritromisin direng
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3.2 Yontem

3.2.2 Rekombinant hiicrelerin olusturulmasi

3.2.2.1 Genomik DNA izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyon (PZR) uygulamalar:

Nisin dreticisi L. lactis LL27 ve L. lactis ATCC11454 suslarindan genomik DNA
izolasyonlart EZNA bakteriyel DNA Kiti (Omega, USA) kullanilarak yapildi. Kit
klavuzunda belirtilen protokole ilave olarak, hiicre yogunlugu OD 0.8 degerine

ayarlandiktan sonra lizozim ve proteinaz K uygulamalar1 yapildi.

Polimeraz zincir reaksiyonlari (PZR), sicaklik dongiisii uygulanan cihazda (Eppendorf,
Germany) gerceklestirildi. Calismanin amaci dogrultusunda nisin gen kiimesi igerisinde
yer alan ve cogaltilacak ti¢ farkli fragment i¢in kullanilan primerler (Oligomer Oy,
Finland) Cizelge 3.2’de verilmistir. PZR uygulamalari, yiiksek duyarlilikta ¢alisan fiizyon
HotStart DNA polimeraz (New England, Biolabs) kullanilarak gergeklestirildi. Buna gore
reaksiyonun bir ¢evrimi 98 °C’de 5 saniye, 65 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de 5 dk ile
tanimlanan, toplam 30 ¢evrimlik protokol uygulandi. PZR reaksiyonlarinda asagida verilen

oranlar kullanildi

PZR Reaksiyon Karigimi

dH,0 343 pL
5X flizyon HF tamponu 10 puL
10 mM dNTP mix 1 puL
Primer (ileri) 0.6 uL
Primer (geri) 0.6 uL
MgCl, 0.5 uL
Kalip DNA 2.5 puL
Fiizyon HotStart

DNA polimeraz 0.5 puL
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Cizelge 3.2 PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler. Alt1 ¢izili bolgeler restriksiyon
endoniikleaz kesim bolgeleridir

Primer Sekans 5-3’ Tm
NisFEG fw-Hindlll  AGATACAAGCTTGGGCCCTAAAGTGAGGAAATATAATGCAGGTA 67.4
NisFEG rw-Sal | AGATTCGTCGACTTCCCGGGAGGTTAAAATGCACTTTATATGTCTA 675
NisRK fw-Hindlll TATCATAAGCTTAATCGGAGGTAAAGTGGTGTATA 64.8
NisRK rw-Apal AGATAGGGCCCTTCAGAAACAAAAAAAGTAATCCTTAGA 67.4
NisRG fw-Hindlll TATCATAAGCTTAATCGGAGGTAAAGTGGTGTATA 64.8
NisRG rw-Apal AGATTCGGGCCCAGGTTAAAATGCACTTTATATGTCTATC 69.5
P45-RTpcr-up TAGAATAGTGAAAAAAATTAACTTAAGT 55.0
nisB-RTpcr-down CCAAGATATTGTTCCGATAGTT 54.7
nisR-RTpcr-down AATATAGTCATCCCCACCAATA 54.7
nisF-RTpcr-down AGATTGTCACACCTTTAGCTTT 54.7

Tm: Termal ayirigma noktast

3.2.2.2 Restriksiyon endoniikleaz, fosfataz ve ligaz uygulamalar:

Restriksiyon endoniikleaz ve DNA’yr modifiye eden diger enzimler {iretici firmalar
tarafindan belirtilen kosullar dikkate alinarak kullanildi. Restriksiyon enzim reaksiyonlari
100 pL toplam hacimde gergeklestirildi. ilk enzim reaksiyonundan sonra DNA; EZNA
DNA cyclepure (Omega, USA) kiti ile saflastirildi. Bu DNA 6rneklerine ikinci enzim
kesimi uygulandi. Hindlll (Fermentas) ve Sall (Fermentas) enzimleri i¢in 37 °C, Apal

enzimi i¢in 25 °C inkiibasyon sicakliklarinda 2 saat siireyle kesim iglemi gerceklestirildi.

Fosfataz enzim uygulamas: i¢in, karides alkali fosfatazi (USB, Cleveland) kullanildi.
Defosforilasyon islemi, restriksiyon endoniikleaz enzim tamponunda gergeklestirildi. Buna
gore vektoriin (pLEB124) son enzim ile muamelesinden sonra, her bir pg DNA igin 1 pL
(1 Unite pL™) karides alkali fosfataz (SAP) ilave edilerek, ortam 37 °C’de 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda fosfataz enziminin tamamen inaktivasyonu i¢in 65 °C’de 15
dakika 1s1 uygulamasi yapildi. Enzim reaksiyonlarindan sonra DNA 6rnekleri % 1 agaroz
igeren jelde yiiriitillerek goriintiilendi (Sambrook et al. 1989). Ayrica DNA orneklerinin
konsantrasyonu ve saflik oranlart BioPhotometer (Eppendorf, Almanya) spektrofotometre

kullanilarak 260 nm UV dalga boyunda tespit edildi.
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Ligasyon, T4 DNA ligaz (Fermentas) enzimi kulanilarak 20 pL reaksiyon hacminde
gerceklestirildi.  Klonlanacak DNA  Ornekleri ve vektor (pLEB124) molar
konsantrasyonlarina gore 1:1, 2:1, 3:1 oranlarinda denendi. DNA-Vektor molar oranlarinin

hesaplanmasinda asagida verilen denklemden faydalanildi.

DNA boyutu (bg)
DNA Yogunlugu (ng) = Ligasyon Orani X X Vektor Yogunlugu (ng)

Vektor boyutu (bg)

Buradan saptanan uygun oranlar kullanilarak hazirlanan ligasyon ortami, oda sicakliginda
4 saat inkiibe edildi. Ligasyonda kontrol olarak insert DNA ilave edilmeyen vektor DNA
kullanildi. Inkiibasyon sonunda T4 ligaz enziminin inaktivasyonu icin 65 °C’de 15 dk 1s1

uygulamasi yapildi.

Ligasyon Karistmi

Vektor (pLEB124) 400 ng (~5uL)

DNA DNA boyutuna gore degisken
10X Tampon 2 uL

T4 DNA ligaz 1 uL

dH,0 20 ml’ye tamamlandi.

3.2.2.3 Kompetent E. coli hiicrelerin hazirlanmasi

Elektrokompetent E. coli hiicrelerin hazirlanmasi, Sambrook et al. (1989) tarafindan
tanmimlanan yéntem kullanilarak yapildi. Oncelikle -20 °C’de muhafaza edilen E. coli TG1
susu, LB ortaminda 37 °C’de ve 250 rpm karistirma hizinda 1 gece iiretildi. Bu hiicreler
LB Agar igeren petri plaklarina tek koloni diistiriilecek sekilde 6ze aracilig ile aktarildi ve
37 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Agar ortamlarinda iireyen tipik koloniler 5 mL LB ortami1
iceren tiiplere aktarildi. Hiicreler 250 rpm ¢alkalama hizinda ve 37 °C’de 1 gece
gelistirildikten sonra, sicakligi 37 °C’ye getirilmis LB besiyeri ortamina aktarildi (1/100)
ve yukarida belirtilen kosullarda inkiibe edildi. iki saat inkiibasyon sonrasinda her 15 dk da
bir tireme ortamlarinin optik yogunluklar1 (ODgy) belirlendi. OD (600 nm) 0.4-0.6
araligina ulagildiktan sonra, inkiibasyon sonlandirilarak, ortam sicakligi 4 °C’nin altina

diisiiriildli. Sogutulan hiicre siispansiyonlar1 esit miktarlarda santrifiij tliplerine dagitilarak,
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santrifiij islemine (10000 rpm’de 20 dk, 4 °C) tabi tutuldu. Ust sivi uzaklastirildiktan
sonra, hiicre ¢okeltileri 6nceden hazirlanarak ve 4 °C’ye sogutulmus, % 10 gliserol iceren
steril deiyonize su igerisinde ¢oziildii. 4 °C’de muhafaza edilen hiicre siispansiyonlari
10000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek hiicre ¢okeltisi elde edildi. % 10 gliserol i¢eren
deiyonize su ile yapilan yikama islemi, 2 kez daha tekrar edildi. Son asamada hiicre
¢okeltisi baslangi¢ hiicresel hacmin 1/100 oraninda % 10 gliserollii deiyonize su ile
¢oziilerek, onceden buz iizerinde sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerine 40 pl olacak sekilde

dagitildi. Bu kompetent hiicreler -70 °C’de muhafaza edildi.

3.2.2.4 Rekombinant plazmidlerin E. coli hiicrelerine elektroporasyonu

Olusturulan rekombinant plazmidler, GenePulser (Biorad) elektroporatér cihazi
kullanilarak alic1 kompetent hiicre E. coli TG1’e aktarild. ilk asamada, -70 °C’de saklanan
kompetent hiicreler ve 2 mm araliga sahip elektroporasyon kiivetleri (Biorad) kullanimdan
once buz lizerine alindi. -20 °C’de muhafaza edilen ligasyon karisimi da buz {izerinde
¢ozlindiriildiikten sonra 5 uL alinarak, kompetent hiicreler ile (40 pL) karistirildi. Bu
karisim 10 dk buz iizerinde inkiibe edildi ve pipet yardimiyla elektroporasyon kiiveti
icerisine hava kabarcigi kalmayacak sekilde aktarildi. E. coli hiicreleri i¢in 2.5 kV, 200Q
ve 25 uF degerleri cihaza girilerek yaklasik 3-4 saniyeye tekabiil eden elektrik uygulamasi
yapildi. Elektroporasyon uygulanmis hiicrelerin {lizerine 1 mL rejenerasyon ortami (SOC
ve glukoz) ilave edildi ve 2 saat bu ortamda inkiibe edildikten sonra, 200 pg mL™
eritromisin igeren LB agar plaklarina yayildi. LB agar ortamlar1 37 °C’de 48 saat inkiibe
edildi (Sambrook et al. 1989).

SOC Ortami

Tripton 29
NaCl 059
KCI (1M) 0.25 mL
MgSO, (1M) 2mL
dH,0 97 mL.

pH, 4 N NaOH kullanilarak 7.0’a ayarlandi ve ortam 121 °C’de 15 dk sterilize edildi.
Ortam kullanilmadan hemen 6nce 18 pL (1 mL i¢in) 1 M glukoz ilave edildi.
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3.2.2.5 Kompetent L. lactis hiicrelerin hazirlanmasi

-20 °C’de muhafaza edilen L. lactis LL27 susu GM17 ortaminda 30 °C’de 12 saat siireyle
tiretildi. Daha sonra hiicreler GM17 agar iizerinde tek koloni olusturacak sekilde ekim
yapildi. Ureyen koloniler % 1 glisin iceren M17-sakkaroz (0.5 M) ortamma aktarild:
(1/100) ve optik yogunluk (ODggo) 0.2-0.4 araligina gelinceye kadar inkiibe edildi.
Hedeflenen yogunluga erisildikten sonra ortam buz iizerinde sogutuldu ve 8000 rpm’de, (4
°C’de 20 dakika) santrifiij edilerek hiicreler toplandi. Ust sivi uzaklastirildiktan sonra
hiicreler 4 °C’ye sogutulmus % 10 gliserol ve 0.5 M sakkaroz igeren yikama ¢ozeltisi
icerisinde ¢Oziildii. Bu ortam tekrar 8000 rpm’de (4 °C’de 20 dk) santrifiij edildi (Yikama
ve santrifiij islemi 3 kez yapildi). Son basamakta hiicreler baglangi¢ kiiltiir hacmin 1/100°0
oranindaki yikama ¢Ozeltisi igerisinde ¢oziilerek, onceden sogutulmus mikrosantrifiij

tiiplerine (40 uL) dagitildi ve -70 °C’de saklandi1 (Holo and Nes 1989).

3.2.2.6 Rekombinant plazmidlerin L. lactis hiicrelerine elektroporasyonu

L. lactis hiicrelerine yapilan elektroporasyon uygulamalarinda; E. coli hiicreleri igin takip
edilen basamaklar uygulandi. Ancak bu hiicreler igin elektrik akim uygulamasi 200 Q
yering, 400 Q degerinde gergeklestirildi. Ayrica elektrik akimi uygulandiktan sonra
hiicreler ifade ortamina alindi ve 2 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Daha sonra hiicre
seyreltilerinden 5 pg mL™ eritromisin igeren M17 glukoz (% 0.5) sakkaroz (0.5 M) agar
ortamina yayma ekim yapildi ve 30 °C’de inkiibasyona birakildi (Holo and Nes 1988).

Ifade Ortami

2XM17 5mL
1M Sakkaroz 5 mL
%20 Glukoz 250 uL
1M MgCl, 200 uL
1M CaCl, 20 uL
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3.2.3 E. coli ve L. lactis suslarinda plazmid DNA izolasyonu

E. coli suslarindan plazmid DNA izolasyonu i¢in EZNA plazmid miniprep kit (Omega,
USA) kullanildi. Kit kullanim protokoliinde belirtildigi gibi koloniler 5 mL LB ortamina
inokiile edildi. Daha sonra hiicreler 37 °C’de ve 250 rpm’de 12 saat siiresince {iretildi.
Inkiibasyon sonrasinda santrifiij islemi uygulanarak toplanan hiicreler, DNA denatiirasyon
cozeltileri ile muamele edilmis ve plazmid DNA HiBind kolonlara tutunduruldu. Son
basamakta ise 50 puL geri kazanma tamponu ile plazmidler kolondan alindi. izole edilen
plazmid DNA konsantrasyonu ve safligi spektrofotometrik olarak dlgiildii (BioPhotometer,

Eppendorf, Almanya).

