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Bu c¢alismada, nisin direnglilik (niSFEG ve nisl), regillasyon (nisRK) ve
regiilasyon/direnglilik (NiSRKFEG) genlerinin laktisin 481 iireticisi Lactococcus lactis
subsp. lactis MBLL9 susundaki ifadesi arastirildi. Arastirmada nisFEG (LL175), nisl
(LL176), nisRK (LL177), nisSRKFEG (LL178) genlerini ifade eden rekombinant suslarin
ve kontrol susun (MBLLDY) laktisin 481 {iretiminin, sirasiyla 80.000 AU L', 80.000 AU
L', 40.000 AU L, 40.000 AU L ve 80.000 AU L™ diizeylerinde oldugu tespit edildi.
LL177 ve LL178 rekombinant suslarinin laktisin 481 iiretiminde meydana gelen
azalmalar, LL175 ve LL176 rekombinant suslarinda goriilmemesi nedeniyle, nisin
regiilasyon genlerinin (nisRK) ifadesiyle iliskili bulundu. Bu durum, s6z konusu
lantibiyotiklerin her ikisinin de yeter say1 algilama mekanizmastyla regiile edildigini ve
birbirinden bagimsiz c¢alisan ancak ayni sinyal iletim yolunu kullanan regiilator
sistemler arasindaki uyumsuzluga isaret etmektedir. Ayrica 1 IU mL™ nisinin
indiikleyici molekiil olarak gelisme ortamina ilave edilmesinin kontrol susun ve
rekombinant suslarin laktisin 481 {liretiminde degisiklik meydana getirmedigi bulgusu
da, regiilasyonlarin farkli regiilatorler tarafindan yapildigin1 desteklemektedir.
Rekombinant suslarda nisin direncliligi, kontrol susunun (MBLL9) 250 TU mL™" olan
dogal nisin direnglilik diizeyi ile kiyaslandiginda LL175, LL176 ve LL178 suslarinda
strastyla 300 TU mL™, 350 TU mL" ve 500 IU mL" diizeylerine yiikseldigi, LL177
susunda ise 100 TU mL™" diizeyine diistiigii saptandi. LL177 susunun laktisin 481 {iretim
diizeyinde meydana gelen azalmanin, ayni zamanda bu susun nisin direnglilik
diizeyinde de saptanmasi, nisin ve laktisin 481 iiretimini kontrol eden iki elemanlh
regiilator sistemler arasindaki uyusmazlik goriisiini destekler niteliktedir. LL178
susunda LL175 susuna oranla nisin direnclilik diizeyinde daha yiiksek bir oranda artisin
meydana gelmesi, NiSRK genlerinin otoindiiksiyon islevi ile iliskili bulundu. Nisin
tireticilerinde direnglilik proteini olarak islev goren nisl gen iriiniintin, laktisin 481
tireticisi LL176 susunda da aymi etkinlige sahip oldugunun gdsterilmesi, nisl
fonksiyonunun tanimlanmasi ag¢isindan énemli bir bulgudur.

Haziran 2009, 64 sayfa
Anahtar Kelimeler: Lactococcus lactis subsp. lactis, laktisin 481, laktisin 481
regiilasyonu, nisin direnglilik, nisin regiilasyonu



ABSTRACT
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EXPRESSION OF NISIN RESISTANCE GENES IN LACTICIN 481 PRODUCER
L. lactis subsp. lactis MBLL9
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In this study, expression of nisin resistance (NiISFEG ve nisl), regulation (nisRK) and
regulation/resistance (NiISRKFEG) genes in lacticin 481 producer strain Lactococcus
lactis subsp. lactis MBLL9, was investigated. In the research, it was determined that
lacticin 481 production of recombinant strains expressing nNiSFEG (LL175), nisl
(LL176), nisRK (LL177), nisSRKFEG (LL178) genes and control strain (MBLL9) were
in the level of 80.000 AU L™, 80.000 AU L, 40.000 AU L" ', 40.000 AU L' and
80.000 AU L™, respectively. Reductions that occurred at the lacticin 481 production of
LL177 and LL178 recombinant strains were found related to expression of nisin
regulation genes (nisSRK), because it wasn’t shown in LL175 and LL176 recombinant
strains. This situation points out that both of the lantibiotics in question are regulated
with quorum sensing mechanism, and disharmony between the regulator systems which
work independently, but use same signal transduction pathway. Furthermore, the
evidence -addition of 1 IU mL™ nisin as inducing molecul to growing mediums didn’t
generate difference in lacticin 481 production of control strain and recombinant strains-
supports that regulations are performed by different regulators. When compared with
250 TU mL™ spontaneous nisin resistance level of control strain (MBLLY), it was
detected that nisin resistance levels in LL175, LL176 and LL178 strains increased to
300 TU mL, 350 TU mL™"! and 500 TU mL™" levels, respectively, but in LL177 strain it
decreased to 100 ITU mL™. The detection of reduction which was both occured at lacticin
481 production level of LL177 strain and also detected at this strain’s nisin resistance
level, supports the disharmony view between two-component regulator systems that
control nisin and lacticin 481 production. When compared with LL175 strain, the
relatively high increase at nisin resistance level of LL178 strain was found related with
autoinduction function of nisRK genes. In terms of defining the function of nisl, it is a
prominent evidence that nisl gene product that function as a resistance protein in nisin
producers, was also proved to have same activity in lacticin 481 producer LL176.

June 2009, 64 pages
Key Words: Lactococcus lactis subsp. lactis, lacticin 481, lacticin 481 regulation, nisin
resistance, nisin regulation
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1. GIRIS

Lantibiyotikler, translasyon sonrasi gerceklesen enzimatik modifikasyonlar sonucu
lantionin ya da B-metillantionin gibi nadir bulunan amino asitleri yapilarinda
bulunduran bakteriyosinlerdir. Bu grup bakteriyosinlerin en bilinen {iyesi, gida
endiistrisinde ¢ok yaygin uygulama olanagi bulan nisindir. GRAS (genel olarak giivenli)
diizeyli bir organizma olan Lactococcus lactis’in atipik suslar1 tarafindan iiretilen nisin;
basta peynirler olmak {izere, konserve gidalar ve diger siit liriinlerinde gida koruyucusu

olarak tiim diinyada kullanilmaktadir.

Bakteriyosinlerin, gidalarin mikrobiyel giivenlik ve kalite 6zelliklerinin artirilmasinda
katki maddesi olarak kullanimlar1 yaninda, bakteriyosin iireticisi suglarin dogrudan gida
sistemlerinde kullanim1 da endiistriyel gida koruma programlarinin ana calisma
alanlarindan biri haline gelmistir. Bu dogrultuda en yaygin kullanim alani bulan
laktokok suglar1 yine nisin {reticileridir. Ancak son 20 yildir, nisine yakin bir
antimikrobiyel aktivite etkinligi gdsteren laktisin iireticisi L. lactis tiyeleri de 6zellikle
starter kiiltiir susu olmayan laktik asit bakterilerinin inhibisyonunun gerceklestirilmesi
amaci ile fermente siit iirlinlerinin {iretiminde kullanilmaktadir. Diger yandan, laktisin
481 iireticilerinin iireme oranlarinin, diger starter kiiltiir suslarina kiyasla daha diistik
olusu, yavas olgunlastirilan peynir tiirlerinde starter kiiltiir susu olarak kullanimlarinda

biiylik bir avantaj saglamaktadir.

Bakteriyosinlerin gida katki maddesi olarak etkinliklerinin artirilmasinda genel kabul
goren yeni yaklagim, bu antibakteriyel bilesiklerin farkli kombinasyonlarinin
kullanimidir. Konserve gidalar ve fermente siit iirlinlerinin bu uygulamaya tabi
tutulmasinda One c¢ikan bakteriyosinler nisin ve laktisindir. Nisin en genis
antimikrobiyel etkinlige sahip olmasindan dolay1 ana koruyucu ajan olarak, genellikle
dogrudan sz konusu gidalara katilmakta, laktisin 481 {ireticileri ise hem gida koruyucu
ve hem de gida kalitesine katki amaci ile canli kiiltiirler halinde kullanilmaktadir. Bu
kombinasyonlarin kullanilmasinda ana sorun katki maddesi olan nisinin, canli kiiltiirler

olarak ilave edilen bakteriyosin iireticilerine karsi antagonistik etki olugturmasidar.



Bu tez calismasinda, gida sistemlerinde birlikte kullanimlar1 halinde kalite ve giivenlik
acisindan yliksek diizeyde katki saglayacak nisin preparatlari ve laktisin 481 iireticisi
suslarinda antagonistik etkiyi ortadan kaldiracak genetik diizenlemelerin yapilmasi
hedeflenmistir. Bu dogrultuda laktisin tireticisi L. lactis subsp. lactis MBLL9 susuna
nisin direnglilik ve regiilasyon genlerinin aktarimi sonucu, nisin direnclilik yeteneginin
gelistirilmesi caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu calismalar 1s181inda ayrica, aynmi grup
liyesi olan iki lantibiyotigin regiilasyon ve direnglilik sistemlerinin ayni sustaki

etkilesimleri tanimlanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Laktisin 481

Laktisin 481, lantibiyotik ailesine ait antimikrobiyel bir peptittir (Piard et al. 1992, Piard
et al. 1993, Rincé et al. 1997, Uguen et al. 2005). Tek peptit zincirinden olusan bu
bakteriyosin, ismini verdigi laktisin 481 grubunun en genis Ol¢lide ¢alisilmis liyesidir
(Dufour et al. 2000, Guder et al. 2000, Twomey et al. 2002, Xie et al. 2004, Uguen et
al. 2005). Laktisin 481, bakteriyosin siniflandirmasinda, lantibiyotiklerin yer aldig1 grup
I bakteriyosinleri arasinda yer almaktadir (Piard et al. 1993, Rincé et al. 1997, Dufour et
al. 2007).