L. lactis suslarindan plazmid DNA izolasyonu i¢in O’Sullivan and Klaenhammer (1993)
tarafindan Onerilen yontem uygulandi. Plazmid izolasyonu yapilacak sus, GM17 ortaminda
30 °C’de 1 gece iiretildi. Bu kiiltiirden 10 mL GM17 ortamina % 10 oraninda inokiilasyon
yapilarak 30 °C’de 3 saat tutuldu. 3 saat sonunda kiiltiir ortamlar1 8000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi. Hiicre ¢okeltileri kurutulduktan sonra 200 pL lizozim (30 mg mL™) ve %
25 sakkaroz igeren ¢ozelti I’de ¢6ziildii. Ortam steril mikrosantrifiij tiiplerine transfer edildi
ve 37 °C’de 15 dk tutuldu. Ortama % 3 SDS ve 0.2 N NaOH igeren ¢ozelti 1 ilave edilerek
7 dk oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 300 uL buzda sogutulmus 3 M sodyum asetat
(pH 4.8) (Cozelti I1) ilave edilerek karistirildi ve 14000 rpm’de 15 dk (4 °C) santrifiij
islemi uygulandi. Tiiplerde olusan iist faz, yeni bir mikrosantrifij tiiplerine alinarak tlizerine
650 uL izopropanol ilave edildi. Tiipler yavasca karistirildiktan sonra 14 000 rpm’de 15 dk
(4 °C) santrifuj islemi uygulandi ve st sivi uzaklastirildi. Cokelti 320 uL steril suda
¢oziildii. Uzerine 200 puL 0.5 mg mL™ etidyum bromit igeren 7.5 M amonyum asetat
(Cozelti IV) ve 350 pL fenol/kloroform (1:1 v/v) ilave edilerek karistirildi. Karisim 14000
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Tiplerde olusan iist faz mikropipet yardimi ile yeni bir
mikrosantrifiij tlipiine alind1 ve iizerine -20 °C’de muhafaza edilen % 96’lik etanol ilave
edildi. Bu ortam -20 °C’de 1 gece bekletildi. Plazmid DNA ¢okeltisi, ortamim 14000
rpm’de 15 dk santrifiij edilmesi suretiyle elde edildi. DNA ¢okeltisi kurutuldu ve 40 uL TE
tamponu icerisinde ¢oziildii. Son asamada ortama 10 mg mL™ stok RNaz’dan 2 uL ilave

edilerek 37 °C’de 45 dk inkiibe edildi.
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Sakkaroz 259
Tris 0.605 g
EDTA 0.037 g
Distile su 100 mL
pH 8.0

Bu ¢6zelti 30 mg/mL lizozim ilave edilerek kullanildi.

Cozelti 11

SDS 39
NaOH 0.80¢g
Distile Su 100 mL
Cozelti 111

Sodyum asetat 40.80 ¢
Distile su 100 mL
pH 4.8
Coezelti IV

Amonyum asetat 57.75¢
Ethidyum bromit 0.05g
Distile su 100 mL

Tris-EDTA tamponu

Tris 0.12¢g
EDTA 0.03¢g
Distile su 100 mL
pH 8.0
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3.2.4 RNA izolasyonu ve RT-PZR

L. lactis suslarindan RNA izolasyonu, EZNA Bakteriyel Kit (Omega, USA) kullanilarak
yapildi. Ancak kit protokoliine ilave olarak, liziz asamasinda suslar 15 mg mL™ lizozim
uygulamasina tabi tutuldu. Son asamada geri kazanma ¢ozeltisi igerisindeki RNA miktari

ve saflig1 spektrofotometrik olarak (Biophotometer, Eppendorf, Germany) 6l¢iildii.

L. lactis hiicrelerinden izole edilen toplam RNA esas alinarak vyiiriitilen RT-PZR
uygulamalari, Ra ve Saris (1995) tarafindan onerilen yonteme gore yapildi. Bu dogrultuda
oncelikli olarak cDNA sentezi gergeklestirildi. Uygulamada Cizelge 3.1’de belirtilen
primerler kullanildi. cDNA’nin sentezi igin gerekli bir reaksiyonun karigimi; 50 mM Tris-
HCI (pH 8.2), 6 mM MgCl,, 40 mM KCI, 10 mM dithiothreitol (DTT), 4 mM dNTP
karisimi, 100 pmol geri yonlii primer, 2 pg kalip RNA ve 25 U M-MLYV ters transkriptaz
(New England Biolabs, Beverly, MA, USA) kullanilarak olusturuldu. Negatif kontrol
amaciyla ayri bir tiipte ters transkriptaz icermeyen ayni karisgim hazirlandi. Hazirlanan
reaksiyon karigimlar1 42 °C’de 60 dk tutuldu. Olusan cDNA:RNA hibritleri kaynar su
banyosunda 10 dk bekletilerek kirildi ve RNA molekiilleri 2 pL RNaz A (10 mg mL™)

uygulanarak pargalandi.

Ikinci asamada, 22 pL olan cDNA ortamma; 8 pL PZR tamponu, 5 uL. dNTP, 100 pmol
ileri yonlii primer (p45 promotor) 10 pL 25 mM MgCI, ve 5 Unite DNA polimeraz
(DyNAzyme 1I, New England, Biolabs, Beverly, MA, USA) ilave edilerek karisimin
toplam hacmi distile su ile 100 uL’ye tamamlandi. cDNA ¢ogaltilmast i¢in 1 ¢evrimi 94
°C’de 30 s, 55 °C’de 120 s ve 72 °C’de 180 s olarak olusturulan ve toplam 30 ¢evrim
uygulanan protokol takip edildi. Son asamada PZR {iriniinden 10 puL alind1 ve % 1 agaroz

jelde yiirtitiilerek goriintiilendi.
3.2.5 Gelisme faktorlerinin nisin iiretimi iizerine etkilerinin belirlenmesi

Olusturulan rekombinant hiicrelerin nisin iiretim miktarlar1 kesikli fermentasyon
sisteminde farkli karbon (glukoz, sakkaroz, laktoz, maltoz ve fruktoz), azot (tripton,
soyton, kazein, maya 0ziitli ve et oOziitli) kaynaklari, inorganik fosfat (Na;HPO,), pH (5.5,
6.0, 6.5) ve sicaklik degerleri (25, 30 ve 37°C) denenerek belirlendi (Kim et al. 2006). L.

lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarinin nisin {iretim seviyesi iizerine karbon
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kaynaklarinin etkisinin arastirilmasi igin, her bir seker M 17 besiyeri ortamina % 0.5, farkl
azot kaynaklarmin etkilerinin belirlenmesi igin ise bazal ortama (fruktoz % 0.5, askorbik
asit % 0.05, MgSO,4 % 0.025, Na;HPO,4 % 1.9) her bir azot kaynagi % 1 oraninda ilave
edildi. Bu siirecte en yiiksek nisin iiretimi tanmimlanan seker, azot ve fosfatin farkli
konsantrasyonlarinin etkisi de arastirildi. Seker i¢in % 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4 ve 5, azot kaynagi
icin % 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8, inorganik fosfat i¢in % 1.9, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 45 ve 5
oranlarinda hazirlanan bazal ortamlarda, L. lactis LL27 susu ve rekombinantlar1 30 °C’de
12 saat inkiibe edildi ve nisin Uretim miktarlar1 tespit edildi. Farkli inkiibasyon
sicakliklarmin nisin iiretim seviyesi tizerine etkisini belirlemek i¢in bazal ortama (5 g L™
fruktoz, 10 g L™ maya 6ziitii, 0.5 g L™ askorbik asit, 0.25 g L™ MgSO,, 19 g L™ Na,HPO,)
inokiile edilen L. lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlar1 25 °C, 30 °C ve 37 °C de
inkiibasyona tabi tutuldu. pH (5.5, 6.0 ve 6.5) degerlerinin nisin liretim miktar1 tizerine
etkileri fermentdr (Minifors, Isvicre) kullamilarak kesikli fermentasyon sistemde ve 1.5 L
hacimde tespit edildi. Fermentér 30 °C’de 100 rpm karistirma hizinda ve havalandirma
yapilmadan calistirildi. Fermentasyon; % 1 oraninda inokiile edilen bazal ortamin
baslangic pH’s1, denenecek pH (5.5, 6.0 ve 6.5) degerlerine ayarlandiktan sonra, bu pH
degerlerinde sabitlenerek gerceklestirildi. Fermentasyon siirecinde 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 18 ve 24. saatlerde Ornekler alinarak hiicre gelisimi ve nisin iiretim miktarlart tespit
edildi.

3.2.6 pH kontrollii kesikli fermentasyon kosullarinda nisin iiretimi

pH Kontrollii fermentasyon uygulamalarinda, Oncii caligmalar ile optimize edilen
fermentasyon ortami (10 g L™ fruktoz, 30 g L™ maya 6ziitii, 25 g L Na;HPO,4, 0.5 g L™
askorbik asit, 0.25 g L™* MgSO,, pH 6.9) kullanildi. Fermentasyon, minifors (Isvigre)
fermentorde 1.5 L hacim kullanilarak gergeklestirildi. L. lactis hiicreleri fermentasyon
ortamina inokiile edilmeden Once, eritromisin igeren besiyerinde iki kez gelistirildi ve
fermentor besiyerine % 1 oraninda inokiile edildi. Fermentor 30 °C sicaklikta, 100 rpm
karistirma hizinda ve havalandirma yapilmadan ¢alistirildi. pH, cihaz {izerinde bulunan
WTW marka pH probu ile kayit edildi ve fermentasyon ortaminin pH’s1 6.0’a (5 N NaOH)
sabitlendi. Fermentasyon 30 saat takip edildi ve 3., 5., 6.,7.,8.,9.,10.,, 11, 12, 18., 24. ve
30., saatlerde nisin aktivitesinin ve biyokiitle miktarmnin belirlenmesi i¢in 5 ml 6rnek

alindi.
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3.2.7 Siirekli fermentasyon kosullarinda nisin iiretimi

L. lactis hiicreleri, eritromisin icermeyen fermentasyon ortammda (10 g L™ fruktoz,
30 g L™ maya &ziitii, 25 g L™ Na,HPO,, 0.5 g L™ askorbik asit, 0.25 g L™ MgSO,, pH 6.9)
iissel fazin ortasina (7 h) kadar kesikli fermentasyon sisteminde gelistirildikten sonra,
fermentoriin besleme ve tahliye pompalari devreye sokularak siirekli fermentasyon
uygulamalar1 gergeklestirildi. Siirekli fermantasyonda L. lactis LL27 dogal susu ve
rekombinantlarinin nisin tiretim diizeylerinin optimizasyonu igin farkli diliisyon oranlari
(0.1,0.2,0.3,0.4ve 0.5 h'l) ve farkl fruktoz konsantrasyonlar1 (7.5, 10.0, 12.5, 15.0, 17.5
ve 20.0 g L") kullamldi. Ornekleme, her bir diliisyon orani ve fruktoz konsantrasyonunda,

ti¢ ferment6r hacmi ¢alistirildiktan sonra yapildi.

3.2.8 Nisin aktivitesinin belirlenmesi

Nisin liretim miktarinin tespiti i¢in Tramer and Fowler (1964) tarafindan 6nerilen yontem
kullanildi. Fermentérden alinan ornekler 8000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek hiicre
¢okeltisi ayrildi. Ust s1vi yeni bir tiipe alinarak 80 °C’de 15 dk 1s1 uygulamasi yapildi ve
pH’s1 2.5 olan ve % 0.1 oraninda tween 80 iceren ¢ozeltide 2 ™'° oramina kadar seyreltildi.
Nisin aktivitesinin belirlenmesi i¢in aktif M. luteus hiicreleri 5 mL LB yumusak agar
ortamma inokiile edildi ve LB agar alt tabaka yiizeyine yayildi. Uzerine her bir drnek
diliisyonundan 5 pL (2 paralel) damlatildi. Aktivite tayininde nisaplin (Sigma) kullanilarak
10-500 IU mL™ konsantrasyonda sahit ¢ozeltiler hazirlandi. 37 °C’de 1 gece inkiibasyon
sonucunda standart nisin egrisi (Sekil 3.1) kullanilarak kiiltiir Gist sivisindaki nisin miktari

hesaplandi.

25

20

15

10 +

y = 0,0223x + 8,1334
R? = 0,9916

inhibisyon Zonu (mm)

0 100 200 300 400 500 600
Nisin Aktivitesi (IU/mL)

Sekil 3.1 Standart nisin inhibisyon egrisi
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3.2.9 Optik yogunluk ve biyokiitle esitliginin belirlenmesi

Fermentasyonun belirli zaman araliklarinda fermentérden alinan orneklerin hiicre
yogunlugu (O.D.) aymi besiyeri kullanilarak 1/6 oraninda seyreltme yapildiktan sonra,
spektrofotometrede (Shimadzu) 600 nm dalga boyunda tespit edildi. Optik yogunluk ve
biyokiitle esitliginin belirlenmesi i¢in, farkli optik yogunluga sahip hiicre kiiltiirleri 10 000
rpm’de santrifiij edildi ve 2 kez PBS tamponunda yikandi. Elde edilen hiicre ¢okeltileri 70
°C sicaklikta, hiicre kuru agirliklar1 sabit bir degere ulasincaya kadar kurutuldu. Optik
yogunluk ve hiicre kuru agirligi esitligi igin standart egri olusturuldu ve egrinin denklemi
elde edildi. Bu denklem kullanilarak, optik yogunluk degerlerinden 6rneklerin hiicre kuru

agirlig1 hesaplandi.
3.2.10 Fruktoz miktarimmin tespiti

Fermentasyon siiresince alinan Orneklerde, kalan fruktoz miktarinin tespiti igin
stokiyometrik esasa gore ¢alisan Megazyme D-Fructose/D-Glucose analiz kiti (Wicklow,
Irlanda) kullanildi. Fermentasyon ortamindan alman &rnekler, dncelikle hiicre ¢okeltisinin
ayrilmasi i¢in 8000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Cokelti kit kullanim klavuzunda yazilan
esasa gore 10? oraminda dilue edildi. Ornek igerisindeki fruktoz miktar;; enzim
reaksiyonlart sonucunda agiga ¢ikan NADPH’in 340 nm dalga boyunda verdigi
absorbansin 0.6692 katsayisi ile garpimi sonucu elde edildi.