Laktisin 481, baz1 atipik Lactococcus lactis suslari tarafindan tiretilmektedir (Piard et al.
1992, Rincé et al. 1994, Rodriguez et al. 2000, Ozkalp et al. 2007). Bu bakteriyosin,
birgok laktik asit bakterisi yaninda, bozulma etkeni Clostridium tyrobutyricum
bakterisinin de gelisimini engelleme 6zelligine sahiptir. Ayrica, starter suglar1 yikima
ugratmasi neticesinde ¢esitli hiicre ici enzimleri agiga ¢ikartarak peynir olgunlagsmasini
hizlandirmas1 ve starter olmayan laktik asit bakterilerinin gelisimini engellemesi,
laktisin 481’in peynir iiretiminde kullanim olanagi bulabilecegine isaret etmektedir
(Thuault et al. 1991, O’Sullivan et al. 2002, O’Sullivan et al. 2003, Avila et al. 2005,
Ozkalp et al. 2007). Peynirde yiiksek basing ile birlikte laktisin 481 uygulamasinin,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ve gram negatif bakteri Escherichia
coli O157:H7 gibi hastalik etkeni bakteriler iizerinde etkili oldugu da belirlenmistir
(Arqués et al. 2005a, Arqués et al. 2005b, Rodriguez et al. 2005, Akkog et al. 2008).

2.1.1 Laktisin 481’in yapisal ozellikleri

Laktisin 481’in birincil yapisinin ortaya ¢ikartilmasi i¢in ilk ¢alismalar Piard et al.
(1992, 1993) tarafindan yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalarda, 27 amino asitlik karboksi (C)
terminal propeptit ve 24 amino asitlik amino (N) terminal lider peptitin olusturdugu 51
amino asitlik dncii peptit yapisi tanimlanmustir. Iki boyutlu NMR teknigi kullanilarak

olusturulan laktisin 481 yapisal modelinde, lantionin (Lan), metillantionin (MeLan) ve



dehidroksibiitirin (Dhb) gibi nadir amino asitlerin bulundugu saptanmistir. Bu model
temelinde tahmin edilen molekiiler kiitle ile, kiitle spektrometrisi analizleri birbiriyle
uyumlu sonuglar vermistir. S6z konusu ¢alismalar 15181nda laktisin 481°in molekiiler
kiitlesinin 2901 dalton oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu calismada, laktisin 481
yapisindaki tiyoeter kopriilerinin pozisyonlari i¢in olasi iki model dnerilmistir (Piard et
al. 1993). Tiyoeter kopriilerinin kesin pozisyonlar1 ise, van den Hooven et al. (1996)
tarafindan tanimlanan peptit kimyas1 kombinasyonlari, kiitle ve NMR spektrometrisi
analiz sonuglar ile kesinlik kazanmistir. Bu ¢calismalar neticesinde, tiyoeter kopriilerinin
9.ile 14., 11. ile 25. ve 18. ile 26. amino asit kalintilar1 arasinda olustugu gosterilmistir
(Sekil 2.1) (van den Hooven et al. 1996). Yapisinda yer alan tiyoeter kopriileri, laktisin
481’in C-terminal kismimin N-terminal kismina oranla globiiler yapida olmasi
saglamaktadir (Sahl et al. 1995, Uguen et al. 2000, Dufour et al. 2007). Laktisin 481’in
notral pH’da net yiikii yoktur ve hidrofobiktir (Sahl et al. 1995, Kaiser et al. 1998,
Willey and van der Donk 2007).
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Sekil 2.1 Laktisin 481’in birincil yapisi (A) ve yapisinda bulunan nadir amino asitler
(B) (Willey and van der Donk 2007)



2.1.2 Antimikrobiyel etki sekli ve stabilitesi

Laktisin 481’in antibakteriyel etkisinin, hedef hiicre membraninda por olusumu yoluyla
gerceklestigi goriisii yaygindir. Bu etki seklinde bakteriyosin, iyonlarmm ve kiiciik
molekiillerin sizmasina sebep olan voltaj-bagimli, kisa 6miirlii porlar olusturma yoluyla
hedef hiicreye tesir eder (Sahl 1991, Abee 1995, Jack et al. 1995, Rincé et al. 1997).
Laktisin 481 grubu lantibiyotiklerin, bakteriyosinleri, hiicre membranindan hiicre dis1
ortama ¢ikarma seklindeki korunma sistemini paylagmalari, bu gruptaki tim
lantibiyotiklerin hiicre membranini hedeflediklerine isaret etmektedir (Dufour et al.
2007, Willey and van der Donk 2007). Hiicre membraninda por olusturma hipotezini
destekleyen caligmalar, laktisin 481’in, yapay lipit tek-tabakasiyla etkilesiminin
belirlenmesini esas almaktadir. Bunun yani sira, laktisin 481’in nisin Z’ye kiyasla,
zivitteryonik lipitlere anyonik lipitlerden daha cok ilgi gosterdigi de saptanmistir. Bu
sonucun, laktisin  481’in  farkli  antimikrobiyel aktivite  spektrumu ile
iligkilendirilebilecegine dikkat ¢ekilmistir. Ayrica laktisin 481 grubu bakteriyosinlerin,
lipit II’ye baglanma yoluyla etki sekli gosterebilecegi de disiiniilmektedir (Demel et al.
1996, Dufour et al. 2007).

Laktisin 481’in N-terminalinde yer alan lizin amino asitinin biyolojik aktivitesi i¢in
gerekli olmadig1 ancak bes adet N-terminal amino asidin yoklugunda, antimikrobiyel
aktivitenin yaklasik on kat azaldigi saptanmistir. Laktisin 481’in yapisinda yer alan
lantionin ve metillantionin kd&priilerinin yer degisimi antimikrobiyel aktivitesinde
onemli degisimlere yol agmamakla birlikte, bu kopriilerin yikimi durumunda aktivitenin
kayboldugu belirlenmistir (Xie et al. 2004, Uguen et al. 2005, Chatterjee et al. 2006,
Willey and van der Donk 2007).

100 °C’de 15-30 dakika sicaklik muamelesi sonrasinda antibakteriyel etkinligini
kaybetmeyen laktisin 481, pH 4-10 gibi genis bir aralikta etkinligini siirdiirmektedir
(Dufour et al. 2007). Lantibiyotiklerde bulunan nadir amino asitler biyolojik aktivite ve
yapisal stabilitenin saglanmasinda kritik bir rol iistlenmektedir. Tiyoeter kopriilerinin,
lantibiyotiklerin biyolojik olarak aktif konformasyonunu kilitli tutma yoluyla yapisal
stabilite sagladigi kanitlanmistir. Ayrica lantionin ve metillantionin kalintilarinin,

potansiyel ayrilma bolgelerini kisitlayarak, lantibiyotik yapisin1 proteazlara karsi



korumada gorev aldigi belirlenmistir (Nagao et al. 2006, Dufour et al. 2007, Draper et
al. 2008).

2.1.3 Laktisin 481 iiretiminden sorumlu gen kiimesi

Piard et al. (1993) tarafindan gergeklestirilen DNA dizilim analizinde, Ict geninin yukari
akis yOniinlin varsayilan bir ag¢ik okuma gergevesinin sonu oldugu ve veri tabani
taramasinda bu bolgeye karsilik gelen protein diziliminin Escherichia coli 1S4
insersiyon elementlerinden transpozaz (Tpaz) ile % 26 benzerlik tasidigina dikkat
cekilmistir. Rincé et al. (1994), laktisin 481’in genetik determinantlarii Lactococcus
lactis subsp. lactis ADRIA 85L030 susunda 70 kb’lik plazmid (pOS5) lizerinde tespit
etmig ve ayrica Ict genlerinin yukari akis yoniindeki promotorlart (P1, P2 ve P3)
tanimlamistir. Dufour et al. (2000), laktisin 481’in genetik organizasyonunu 70 kb’lik
plazmid tizerinde karmasik transpozon olarak tanimlanan Tn5721’1 olusturma
potansiyeline sahip 1S1675’in iki kopyasi arasinda oldugunu saptamustir (Sekil 2.2).
Ayrica, IS1675’1n, transpozaz enzimini kodlayan IS4 ailesinin bir {iyesi oldugu da bu
caligmada belirlenmistir (Dufour et al. 2000). Tn5721’de ¢evreleyen genlerin laktisin
481 biyolojisi ile iligkili olmadigindan, bu gen kiimesinin sadece alt1 gen (ICtCAMTFEG)
icerdigi tanimlanmustir (Dufour et al. 2007). Laktisin 481 iiretiminden sorumlu genlerin,
L. lactis suslart 147G, OC2 ve MN24’de sirasiyla 82 kb, 16 kb ve 22,4 kb’lik
plazmidler tizerinde yer aldig1 da saptanmustir (Philldge et al. 2000, Akgelik et al. 2006,
Akkog et al. 2008).