3.2.11 Rekombinant plazmidlerin kesikli ve siirekli fermentasyon sistemindeki

stabilitesinin belirlenmesi

Rekombinant L. lactis suslarinda bulunan pLEB672, pLEB673 ve pLEB674 plazmidlerinin
pH kontrollii kesikli ve siirekli fermantasyon sistemlerindeki stabilitelerinin belirlenmesi
i¢in, eritromisin direnglilik fenotipinden yararlanildi. Buna goére fermentasyonun belirli
zaman dilimlerinde alinan 6rnekler, GM17 agar ortamina tek koloniler diisiiriilecek sekilde
aktarildi. 30 °C de bir gece inkiibasyon sonunda gelisen kolonilerin 5 pg mL™ eritromisin
igceren GM 17 agar ortamina nokta ekimleri gergeklestirildi. Bu ortamda gelisen kolonilerin
sayis1, toplam noktalanan koloni sayisina oranlanarak, susun tasidigi plazmidin %

stabilitesi hesaplandi.
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3.2.12 istatistik ve model analizleri

L. lactis LL27 dogal susu Ve rekombinantlarin nisin tiretim miktarlari ve tiretime etki eden
faktorlerin istatistiki analizi i¢in Student’s t-testi ve tek yonlii varyans analizlerinden
yararlanildi. Siirekli fermentasyon ortaminda belirlenen diliisyon orami ve fruktoz
konsantrasyonuna bagli olarak tanimlanan nisin iiretim verimi degerleri merkez kompozit
deseni kullanilarak cevap yilizey yontemiyle modellendi. Modellenme icin hazir paket

programi olan MINITAB 14.0 (Minitab Inc. State College, PA) kullanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Regiilasyon ve Direnglilik Gen Kopyalar1 Artirllmis Rekombinant L. lactis

Suslarin Olusturulmasi

Arastirmada, L. lactis subsp. lactis LL27 susunun nisin iiretim yeteneginin gelistirilmesi
amaciyla, regiilasyon ve direnglilik genleri tek tek ve birlikte klonlanarak ti¢ farkli
rekombinant sus elde edildi (Sekil 4.1). Bu suslarin olusturulmasinda her biri 2.5, 2.3 ve
5.1 kb olan direnglilik (niSFEG), regiilasyon (nisRK) ve regiilasyon/direnclilik
(nisRKFEG) genlerini igeren fragmentler Cizelge 3.2°de verilen primerler kullanilarak
cogaltildi (Sekil 4.2). Daha sonra bu fragmentler giiglii bir laktokok promotorunu (P45) ve
eritromisin direnglilik genini igeren 4.5 kb’lik mekik vektére (pLEB124) klonland1 (Sekil
4.1). Olusturulan rekombinant plazmidler ()LEB672, pLEB673 ve pLEB674) ara konakg1
olan E. coli’de kopya sayilar1 artirilarak stabil hale getirildi ve nisin {reticisi L. lactis LL27
susuna elektrotransformasyon yolu ile aktarildi. L. lactis LL27 susunda yiiriitiilen plazmid
analizleri sonucunda 28.7, 23.7, 7.2 ve 1.4 kb biiyiikliigiinde 4 adet plazmid tespit edildi.
pPLEB672 plazmidinin L. lactis LL27 susuna aktarilmasiyla plazmid profiline 6.5 Kb,
PLEB673 plazmidinin aktarilmasiyla 6.2 kb ve pLEB674 plazmidinin aktarilmasiyla ise
9.6 kb biiytikliigiinde plazmid eklendi. Rekombinant LAC338, LAC339 ve LAC340
suslarinda tespit edilen ilave plazmidlerin rekombinant pLEB672, pLEB673 ve pLEB674
plazmidleri olup olmadiklari, E. coli suslarinda ¢ogaltilarak saflastirilan pLEB672,
PLEB673 ve pLEB674 plazmidlerinin ayni jelde yiiriitiilmesiyle kontrol edildi. LL27
rekombinantlarina ilave olan plazmid biyiikliikleri ile kontrol pLEB672, pLEB673 ve
pLEB674 plazmidleri jel iizerinde ayni bolgede bant verdi (Sekil 4.3). Bu bulgular
olusturulan rekombinant plazmidlerin basariyla aktarilabildigini ve L. lactis LL27 susunda
replike olabildiklerini kanitlamistir.
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Sekil 4.1 Rekombinant plazmidlerin (pLEB672, pLEB673 ve pLEB674) olusturulma
semast
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Sekil 4.2 PZR sonucunda elde edilen fragmentler a) nisFEG, b) nisRK ve c¢) nisRKFEG.
M: 1 kb marker (Fermantas), 1: L. lactis subsp. lactis LL27, 2: L. lactis ATCC11454, 3:
Negatif kontrol
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Sekil 4.3 L. lactis LL27, rekombinant L. lactis LAC338, L. lactis LAC339 ve LAC340
suslarinin plazmid profilleri. a) L. lactis LAC338 (pLEB672), b) L. lactis LAC338
(pLEBG673), c) L. lactis LAC340 (pLEB674). 1: L. lactis LL27 dogal sus 2: L. lactis
LL27 elektropore edilmis kontrol sus, 3: Rekombinant plazmidi igeren L. lactis susu, 4:
Saflagtirilmis rekombinant plazmidler (pLEB672, pLEB673 ve pLEB674), 5: pLEB124
vektoriinii igeren L. lactis susu, 6: Saflastirilmis pLEB124 vektorii, M: 1 kb marker
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Olusturulan rekombinant pLEB672, pLEB673 ve pLEB674 plazmidlerinin nisin {ireticisi
L. lactis LL27 susuna basariyla aktarimindan sonra, bu plazmidler iizerinde bulunan
genlerin P45 promotoru altinda ifade edilip edilmedigi arastirildi. Bu siiregte rekombinant
plazmidleri igeren suslarda P45 promotorundan baslayan ve nisFEG, nisRK ve nisRKFEG
genlerinin ifadesini i¢eren transkriptler hedef alindi. Bu amagla, P45 promotorunun ilave
kodlama bolgesi ve takip eden ilk genler olan nisF ve nisR bolgeleri dikkate alinarak
hazirlanan primerler kullanildi (Cizelge 3.2). RT-PZR uygulamalarinin sonucunda
klonlanan fragmentte ilk geni nisF olan pLEB672 plazmidini igeren L. lactis LAC338
susuna ait toplam RNA’nin kullanilmasi durumunda 273 bg’lik bir bant olusurken, negatif
kontrol gruplarinin higbirisinde benzeri bir banda rastlanmadi. Diger taraftan klonlanan
fragmentlerde ilk geni nisR olan pLEB673 ve pLEB674 plazmidlerini igeren L. lactis
LAC339 ve L. lactis LAC340 suslarinda 529 bg¢’lik bir DNA bandi elde edildi. Bu veriler
P45 promotoru altinda klonlanan niSFEG, nisRK ve nisSRKFEG genlerinin ifade
edilebildigini gosterdi (Sekil 4.4).

Rekombinant suslarin (LAC338, LAC339 ve LAC340) nisin liretim diizeyleri, LL27 dogal
sus ve bos vektorii igeren LAC341 suslart ile kiyaslanmigtir (Sekil 4.5). GM17 besi
ortaminda 12 saat inkiibasyon sonucunda LL27 ve LAC341 suslar1 mg hiicre kuru agirligi
basina, 520 (£114) U mL™, LAC338, LAC339 ve LAC340 suslar1 ise sirastyla 650 (£78)
IU mL™?, 750 (£72) IU mL™ ve 745 (£83) IU mL™ nisin iiretti. Bu sonuglara gore; nisFEG,
nisRK ve nisRKFEG genlerinin dogal susta kopya sayilarinin artirtlmasiyla, nisin iretim
seviyelerinde sirasiyla % 24, % 44 ve % 43 oranlarinda Ve istatistiki agidan anlamli olan

(p<0.01) artislar saglandi.

Nisin kendi biyosentezinin indiikleyici molekiilidiir (Kim et al. 1998, McAuliffe et al.
2001, Ra et al. 1996). Kopya sayisi artirilmis niSRK genlerini iceren susta (LAC339) nisA
ve nisF genlerinin 6niinde yer alan promotorlarin indiiklenmesinin temel nedeni bu
ozellikten kaynaklanmaktadir. Bu durum iiretici susta direncliligin artmasi yaninda nisin
oncti molekiiliiniin daha fazla sentezlenmesine de katkida bulunmaktadir. Diger taraftan
nisFEG genlerinin direnglilikten sorumlu olmasi, bu genlerin kopya sayilarinin
artirilmasiyla iiretici susun, fermentasyon ortaminda biriken yiiksek orandaki nisine karst

hassasiyetini azaltmaktadir.
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Sekil 4.4 L. lactis LAC338 (a), LAC339 (b) ve LAC340 (c) suslarinda P45
promotorundan baglayan, nisSFEG, nisRK ve nisRKFEG genlerinin transkripsiyonel
ifadesi. RT-PZR’da P45 promotoruna ait transkripsiyonel bélgeyi ve takiben
klonlanan ilk geni (nisF veya nisR) kapsayan transkriptler hedeflenmistir
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Sekil 4.5 L. lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarin nisin tiretim karakteristikleri. a)
LAC338, b) LAC339 ve c) LAC340
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Regiilasyon ve direnclilik genlerinin birlikte klonlandigi LAC340 rekombinantinda
yukarida s6z edilen her iki gen gruplarininda birlikte bulunmasi, hem nisin iiretiminin
tesviki ve hem de fiiretilen yiiksek miktardaki nisine direngliligin artmasi sonucunu
dogurmaktadir. Bu susun nisin iiretim yeteneginde, sadece regiilasyon genlerinin
klonlandigr LAC339 susuyla kiyaslandiginda istatistiki bir farklanmanin bulunmamas,
biiyiik olasilikla fermentasyon ortaminda 12 saat sonunda ilave nisin direnglilik sisteminin
devreye girmesi i¢in yiiksek miktarda nisinin ortamda birikmemesinden kaynaklanmuistir.
Nitekim bir¢ok calismada, nisin {ireticilerinin fermentasyonun geg¢ evresinde (18. ve 24.
saatlerde) ortamda biriken yiiksek nisin konsantrasyonundan 6nemli Ol¢iide etkilendigi

saptanmustir (de Vuyst and Vandamme 1992, Kim et al. 1998, Lv et al. 2004a)

Regiilasyon ve direnclilikten sorumlu genlerin nisin iiretici suslarda kopya sayilarnin
artirlldigi benzer g¢alismalarda, nisin tiretim yeteneginin 1.5 ve 1.7 kat arttigi rapor
edilmistir (Kim et al. 1998, Cheigh et al. 2005). Calismamizda gerceklesen artisin literatiir
verilerinden diisiik bulunmasinin temel nedeni, ¢aligmalarda kullanilan nisin miktarini
belirleme yoOntemlerinin hasassiyetinden kaynaklanmaktadir. Nitekim s6z konusu
caligmalarda nisin miktar1 kritik diliisyon yontemi kullanilarak ve “Arbitrary Unit”
cinsinden hesaplanmigtir. Bu belirleme yonteminde diliisyon oranlarinin ikinin katlari
seklinde uygulanmasi ve inhibisyon zonunun kayboldugu diliisyonun kullanilmasi
nedeniyle hassasiyet daha diisiiktiir. Calismamizda tercih edilen “International Unit”
birimi, standart nisin kullanilarak hazirlanan egri tizerinden hesaplanmasi nedeniyle, daha

yiiksek hassasiyet gostermektedir.

Degisik suslarda lantibiyotik iiretim diizeylerinin artirilmasi igin, ilave regililasyon ve
direnglilik genlerinin aktarimu stratejisi kullanilmistir (Kim et al. 1998, Cheigh et al. 2005,
Cotter et al. 2006, Heinzmann et al. 2006). Bu dogrultuda yiiriitiilen en yaygin denemeler
regiilasyon ve direnglilik genlerin gii¢lii bir promotor altina klonlanmas: (Cheigh et al.
2005, Cotter et al. 2006) veya kromozom {izerine yerlestirilmesiyle (Heinzmann et al.
2006) gergeklestirilmistir. Ancak regiilasyon ve direnglilik genlerinin birlikte aktarildig: bir
calisma henliz rapor edilmemistir. Dolayisiyla bu tez calismasi kapsaminda tanimlanan
reglilasyon ve direnglilik genlerinin birlikte aktarimi ilk defa basarilmistir. Bu iki gen
grubunu tasityan LAC340 susu benzersiz bir rekombinant olmasi nedeniyle ayr1 bir 6nem

tagimaktadir.
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4.2 LL27 Dogal Susu ve Rekombinantlarinda Gelisme Faktorlerinin Nisin Uretimi

Uzerine Etkisi

4.2.1 Karbon kaynagimn etkisi

Dogal ve rekombinant suslarda, farkli karbon kaynaklarinin nisin iiretimi iizerine etkisi;
M17 ortamma % 0.5 glukoz, laktoz, sakkaroz, fruktoz ve maltoz sekerlerin ilavesi ile
belirlendi (Sekil 4.6). Bu denemede, LL27, LAC338, LAC339 ve LAC340 suslar1 i¢in en
etkin karbon kaynag: olarak fruktoz tespit edildi (LL27°de 1200 IU mL™ LAC338de
1270 IU mL™, LAC339°da 1710 IU mL™" ve LAC340°da 1690 IU mL™). Bu sekeri nisin
tiretim verimi agisindan sirasiyla sakkaroz, glukoz ve maltoz takip etti. En diisiik tiretim ise
laktoz kullaniminda meydana geldi (LL27’de 210 IU mL™*, LAC338’de 230 IU mL™,
LAC339°da 225 IU mL™ ve LAC340°da 230 IU mL™). Direnglilik ve regiilasyon
genlerinin bagimsiz veya birlikte gen dozlarinin artirilmasinin, nisin {retici susta seker
kullanimi agisindan bir degisime yol agmadigi saptandi. Rekombinant suslar arasinda
laktoz ve maltoz digindaki tiim sekerlerde en yiiksek nisin {iretimi LAC339°da tespit edildi.
Laktoz ve maltoz sekerlerinde tiim rekombinant suslar esit miktarlarda nisin iretti.
Direnglilik genlerini i¢eren rekombinantta (LAC338) en yiiksek nisin iiretimi artig1 fruktoz
kullanim1 durumunda meydana gelirken, regiilasyon genlerini (LAC339) ve her iki gen

grubunu (LAC340) iceren rekombinantlarda glukoz kullaniminda meydana geldi.

Fruktozun dogal ve rekombinant suslar i¢in nisin iiretiminde en etkili seker kaynagi
oldugunun tespitinden sonra, fruktozun en verimli konsantrasyonlart (% 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4
ve 5) belirlendi (Cizelge 4.1). Tim suslarda en yiiksek nisin iretiminin gergeklestigi
konsantrasyon % 1 olarak belirlendi (p<0.05). Bu konsantrasyondan sonra tiim suslarda
nisin iretiminde yatay bir seyrin ardindan, farkli oranlarda diisiisler meydana geldi
(p<0.05). Regiilasyon genlerinin klonlandigi rekombinant susta (LAC339), direnglilik
genlerinin  klonlandig1 suslara (LAC338 ve LAC340) gore yiiksek fruktoz
konsantrasyonlarinda daha hizli bir diisiis tespit edildi. Dogal ve rekombinant suslarda,
nisin tretimi ile benzer sekilde, hiicre yogunlugu da % 1 fruktoz konsantrasyonuna kadar
artt1, ancak bu konsantrasyondan sonra hizli bir sekilde distii. Diger yandan % 1.5 fruktoz
konsantrasyonundan sonra ortam pH’smin tiim kdltiirlerde 4.25’e kadar diistiigii saptandi.
Bu durum % 1°den daha yiiksek fruktoz kullanilmasi durumunda pH’nin hiicreler i¢in stres

kosulu olusturduguna isaret etti
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Sekil 4.6 L. lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarinda nisin tiretim miktarlar {izerine
farkli karbon kaynaklarin etkisi. LAC338: pLEB672 plazmidini, LAC339: pLEB673
plazmidi ve LAC340: pLEB674 plazmidini icermektedir. Kontrol olarak seker ilave
edilmeyen M17 kullanilmistir. Standart sapmalar % 5’in altindadir
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Cizelge 4.1 L. lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarinin farkli fruktoz konsantrasyonlarindaki nisin tiretim diizeyleri. Nisin tiretim
miktarlari tizerindeki farkli harfler istatistiki anlamlilig1 (p<0.05) ifade etmektedir. Standart sapmalar %5’in altindadir

Suslar
% LL27 LAC338 LAC339 LAC340

Fruktoz HKA Nisin HKA Nisin HKA Nisin HKA Nisin

PH  emi) aumL®)| P mgmi?) aqumi’y| P megmi?) aumpy| PH (megmL?) aqumL?
M17 6.65 0.20 70° 6.67 0.19 70° 6.65  0.19 80° 6.65  0.19 80°
0.5 5.22 1.86 1170° | 5.27 1.80 1290°  [5.23 1.80 1520° |5.22 1.79 1480°
1 4.82 2.30 1330° | 4.87 230 1480° |4.85  2.32 1900° |4.85 231 1620°
1.5 425 2.28 1330° | 426 226 1480° |426 226 1850° |4.25 230 1550°
2 4.24 2.28 1330° | 4.26 2.25 1330° 427 223 1760° |426 224 1550°
3 425 2.25 1270° | 4.27 2.23 1330°  |4.28 222 1160° | 4.28 221 1550°
4 4.27 2.23 1265° | 4.29 2.20 1020¢ | 4.29 2.17 1160° | 4.29 2.17 1475
5 427 2.19 950° | 4.30 2.17 10204 | 4.29 2.14 1090° | 4.29 2.17 1475

HKA : Hiicre kuru agirlig1



Karbon kaynaginin se¢imi; hiicre gelisimini ve nisin biyosentezini etkilemesinden dolayz,
nisin iretiminde temel kontrol basamagi olarak ele alinmaktadir (de Vuyst and Vandamme,
1992, Lv et al. 2004a). Bir¢ok arastirmaci sakkaroz ve laktoz basta olmak lizere; glukoz,
galaktoz, ksiloz, maltoz, fruktoz arabinoz, rafinoz sekerlerini igeren besiyeri ortamlarini
kullanarak, nisin iiretim diizeylerini ve nisin biyosentezinin molekiiler detaylarin
incelemistir. Bu calismalarda sakkaroz ve laktoz sekerleri yiiksek nisin {iretimi saglamalari
nedeniyle 6n plana ¢ikmistir (de Vuyst and Vandamme 1992, Amiali et al. 1998,
Chandrapati and O’Sullivan 1999, Lv et al. 2004a, Liu et al. 2005, Cheigh and Pyun, 2005,
Pongtharangkul and Demirci 2006). L. lactis 10-1 susunda yiiriitiilen bir ¢aligmada ise en
yiiksek nisin iiretiminin ksiloz {izerinden gergeklestigi belirlenmistir (Matsusaki et al.
1996). Dogal sus LL27 ve rekombinantlari igin en uygun karbon kaynaklarindan birisinin
sakkaroz olmasi literatiir verileri ile uyumlu iken, denenen tiim suslarin fruktoz varliginda
en yiiksek nisin iiretim oranina ulagmalar1 yeni bir bulgudur. Bu durum biiyiik olasilikla
kullandigimiz susun yerel kokeninden kaynaklanmaktadir. Nisin iiretimi ile karbon
kaynagi arasindaki iliski bazi durumlarda sakkaroz nisin gen bloku gibi genetik
baglantilardan kaynaklanmaktadir (de Vuyst and Vandamme 1992, Cheigh et al. 2002).
Calismamizda karbon kaynaklarinin nisin verimi iizerine etkisinin 6zellikle fruktoz igin
literatiir verilerinden farklilik gostermesi, Tiirkiye kokenli susun evrimsel farkliligina isaret

etmektedir.

Besin ortaminda belirli oranlarda bulunan karbon kaynagi hiicre gelisimini tesvik etmekte,
yiiksek konsantrasyonlarda ise bakteriyel gelisimi ve nisin iiretimini baskilamaktadir. Bu
nedenle farkli sekerlere ve bunlarin baslangi¢ konsantrasyonlarina bagli olarak, nisin
tiretim miktar1 degisebilmektedir (Pongtharangkul and Demirci 2006). Kontrolsiiz bir
fermentasyon ortaminda baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonunun % 2’nin {izerinde olmasi
halinde hem hiicresel gelisimin ve hem de nisin tiretiminin hizla azaldig: belirlenmistir (de
Vuyst and Vandamme 1992). Bir bagka ¢alismada laktozun % 2, glukozun ise % 3
oraninda bulunmasinin nisin verimliligi i¢in sinir degerler oldugu belirlenmistir (Matsusaki
et al. 1996, Cheigh et al. 2002, Jozala et al. 2007). Calismamizda kullanilan tiim suslarda
da optimum diizeyden sonra fruktoz konsantrasyonun artigina bagli olarak hiicre
gelisiminin ve nisin tiretim miktarlariin distiigii saptanmistir. Bu durum, ortamda biriken
yiksek miktardaki laktik asidin hiicre gelisimi ve nisin iiretimi iizerinde olusturdugu

negatif etkiden kaynaklanmaktadir.
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4.2.2 Azot kaynaginin etKisi

L. lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarinda nisin iretimi {lizerine farkli azot
kaynaklarinin etkileri; bazal ortama % 1 oraninda maya 0ziitli, et 0ziitli, tripton, kazein,
malt Oziitli ve soyton ilave edilerek belirlendi. Maya 6ziitiiniin kullanilmasi durumunda
tiim suslarda en yiiksek nisin tiretimi tespit edilirken (LL27°de 1200 1U mL™, LAC338’de
1330 1U mL™, LAC339’da 1520 IU mL™ ve LAC340°da 1480 1U mL™), bunu et 6ziitii
(LL27°de 1040 1U mL™ LAC338’de 1090 IU mL™?, LAC339°da 1230 IU mL™ ve
LAC340’da 1235 1U mL™), malt 6ziitii (LL27°de 950 1U mL™, LAC338’de 1000 1U mL™,
LAC339’da 1020 IU mL™ ve LAC340’da 1000 IU mL™), tripton (LL27’de 810 IU mL™,
LAC338’de 840 IU mL™, LAC339°da 1100 IU mL™ ve LAC340’da 1050 IU mL™) ve
soyton (LL27’de 810 IU mL™ LAC338°de 810 IU mL™*, LAC339’da 880 IU mL™,
LAC340°da 810 1U mL™) izledi. En diisiik nisin iiretimi ise kazein hidrolizatimin varhiginda
belirlendi (LL27°de 240 1U mL™, LAC338°de 245 IU mL™, LAC339°da 255 IU mL™ ve
LAC340’da 250 IU mL™). Dogal susta, direnglilik ve regiilasyon gen gruplarmin ayri ayri
veya her ikisinin birlikte kopya sayilarinin artirilmasi sonucunda da en yiiksek nisin iiretim
artis1 maya Oziitinde olustu. Ancak ortamda kazein, soya Oziitii ve malt ekstraktinin
bulunmasi, ilgili genlerin kopya sayilarinin artirildigi suslarda anlamli nisin tiretimi artigina

yol agmadi (Sekil 4.7).

Dogal sus (LL27) ve ilave direnglilik ve/veya regiilasyon genlerini igeren rekombinant
suslarda (LAC338, LAC339, LAC340) maya 6ziitii miktarinin artigina paralel olarak hiicre
yogunlugunun da arttigi belirlendi. Calismada, dogal sus ve direnglilik genlerinin kopya
sayilarinin artirlldigit LAC338 rekombinantinda en yiiksek nisin iiretimine (LL27°de 1480
ve LAC338’de 1550 IU mL™) % 3 maya 6ziitii konsantrasyonunda ulasildi. Bu iki sustan
farkli olarak en yiiksek nisin {retimi, regiilasyon genlerinin aktarildigi LAC339
rekombinatinda (1900 IU mL™?) % 5 ve direnglilik/regiilasyon genlerinin aktarildig:
LAC340 rekombinantinda (1900 IU mL™") % 4 maya ozitiiniin ilavesi durumunda
belirlendi. Denenen tiim suslarda, yukarida verilen nisin oranlarina ulasildiktan sonra maya
0ziitli konsantrasyonun artirilmasinin nisin tiretiminde bir degisime yol agmadig1 saptandi

(Cizelge 4.2).
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Sekil 4.7 L. lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarinda nisin tiretim miktarlar {izerine
farkli azot kaynaklarinin etkisi. LAC338: pLEB672 plazmidini, LAC339: pLEB673
plazmidini ve LAC340 pLEB674 plazmidini icermektedir. Kontrol olarak azot katilmayan
bazal ortam kullanilmistir. Standart sapmalar % 5’in altindadir
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Cizelge 4.2 L. lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarinin farkli maya 6ziitii konsantrasyonlarindaki nisin iiretim diizeyleri. Nisin iiretim
miktarlari tizerindeki farkli harfler istatistiki anlamlilig1 (p<0.05) ifade etmektedir. Standart sapmalar % 5’in altindadir

o Suslar

Maya LL27 LAC338 LAC339 LAC340

Oziitii HKA_1 Nisin_1 pH HKA B Nisin 4 pH HKA B Nisin_1 pH HKA_1 Nisin_1
(mg mL™) (IUmL") (mgmL™) ({(IUmL") (mg mL™) IU mL™) (mgmL™) (AUmL")

BM 6.64  0.05 50° 6.61 0.08 50° 6.62 0.07 50° | 6.61 0.7 50°

1 529  1.81 1190° | 5.29 1.75 1290° 5.29 1.75 1520° | 531  1.78 1460°

2 512 201 1330° | 5.14 1.88 1480° 5.13 1.92 1760° | 513  2.00 1620°

3 506  2.10 1480° | 5.08 1.98 1550° 5.07 2.05 1850° | 5.06  2.10 1620°

4 502 222 1480° | 5.03 2.11 1480° 5.02 2.15 1850° | 5.03  2.20 1900¢

5 498  2.23 13907 | 4.99 2.15 1550° 4.99 2.18 1900° | 498  2.23 18501

6 496  2.23 1480% | 4.97 2.20 1550° 4.97 2.20 1900° | 497 2.24 1850°¢

7 496  2.23 1480% | 4.96 2.21 1480° 4.97 2.24 1760 | 496  2.25 1850°¢

8 496  2.28 1480° | 4.95 2.28 1550° 4.97 2.26 1760° | 497  2.29 18501

HKA : Hiicre kuru agirhigt



Azot kaynaklari, nisin ireticisi L. lactis suslarin gelisebilmeleri ve nisin iiretebilmeleri
icin hayati rol oynamaktadir. Yapilan calismalarda maya oOziitii, pepton, et Oziiti
kullanilmas1 durumunda yiiksek nisin iiretim orani ve hiicre biyokiitlesine ulagilmistir. En
yiiksek nisin iiretimi ise maya Oziitli, pamuk ¢igiti, soya ununun kullanilmasiyla elde
edilmistir (de Vuyst and Vandamme 1993, Kim et al. 1997b, Cheigh et al. 2002). Kazein
hidrolizati, misir unu ve malt 6ziitii de nisin dretimi i¢in uygun azot kaynaklari olarak
tamimlanmamustir (de Vuyst and Vandamme 1993, de Vuyst 1995). LL27 dogal susu ve
rekombinantlarinin maya 0ziitii basta olmak iizere et 6ziitii ve tripton varliginda yiiksek,
kazein hidrolizat1 varliginda diisiik seviyede nisin liretmeleri literatiir verileri ile uyum
gostermektedir. Maya Oziitiinlin nisin {iretimini artirici etkisi dnemli Olgiide hiicresel
gelisimi tesvik etmesinden kaynaklanmaktadir. Nitekim c¢alismamizda bazal ortamda maya
Oziiti miktariin artisina paralel olarak biyokiitle ve nisin iiretiminin yiikseldigi tespit
edildi. Bu nedenle birgok literatiir verisinde de belirtildigi gibi, maya Oziitiiniin nisin
tiretimi igin tek bagina ideal azot kaynagi olabilecegi ileri siiriilebilir (Cheigh et al. 2002).
Diger taraftan, regiilasyondan sorumlu genlerin ilave edildigi rekombinantlarda (LAC339
ve LAC340) en yiiksek nisin liretim miktarina, dogal susa gore daha yiiksek maya 0ziitii
konsantrasyonunda ulasilmasi, maya Oziitiiniin icerdigi peptitlerin bu genler iizerinde
aktive edici rollerinin olabilecegi olasiligini akla getirmektir. Nitekim maya ozitiiniin,
serbest aminoasitler ve kisa peptitlere ilave olarak, hiicre gelisimi i¢in etkili faktorleri de

icerdigi bilinmektedir (de Vuyst 1995, Cheigh et al. 2002).
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4.2.3 Fosfat kaynaginin etkisi

Inorganik fosfat konsantrasyonun dogal ve rekombinant suslarmn nisin {iretim iizerine
etkisini belirlemek ve en uygun konsantrasyonu tespit etmek i¢in, modifiye bazal ortama
farkli konsantrasyonlarda (% 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 ve 5) sodyum hidrojen fosfat ilave edildi.
LL27 ve rekombinant suslarin biyokiitlesi, % 3 fosfat konsantrasyonuna kadar artt1 ve bu
konsantrasyondan sonra hizla azaldi. Dogal sus, rekombinant suslara oranla tiim fosfat
konsantrasyonlarinda daha fazla hiicresel gelisim gosterdi. Tiim suslarda nisin iiretimi,
biyokiitle ile benzer sekilde % 3 fosfat konsantrasyonuna kadar artt1 ve bu diizeyden sonra
hizli bir diisiis gosterdi. LAC338 rekombinant susunun disindaki tiim suslarda en yiiksek
nisin tretimine, % 2.5 fosfat konsantrasyonunda ulasilirken, bu susta en yiiksek nisin
tiretimi % 3 fosfat konsantrasyonunda meydana geldi. Ancak bu farklilik istatistiki olarak
anlamli bulunmadi (p>0.05). Optimum fosfat konsantrasyonlarinda LL27°nin 1270
IU mL™, LAC338’in 1380 IU mL™, LAC339’un 1740 IU mL" ve LAC340’m 1620
IU mL? diizeyinde nisin iirettigi saptandi (Cizelge 4.3). Besiyeri ortamunda % 3’iin
tizerinde fosfat konsantrasyonunun kullanilmasi durumunda nisin iiretimindeki diisiis,
hiicre gelisimi ile paralellik gosterdi. Dolayisiyla, bu sonug yiiksek fosfat konsantrasyonun
hiicre gelisimini baskilamasi neticesinde nisin iiretiminin de azaldigina isaret etti. Ayrica
fermentasyon sonunda 6Slgiilen pH degerlerinin de, s6z konusu konsantrasyondan sonra
6’nin iizerinde bulunmasi bu bulguyu destekledi. Gelisme ortamina ilave edilen fosfat
kaynagi, tamponlama ve hiicre gelisim ajan1 olarak islev gorse de (de Vuyst and
Vandamme, 1992, Li et al. 2002, Liu et al. 2003) belirli bir oranin iizerinde inhibisyon
etkisine sahip oldugu ve bu degerin nisin verimini olumsuz yonde etkiledigi ¢alismamizin
sonuglart ile de desteklenmistir. Kim et al. (2006) Micrococcus sp. GO5 susunda
mikrokoksin tiretiminin % 3 inorganik fosfat oranindan sonra hizla azaldigini belirlemistir.
Bir diger ¢alismada ise kompleks ortam igerisindeki KH,PO,4 oraninin % 5’i asmasi
durumunda L. lactis’de hiicre gelisimi ve nisin {iretiminin biiyiik oranda diistigi
saptanmigtir  (de Vuyst and Vandamme 1993). Arastirmamizda artan fosfat
konsantrasyonun rekombinant hiicrelerdeki nisin iiretim artiglart {lizerine etkisi diger
besiyeri bilesenlerinin kullanilmast durumunda olusan artiglarla kiyaslandiginda daha
diisiik diizeyde bulunmustur. Bu durum fosfatin, nisin iiretimi iizerinde maya 06ziitii ve

fruktoz kadar etkili olmadigina isaret etmektedir.
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Cizelge 4.3 L. lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarinin farkli inorganik fosfat konsantrasyonlarindaki nisin iiretim diizeyleri. Nisin

tiretim miktarlar1 izerindeki farkli harfler istatistiki anlamliligi (p<0.05) ifade etmektedir