Laktisin 481 sentezinde, tek bir operondan ICtAMTFEG seklinde transkript
olusturulmaktadir (Sekil 2.2). Ayrica laktisin 481 operonunun direnclilik genleri
ICtFEG, hem ICtAMT ile birlikte, hem de IctT’de yer alan zayif bir promotor (P4)
sayesinde bagimsiz olarak da transkribe edilmektedir (Sekil 2.2). Yapilan ¢alismalarda,
ICCAMTFEG ve ICtFEG transkriptlerinin 30:1 oraninda sentezlendigi tespit edilmistir.
Laktisin 481 yapisal geni ICtA, asag1 akis yonii biyosentez genleriyle birlikte ya da ICtA
monosistronik mRNA’sin1 olusturacak sekilde transkribe edilebilmektedir. ICtA ve IctM

arasinda yer alan T1 terminatorii ile olusturulan ICtA mRNA’sinin, [CtAMT



transkriptinden 12 kat daha fazla sentezlendigi saptanmustir (Hindré et al. 2004, Dufour
et al. 2007, Draper et al. 2008).
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Sekil 2.2 Laktisin 481 gen kiimesi ve gen bolgelerinden olusturulan transkriptler (A)
(Dufour et al. 2007), Tn5721 ve komsu bdlgesinin genetik organizasyonu (B)
(Dufour et al. 2000)

2.1.4 Laktisin 481 biyosentez genleri

Piard et al. (1992), Lactococcus lactis CNRZ 481 susunun iirettigi bakteriyosini
saflagtirilip, kismi amino asit dizilimini belirlemis ve bu bakteriyosini laktisin 481
olarak isimlendirmistir. Bu ¢alismalarin devaminda yapisal genin DNA dizilimi
belirlenmis ve ICtA olarak tanimlanmistir (Piard et al. 1993). Rincé et al. (1994) bu
calismalardan bagimsiz olarak L. lactis ADRIA 85LO30 tarafindan iretilen
bakteriyosini tanimlamis ve laktokoksin DR olarak isimlendirmistir. Bu yayinda, 70
kb’lik plazmid iizerinde yer alan operonda, IcnDR1, IcnDR2 ve IcnDR3 olarak
adlandirilan {i¢ gen tespit edilmistir. Arastirmacilar daha sonra, IcnDR1’in laktisin
481’in yapisal geni ICtA ile 6zdes oldugunu saptamis ve laktokoksin DR, IcnDR1,
IcnDR2 ve IcnDR3 sirasiyla laktisin 481, ICtA, IctM ve ICtT olarak degistirilmistir (Rincé
et al. 1997). 922 amino asit iceren ve 108,1 kDa molekiiler agirhiga sahip olan
LctM’nin, LasM ve CyIM ile benzerlikler tasimasi hem dehidrasyon hem de halka
olusumunda fonksiyonu olduguna isaret etmistir (Rincé et al. 1994, Siezen et al. 1996,
Rincé et al. 1997). LctM’nin peptit olgunlagsmasindaki rolii hakkinda ilk deneysel kanit
Uguen et al. (2000) tarafindan saglamistir. Bu yayinda, maya ikili hibrid sisteminde



LctM ile laktisin 481 prepeptiti LctA arasindaki dogrudan etkilesim tanimlanmustir. Xie
et al. (2004) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, in vitro kosullarda LctM’nin LetA’y1
translasyon sonrast modifikasyonlarla aktif laktisin 481’e doniistiirmesi, LctM’nin
biyosentezdeki roliinii netlestirmistir. Bu ¢alismalarda, Tip AIl lantibiyotiklerin
biyosentez proteini LanM’nin, LanB ile benzerlik tasimadigi fakat LanM’ye ait C-
terminalin LanC proteinleri ile % 20-27 dizilim homolojisi gosterdigi saptanmistir

(Siezen et al. 1996, Uguen et al. 2000, Xie et al. 2004).

Lantibiyotiklerin antimikrobiyel aktivitelerini kazanmalar1 i¢in, N-terminal lider peptit
oncli peptitten ayrilmali ve sitoplazma membranini gecerek hiicre disina transfer
edilmelidir. Lantibiyotik biyosentezinde yer alan diger bir gen olan IctT (IcnDR3)
irliniinin 691 amino asitten olustugu ve ABC (ATP-baglayic1 kaset) tasima
proteinleriyle bilyiik oranda benzerlik tagidig: bildirilmistir (Rincé et al. 1994, Uguen et
al. 2005). Laktisin 481 grubunun lanT geni tarafindan kodlanan proteinin fonksiyonlari,
N-terminal proteaz bolgesine sahip ABC tasima proteinleriyle benzerligi tanimlanarak
aciklanmistir. Bu tip tasiyic1 proteinler (AMS proteini; ABC-igeren olgunlagma ve
salgilama proteini), lider peptitin ayrilmas: ve ¢ift glisin tipi (GG, GA) lider peptite
sahip bakteriyosinlerin hiicre disina tasinmasi gibi ikili fonksiyonlar1 yerine
getirmektedir (Hévarstein et al. 1995, Franke et al. 1999, Uguen et al. 2005). AMS
proteinleri, tip Al lantibiyotiklerdeki LanT ile karsilastirildiginda fazladan bir N-
terminal sistein peptidaz bolgesi igermektedir. Fakat proteaz fonksiyonu heniiz

tanimlanamamistir (Nagao et al. 2006).

2.1.5 Laktisin 481 direnclilik genleri

Rincé et al. (1997) tarafindan laktisin 481 gen kiimesinde ii¢ agik okuma gergevesi
(IctF, IctE ve IctG) daha tanimlanmistir (Sekil 2.2). IctF (306 amino asit), ICtE (250
amino asit), IctG (245 amino asit) olarak isimlendirilen bu genlere ait iriinlerin
hidrofobiklik profilleri ve dizilim benzerlikleri, bu {riinlerin ABC tasima sistemi ile
iligkili olduguna isaret etmistir. Laktisin 481 duyarli bir susta {i¢ genin birlikte ifadesi,
bu susu bakteriyosine direngli hale getirmistir. Bu {i¢ genden herhangi birinin
cikarilmasi durumunda, laktisin 481°¢ kars1 duyarliligin meydana gelmesi, {i¢ genin de

laktisin 481’e direnglilik igin gerekli oldugunu kanitlamistir. Uguen et al. (2005)



tarafindan yiiriitilen ¢alismalarda da sadece ICtAMT genlerinin ifadesinin {retici
hiicreler icin toksik oldugu belirlenmistir. Coklu agik-okuma kalibinda kodlanan ve
ABC-tagima proteinleri olan LanFEG’nin, hiicre membranina giren bakteriyosin
molekiiliinii ortama geri gondererek tagima rolii oynadigi ve bdylece membranda
bakteriyosin konsantrasyonunu kritik bir seviyenin altinda tuttugu ileri siirtilmektedir

(Chen and Hoover 2003, Dufour et al. 2007).

2.1.6 Laktisin 481 regiilasyon genleri

Uguen et al. (1999) tarafindan yiiriitillen ¢alismada, laktisin 481 iireticisi bir susun,
osmotik strese maruz kaldiginda bakteriyosin tiretiminin tesvik edildigi belirlenmistir.
Gelisme ortamina glisin betain veya analoglarinin ilave edilmesi halinde bu etkinin
ortadan kalktig1 tespit edilmistir. S6z konusu etkinin transkripsiyonel seviyede olusup
olusmadig1 bilinmemekle birlikte, osmatik stres altindaki hiicrelerin sitoplazmalarinda

laktik asit biriktirdikleri saptanmistir (Uguen et al. 1999, Dufour et al. 2007).

Bazi1 arastirmacilar ise asit algilama yolu ile c¢alisan bir sistemin laktisin 481’in
regiilasyonunda rol aldigini ileri siirmektedir. Bu sistemde, L. lactis tarafindan iiretilen
laktik asidin etkisiyle olusan asidik pH laktisin 481 {iretimine katilan promotorlardan
transkripsiyonun indiiksiyonunu gerceklestirmektedir. Bu nedenle, laktisin 481 iiretimi,
ortamin tampon igerigi ve baslangic pH’smna bagli olarak bakteriyel tiremenin
sonrasinda stimiile edilir. Bu regiilasyon modelinde, ICtA’nin yukar1 ucunda yer alan,
asit-indiiklenebilen P1 ve P3 promotorlarinda transkripsiyonel aktivasyon meydana
gelmektedir. IS1675 ile ICtA arasinda yer alan P1 ve P3 promotorlari (Sekil 2.3) biitiin
laktisin 481 operonunun transkripsiyonundan sorumludur. Ayrica transkripsiyonel
flizyon teknigi ile P3 promotorunun P1 promotorundan 3 kat daha giiclii oldugu tespit
edilmis, bununla birlikte P1 promotorunun regiilasyonda daha etkili oldugu saptanmistir

(Hindr¢ et al. 2004, Dufour et al. 2007).
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Sekil 2.3 Laktisin 481 gen kiimesi, terminatorler ve regiilasyondan sorumlu
promotorlarin yerlesimi (Hindré et al. 2004)

P1 ile P3 promotorlart ve diger bir L. lactis asit-indiiklenmis promotoru P170 arasindaki
bir dizilim benzerligi (Sekil 2.4), her {i¢ promotorun ayni regiilator tarafindan kontrol
edildigini diisiindiirmiistiir. P1 promotorunda karakterize edilen 14 b¢’lik regiilator
bolgeye baglanan regiilatdriin RcfB oldugu ileri siiriilmiistiir. Onerilen bu regiilatér,
transkripsiyonel aktivatorlerin Crp-Fnr ailesi tiyesidir. RcfB, global stres-benzeri bir
protein ve ¢oklu-ilag tastyicistyla birlikte kromozomal olarak kodlanir. RcfB, biiyiik
olasilikla promotor P1, P170 ve kismi olarak P3’e 6zgii DNA dizilimi olan 6zel bolgeye
(ACID-box) transkripsiyonun baslamasin1 aktive etmek iizere baglanir (Sekil 2.4).
RcfB’nin hiicrelerarasi asit bir ¢evreyle karsilastiginda aktive oldugu ve Lactococcus
lactis’in asit adaptasyonunda rol oynadigi onerilmistir (Sekil 2.5). RefB mutantlarinin
asidik kosullarda hayatta kalma yeteneginin azalmasi (dogal susun 130°da biri
oraninda), RcfB’nin bu regiilasyondaki roliine ait en 6nemli kanittir (Madsen et al.