. Strains

Sod/youm LL27 LAC338 LAC339 LAC340

Fosfat HKA Nisin HKA Nisin HKA Nisin HKA Nisin

PH  omi?) aumL?) | P megmL"y aumi?)| P mgmi?) aumL?y | P (mgmL?) aumL?

mBM | 5.31 1.81 1190* | 5.35 1.73 1290* | 529 175 1520 |531  1.76 1480°
2.5 5.77 1.87 1270° | 5.78 1.76 1290° | 578 177 1740° | 577 178 1620°
3 5.79 1.93 1270° | 5.79 1.86 1380° [5.78  1.86 1620° |5.77 186 1620°
3.5 6.02  1.33 330° | 6.04 1.11 360° | 6.04 1.16 400° |6.03 116 600°
4 6.14  1.02 330° | 6.14 0.93 360° | 6.14 097 400° | 6.12 097 400
4.5 622  0.76 110 | 6.23 0.65 150 | 623 077 200 | 623  0.76 360°
5 6.28 0.74 110 | 6.32 0.63 150 | 630 076 200 | 632  0.76 200°

HKA : Hiicre kuru agirhigi



4.2.4 pH ve sicakhigin etkisi

Nisin iretimi bakimindan en verimli inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi igin, bazal
ortama inokiile edilen suslar 25 °C, 30 °C ve 37 °C’de 12 saat siireyle inkiibe edildi ve her
bir susun mg hiicre kuru agirligi basina diisen nisin liretim miktar1 hesaplandi (Sekil 4.8).
Sekil 4.8’de gortldigi gibi, suslar igin optimum inkiibasyon sicakliginin 30 °C oldugu
saptand1 (p<0.01). Bu inkiibasyon sicakligini ise sirasiyla 37 °C ve 25 °C takip etti. Diger
taraftan direnglilik ve regiilasyon genlerinin kopya sayisinin artirilmasi neticesinde
meydana gelen nisin {iretim artigi, 30 °C’de, 25 °C ve 37 °C’ye gore anlamli (p<0.01)
bulunurken, uygulanan diger iki sicaklikta 6nemsiz oldugu (p>0.05) tespit edildi. 30 °C’de
en fazla nisin iretim artisi, regiilasyon genlerinin kopya sayilarimin artirildigit LAC339
susunda meydana geldi (% 32). Bu inkiibasyon sicakliginda LL27 susunda 1190 TU mL™,
LAC338, LAC339 ve LAC340 suslarinda ise sirastyla 1390 IU mL™, 1620 1U mL™ ve
1580 1U mL™ nisin iiretimi gergeklesti.

Nisin iiretimi {izerine farkli sicakliklarin etkisinin arastirildigi ¢aligmalar sinirl sayidadir.
Bu yo6nde yapilan bir ¢alismada, nisin tireticisi L. lactis subsp. lactis A164 susunun, 25 °C
ve 37 °C inkiibasyon sicakliklarinda, 30 °C’ye gdre benzer bir hiicresel gelisim gosterdigi
belirlenmis ancak 30 °C’de saptanan nisin iiretim miktarinin; 37 °C’de % 50 ve 25 °C’de
ise % 70 distigii saptanmistir (Cheigh et al. 2002). Calisgmamizda LL27 dogal sus ve
rekombinantlardan elde edilen nisin tiretim verimleri, bu ¢alisma verileriyle tam bir uyum
icerisindedir. Direnglilik ve regiilasyon gen kopyalarinin artirildigi suslarin, 30 °C’de
inkiibe edilmesi durumunda en yiiksek nisin liretim diizeyi gostermesi, direnglilik ve
regililasyon proteinlerinin fonksiyonlar1 i¢in s6z konusu inkiibasyon sicakligiin optimum
olduguna isaret etmistir. Nitekim Simsek et al. (2008) tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada
4-45 °C arasindaki inkiibasyon sicakliklarinin kullanilmasi neticesinde nisin iireticileri olan
L. lactis ATCC11454 ve L. lactis LL27 suslarinin hiicresel gelisimlerinin ve nisin tiretim
diizeylerinin 30 °C’de en yiiksek seviyeye ulastigi, diger inkiibasyon sicakliklarda ise
suslar i¢in stres ortaminin olustugu belirlenmistir. Bu bulgular sicaklik stres kosullarinda

gelistirilen yanitin nisin iiretimi {izerinde olumsuz etki yaptigina isaret etmektedir.
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Sekil 4.8 L. lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarinin farkli inkiibasyon
sicakliklarindaki 6zgil nisin liretim diizeyleri. Standart sapmalar % 5’in altindadir
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LL27 dogal susu ve rekombinantlariin verimli nisin tiretimi i¢in optimal pH degerinin
tespiti, farkli pH degerlerine sabitlenen kesikli fermentasyon sisteminde, suslara ait 6zgiil
nisin iretim oranlarinin hesaplanmasiyla gergeklestirildi (Sekil 4.9 a, b, ¢ ve d). Tim
suslarin, 6zgiil nisin tiretimi, denenen tiim pH degerlerinde 12. saate kadar benzer bulundu.
Ancak 18. ve 24. saatlerde pH 6’da diger pH degerlerine gore daha yiiksek 6zgiil nisin
tiretimi tespit edildi. Ayrica pH 6°da, diger pH degerlerinin (5.5 ve 6.5) kullanilmast
durumunda fermentasyon sonunda meydana gelen nisin iiretim kaybi, daha diisiik oranda
gerceklesti. Bu pH degerinde fermentasyon sonunda nisin aktivitesi LL27 susunda 1190 IU
mL™, LAC338, LAC339 ve LAC340 suslarinda sirastyla 1270 TU mL™, 1120 IU mL™ ve
1370 1U mL™ olarak belirlendi. Calismada, kullanilan pH degerleri arasinda nisin iiretim
miktart bakimindan ciddi bir farklanma goriilmemistir. Ancak fermentasyon sonundaki
nisin iiretim miktar1 géz Oniine alindiginda, pH 6’nin daha verimli oldugu bulunmustur.
Farkli suslarla yiiriitiilen ¢alismalarda ideal nisin verimi bakimindan kesin bir pH degeri
tanimlanmamakla birlikte, genelde pH 5.5 - 6.8 arasindaki degerler kullanilmistir (de
Vuyst and Vandamme 1992, Matsusaki et al. 1996, Cheigh et al. 2002, Liu et al. 2005,
Pontharangkul and Demirci 2006). Arastirma bulgularimiz bu literatiir verileri ile paralellik

gostermektedir.

Dogal sus LL27’de direnglilik genlerinin kopya sayilarinin artirilmasi neticesinde, denenen
tiim pH degerlerinde fermentasyon sonunda (18. ve 24. saatler) nisin kaybinin daha diisiik
seviyede oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9 b ve d). Bu farklanma NisFEG proteinlerin hiicre
ylizeyine tutunan nisin molekiillerini uzaklastirilmast sonucunda ortaya cikmaktadir.
Nitekim Stein et al. (2003) lantibiyotik direnglilik sisteminde gorev alan LanFEG
proteinlerinin, nisin molekiillerini hiicre duvarindan uzaklastiric1 etkisinin bulundugunu

belirtmistir.
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Sekil 4.9 L. lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarinin farkli pH degerlerinde 6zgiil
nisin tretim diizeyleri. a) LL27, b) LAC338, c) LAC339 ve d) LAC340 Standart sapmalar

%75’1n altindadir

69



4.3 pH Kontrollii Kesikli Fermentasyon

pH kontrollii kesikli fermentasyonda LL27 dogal susu ve rekombinantlar1 (LAC338,
LAC339, LAC340) hiicre gelisimi ve seker kullanimi bakimindan benzer davranislar
gosterdi (Sekil 4.10, 4.11, 4.12, 4.13). Buna gore tiim suslarda 5. ve 9. saatler arasinda
hiicresel yogunlugunun % 90’ninin olustugu ve 10. saatten sonra hiicre gelisiminin yatay
bir seyir izledigi tespit edildi. LL27, LAC339 ve LAC340 suslarinda maksimum hiicre
gelisimine 9. saatte ulasilirken, niSFEG genlerinin kopya sayilarinin artirildigt LAC338
susunda en yiiksek hiicre yogunluguna 10. saatte ulasildi. Nitekim suslarin iissel fazda (3
ve 8. saatler arasi) hesaplanan gelisme hizlar1 (¢max) bakimindan da LAC338 susunun en
diisiik degere sahip oldugu belirlendi (Cizelge 4.4). Bu sonug direnglilikten sorumlu
genlerin susun hiicresel gelisiminin geciktirilmesi {izerinde rol oynadigina isaret etti.
Fermentasyonun son evresinde LAC339 ve LAC338 suslarimin hiicresel yogunlugunda
distsler tespit edildi (Sekil 4.11 ve 4.12). Fermentasyonun baslangi¢ asamasinda ortamda
bulunan fruktozun (10 g L™) % 84’iiniin tiim suslar tarafindan 8. saate kadar tiiketildigi ve
12. saate kadar ise ortamda fruktozun kalmadigi belirlendi (Sekil 4.10, 4.11, 4.12, 4.13).
Fermentasyon siirecinde ortamda bulunan fruktoz miktarina karsilik olusan biyokiitle
verimi ise, tim suslarda benzer bulundu (Cizelge 4.4). LL27 dogal susu ve
rekombinantlarinin nisin iiretim miktari, hiicre gelisim egrileriyle paralel olarak artig
gosterdi. LL27, LAC339 ve LAC340 suslarinda maksimum nisin iretim seviyesine
(LL27°de 2190 IU mL*, LAC339°da 2730 IU mL™" ve LAC340°da 2780 IU mL™) 9.
saatte ulagilirken, LAC338 susunda bu deger 10. saatte gerceklesti (2330 IU mL™) (Sekil
4.10, 4.11, 4.12, 4.13). Fermentasyonda 9-12 saatler arasinda nisin aktivitesi tiim suslarda
yatay bir seyir izlemesine kargimn, daha sonra suslarin nisin tiretim miktarlarinda farkli
oranlarda diisiisler belirlendi. Ulasilan maksimum nisin aktivitesine gore nisin iiretimindeki
en yiiksek diisiis LAC339 susunda (% 61) olurken, bunu LL27 (% 57) ve LAC338 (% 45)
suglar1 takip etti. En az nisin {iretim kayb1 ise LAC340 susunda (% 35) meydana geldi.
Direnglilikten sorumlu genleri igeren rekombinantlarda fermentasyonun gec¢ evresinde
daha az nisin tretim kayiplarinin olusmasi; bu ilave genlerin hiicreleri fermentasyon
ortaminda biriken yiiksek nisin konsantrasyonundan korudugunu gdstermektedir. Bu
varsayim, hiicrelere ait 6zgiil bakteriyosin tiretimi ( pakteriyosin) V€ birim biyokiitledeki nisin
tiretim verimlerinin (Yynisinx) LAC338 ve LAC340 rekombinantlarinda yiiksek bulunmasi
ile de desteklenmistir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.10 L. lactis LL27 susunun pH kontrollii kesikli fermentasyon sisteminde nisin
tiretimi, hiicre gelisimi ve fruktoz kullanimi. Veriler 3 tekrarin ortalamasidir. Standart
sapma %35’in altindadir
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Sekil 4.11 L. lactis LAC338 susunun pH kontrollii kesikli fermentasyon sisteminde nisin
tiretimi, hiicre gelisimi ve fruktoz kullanimi. Veriler 3 tekrarin ortalamasidir. Standart
sapma %35’in altindadir
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Sekil 4.12 L. lactis LAC339 susunun pH kontrollii kesikli fermentasyon sistemindeki nisin
iiretimi, hiicre gelisimi ve fruktoz kullanimi. Veriler 3 tekrarin ortalamasidir. Standart

sapma %>5’in altindadir
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Sekil 4.13 L. lactis LAC340 susunun pH kontrollii kesikli fermentasyon sistemindeki nisin
iiretimi, hiicre gelisimi ve fruktoz kullanimi. Veriler 3 tekrarin ortalamasidir. Standart

sapma %>5’in altindadir
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Cizelge 4.4 L. lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarinin (LAC338, LAC339, LAC340) pH kontrollii kesikli fermentasyon sisteminde
spesifik nisin iiretim ve hiicre gelisim kinetikleri

Sus Ismi . .
Maksimum Final
Xmax 1 Xfinal 1 ,umalx Nisin Nisin Ynisinl/x Yx/x 1 CInisiln 1 L
(mgmL™) (mgmL™) (h™) (lUmLY) (U mLY (IUmg~rka) (MY Hka Girue )  (IU mguka™ h™ mi™)
LL27 2.49 2.10 0.49 2200 950 452 0.21 15.06
LAC338 2.15 2.11 0.42 2330 1290 611 0.21 20.34
LAC339 2.47 1.99 0.50 2730 1070 539 0.20 17.95
LAC340 2.43 1.94 0.48 2780 1800 930 0.19 30.97

Xmax: Maksimum biyokiitle, Xsina: Fermentasyon sonunda olgiilen biyokiitle, gmax: fermentasyonun {iissel fazindaki gelisme hizi, Final
Nisin: Fermentasyon sonunda 6l¢iilen nisin aktivitesi, Ynisinix: Olusan mg biyokiitlede tiretilen nisin iiretim verimi, Yy: Kullanilan gram
fruktoz miktar: bagina olusan biyokiitle verimi, Qnisin: L. lactis hiicrelerin 6zgiil nisin tiretimi. HKA: Hiicre kuru agirlig:



pH kontrollii ve kontrolsiiz olarak gerceklestirilen kesikli fermentasyon caligmalarinda
nisin iretimi, hiicre gelisimi ile baglantili olarak artmistir. Ayrica bu ¢aligmalarda kesikli
fermentasyonda tiretici susun nisin tiretim kapasitesi, fermentasyon ortaminin karbon, azot
gibi bilesenlerine ve diger fermentasyon parametrelerine bagl olarak 500 ile 2500 U mL™
arasinda degistigi rapor edilmistir (de Vuyst and Vandamme 1992, de Vuyst and
Vandamme 1993, Hull and Gibbons 1997, Kim et al. 1997b, Shimizu et al. 1999, Penna
and Moraes 2002, Yu et al. 2002, Guerra and Pastrana 2003, Lv et al. 20044, Lv et al.
2004b, Tolonen et al. 2004, Liu et al. 2005, Pontharangkul and Demirci 2006, Jozala et al.
2007). Tirkiye kokenli nisin ireticisi LL27 susunun nisin {iretim miktar1 da bu
calismalarda belirlenen nisin iiretim seviyeleri arasindadir. Direnglilik ve regiilasyon
genlerinin kopya sayilarinin tiretici hiicrede artirilmasi ile ulasilan nisin liretim miktarlar
ise literatiirde rapor edilen miktarlarin tizerinde bulunmustur. Ancak yapilan ¢alismalarda
(de Vuyst and Vandamme 1992, Hull and Gibbons 1997, Penna and Moraes 2002, Guerra
and Pastrana 2003, Jozala et al. 2007) ¢ok farkli besiyeri kompozisyonlarin denenmesi,

verilerin karsilastirmasini zorlastirmaktadir.