2005, Dufour et al. 2007).
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(pRP3 — T T
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Sekil 2.4 P170, P1 ve P3 promotorlarinda yer alan ACID-box (A, C ve D olarak
gosterilen bolgeler) (Madsen et al. 2005)
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Sekil 2.5 L. lactis’te asit tesvikli regiilasyonunun sematik gosterimi (Dufour et al. 2007)

2.1.7 Laktisin 481 biyosentezi

Laktisin 481 biyosentezi, ribozomal olarak sentezlenen 51 amino asitten olusan Oncii
peptitin translasyon sonrasi modifikasyonlari ile tamamlanmaktadir. Ribozomal sentezli
onci peptit (LctA) diizlemsel ve biyolojik olarak inaktif haldedir. Cift fonksiyona sahip
LctM (Rincé et al. 1994, Xie et al. 2004, Uguen et al. 2005) tarafindan, serin ve treonin
amino asitleri dehidre edilir ve halka olusumu (siklasyon) saglanir. Yine ¢ift fonksiyona
sahip ikinci enzim LctT (Rincé et al. 1994, Sahl et al. 1995, Rincé et al. 1997, Uguen et
al. 2005) modifiye edilmis olan Oncii peptiti hiicre disina tasir ve lider peptitin
molekiilden uzaklastirilmasini saglar. Boylece biyolojik olarak aktif, 27 amino asitten

olusan laktisin 481 molekiiliiniin biyosentezi gerceklestirilmis olur (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Nadir amino asitlerin sentezi (A) ve laktisin 481 biyosentezi (B)
(Chatterjee et al. 2006)

2.2 Nisin

L. lactis suslari tarafindan tretilen nisin, lantibiyotikler olarak adlandirilan 1. Grup
bakteriyosindir (Klaenhammer 1993, Nes et al. 1996). Ozellikle Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Enterococcus, Staphylococcus ve Streptococcus olmak tizere,
Gram pozitif bakterilere kars1 etkili antimikrobiyel 6zellik i¢cermektedir (Hurst 1981,
Lubelski et al. 2008). Nisin gida koruyucusu olarak; siit Girlinleri, sivi yumurta, pastane
mamulleri, sebze, et ve balik iiriinlerinde kullanilmaktadir (Abee 1995, Delves-

Broughton et al. 1996).

Nisin 3353 dalton molekiiler agirliga sahip olan nisin, bir lantionin ve dort B-metil-

lantionin halkas1 ve ayrica dehidroalanin, dehidrobiitirin gibi nadir amino asitleri i¢eren

12



34 amino asitten meydana gelmistir (Sekil 2.7) (Patton and van der Donk 2005). Nisin
antimikrobiyel etkisini, hedef hiicrede por olusturma ve hiicre duvar1 sentezini

engelleme yoluyla gergeklestirir (Sahl et al. 1987, Sahl 1991, Lubelski et al. 2008).

B
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Sekil 2.7 Nisin A’nin birincil yapisi (A) ve yapisindaki nadir amino asitler (B) (Patton
and van der Donk 2005)

2.2.1 Nisin iiretiminden sorumlu gen kiimesi

Lactococcus lactis suslarinin ¢ogunda nisin biyosentezi, 11 gen tarafindan kodlanir
(Sekil 2.8) ve s6z konusu genler biiylik bir konjugatif nisin-sakaroz transpozonunda yer
almaktadir (Engelke et al. 1994, Kuipers et al. 1995, Siegers and Entain 1995, Ra et al.
1996, Siezen et al. 1996). Nisin varyantlar1 A, Z, Q’nun biyosentezi ve iireticinin

direngliligi i¢in gerekli genler, nisA/Z/QBTCIPRK ve nisFEG seklinde nisin tarafindan
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tesvik edilebilen iki operonda organize olmuslardir (Kuipers et al. 1995, de Ruyter et al.
1996). nisRK genleri 6niinde konstiitatif bir promotor bulunmaktadir (de Ruyter et al.
1996). Ayrica nisl geninin yukari akis yoniinde i¢ promotor bulunabilecegi de rapor
edilmistir. (Li and O’Sullivan 2006). Nisinin diger bir varyantinin {ireticisi olan
Streptococcus uberis’te genler farkli olarak nSUPRKFEGABTCI seklinde diizenlenmistir
(Wiraman et al. 2006).

o > o> ?
¥ | > B, 1,
nisz B r ¢ I P R K FEG
prenisin  dehidrasyon translokasyon  halka direnglilik ::;:;r mgiiaryvn N
olugumu kesimi
1kb

Sekil 2.8 Nisin Z iiretimi, regiilasyonu ve direngliliginde gorevli genler (McAuliffe et
al. 2001, Zendo et al. 2003)

2.2.2 Nisin direngclilik genleri

Uretici suslarda nisin direngliligi; nisl, nisF, nisE ve nisG genleri tarafindan kodlanan
proteinler ile saglanmaktadir (Sekil 2.8). niSFEG genleri ABC smifi tasima
proteinlerini, nisl ise bir lipoproteini kodlamaktadir. ik tanimlanan nisin direnclilik
geni, nisin-sakaroz transpozonu Tn7256’da yer alan nisl’dir. Bu gen, 245 amino asitlik
Nisl proteinini kodlamaktadir. NisI’nin amino asit dizilimi, veritabanindaki bilinen
herhangi proteinle benzerlik tasimamakla birlikte karboksi terminal ucundaki sinyal
dizisi, NisI’in hiicre membran1 disinda yer alan periferal membran proteini
olabilecegine isaret etmistir. Nisine duyarli L. lactis MG1614 susunda NisI’in ifadesi
edilmesi sonucunda, nisin iireticisi hiicrelerde direng gelisimi saptanmistir (Kuipers et
al. 1993). Qiao et al. (1995) deneysel olarak NisI’in hiicre membraninda yerlesimini
tamimlamustir. Ra et al. (1999) nisl geninde gergeve kaymasi mutasyonu igeren bir L.
lactis susunu, dogal tip susla karsilastirarak nisin direngliliginin 6nemli derecede
azaldigin1 gostermistir. Stein et al. (2003) Escherichia coli’de iiretilen Nisl ve nisin
arasindaki etkilesimi belirlemis ve NisI’in alikoyucu bir molekiil olabilecegini ileri

stirmiistiir. Koponen et al. (2004) gergeklestirdikleri ¢alisma sonucunda, NisI’in
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yaklagik yarisinin kiiltiir {ist sivisinda bulundugunu tespit etmis ve bunun lipit
modifikasyon sisteminden kag¢tigina dikkat ¢ekmistir. Lipit modifikasyon sisteminden
kacan salgilanmis Nisl (lipitsiz-Nisl) {lizerinde yapilan baska bir ¢calisma sonucunda bu
molekiiliin direnglilige katkisinin oldugu bildirilmistir (Takala et al. 2004). Li and
O’Sullivan (2006) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, nisA transkripsiyonu yoklugunda
nisl mRNA’sinin bulundugu gozlenmistir. Bu gbzlem sonucunda operonda bir ig

promotorun bulunabilecegi onerilmistir.

Siegers and Entain (1995) tarafindan nisin gen kiimesinde nisF, nisE ve nisG isimli ii¢
gen daha tamimlanmustir. Nisin tireticisi sus Lactococcus lactis N8’de nisE, nisG genleri
antisens-RNA teknigi ile susturulmus ve direncliligin azaldig1 tespit edilmistir
(Immonen and Saris 1998). NisFEG’nin rolii i¢in bir kanitta, Stein et al. (2003)
tarafindan Bacillus subtilis’te NisFEG ve NisI’in degisik kombinasyonlarinin
denenmesiyle ortaya konulmustur. Bu ¢alismalarda dort protein eszamanl iiretildiginde
en yiiksek direnglilik seviyesine ulasildigi saptanmustir. Nisin operonunda nisF, niskE ve
nisG genleri, nisF geninde yer alan promotorun ikili regiilasyon sistem indiiksiyonu ile
bagimsiz olarak ifade edilmektedir (de Ruyter et al. 1996, Stein et al. 2003, Takala et
al. 2004).

Kuipers et al. (1993) nisl geninde gerceklestirdigi delesyon sonucunda direngliligin %
80 azaldigim1 saptamis ve bu durum NisFEG’nin direngliligin % 20’sinden sorumlu
olduguna isaret etmistir. Bu iki sistemin ayr1 ayr1 delesyonu (Siegers and Entain 1995,
Ra et al. 1999) ile elde edilen direnclilik seviyelerinin, her iki sistemin birlikte
olusturdugu tam direnclilik seviyesinin sadece % 5 ile 20’sinden sorumlu oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar, her iki sistemin sinerjik olarak calistifina isaret etmistir
(Lubelski et al. 2008). Ayrica herhangi bir nisin genin bulunmadig1 susta nisl’mn ifadesi,
nisin Ureticisi dogal susun direng seviyesinin sadece % 1-4’ti kadar oldugu da

saptanmustir (Kuipers et al. 1993, Lubelski et al. 2008).
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2.2.3 Nisin biyosentezi

Nisin biyosentezinde ribozomlarda sentezlenen inaktif Oncii peptit iki ana yapiy1
icermektedir. Bunlardan birincisi sentezlenen molekiilii inaktif halde tutan lider peptit
(23 amino asit) ve ikincisi de biyolojik aktif nisin Onciisii olan propeptittir (34 amino
asit). Translasyon sonrasinda lider peptit, iiretilen molekiiliin sitoplazmik membranda
bulunan modifikasyon mekanizmasina ydnlendirilmesini saglamaktadir. Oncelikle NisB
proteini, serin ve treonini; sirasiyla o/f-doygun olmayan amino asitler 2,3-
didehidroalanin (Dha) ve 2,3-didehidrobiitirin (Dhb) formunu kazanmak i¢in dehidre
eder. Sonrasinda, NisC vasitasiyla komsu sistein kalintilarinin tiyol gruplart ve
didehidro amino asitlerin ¢ift baglarini iceren molekiil ici Michael ekleme reaksiyonu
katalizlenir ve reaksiyonlar tiyoeter kopriilerinin olusmasiyla sonuglanir. Nisin
molekiili ABC tasima proteini NisT wvasitasiyla hiicre digina taginir. Nisin
molekiiliinden lider peptitin proteolitik ayrilmasi serin proteaz NisP tarafindan
katalizlenir (Sekil 2.9) (Qiao et al. 1996, Ra et al. 1996, Siegers et al. 1996, Koponen et
al. 2002, Horn et al. 2004, Diep et al. 2007).

Nisin iiretimi, yeter say1 algilama (quorum-sensing) sistemi ile regiile edilmektedir.
Sistemde bir indiikleyici peptit feromon (nisin) ve iki elemanli (NisRK) regiilatorler
gorev almaktadir (Kuipers et al. 1995, Ra et al. 1996, Kleerebezem and Quadri 2001,
Diep et al. 2007). Bu sistemin isleyisinde Oncelikle hiicre disindaki olgun nisin,
NisK’ya (Histidin kinaz) baglanir. Nisin ve NisK’nin etkilesimi sonucunda olusan hiicre
dis1 sinyale yanit olarak, NisK hiicre i¢inde bulunan bir histidin kalintisin1 otofosforilize
eder. Sonrasinda bu fosforil grup, transkripsiyonel aktivator olan hiicre i¢i NisR’nin bir
aspartik asit kalintisina aktarilir. Bu durum yanit regiilatoriinde (NisR) konformasyonel
bir degisikligi uyarir. Aktive edilen yamit regiilatérii NisR, nisA/Z/Q ve nisF
indiiklenebilen promotorlarinin alt akis yoniinde bulunan genlerin transkripsiyonunu
yonetir (Sekil 2.9) (Kuipers et al. 1995, Ra et al. 1996, Sahl and Bierbaum 1998,
Kleerebezem and Quadri 2001, Lubelski et al. 2008).

16



Hiicre dis1

%.%za%zzzm%

o Sitoplaza ATF
ADP

ATP
e
ADP

£f

A
gse

nish I_n;;ﬁ nisF
A B T c | P R K F E G

Sekil 2.9 Nisin {iretiminden sorumlu biyosentez, regiilasyon ve direnclilik
mekanizmalariin sematik gosterimi (Patton and van der Donk 2005)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Bakteri suslar1 ve plazmidler

Bu calismada kullanilan bakteri suslari ve plazmidler Cizelge 3.1°de verilmistir.
Laktisin 481 iireticisi Lactococcus lactis subsp. lactis MBLL9 susu, nisin iireticisi L.
lactis subsp. lactis LL27 susu, mekik vektor pLEB124°1i tagiyan sus Escherichia coli
ECO123, alict sus E. coli TGl ve laktisin 481 aktivitesinin tespitinde kullanilan
indikatér sus Micrococcus luteus NCIMB8166 Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi

Biyoloji Boliimii Prokaryot Genetigi Laboratuvar kiiltiir koleksiyonundan saglandi.
3.1.2 Bakterilerin gelisme ortamlar:

E. coli ECO123, E. coli TG1 ve rekombinant plazmidleri tasiyan diger E. coli suslar
Luria Bertani (LB, Fluka) ortaminda 37 °C’de inkiibe edildi. Dogal ve rekombinant L.
lactis suslar1 % 0.5 glukoz igeren M17 (GM17, Merck) ortaminda 30 °C’de gelistirildi.
Segici ortamlara eritromisin, L. lactis suslar1 igin 5 ug mL™, E. coli suslar igin ise 200
ng mL™ oraninda ilave edildi. M. luteus susu, LB siv1 besiyeri ortaminda 37 °C’de ve

200 rpm karistirma hizinda gelistirildi.
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Cizelge 3.1 Calisma kapsaminda kullanilan bakteri suslar1 ve plazmidler

Suslar ve plazmidler Ozellikleri Kaynak

E. coli TG1 Transformasyon alict sug Sambrook et al. 1989
E. coli ECO123 Mekik vektor pLEB124’1i tasimaktadir. Em' Q1aoeta| 1996 .................
E. coli EC5 pNFG plazmidini tasimaktadir. Em" Buq:ahsma llllllllllllllllllllllllllll
E. coli EC4 pNI plazmidini tasimaktadir. Em" Bugahsma IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
E. coli EC6 pNRK plazmidini tasimaktadir. Em' Buq:ahsma ............................
E. coli EC7 pNRG plazmidini tasimaktadir. Em" Bug:ahsma ............................
MLy L 48 i Ortalpetal. 2007
t'L';“;’“s sulosy |21 Nisinlireticisi Akgelik et al. 2006

L. lactis subsp. lactis MBLL9 susuna pNFG

- lectis LLITS plazmidi aktanlmistir, Eny e
. L. lactis subsp. lactis MBLL9 susuna pNI
= (BB LG plazmidi aktarilmistir. Em" Bugahsma IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
L lactis LL177 L. IaCt'Is'subsp. lactis MBI;L9 susuna pPNRK Bin i
plazmidi aktarlougtr. En” U
L lactis LL178 L. IaCt-IS‘subsp. lactis MBI;L9 susuna pNRG B
plazmidi aktarilmigtir. Em
. L. lactis subsp. lactis MBLL9 susuna
- lacts LL179 PLEBI24 vektor plazmidi aktanimisur, B P49
Micrococcus luteus C . .
NCIMBS166 nekatdr sus (e |
Mekik vektor, P45 laktokok promotorunu ve .
pLEB124 eritromisin direnclilik genini icermektedir. Q1aoetall996 IIIIIIIIIIIIIIIII
pNFG pLEB 1 2'4. vektoriine .klonlanan nisFEG Era
genlerini igermektedir. U
NI PLEB124 Yektomne klonlanan nisl genini D el
igermektedir.
pNRK pLEB!2.4. vektoriine 'klonlanan niskRK Era
genlerini igermektedir. U
pNRG pLEB124 vektoriine klonlanan nisSRKFEG B

genlerini icermektedir.
Em": Eritromisine direncli
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3.2 Yontem

3.2.1 Rekombinant suslarin olusturulmasi

3.2.1.1 Lactococcus lactis susundan genomik DNA izolasyonu

Nisin treticisi L. lactis subsp. lactis LL27 susundan genomik DNA izolasyonu,
genomik DNA saflastirma kiti (Fermentas, EU) kullanilarak yapildi. Susun 1 gecelik
kiiltlirtinden, kit kullanma kilavuzundaki tavsiye uyarinca, santrifiij islemi (+4 °C’de
7500 rpm’de 10 dk) sonrasinda 10-20 mg hiicre ¢okeltisi elde edilerek izolasyona
baslandi. Kitte mevcut olan liziz ¢ozeltisiyle hiicreler yikima ugratildi ve sonraki
asamada deterjan yapisindaki ¢oktiirme c¢oOzeltisiyle secici bir sekilde c¢oktiiriildii.
Riboniikleaz A (son konsantrasyonu 0.2 mg mL"') eklenerek RNA yikimi
gerceklestirildi. Soguk ortamda (-20 °C’de) etanol c¢oktliirmesi ile DNA’nin
yogunlagsmasi ve tuzun uzaklastirilmasi saglandi. Son asamada, DNA steril deiyonize

suda ¢oziindiiriiliip izolasyon tamamlandi.

3.2.1.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulamalar

Polimeraz zincir reaksiyonlari, termal dongii cihazinda (Techne, UK) gergeklestirildi.
Cizelge 3.2°de verilen PZR karisimi kullanilan reaksiyonlar i¢in, 1 ¢evrimden olusan
baslangi¢ denatiirasyonu (94 °C’de 5dk), 30 ¢evrimden olusan ¢ogaltma (her bir ¢evrim;
94 °C’de 30 saniye / 63,1 °C’de 30 saniye / 72 °C’de 3 dk) ve 1 ¢evrimden olusan son
uzama (72 °C’de 10 dk) basamaklarini iceren PZR protokolii uygulandi. Dort farkli
DNA fragmentinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler (NisFG ve Nisl primer ¢iftleri:
Bioneer / NisRK ve NisRG primer c¢iftleri: Oligomer Oy, Finland) Cizelge 3.3’de
verilmigstir. PZR uygulamalarinda High Fidelity DNA polimeraz (Fermentas) kullanildi.
PZR uygulamasi sonrasinda, DNA oOrnekleri % 1 agaroz iceren jelde yiiriitiildii ve
etidyum bromit i¢eren tamponda bekletildi. Jel, Kodak Gel Logic 200 Imaging System
(Kodak, USA) kullanilarak incelendi ve fotograflandi (Sambrook et al. 1989).
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Cizelge 3.2 Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan PZR karigimi

Hacim

Madde ad1 (nL)
dH,0O 35.5
10X PZR Tamponu (MgCl,’siiz) 5.0
10 mM dNTP karigimi 2.0
Primer (ileri) 0.5
Primer (geri) 0.5
MgCl, (25 mM) 4.0
High Fidelity DNA polimeraz 0.5
Kalip DNA 2.0
Toplam hacim 50.0

Cizelge 3.3 Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan primerler. Alt1 ¢izili diziler
restriksiyon endoniikleaz kesim bolgelerini gostermektedir

Tm
Primer Dizilim 5°-3 ©C)
Etfﬁm i AGATACAAGCTTGGGCCCTAAAGTGAGGAAATATAATGCAGGTA 72.8
gfrf_ga” AGATTCGTCGACTTCCCGGGAGGTTAAAATGCACTTTATATGTCTATC 753
NisI ACTATGGATCCATGAAAGGAGGGAAGAGGAAATGAGA 71.1
Ileri-BamHI —
Nisl TATCAGGGCCCACTCTAGTTTCCTAACTTCGTTG 69.6
Geri-Apal -
NisRK TATCATAAGCTTAATCGGAGGTAAAGTGGTGTATA 64.8
Ileri-HindIII —_
gffi{_ﬁpal AGATAGGGCCCTTCAGAAACAAAAAAAGTAATCCTTGA 67.4
NisRG TATCATAAGCTTAATCGGAGGTAAAGTGGTGTATA 64.8
Ileri-HindIII e
gfrﬁpal AGATTCGGGCCCAGGTTAAAATGCACTTTATATGTCTATC 69.5

Tm: Primer erime sicakligi

3.2.1.3 Restriksiyon endoniikleaz ve fosfataz uygulamalari

Restriksiyon endoniikleaz uygulamalarinda, tiretici firma onerileri dikkate alinmistir.
Enzim kesim reaksiyonlar1 100 pL toplam hacim igerisinde gerceklestirildi. Ik enzim
ile muameleden sonra DNA fragmentleri, Wizard® SV Gel and Clean-Up System
(Promega, USA) kiti ile saflagtirildi. Saflastirma sonrasinda, DNA o6rnekleri ikinci
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enzimle yine 100 pL toplam hacim igerisinde kesildi. Kesim islemleri HindIII
(Fermentas), Sall (Fermentas) ve BamHI (Fermentas) enzimleri i¢in 37 °C inkiibasyon
sicakliginda, Apal (Fermentas) enzimi i¢in ise 25 °C inkiibasyon sicakliginda 2 saatte

gerceklestirildi.