Kesikli fermentasyon sistemlerinde gergeklestirilen nisin tiretimindeki temel sorunlardan
biri fermentasyonun geg evrelerinde nisin iiretiminin durmasi ve dlgiilen nisin aktivitesinin
hizla azalmasidir. Bilindigi gibi kesikli fermentasyon sistemleri hiicrelerin dogal gelisim
egrilerini gosterdikleri ortamlardir. Bu nedenle fermentasyon ortaminda tiilkenen besin
elementleri ve olusturulan metabolitler, iiretici hiicre lizerinde oldukga etkilidir. Bu etkinin
en 6nemli sonuglarindan biri hiicrelerin ortamda lize olmasi ve proteazlarin serbest
kalmasidir. Tiim nisin treticilerinin nisine karsi bir direnglilik seviyesi bulunmasina
ragmen (Takala et al. 2004, Koponen et al. 2004) yiiksek konsantrasyondaki nisin, tiretici
hiicreler lizerinde inhibe edici rol oynayabilmektedir. Fermentasyonun geg¢ evresinde nisin
tiretim miktarinin hizla azalmasi, ortamda biriken yiiksek konsantrasyondaki nisinin
hiicreleri inhibe ettigi ve ortama salinan proteazlarin da nisin peptidini parcaladigi
varsayimi ile agiklanmaktadir (de Vuyst and Vandamme 1992, Matsusaki et al. 1996, Hull
and Gibbons 1997, Kim et al. 1997b). Bu calismada direnclilik genlerinin kopya
sayilarinin artirlldigi LAC340 ve LAC338 suslarinda, fermentasyonun ge¢ evresinde nisin
tiretim kaybimin dogal susa kiyasla kismen onlenebilmesi, direnglilik genlerinin bu evrede
fonksiyonel oldugunu gostermektedir. Bu nedenle nisin veriminin artirilmasina yonelik
klonlama ¢alismalarinda, rekombinantlarda regiilasyon genleriyle birlikte, direnglilik

genlerinin de bulunmasi 6nem tasimaktadir. Arastirmamizda gelistirilen regiilasyon ve
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direnclilik genlerinin birlikte klonlandigi LAC340 rekombinanti, bu 6zelligi ile kesikli
fermentasyon sistemlerinde yiliksek nisin iiretimi i¢cin Onemli bir sus olarak One

¢ikmaktadir.

LAC338, LAC339 ve LAC340 suslarinin igerdigi rekombinant plazmidlerin (pLEB672
pPLEB673 ve pLEBG674) stabiliteleri; kesikli fermentasyonun 6. 9. 12. 18., 24. ve 30.
saatlerinin tiimiinde % 90’nin {izerinde bulundu (Sekil 4.14). Ancak pLEB674 rekombinant
plazmidinin, pLEB673 ve pLEB672 plazmidlerine gére daha yiiksek stabiliteye sahip
oldugu tespit edildi. Bu sonuglar fermentasyon siirecinde bu plazmidleri igeren suslarin
kontrol sus LL27’ye gore daha yiikksek nisin liretim yetenegi icermesi ile paralellik
gosterdi. Nisin biyosentezinin regiilasyonunda, nisin molekiili NisK proteini ile
interaksiyona girmekte ve NisR aktive edilmektedir. Aktive edilen NisR ise nisA ve nisF
genlerinin Oniinde bulunan promotorlar1 uyararak nisin biyosentezi gergeklestirilmektedir
(Kuipers et al. 1993, Engelke et al. 1994). Diger taraftan ortamda bulunan nisin hiicre
duvar yapist icerisinde bulunan lipit II molekiillerine baglanmakta ve nisin direnclilik
sistemini indiiklemektedir (Koponen et al. 2004). Dolayisiyla rekombinant plazmidlerde
yiiksek stabilite oranlarinin bulunmasi, bu plazmidlerin regiilasyon ve direnglilikten
sorumlu genleri bulundurmasi ve fermentasyon ortaminda biriken nisinin segici bir ortam

olusturmasi ile agiklanabilir.
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Sekil 4.14 L. lactis LAC338, LAC339 ve LAC340 suslarinin igerdigi rekombinant
plazmidlerin (pLEB672, pLEB673, pLEB674) pH kontrollii kesikli fermentasyonun farkli

zamanlarindaki stabilitesi
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4.4 Siirekli Nisin Uretimi

Stirekli sistemde nisin iiretimini hedef alan caligmalarin bir¢ogunda, diliisyon orani ve
karbon kaynagi nisin tiretimini etkileyen en oénemli iki faktér olarak tanimlanmis ve bu
bulgular istatistiki modeller ile desteklenmistir (Amiali et al. 1998, Desjardins et al. 2001,
Li et al. 2002, Liu et al. 2005). Bu tez ¢alismasinda da s6z konusu faktorlerin siirekli
sistemlerdeki etkinligi arastirildi. Stirekli nisin iiretimi i¢in LL27 dogal susu ve
rekombinantlart 6nce kesikli sistemde lissel fazin ortasina kadar (7 saat) gelistirildi ve
ardindan fermentoriin besleme ve tahliye pompalar1 agilarak siirekli sisteme gegildi.
Denenen suslarin siirekli sistemde nisin iiretim ve hiicresel gelisim davraniglarinin
belirlenebilmesi igin, farkli diliisyon oranlar1 (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5) ve fruktoz
konsantrasyonlar1 ( 7.5, 12.5,15.0, 17.5ve 20.0 g L'l) ile ¢alisildi.

4.4.1 Siirekli sistemde farkh diliisyon oranlarinin nisin iiretimi iizerine etkisi

LL27 dogal susu ve rekombinantlart (LAC338, LAC339, LAC340) kullanilarak
gercgeklestirilen stirekli fermentasyon sisteminde, ayni diliisyon oranlarinda her bir sus igin
benzer biyokiitle olusumlar: tespit edildi. Tiim suslarda en yiiksek biyokiitle olusumu 0.2
dilisyon oraninda meydana gelirken, diliisyon oraninin artirilmasiyla biyokiitle
olusumunda diisiis saptandi (Cizelge 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8). LL27, LAC338, LAC339 ve
LAC340 suslarmim biyokiitle olusumu; 0.1 diliisyon oraminda 2.14-2.31 mg mL™, 0.2
dilisyon oraninda 2.56-2.79 mg mL™, 0.3 diliisyon oraninda 2.48-2.55 mg mL™, 0.4
diliisyon oraninda 1.98-2.22 mg mL™, 0.5 diliisyon oraninda 1.67-1.92 mg mL™ arasinda
belirlendi. 0.1 ve 0.2 diliisyon oranlarinda ortamda bulunan 10 g L™ fruktozun tamami
suslar tarafindan tiiketildi. Ancak dillisyon oraninin artis1 ile ters orantili olarak seker
tiketim miktarinda diigsiis meydana geldigi belirlendi (Cizelge 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8).
Tiiketilen mg fruktoz basina olusan biyokiitle verimi (Y pyokire/iuko- ) €N fazla 0.2 diliisyon
oraninda tespit edilirken, en diistk Y okitefiuko- 0.1 diliisyon oraninda belirlendi. Diger
diliisyon oranlarinda ise 0.24 ile 0.26 arasinda degisen benzer verimler elde edildi. Bu
sonug, kullanilan seker konsantrasyonunda en yiiksek biyokiitle miktarina ulasabilmek i¢in

0.2-0.3 arasindaki diliisyon oranlarmin optimum olduguna isaret etti.

Farkli diliisyon oranlarinin kullanilmasiyla dogal (LL27) ve rekombinant suslarda

(LAC338, LAC339, LAC340) benzer nisin iiretim egilimi belirlendi (Cizelge 4.5, 4.6, 4.7
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ve 4.8). Dillisyon oranin 0.1’den 0.2’ye yiikseltilmesi sonucu suslarda nisin {iretimi
maksimum seviyesine ulasirken, 0.2 diliisyon oranindan sonra nisin liretim miktarlarinda
hizli diistisler meydana geldi. 0.2 diliisyon oraninda en yiiksek nisin tiretimi (2150
IU mL™) LAC339 susunda meydana gelirken, bu susu LAC340 (1940 1U mL™), LAC338
(1730 1U mL™) ve LL27 (1720 IU mL™) suslarn takip etti. Ayrica birim fruktoz ve
biyokiitle basina suslarmn nisin tiretim verimleri (Ynisinfruktoz- Ynisin/ivokiie) de en yiiksek 0.2
dilisyon oraninda tespit edildi. Ancak 0.3 diliisyon oraninda iiretilen hacimsel nisin
miktar1 0.2 diliisyon oranindaki nisin miktarindan diisiik olmasina ragmen, 0.3 diliisyon
orani, bir saatteki nisin iiretim miktar1 bakimindan tiim suslarda daha yiiksek bulundu
(Cizelge 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8). Bu sonug, 0.3 diliisyon oraninda fermentasyon ortaminda
biriken metabolitlerin yikama etkisiyle daha fazla uzaklastirildigina ve suslarin aktif nisin
tiretim fazinda kaldigina isaret etmektedir. Her ne kadar 0.3 diliisyon orani saatte nisin
tiretim miktar1 bakimindan yiiksek bir verim gosterse de, hacimsel olarak ve diger verimler
bakimindan 0.2 diliisyon oraninda daha yiiksek degerlere ulasilmasi, 0.2 diliisyon oraninin

yiiksek nisin iiretimi acisindan daha verimli olduguna isaret etmektedir.

Nisin regiilasyon ve direnclilik genleri kopya sayilarinin artirildigi rekombinant suslarin
nisin iretim seviyeleri, farklt akim hizlar1 kullanilarak gergeklestirilen siirekli
fermentasyonda kontrol sus LL27 ile karsilastirildiginda; rekombinant suslarin, diisiik
diliisyon oranlarinda daha yiiksek hacimsel nisin tiretebildikleri tespit edildi (Sekil 4.15).
Benzer davranis, suslarin bir saatteki nisin tiretim miktarlar1 i¢in de gecerli bulundu (Sekil
4.16). Ozellikle regiilasyon genlerini igeren LAC339 ve LAC340 suslarinin; 0.1, 0.2 ve 0.3
diliisyon oranlarinda, LL27 susundan sirasiyla %59, %25, %18 ve %64, %13, %15 daha
fazla nisin tiretebildikleri tespit edildi. Diliisyon oranlarinin 0.4 ve 0.5’e ¢ikarilmasi sonucu
ise bu farklanma ortadan kalkmigtir. Bu bulgular regiilasyon ve direnglilikten sorumlu
genlerin nisin tiretici hiicrede kopya sayilarinin artirilmasinin, diisiik diliisyon oranlar1 i¢in
daha fazla fonksiyonel oldugunu gostermektedir. Ayrica LL27 dogal susunun 6zgiil nisin
tiretim oranini 0.4 dillisyon oranina kadar artis gosterirken rekombinant suglarda artis 0.3
dilisyon oranma kadar gerceklesmistir Bu durum da yukaridaki Ongdriiyi

desteklemektedir (Cizelge 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8).
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Cizelge 4.5 Siirekli fermentasyon sisteminde denenen farkli diliisyon oranlarinda L. lactis LL27 susunun gelisim ve nisin tiretim
diizeyleri

Diliisyon Orani (h™)

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Nisin iiretimi (IU mL™) 1020 1720 1230 750 260
Biyokiitle olusumu (mg mL™) 2.29 2.79 2.55 1.98 1.67
Fruktoz kullanimi ( mg mL™) 9.98 9.99 9.85 8.04 6.96
Y biyokiite fruktoz (MY biyokiitle MY fruktoz ) 0.23 0.28 0.26 0.25 0.24
Yisinfruktoz (1U MY fruktoz ) 102.20 172.17 124.87 93.28 37.35
Youisinmiyoiiie (1U MG biyokitie ) 445.41 616.48 482.35 378.78 155.68
Nisin iiretim verimi (IU mL™* h™) 102 344 369 300 130
Ozgiil nisin dretimi (1IU mg™* h) 44,54 123.29 144.70 151.51 77.84
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Cizelge 4.6 Siirekli fermentasyon sisteminde denenen farkl: diliisyon oranlarinda L. lactis LAC338 susunun gelisim ve nisin
tiretim diizeyleri

Diliisyon Orani (h™)

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Nisin diretimi (1U mL™) 1340 1730 1200 640 260
Biyokiitle olusumu (mg mL™) 2.14 2.56 2.48 2.09 1,92
Fruktoz kullanimi ( mg mL™) 9.99 9.99 9.75 8.24 7.02
Y biyotitte/fruktoz (M bigokiitle MY fruktoz ) 0.21 0.26 0.25 0.25 0.26
Ynisinfruktoz (1U Mg fruktoz'l) 134.13 173.17 123.07 77.66 37.03
Y nisinsbivokitie (1U Mg biyokﬁtle_l) 626.16 675.78 483.87 306.22 135.41
Nisin iiretim verimi (IU mL™* h™) 134 346 360 256 130
Ozgiil nisin iretimi (IU mg* h%) 62.61 135.16 145.16 122.48 67.70
Plazmid stabilitesi (%) 98.61 94.66 96.00 86.56 74.84
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Cizelge 4.7 Siirekli fermentasyon sisteminde denenen farkli diliisyon oranlarinda L. lactis LAC339 susunun gelisim ve nisin
iiretim diizeyleri