Fosfataz enzim uygulamasi, iretici firmas1 kullanim 6nerisi dogrultusunda, kesilmis
vektor DNA’y1 iceren restriksiyon endoniikleaz enzim tamponuna karides alkali
fosfatazin (Fermentas) eklenmesi ile gerceklestirildi. Bu islem ig¢in, vektoriin
(pLEB124) son kesim enzimi ile muamelesinden sonra her bir ug DNA i¢in 1 pL (1
Unite pL™") karides alkali fosfataz (SAP) ilave edildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda bu ortam, su banyosunda 65 °C’de 15 dk tutularak fosfataz
enziminin inaktivasyonu saglandi. Enzimatik reaksiyonlarla modifiye edilmis DNAlar,
bu enzimlere ait tamponlardan, Wizard® SV Gel and Clean-Up System (Promega, USA)
kiti araciligi ile uzaklastirildi. Bu islem sonrasinda DNA 6rnekleri % 1 agaroz igeren
jelde yirttiildii ve Kodak Gel Logic 200 Imaging System (Kodak, USA) kullanilarak
goriintiilendi (Sambrook et al. 1989). Ayrica DNA o&rneklerinin konsantrasyonu ve
saflik oranlar1 PharmaSpec (Shimadzu, Japan) spektrofotometre cihazi kullanilarak

tespit edildi.

3.2.1.4 Ligaz uygulamasi

Ligaz uygulamasi, T4 DNA ligaz (Fermentas) enzimi kullanilarak 20 pL toplam
hacimde gerceklestirildi. Uretici firmanin uygulama ©nerisi dikkate almarak,
klonlanacak DNA ornekleri ve vektoriin (pLEB124) molar konsantrasyonlarina gore
1:1, 2:1, 3:1 oranlarmi iceren ligasyon karisimlart hazirlandi. DNA-Vektdr molar

oranlarimin hesaplanmasinda asagida verilen denklemden faydalanildi.

DNA . DNA boyutu (bg)
= Ligasyon orani x -
Konsantrasyonu (ng) Vektor boyutu (bg)

x Vektor Konsantrasyonu (ng)

Hesaplanan DNA-Vektdr molar oranlarina gore ligasyon karisimi (1:1, 2:1 ve 3:1

oranlar1 i¢in ayri ayri) olusturuldu. Bu karigimlar 22 °C’de 4 saat inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonunda su banyosunda 65 °C’de 15 dk tutularak T4 DNA ligaz enziminin
inaktivasyonu saglandi. Olusturulan rekombinant plazmidler kullanimlarina kadar -20

°C’de muhafaza edildi.

Ligasyon Karisimi:

Vektor (pLEB124) 400 ng (~4uL)

DNA DNA boyutuna gore degisken
10X Tampon 2 uL

T4 DNA ligaz 1 uL

dH,0O 20 uL’ye tamamlandi.

3.2.1.5 Escherichia coli hiicrelerinin elektroporasyona hazirlanmasi

Elektrokompotent E. coli hiicrelerin hazirlanmasinda Sambrook et al. (1989) tarafindan
tanimlanan yontem kullanildi. -80 °C’de muhafaza edilen E. coli TG1 susu, 5 mL LB
stv1 besiyeri iceren tiiplerde 37 °C ve 200 rpm karistirma hizinda 1 gece gelistirildi. Bu
kiiltiir, LB Agar igeren petri plaklarina tek koloni disiiriilecek sekilde 6ze ile ekildi ve
37 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Agar ylizeyinde gelisen tipik koloniler 6ze ile 5 mL LB
s1v1 besiyeri igeren tiiplere alindi. Hiicreler 37 °C ve 200 rpm karistirma hizinda 1 gece
inkiibe edildi. Gelisen kiiltiir, inkiibatorde tutularak sicakligi 37 °C’ye getirilmis LB
besiyerine 1/100 oraninda aktarildi. 37 °C’de ve 200 rpm karistirma hizinda iki saatlik
inkiibasyon sonrasinda, her 15 dk da bir ortamin optik yogunluk (ODggo) degerleri
Ol¢iildi. Kiiltiiriin optik yogunlugu 0.4-0.6 degerleri arasina ulastiktan sonra inkiibasyon
sonlandirild1 ve ortam buz iizerine alinarak sicakligi 4 °C’nin altina dusiiriildii. Hiicre
siispansiyonlari, onceden buz igerisine yerlestirilerek sogutulan santrifiij tiiplerine
dagitildi ve 4 °C’de 10000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Ust sivinin dokiilerek
uzaklastirilmasindan sonra, hiicre ¢okeltileri onceden 4 °C’ye sogutulmus % 10 gliserol
iceren steril deiyonize su igerisinde ¢oziildii. Elde edilen siispansiyon, 4 °C’de 10000
rpm’de 20 dk santrifiij edilerek tekrar hiicre ¢okeltileri elde edildi. % 10 gliserol iceren
steril deiyonize su ile yapilan bu yikama islemi 2 kez daha tekrar edildi. Son agamada,
hiicre ¢okeltisi baslangi¢ hiicresel hacmin 1/100 oraninda % 10 gliserol iceren deiyonize
su ile ¢oziildli ve 6nceden buz iizerinde sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerine 40 pL’lik
siispansiyonlar halinde dagitildi. Hazirlanan kompotent hiicreler, kullanilincaya kadar -

80 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.1.6 Rekombinant plazmidlerin E. coli hiicrelerine elektroporasyonu

Olusturulan rekombinant plazmidler, CelljecT Uno elektroporatdr cihazinda (Thermo,
USA), 2 mm genisliginde 6rnek haznesine sahip elektroporasyon kiivetleri (Thermo,
USA) kullanilarak alict kompotent hiicre E. coli TG1’e aktarildi. Bu islem 6ncesinde, -
80 °C’de muhafaza edilen kompotent hiicreler, -20 °C’de muhafaza edilen plazmid
sollisyonlar1 ve elektroporasyon kiivetleri buz {izerinde bekletildi. Buz iizerinde
cozilindiiriilen plazmid soliisyonundan 5 pL alinarak ¢ézlinmiis kompotent hiicreler (40
pL) tzerine aktarildi. 10 dk buz flzerinde inkiibe edilen bu karisim, pipetle
elektroporasyon kiiveti igerisine hava kabarcig1 kalmayacak sekilde aktarildi. Cihazda
1800 V degeri ayarlanarak elektrik uygulamasi yapildi. Elektroporasyon uygulanmis
hiicrelerin bulundugu kiivete 1 mL rejenerasyon ortami (SOC ve glukoz) ilave edildi ve
tlim igerik steril deney tiiptine aktarildi. 2 saat 37 °C’de ¢alkamali olarak inkiibe edilen
ortam ve bu ortamdan steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile hazirlanan 1/10 oranindaki
diliisyon, 200 pg mL™" eritromisin igeren LB agar plaklarina yayildi. Yayma yapilan bu
ortamlar, 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi (Sambrook et al. 1989).

SOC Ortamu:

Tripton 2¢g
NaCl 05¢g
KC1 (1 M) 0.25 mL
MgSO4 (1 M) 2mL
dH,O 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.

3.2.1.7 L. lactis hiicrelerinin elektroporasyona hazirlanmasi
Elektrokompotent L. lactis hiicrelerin hazirlanmasinda Holo and Nes (1989) tarafindan
tanimlanan yontem kullamldi. Oncelikle, -80 °C’de muhafaza edilen L. lactis subsp.

lactis MBLL9 susu GM17 ortaminda bir gece 30 °C’de gelistirildi. Gelisen bu kiiltiir,
GM17 agar igeren petri plaklara tek koloni diisiiriilecek sekilde 6ze ile ekildi ve 30
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°C’de 1 gece inkiibe edildi. Gelisen tipik koloniler, 5 mL GM17 ortamina aktarildi ve
30 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Bu kiiltiir, 10mL’lik % 1 glisin iceren M17 glukoz (%
0.5) sakaroz (0.5 M) ortamina aktarild1 ve 30 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Bu ortamdan
% 1 glisin igeren M17 glukoz (% 0.5) sakaroz (0.5 M) ortamina 1/100 oraninda ekim
yapild1 ve optik yogunlugu (ODggp) 0.2-0.4 araligina ulasincaya kadar 30 °C’de inkiibe
edildi. Bu araliga ulasan ortam, buz iizerine alinarak sogutuldu ve hiicreler 8000 rpm’de
4 °C’de 20 dk santrifiij edilerek hiicreler toplandi. Ust sivi dokiilerek uzaklastirildiktan
sonra hiicreler 4 °C’ye sogutulmus % 10 gliserol ve 0.5 M sakaroz iceren yikama
¢ozeltisi icerisinde ¢oziildii. Elde edilen siispansiyon, 4 °C’de 8000 rpm’de 20 dk
santrifiij edilerek tekrar hiicre c¢okeltisi elde edildi. % 10 gliserol ve 0.5 M sakaroz
iceren deiyonize su ile yapilan bu yikama islemi 2 kez daha tekrar edildi. Son asamada
hiicre ¢okeltisi baslangi¢ hiicresel hacmin 1/100 oranindaki % 10 gliserol ve 0.5 M
sakaroz iceren deiyonize su ile ¢oOziildi ve oOnceden buz {izerinde sogutulmus
mikrosantrifiij tiiplerine 40 pL’lik siispansiyonlar halinde dagitildi. Hazirlanan

kompotent hiicreler, kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.1.8 Rekombinant plazmidlerin L. lactis hiicrelerine elektroporasyonu

Rekombinant plazmidlerin kompotent L. lactis hiicrelerine elektroporasyonunda,
kompotent E. coli hiicreleri igin izlenen asamalar uygulandi. L. lactis hiicreleri igin
elektrik akimi uygulamasinda farkli olarak 2500 volt degeri ayarlanarak calisildi.
Elektroporasyon isleminden sonra hiicreler ifade ortamina alindi ve 2 saat 30 °C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ortam ve bu ortamdan steril fizyolojik tuzlu su
(FTS) ile hazirlanan 1/10 oramindaki diliisyon, 5 pg mL™" eritromisin iceren M17 glukoz
(% 0.5) sakaroz (0.5 M) agar ortamina ekildi ve 30 °C’de inkiibe edildi (Holo and Nes
1989).

ifade Ortam:

2XM17 :5SmL

1 M Sakaroz :5mL

% 20 Glukoz : 250 puL

1 M MgCl, :200puL

I MCaCl, :20uL
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3.2.2 Plazmid DNA izolasyonlari

3.2.2.1 E. coli suslarindan plazmid DNA izolasyonu

E. coli suslarindan plazmid DNA izolasyonunda, Qiagen plazmid miniprep kit (Omega,
USA) kullanmildi. Kit kullanim kilavuzundaki tavsiye uyarinca, LB sivi besiyerine
inokiile edilen suslar 16 saatlik gelisme siiresini gecmeyecek sekilde 37 °C’de 200
rpm’de calkalamali olarak inkiibe edildi. Santrifiij ile ¢oktiiriilerek besiyeri ortamindan
uzaklastirilan hiicreler, kit kullanim protokoliinde belirtilen siraya gore reaktantlarla
muamele edildi. Plazmid DNA’y1 igeren s1vi, segici 0zellikteki spin kolonlara aktarildi.
Kolonlara tutunan plazmid DNA, son basamakta steril deiyonize su ile geri kazanilarak
mikrosantrifiij tiiplerine alindi. Bu iglem sonrasinda DNA 6rneklerinin konsantrasyonu
ve saflik oranlar1 PharmaSpec (Shimadzu, Japan) spektrofotometre cihazi kullanilarak
tespit edildi. Ayrica izole edilen plazmid DNA Ornekleri % 1 agaroz igeren jelde
yiiriitiildii. Daha sonra etidyum bromit iceren tamponda bekletilen jel, Kodak Gel Logic
200 Imaging System (Kodak, USA) kullanilarak incelendi ve fotograflandi. Plazmid

izolatlar1 -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.2.2 L. lactis suslarindan plazmid DNA izolasyonu

GM17 s1v1 besiyeri ortaminda 30 °C’de 18 saat gelistirilen L. lactis kiilttirleri, 10mL’lik
GM17 siv1 besiyeri ortamima 1/10 oraninda inokiile edildi ve 3 saat 30°C gelisme
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda Kkiiltiirler steril santrifiij
tiplerine aktarildi ve +4°C’de 6000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Takiben {ist faz
uzaklastirildi ve hiicre ¢okeltisi kurumaya birakildi. Hiicre ¢okeltisi kuruduktan sonra,
379 uL sakaroz c¢ozeltisinde c¢oziilerek steril mikrosantrifiij tliplerine aktarildi ve
37°C’de 5 dk bekletildi. Bu ortama 96.5 uL lizozim eklendi ve enzimin optimum olarak
calismast i¢in 37 °C’de 5 dk inkiibe edildi. 48.2 puL Tris-EDTA-1 aktarilmasindan
sonra, % 20 sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisinden 27.6 uL eklendi ve 37 °C’de 10
dk bekletildi. Siire bitiminde tiipler, kromozomal DNA’nin kirilmas1 amaciyla mekanik
karistiricida 30 sn karistirildi. Yeni hazirlanmig 27.6 uLL 3 N NaOH eklendi ve 10 dk

diiz bir zeminde yavasca karistirilarak kromozomal DNA’nin alkali denatiirasyonu i¢in
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kosullar saglandi. Denatiirasyon basamagi sonrasinda, nétralizasyon saglamasi amaciyla
49.6 uL 2 M Tris-HCI eklenilip, 3 dk yine diiz bir zeminde yavasca karistirildi. Bu
ortama, +4°C’de tutulan 5 M NaCl c¢ozeltisinden 71.1 pL eklenilerek karistirildr ve
sonrasinda % 3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢ozeltisinden 700 uL ilave edildi. Yavasca
karistirtlan tiiplere, +4°C’de 12500 rpm’de 20dk santrifiij islemi uygulandi ve iist faz
yeni mikrosantrifiij tiiplerine alindi. Protein yapilarin uzaklagtiritlmasi amaciyla 700 pL
kloroform/izoamil alkol (24:1) ¢ozeltisi ilave edildi ve 12500 rpm’de 15dk +4 °C’de
santrifiij edildi. Ust faz yeni mikrosantrifiij tiipiine almarak 500 pL etanol ilave edildi. -
20°C’de bir gece bekletilen tiiplerdeki plazmid DNA’nin ¢oktiiriilmesi amaciyla 12500
rpm’de 20dk +4°C’de santrifiij islemi uygulandi. Ust faz uzaklastirilarak g¢okeltiler
kurumaya birakildi. Cokeltiler kuruduktan sonra 20 pL Tris-EDTA-2 tamponu ile
¢oziildii. 2 puL RNaz A stok ¢ozeltisi eklendi ve pipet yardimiyla karistirildi. Takiben
37°C’de 45 dk su banyosunda inkiibe edildi (Anderson and McKay 1983).

Sakaroz Cozeltisi:

Tris 0.655 ¢
EDTA 0.0372 ¢
Sakaroz 6.7 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 £0.02

Lizozim Cozeltisi:

Tris 0.3
Lizozim 0.1

Destile su 10 mL
pH 8.0 £0.02

Tris-EDTA-1:

Tris 0.6

EDTA 931 g
Destile su 100 mL
pH 8.0 £0.02
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Tris-HCI:

Tris-HCI 3152 g
Destile su 10 mL
pH 7.0 £0.02

SDS Cozeltisi:

Tris 0.6

EDTA 0.74

SDS 20

Destile su 100 mL
pH 8.0 £0.02

Tris-EDTA-2:

Tris 0.121

EDTA 0.037
Destile su 100 mL
pH 7.5 £0.02

% 3 NaCl ile Doyurulmus Fenol Cézeltisinin Hazirlamsi: 100 g fenol iizerine 20 mL

destile su ve 3 g NaCl aktarilarak 45 °C’deki su banyosunda ¢oziildii. Ortama 0.1 g

hidroksiguinolin ilave edildi ve karistirilarak oda sicakliginda tutuldu.

RNaz A Cozeltisinin Hazirlanisi: 5 mL steril destile su i¢inde hazirlanan 0.05 M

sodyum asetat ¢cozeltisinin pH’s1, asetik asit ile 5.0’a ayarland1 ve {izerine 5 mg RNaz A

ilave edildi. Kaynar su icerisinde 5 dk tutulduktan sonra, ortam —20 °C’de saklandi.

Plazmid DNA o6rnekleri, elektroforez uygulamasi 6ncesinde, 2 pL marker boya ile
karistirtldt ve % 0.7 agaroz igeren jelin kuyularma aktarildi. Yatay elektroforez
sisteminde, tris-asetat tamponlu ortamda yiiriitilen DNA o6rnekleri, elektroforez
isleminin sonunda yine ayni tamponun 0.2 pL mL™ etidyum bromit igeren ¢ozeltisinde

30 dk boyama iglemine tabi tutuldu. Boyama islemi sonunda, Kodak Gel Logic 200
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Imaging System (Kodak, USA) kullanilarak goriintiilendi ve fotograflandi (Macrina et
al. 1982).

Tris-Asetat Tampon:

Tris 484 g
Sodyum asetat 4.08 mL
EDTA 037 mL
Destile su 1000 mL
pH 8.0 £0.02

Marker Bova:

Bromfenol blue 025 ¢
Sakaroz 40 g
Destile su 100 mL

3.2.3 Laktisin 481 ve ozgiil laktisin 481 aktivitesinin tespiti

Laktisin 481 aktivitesinin tespiti i¢in Schillinger and Liicke (1989) tarafindan onerilen
yontem kullanildi. Dogal laktisin 481 dreticisi L. lactis subsp. lactis MBLL9 ve
olusturulan rekombinant L. lactis suslariin aktif kiiltiirleri, GM17 besiyeri ortamlarina
1/100 oraninda inokiile edildi ve 30 °C’de inkiibasyona birakildi. 6., 8., 10., 12. ve 24.
saatlerde alinan her bir 6rnegin ODggo degerlerinin 6lciilmesi sonrasinda 8000 rpm’de 5
dk santrifiij islemiyle hiicrelerinin ¢oktiiriilmesi saglandi. Hiicresiz iist sivi, yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine alinarak 80 °C’de 15 dk 1s1 uygulamasina tabi tutuldu. Her bir
hiicresiz tist sivi, % 0.1 oraninda tween 80 igeren pH’s1 2.5 olan ¢ozeltide 2 oranina
kadar seyreltildi. Aktif M. luteus kiiltiiri, 5 mL LB yumusak agar ortamina inokiile
edilerek, LB agar alt tabaka iizerine yayildi. ikinci tabakanin katilasmasindan sonra,
agarda kuyular acildi. Her bir 6rnek diliisyonundan 100 pL (2 paralel) kuyulara pipetle
aktarildi. Nisin indiiklemesinin laktisin 481 iiretimine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan
calismada farkli olarak, GM17 besiyeri ortamlarina suslarin inokiilasyonu 6ncesinde,
son konsantrasyonu 1 TU mL" olacak sekilde nisaplin (Sigma) eklendi. Orneklerin
kuyulara aktarilmasi1 ve 37 °C’de 1 gece inkiibasyon sonrasinda, inhibisyon zonlar1

incelendi. Aktivite hesaplamasinda kritik diliisyon yontemi kullanildi. Buna gore, her
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petride inhibisyon zonu mevcut olan son kuyu saptanmis ve verilen denklemden

yararlanarak birimi AU L™ olan aktivite sonuglarina ulagilmustir.