Diliisyon Orani (h™)

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Nisin iiretimi (IU mL™) 1620 2150 1450 730 330
Biyokiitle olusumu (mg mL™) 2.27 2.79 2.54 2.06 1.92
Fruktoz kullanimi ( mg mL™) 9.99 9.99 9.78 8.65 7.95
Y bisokiite frukoz (MY biokiitle MY fruktoz ) 0.23 0.28 0.26 0.24 0.24
Yaisinftruktoz (1U M fruktoz ) 162.16 215.21 148.26 84.39 41.50
Y wisinmiyokite (1U M biyokitte ) 713.65 770.60 570.86 354.36 171.87
Nisin iiretim verimi (IU mL™* h?) 162 430 435 292 165
Ozgiil nisin dretimi (IU mg™ h™) 71.36 154.12 171.25 141.74 85.93
Plazmid stabilitesi (%) 98.13 98.66 83.66 78.86 55.33
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Cizelge 4.8 Siirekli fermentasyon sisteminde denenen farkli diliisyon oranlarinda L. lactis LAC340 susunun gelisim ve nisin
iiretim diizeyleri

Diliisyon Orani (h™)

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Nisin diretimi (IU mL™) 1670 1940 1430 750 270
Biyokiitle olusumu (mg mL™) 231 2.78 2.49 2.22 1.62
Fruktoz kullanimi ( mg mL™) 9.99 9.99 9.68 8.61 6.95
Y biyokite/frukoz (MY biokiitle MY fruktoz ) 0.23 0.28 0.26 0.25 0.23
Yaisin/rukioz (1IU Mg™) 167.16 194.19 147.72 87.10 38.84
Y uisiniyokivte (1U Mg™) 722.94 697.84 574.29 337.83 166.66
Nisin iiretim verimi (IU mL™* h™) 167 388 429 300 135
Ozgiil nisin iretimi (IU mg™ h™) 72.29 139.56 172.28 135.13 83.33
Plazmid stabilitesi (%) 93.33 85.33 82.66 89.33 92.00
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Sekil 4.15 Siirekli fermentasyon sisteminde denenen farkli diliisyon oranlarinda L. lactis

LL27 dogal susu ve rekombinantlarinin (LAC338, LAC339, LAC340) nisin iretim
karakteristikleri
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Sekil 4.16 Siirekli fermentasyon sisteminde denenen farkli diliisyon oranlarinda L. lactis
LL27 dogal susu ve rekombinantlarinin (LAC338, LAC339, LAC340) saat bagina nisin

uretim karakteristikleri
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4.4.2 Siirekli sistemde farklh fruktoz konsantrasyonlarinin nisin iiretimi iizerine etkisi

Farkli fruktoz konsantrasyonlarinmn (7.5 g L™, 10.0gL™* 125gL* 15.0gL* 175¢g L*
ve 20 g L'l) siirekli fermentasyonda dogal ve rekombinant suslarin nisin iiretimi iizerine
etkisinin ve optimum fruktoz konsantrasyonun belirlenmesinde, en yiiksek hacimsel nisin
tiretim veriminin alindigi 0.2 diliisyon orani kullanildi. Tiim suslarin biyokiitle olusumu,
denenen fruktoz konsantrasyonlarinda benzer bulundu. Fruktoz konsantrasyonunun
75 ¢ L™ den 125 g L'l’ye cikarilmasi ile tiim suglarda biyokiitle olusumu artarken,
konsantrasyonun 15 g Lt 175 g Lt ve 20 g L'l’ye ¢ikarilmasi durumunda hiicrelerin
biyokiitle olusumunda diisiisler meydana geldi. En yiiksek biyokiitle olusumu ise 12.5 g L™
fruktoz konsantrasyonunda tespit edildi. 7.5 g L™, 10.0 g L™, 125 g L%, 15.0 g LY,
175 ¢ Lt ve 20 g L fruktoz konsantrasyonlarinin kullanilmasiyla; LL27, LAC338,
LAC339 ve LAC340 suslarinda sirasiyla 1.92-2.81 mg mL™, 2.02-2.81 mg mL™, 2.07-2.83
mg mL™? ve 2.01-2.83 mg mL™" degerleri arasinda biyokiitle olusumu belirlendi (Cizelge
4.9, 4.10, 411, 4.12). 7.5 g L™ ve 10.0 g L™ olarak ilave edilen fruktoz suslar tarafindan
tamamen tiiketilirken, bu konsantrasyonun artirilmasiyla birlikte tiikketim orani azaldi.
Suslarin fruktoz basmna biyokiitle olusum verimi (Ypiokie/iukoz) incelendiginde; diisiik
fruktoz konsantrasyonlarinda alinan yiiksek verimin, yliksek fruktoz konsantrasyonlarinda
diismesi, belirli oranin iizerindeki fruktozun hiicre gelisimini inhibe edici roliine isaret

etmistir.

LL27 dogal susu ve rekombinantlar1 denenen tiim fruktoz konsantrasyonlarinda benzer
nisin iiretim egrisi gosterdi. Fruktoz konsatrasyonun 7.5 g L™den 12.5 g L™"’ye artirilmas1
sonucu tiim susglarda nisin liretim seviyesi artarken, konsantrasyonun 15.0 g L, 175 g Lt
ve 20.0 g L™"’ye ¢ikarilmasi halinde nisin iiretim seviyesinde diisiisler tespit edildi. Tiim
suslarda en yliksek nisin iretim miktart 12.5 ¢ L™ fruktoz oraminda belirlendi. Bu
konsantrasyon oraninda LL27, LAC338, LAC339 ve LAC340 suslarinda nisin aktivitesi,
sirastyla 1890 IU mL™, 1950 1U mL™, 2250 IU mL™ ve 2130 IU mL™ olarak lciildii.
Ayrica olusan birim biyokiitle basina iiretilen nisin veriminin (Y pisinbiyokine), Nisin tiretim
veriminin ve de 6zgiil nisin iiretim oranmin da bu Konsantrasyonda yiiksek bulunmasi,

12.5 g L konsantrasyonun optimum deger olduguna isaret etti.

Rekombinant suslarin, siirekli sistemde farkli fruktoz konsantrasyonlarinin kullanilmasi

durumunda hacimsel ve saatteki nisin iiretim miktarlarinin karsilastirilmas: Sekil 4.17 ve
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Sekil 4.18’de verilmistir. Buna gore direnglilik ve regiilasyon genlerinin kopya sayilarinin
artirlldig1 rekombinant suslarin tiim seker konsantrasyonlarinda dogal sus LL27’ye gore
daha fazla nisin Trettigi belirlendi. LAC339 susu 15.0 g L™ haricindeki diger
konsantrasyonlarda daha yiiksek nisin tiretim yetenegi gosterdi. Ayrica tiim suslarda,
12.5 g L™ fruktoz konsantrasyonundan sonra nisin iiretim miktarinda diisiisler tespit edildi.
Ancak 15 g L™ fruktoz konsantrasyonunda LAC340, diger suslara gore daha fazla nisin
tretmistir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18). Bu durum LAC340 rekombinantinda regiilasyon
genleriyle birlikte direnglilik genlerinin de bulunmasinin, susu ortamda biriken yiiksek
nisin miktarindan kismen koruduguna isaret etmektedir. Rekombinantlar arasinda
LAC340’mn bu konsantrasyonda en yiiksek 6zgiil nisin iiretim degerine ulasmasi da bu

varsayimi desteklemektedir.

Genel sonug olarak, siirekli fermentasyon sisteminde farkli akim hizlart ve seker
konsantrasyonlarimin  denenmesi neticesinde, 0.2 akim hizi ve 12.5 g L™ fruktoz
konsantrasyonu kombinasyonun kullanilmasi durumunda en yiiksek nisin iiretimine
ulagilabilecegi belirlendi. Diger taraftan regiilasyon ve direnglilik gen kopya sayilarinin
artirlldig1 rekombinant suslarda diisiik akim hizlarinda nisin tiretim oranin kontrol susa
gore daha fazla oldugu tespit edildi. Benzer sekilde rekombinant suglarin diisiik seker
konsantrasyonlarinda daha verimli oldugu da saptandi. LL27 dogal susunun ve
rekombinantlarinin kesikli ve stirekli sistemde elde edilen 6zgiil nisin iiretim oranlar
kiyaslandiginda, siirekli fermentasyon sisteminde kesikli fermentasyon sistemine gore
LL27 dogal susunun ve rekombinantlarinin (LAC338, LAC339 ve LAC340) 6zgiil nisin
oranlar1 sirasiyla 9, 7, 9 ve 5 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ 6zellikle
stirekli fermentasyon sisteminin ve ayrica bu sistemde regiilasyon gen kopya sayilari

artirtlmig susun (LAC339) kullaniminin daha verimli olduguna isaret etmistir.
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Cizelge 4.9 Siirekli fermentasyon sisteminde denenen farkli fruktoz konsantrasyonlarinda L. lactis LL27 susunun gelisim ve nisin

iiretim diizeyleri

Fruktoz Konsantrasyonu (g L™)

7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

Nisin diretimi (IU mL™) 910 1720 1890 1400 1070 1070

Biyokiitle olusumu (mg mL™Y) 2.16 2.73 2.81 2.76 1.93 1.92

Fruktoz kullanimi ( mg mL™?) 7.47 9.99 10.89 9.86 8.07 8.03

Y vivokiite frukto (MG biyokite MY fruktoz ) 0.29 0.27 0.26 0.26 0.24 0.24
Yoisinfruktoz (1U mg™) 121.82 172.17 173.55 141.98 132.58 133.25
Y isimbivokiie (10 Mg'™) 421.29 630.03 672.59 507.24 554.40 557.29

Nisin iiretim verimi (IU mL™ h™) 182 344 378 280 214 214
84.25 126.00 13451 101.45 110.88 111.46

Ozgiil nisin iretimi (IU mg™ h)
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Cizelge 4.10 Siirekli fermentasyon sisteminde denenen farkli fruktoz konsantrasyonlarinda L. lactis LAC338 susunun gelisim ve
nisin liretim diizeyleri

Fruktoz Konsantrasyonu (g L™)

75 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0
Nisin iiretimi (IU mL™) 1070 1730 1950 1500 1200 1200
Biyokiitle olusumu (mg mL™) 211 2.63 281 2.56 2.03 2.02
Fruktoz kullanimi1 ( mg mL™) 7.47 9.99 11.15 10.13 8.23 8.48
Y biyokiitte fiukio= (MG bigokiitie M fruktoz ) 0.28 0.26 0.25 0.25 0.24 0.24
Yoisinsrukioz (1IU Mg™) 143.23 173.17 174.88 148.07 145.81 141.50
Y sisinivokite (1IU Mg 507.11 657.79 693.95 585.94 591.13 594.06
Nisin iiretim verimi (IU mL™* h'™) 214 346 390 300 240 240
Ozgiil nisin iretimi (IU mg™ h%) 101.42 131.56 138.79 117.18 118.22 118.81
Plazmid stabilitesi (%) 92.28 96.81 93.63 95.00 90.46 93.63
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Cizelge 4.11 Siirekli fermentasyon sisteminde denenen farkli fruktoz konsantrasyonlarinda L. lactis LAC339 susunun gelisim ve
nisin liretim diizeyleri

Fruktoz Konsantrasyonu (g L™)

1.5 10.0 12.5 15.0 175 20.0
Nisin tretimi (1U mL'l) 1430 2150 2250 1680 1370 1340
Biyokiitle olusumu (mg mL™) 2.18 2.73 2.83 2.75 2.11 2.07
Fruktoz kullanimi ( mg mL'l) 7.49 9.99 11.40 10.65 9.06 8.58
Y biyokiitie/fruktoz (MY biyokiitle MY fruktoz-l) 0.29 0.27 0.25 0.26 0.23 0.24
Ynisinfirukeoz (IU Mg'™) 190.92 215.21 197.36 157.74 151.21 156.17
Ynisimsiotite (1U Mg'L) 655.96 787.55 795.05 610.90 649.28 647.34
Nisin tiretim verimi (1U mL* h'l) 286 430 450 336 274 268
Ozgiil nisin iiretimi (1U mg'l h'l) 131.19 157.51 159.01 122.18 129.85 129.47
Plazmid stabilitesi (%) 95.45 96.81 95.00 93.63 90.46 90.21
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Cizelge 4.12 Siirekli fermentasyon sisteminde denenen farkli fruktoz konsantrasyonlarinda L. lactis LAC340 susunun gelisim ve
nisin liretim diizeyleri

Fruktoz Konsantrasyonu (g L™)

7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0
Nisin iretimi (IU mL™) 1180 1950 2130 1940 1220 1130
Biyokiitle olusumu (mg mL™) 2.12 2.63 2.83 2.75 2.11 2.01
Fruktoz kullanimi ( mg mL™?) 7.47 9.97 11.03 10.07 8.57 8.76
Y biyokiitie/fruktoz (MY biyokiitle MY fruktoz'l) 0.28 0.27 0.27 0.27 0.25 0.24
Ynisiniruktoz (1U Mg™) 157.96 195.58 193.11 192.65 142.35 128.99
Y isinspivorite (1U Mg 556.60 741.44 752.65 705.45 578.19 562.19
Nisin iiretim verimi (IU mL™* h™) 236 390 426 388 244 226
Ozgiil nisin iiretimi (1U mg™* h™) 111.32 148.28 150.53 141.09 115.63 112.43
Plazmid stabilitesi (%) 92.28 93.82 89.58 92.39 92.55 89.28
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Sekil 4.17 Siirekli fermentasyon sisteminde denenen farkli fruktoz konsantrasyonlarinda L.
lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarinin (LAC338, LAC339, LAC340) nisin iiretim
karakteristikleri
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Sekil 4.18 Siirekli fermentasyonda denenen farkli fruktoz konsantrasyonlarinda L. lactis
LL27 dogal susu ve rekombinantlarinin (LAC338, LAC339, LAC340) saat basina nisin

uretim karakteristikleri
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4.4.3 Siirekli nisin iiretiminin cevap yiizey yontemi ile optimizasyonu

Stirekli fermentasyon sisteminde LL27 dogal sus ve rekombinantlarin farkli diliisyon
oranlarinda ve fruktoz konsantrasyonlarindaki nisin iiretim diizeylerinin belirlenmesiyle
elde edilen veriler, cevap ylizey yontemi kullanilarak modellendi. Model analizinde
bagimsiz degiskenler olarak, diliisyon orani (X;) ve fruktoz konsantrasyonu (X;) kullanildi.
Ayrica ylizey merkezli tasarim i¢in 0.1-0.4 ht diliisyon oranlarinda ve 7.5-15.0 g Lt
fruktoz konsantrasyonlarindaki nisin tretim verimlilik degerleri analize dahil edildi.

Dolayisiyla 10 noktada (8 farkli kombinasyon ve merkezde 2 tekrar) analiz gergeklestirildi.

Varyans analizi neticesinde LL27 dogal susunda R? degeri 0.985, LAC338, LAC339, ve
LAC340 rekombinantlarinda ise sirasiyla 0.986, 0.987 ve 0.998 olarak tespit edildi. Bu
sonug, cevap yiizey modelinin siirekli fermentasyon sisteminde alinan nisin tiretim verimi
miktarlart i¢in uyumlu oldugunu gosterdi. F-testinin, regresyon i¢in % 5 diizeyinde
(p<0.05) anlamli bulunmasi, degiskenlerin nisin iiretim verimi {izerindeki etkilerinin bu
model ile agiklanabilecegini gosterdi. Ayrica tiim suslardaki nisin iiretim verimi ve model
arasindaki uyum eksikliginin % 5 6nem derecesinde dnemsiz oldugu (p>0.05) bulundu. Bu

durum deneysel verilerin model ile olusturdugu uyumu destekledi.

LL27 dogal sus ve rekombinant LAC338, LAC339 ve LAC340 suslarinin farkl diliisyon
oranlart ve fruktoz konsantrasyonlarindaki nisin iretim verimi degerleri kullanilarak
yapilan ¢ok yonlii regresyon analizleri neticesinde, nisin iiretim verimini ifade eden

asagidaki ikinci derece polinom esitlikler elde edildi:

Y 127= -1636.34 + 4731.38X; + 233.14X; — 8261.25X,° — 9.75X,° (1)
Y Lacass= -1394.35 + 4543.82X; + 199.40X, — 8368.30X, — 8.30X, (2)
Y acaze= - 1611.53 + 5750.20X; + 231.53X; — 10757.40X,% — 10.01X,° 3)
Y Lacaso= - 1397.19 + 4785.74X; + 195.39X, — 8696.82X,% — 7.81X,° (4)

Bu esitliklerde X; diliisyon oranint X; ise fruktoz konsantrasyonunu ifade etmektedir.
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Cizelge 4.13’te goriildiigii gibi, LL27 dogal susu ve rekombinantlarinda nisin tiretimi
tizerine, diliisyon orani ve fruktoz konsantrasyonun lineer bir etkisi bulunmaktadir
(p<0.05). Bu iki bagimsiz degiskenden diliisyon oraninin yiiksek regresyon katsayisina
sahip olmasi, s6z konusu faktoriin fermentasyon sisteminde daha etkili olduguna isaret
etmektedir. Ayrica bu faktorlerin model sistemde kuadratik etkisinin negatif yonlii oldugu
belirlendi. Bu sonug nisin {iretim veriminin, bu iki degiskenin artisi ile bir seviyeye kadar
yiikseldigi ve daha yiiksek diliisyon orami ve konsantrasyonlarda azaldigina isaret etti.
Diger taraftan bu iki bagimsiz degiskenin birlikte etkisi anlamsiz bulundu (p>0.05). Bu

nedenle esitliklerde bu iki faktoriin birlikte etkisi goz ardi edildi.

LL27 dogal sus ve rekombinantlarimin nisin {iretiminde optimum parametrelerin
hesaplanmas1 amaciyla yiizey merkezli tasarima ait regresyon katsayilar1 kullanilarak 2
degisken ic¢in (dilisyon orani ve fruktoz konsantrasyonu) matris ¢éziimlemesi yapildi.
Yapilan ¢6ziimleme sonucunda, optimum nisin tiretim veriminin; LL27 dogal susu igin
0.29 h* diliisyon oram ve 11.95 g L™ fruktoz konsantrasyonunda, LAC338, LAC339 ve
LAC340 rekombinant suslari igin ise swrasiyla 0.27 h™, 0.26 h™* 0.27 h™ diliisyon
oranlarmda ve 12.01 g L™, 11.63 g L™ ve 12.50 g L™ fruktoz konsantrasyonlarinda elde
edilebilecegi belirlendi. Bu optimum kosullarda LL27, LAC338, LAC339 ve LAC340
suglarmin  model tarafindan Ongorillen nisin  {iretim verimi oranlari, sirasiyla
434 1U mL™ ht, 440 1U mL™* h?) 496 1U mL™ h ve 483 IU mL™" h™ olarak hesaplandi.
Elde edilen model verileri siirekli fermentasyon sisteminde farkli diliisyon oranlart ve
fruktoz konsantrasyonundaki nisin tretim verimi degerlerini destekledi. Ayrica bu
sonuglar, regiilasyon ve direnglilik genlerinin kopya sayilarinin artirilmasi durumunda daha
diisiik dilisyon oraninda optimuma ulasildigin1 gosterdi. Bu durum 6zellikle nisinin kendi
biyosentezinin regiilasyonunda gorev almasi nedeniyle, ilave genlerin diisiik diliisyon

oranlarinda daha etkili oldugu hipotezini dogruladi.
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Cizelge 4.13 LL27 dogal susu ve rekombinantlarinin nisin tiretim verimleri i¢in istatistiksel regresyon ve ANOVA analiz sonuglari

LL27 LAC338 LAC339 LAC340
Degiskenler
Katsay1 T P Katsay1 T P Katsay1 T P Katsay1 T P

Sabit 418.46 34.72 0.000 | 411.95 40.05 0.000 | 481.71 4153 0.000 | 464.98 106.41  0.000
Diliisyon 90.11 749 0.005 5395 526 0.013 | 55.73 472 0.018 | 65.60 15.04 0.001
Fruktoz 5126 426 0024 | 4785 466 0.019 | 23.79 201 0.038 | 73.48 16.85 0.000
Diliisyon x Diliisyon | -185.88 -10.24 0.002 | -188.29 -12.15 0.001 | -242.04 -13.58 0.001 | -195.68 -29.74  0.000
Fruktoz x Fruktoz -137.17 -7.56 0.005 | -116.64 -7.53 0.005 | -140.74 -7.89 0.004 | -109.87 -16.70  0.000

R?=0.985, F= 49.14

R?=0.986, F= 53.08

R?=0.987, F=55.72

R?=0.998, F=365.20




Suslarin nisin tretim verimi degerleri ile olusturulan model denklemlerine ait esdeger
egrileri ve yiizey grafikleri incelendiginde; 400 U mL ™" den yiiksek ¢alisma arakliklarinin
LL27 ve LAC338 suslarinda benzer biiyiikliikte oldugu (Sekil 4.19, Sekil 4.20), ancak
LAC339 ve LAC340 suslarinda ayni verimin daha genis diliisyon orani ve seker
konsantrasyonlarinda saglanabildigi goriilmektedir (Sekil 4.21, Sekil 4.22). Olusan bu
farklilik LAC339 ve LAC340 suslarinda bulunan ilave regiilasyon genlerinin fonksiyonun
bir sonucudur. Bu analizler ayrica, rekombinantlarin nisin verimliligi dikkate alindiginda,
regiilasyondan sorumlu genlerin, direnclilikten sorumlu genlerden daha etkin oldugu

sonucunu desteklemektedir.

Gilinlimiizde gida sistemlerinde koruyucu olarak nisinin kullanimini kisitlayan en temel
sorun nisin tiretim maliyetinin ¢ok yliksek olmasidir (Takala and Saris 2007). Endiistriyel
nisin tiretiminde {iretim ekonomisini olumsuz yonde etkileyen ana unsurlar, dogal suslarin
diisiik diizeyde nisin tiretmesi ve karbon kaynaginin maliyetinin yiiksek olmasidir (Delves-
Broughton et al. 1996, Cheigh and Pyun 2005, Takala and Saris 2007). Bu agidan
bakildiginda, regiilasyondan sorumlu genlerin kopya sayilarinin artirnnldigi LAC339
susunun yiiksek nisin iiretim verimine (496 1U mL™) kontrol sus LL27’ye gore daha diisiik
diliisyon orani (0.26 h™) ve fruktoz konsantrasyonunda (11.63 g L) ulasmasi, bu susu
tiretim ekonomisi bakimindan olduk¢a onemli kilmaktadir. Nitekim s6z konusu kosullarda
stirekli tretim gergeklestirildiginde, LAC339 susunun kontrol sus LL27’ye gore % 3
besiyeri tasarrufu saglayarak % 14 daha fazla nisin iiretim verimine ulasilacagi tahmin

edilmektedir.

Cevap ylizey yontemi, proseslerin gelistirilmesi ve optimizasyonu i¢in gerekli istatistiksel
ve matematiksel tekniklerin bir arada kullanildigi bir yontemdir. Bu yontem ile belirli
parametrelerin prosese olan etkileri incelenebilmekte ve parametrelerin optimum seviyeleri
tespit edilebilmektedir (Myers and Montgomery 1995). Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda
cevap ylizey yontemi kullanilarak kesikli ve yar1 kesikli fermentasyon sistemlerinde
besiyeri kompozisyonun optimizasyonu g¢alismalar1 gergeklestirilmistir (Li et al. 2002).
Ancak nisin tiretiminin siirekli fermentasyonda cevap yiizey yontemi ile optimizasyonu
caligmas1 mevcut degildir. Tez kapsaminda siirekli fermentasyonda diliisyon oraninin ve
fruktoz konsantrasyonunun cevap yiizey yonteminde yiliksek uyumluluk degerlerinde

optimize edilmesi, endiistriyel agidan biiyiik 6nem tasimaktadir.

98



/7 j
1L

7.5

Fruktoz (g L)

H/H//(?
g
\
AN
~

0,2 0,3 0,4

Dilusyon Oram (h-1)

b

E 450
s o~

-

£ : 300
[-%)

ot

2 2 150
2

0
. 04 oo

Sekil 4.19 L. lactis LL27 dogal susunun farkli dilisyon oram1 ve fruktoz
konsantrasyonlarindaki nisin tretim verimi degerleri kullanilarak olusturulan model
denklemine ait esdeger egrisi () ve yiizey grafigi (b)
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Sekil 4.20 L. lactis LAC338 susunun farkli dilisyon oram1 ve fruktoz
konsantrasyonlarindaki nisin {iretim verimi degerleri kullanilarak olusturulan model
denkleminin esdeger egrisi (a) ve yiizey grafigi (b)
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Sekil 4.21 L. lactis LAC339 susunun farkli diliisyon oram1 ve fruktoz
konsantrasyonlarindaki nisin tiretim verimi degerleri kullanilarak olusturulan model
denkleminin esdeger egrisi (a) ve yiizey grafigi (b)
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Sekil 4.22 L. lactis LAC340 susunun farkli diliisyon oram1 ve fruktoz
konsantrasyonlarindaki nisin tiretim verimi degerleri kullanilarak olusturulan model
denkleminin esdeger egrisi (a) ve yiizey grafigi (b)
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5.SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda; nisin {reticisi dogal suslarda bu 6zelligin gelistirilmesine yonelik
genel bir rekombinant DNA stratejisi tanimlanmistir. Bu strateji, nisin regiilasyon ve
direnglilik genlerinin ayr1 ayr1 ya da birlikte pLEB124 vektorii iizerinde bulunan ve
regililator proteinlerinden bagimsiz bir sekilde siirekli ¢alisan P45 promotoru altinda
klonlanmas1 ve dogal nisin iireticisi susa aktarilarak ifade edilmesini esas almaktadir. Tez
caligmas1 kapsaminda ayrica, yukarida tanimlanan strateji kullanilarak gelistirilen
rekombinantlarin kesikli ve stirekli fermentasyon sistemlerindeki davraniglar1 incelenmis
ve nisin Uretimi agisindan optimum kosullar belirlenmistir. Nisin direnglilik (nisSFEG),
nisin regiilasyon (niSRK) ve nisin direnglilik/regiilasyon (niSRKFEG) genlerinin
klonlandig1 ve ifade edildigi LL27 rekombinantlarin tiimiinde nisin iiretim yeteneginde
artis saptanmistir. Bu durum, rekombinantlarin olusturulmasinda kullanilan her {i¢
vektoriin de (pLEB672, pLEB673 ve pLEB674) tiir i¢i nisin iiretici suslarin gelistirilmesi

calismalarina ivme kazandiracak genetik materyaller olduguna isaret etmektedir.

L. lactis subsp. lactis LL27 dogal susu ve rekombinantlarinda nisin verimi agisindan en
etkin karbon kaynagi, literatiir verilerinden farkli bir sekilde (Guerra and Pastrana 2002,
Vazquez et al. 2004, Jozala et al. 2007), fruktoz olarak tespit edilmistir. S6z konusu
farklilik, bu bakterilerin endiistriyel nisin liretimi amaci ile kullaniminda, meyve ve sebze
islem atiklarinin besiyeri bilesiminin ana materyali olarak degerlendirilme olasiligim
dogurmaktadir. Ulkemizde yaygin bir sekilde iiretilen konsantre elma suyu atigi olan
fruktozca zengin materyalin bu amag dogrultusunda kullanim olanaginin belirlenmesi, tiriin

ekonomisi agisindan biiyiik bir 6nem tasimaktadir.

Nisin {iretimi optimizasyonu caligmalarindan elde edilen bir diger onemli bulgu ise,
rekombinantlarin farkli dogasinin, siirekli ve kesikli fermentasyon sistemlerinin verimliligi
tizerinde farkli etkilere yol agmasidir. Kesikli fermentasyon sistemlerinde ge¢ evrede
meydana gelen nisin aktivite kaybi, endiistride karsilasilan en 6nemli sorunlardan biridir.
Kesikli nisin iiretimi ¢aligmalarinda, 6zellikle nisin regiilasyon ve direnglilik genlerinin
birlikte klonlandigt LAC340 rekombinant susunda, yukarida soz edilen aktivite
kayiplariin meydana gelmemesi, bu susun endiistriyel kesikli fermentasyon sistemlerinde

kullanimin1 6n plana ¢ikarmaktadir. Siirekli iiretimde en kritik degisken olan diliisyon
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orani esas alindiginda ise, nisin regiilasyon genlerinin ilave kopyasini igeren LAC339 en
etkin rekombinant olarak tanimlanmistir. Bu veriler esas alinarak; dogal ve degisik
rekombinant suslarin siirekli ve kesikli sistemlerde beraber kullaniminin nisin iiretimi
tizerindeki sinerjetik etkilerinin belirlenmesi, Uretim ekonomisine Onemli katkilar

saglayacaktir.

Cevap yiizey yonteminin siirekli fermentasyon sistemlerinde nisin iiretiminin
optimizasyonu i¢in kullanilabileceginin ¢alisma kapsaminda tanimlanmasi, endiistriyel
acidan kritik bir bulgudur. Bu g¢aligmalardan elde edilen veriler 1s18inda 6l¢ek biiyiitme
calismalar1 yapilarak, optimize edilen kosullarin endiistriyel stlireglere uygunlugu

tanimlanmalidir.
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