Bakteriyosin aktivitesi (AU L'l) = 1000 - x Seyreltme faktorii *
Kuyulara aktarilan sivi hacmi (mL)

* Inhibisyon zonu mevcut olan son kuyuya ait seyreltme faktorii

Ozgiil laktisin aktivitesi, tespit edilen laktisin 481 aktivitesinin s6z konusu &rnegin

aliminda 6Slgiilen ODgp degerine boliimii ile hesaplanmustir.

3.2.4 L. lactis subsp. lactis MBLL9 ve rekombinant L. lactis suslarmin farkl nisin

konsantrasyonlarina karsi gelisim diizeylerinin belirlenmesi

Dogal laktisin 481 tireticisi L. lactis subsp. lactis MBLL9 ve olusturulan rekombinant L.
lactis suslarin farkli konsantrasyonlardaki nisine kars1 gelisim diizeyleri ¢alisildi. Buna
gore, son konsantrasyonlarinda 100 TU mL™", 200 TU mL™, 250 TU mL™", 300 TU mL",
350 TU mL™, 400 TU mL", 500 TU mL" nisaplin (Sigma) iceren ve nisaplin (nisin)
icermeyen GM17 ortamlarina aktif suslardan 1/100 oraninda inokiile edilerek, 30 °C’de
gelismeye birakildi. 3., 5., 6., 7., 8., 9., 10., 11. ve 12. saatlerdeki ODgoo degerleri

Olciilerek zamana kars1 gelisim egrileri ¢izildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Nisin Direnglilik ve Regiilasyon Genlerinin L. lactis subsp. lactis MBLL9

Susuna Aktarilarak Rekombinant L. lactis Suslarinin Olusturulmasi

Bu tez ¢alismasinda, laktisin 481 fireticisi L. lactis subsp. lactis MBLL9 susuna nisin
direnglilik (nisFEG ve nisl), regiilasyon (nisRK) ve regiilasyon/direnglilik (niSRKFEG)
genlerini igeren plazmidlerin ayr1 ayr1 aktarimlart gerceklestirilerek dort farklh
rekombinant sus olusturuldu. Calismada oncelikle Cizelge 3.2°de verilen primer giftleri
kullanilarak nisin tireticisi L. lactis subsp. lactis LL27 susundan nisFEG, nisl, nisRK ve
niSRKFEG genlerini i¢eren fragmentler gogaltildi. Sekil 4.1°de goriildiigi gibi nisFEG
genlerini igeren 2.5 kb’lik fragment, nisl genini iceren 0.8 kb’lik fragment, nisRK
genlerini iceren 2.3 kb’lik fragment ve niSRKFEG genlerini igeren 5.1 kb’lik DNA
fragmentleri elde edilmistir. Sonrasinda bu fragmentler, 4.5 kb’lik pLEB124 vektoriinde
bulunan ve kesintisiz ¢alisan P45 promotoru altina klonlanarak rekombinant plazmidler
olusturuldu (Sekil 4.2). Bu asamadan sonra rekombinant plazmidler, ara konakgi1 E. coli
TG1 susuna elektroporasyon yontemiyle aktarildi ve elde edilen rekombinant hiicreler
secilerek plazmid analizine tabi tutuldu. Sekil 4.3’de goriildiigii gibi pNFG plazmidinin
6.5 kb, pNI plazmidinin 5.2 kb, pNRK plazmidinin 6.3 kb ve pNRG plazmidinin 9.5 kb
biiyiikliikte oldugu belirlendi. Plazmidlerin tasidiklar1 fragmentlerin dogru pozisyonda
olup olmadiklar restriksiyon analizi ile arastirildi. pNFG plazmidi HindIII-Sall, pNRK
plazmidi HindIII-Apal, pNI plazmidi BamHI-Apal ve pNRG plazmidi HindIII-Apal
enzimleri ile kesim islemine tabi tutulmuslardir. Bu islem sonunda pNFG, pNRK ve
pNI plazmidlerinde PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen fragmentlere benzer
boyutlarda bantlar saptanmistir (Sekil 4.4). pNRG plazmidinin kesim islemi sonucunda,
niSRKFEG genlerini igeren fragmentin ve bos vektorii (pLEB124) igeren fragmentin
birbirine yakin biiyiikliikte olmas1 nedeniyle ayni bant iizerinde profil olusturduklari
belirlendi (Sekil 4.4). pNFG, pNI, pNRK ve pNRG plazmidlerini tasiyan E. coli suslari
sirastyla E. coli EC5, E. coli EC4, E. coli EC6 ve E. coli EC7 olarak adlandirildi.
Plazmidler iizerinde bu fragmentlerin pozisyonlar1 tanimlandiktan sonra, ilgili

plazmidler L. lactis subsp. lactis MBLL9 susuna elektroporasyon yoOntemiyle
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nisRKFEG

10 000 bp
6000 bp__,,

3000 bp—»

1000 bp >
750 bp—»

Sekil 4.1 PZR ile ¢ogaltilan DNA fragmentleri. Marker: 1 kb lineer DNA marker
(Fermantas), NK: Negatif kontrol
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Gen Bélgelerini iceren Fragmentlerin PZR Yéntemi ile Cogaltilmas

N B RIK [P [ FIE]G]

> <« — <« —> «— — «—
Nisl-i Nisl-g  NisRK-i NisRK-g NisFG-i  NisFG-g NisRG-i NisRG-g

Restriksiyon Endoniikleaz ile Fragmentlerin Kesimi

I e

BamHI Apal  HindII Apal Hind III Sall Hind III Apal
Restriksiyon pLEB124
Endontikleaz ile 4.5 kb

Vektoriin Kesimi

Ligasyon

/

pNRK
P45
nisRK

Sekil 4.2 pNI, pNRK, pNFEG ve pNRKFEG rekombinant plazmidlerinin olusturulma
asamalari. Em; eritromisin direng geni, P45; laktokok promotoru
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Sekil 4.3 pLEB124 ve rekombinant plazmidler
Marker: 1 kb lineer DNA marker (Fermantas)
1, 2: nisRKFEG genlerini igeren saflastirilmis rekombinant plazmid pNRG
3, 4: nisFEG genlerini igeren saflastirilmis rekombinant plazmid pNFG
5, 6: nisl genini igeren saflastirilmis rekombinant plazmid pNI
7, 8: nisRK genlerini igeren saflastirilmis rekombinant plazmid pNRK
9: Saflastirilmis pLEB124 vektorii

34



10 000 bp —|
3000 bp—p

1000 bp

Sekil 4.4 Restriksiyon islemi sonucunda elde edilen fragmentler
Marker: 1 kb lineer DNA marker (Fermantas)
A) 1: pNFG plazmidi (HindIII-Sall kesimli)
B) 1: pNI plazmidi (BamHI-Apal kesimli)
C) 1: pNRK plazmidi (HindIII-Apal kesimli)
D) 1: pNRG plazmidi (HindITI-Apal kesimli)
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10 000 bp
6000 bp

3000 bp

1000 bp

Sekil 4.5 L. lactis subsp. lactis MBLLY ve rekombinant L. lactis suslarinin plazmid
profilleri
Marker: 1 kb lineer DNA marker (Fermentas)
MBLL9: L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal sus
pLEB124: Saflastirilmis pLEB124 vektorii
pNFG: nisFEG genlerini i¢eren saflastirilmis rekombinant plazmid
pNI: nisl genini igeren saflastirilmis rekombinant plazmid
pNRK: nisRK genlerini igeren saflagtirilmis rekombinant plazmid
pNRG: nisRKFEG genlerini i¢eren saflastirilmis rekombinant plazmid
LL175: pNFG plazmidini igeren L. lactis susu (L. lactis LL175)
LL176: pNI plazmidini i¢eren L. lactis susu (L. lactis LL176)
LL177: pNRK plazmidini igeren L. lactis susu (L. lactis LL177)
LL178: pNRG plazmidini igeren L. lactis susu (L. lactis LL178)
LL179: pLEB124 vektoriinii igeren L. lactis susu (L. lactis LL179)
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aktarilmistir. Daha sonra plazmid analizi yapilarak rekombinant plazmidlerin aktarimi
kontrol edilmistir. pNFG, pNI, pNRK ve pNRG plazmidleri aktarilarak elde edilen
rekombinant L. lactis suslari sirasiyla L. lactis LL175, L. lactis LL176, L. lactis LL177
ve L. lactis LL178, bos vektoriin (pLEB124) aktarildigi L. lactis subsp. lactis MBLL9
ise L. lactis LL179 olarak adlandirilmistir. Plazmid analizlerine gore L. lactis subsp.
lactis MBLL9 susunda elektroporasyona bagli olarak dogal plazmidlerde herhangi bir
kayip gozlenmemistir (Sekil 4.5). S6z konusu plazmidlerin L. lactis subsp. lactis
MBLLY susunda stabilitelerinin saglanmasinin ardindan plazmidlerin {izerinde yer alan

fragmentlerin laktisin 481 tiretimindeki etkileri arastirildi.

4.2 Nisin Direnclilik ve Regiilasyon Genlerinin Laktisin 481 Uretimine Etkilerinin

Belirlenmesi

Rekombinantlarin suslarin (L. lactis LL175, L. lactis LL176, L. lactis LL177 ve L. lactis
LL178) laktisin 481 fiiretim diizeyleri, dogal sus L. lactis subsp. lactis MBLLO ile
kiyaslanmustir (Sekil 4.6). Gelismenin 6. saatinde tiim suslarin (L. lactis subsp. lactis
MBLLY, L. lactis LL175, L. lactis LL176, L. lactis LL177 ve L. lactis LL178) nisin
icermeyen ve 1 IU mL" nisin iceren GM17 besiyeri ortamlarinda 20.000 AU L™
laktisin 481 iirettikleri tespit edildi. 8 saatlik inkiibasyon sonucunda nisin igermeyen
ortamda L. lactis subsp. lactis MBLLY, L. lactis LL175 ve L. lactis LL176 suslar
40.000 AU L', L. lactis LL177 ve L. lactis LL178 suslar1 ise 20.000 AU L™ laktisin
481 iiretti. 1 TU mL™ nisin iceren GM17 besiyeri ortaminda 8 saatlik gelisim sonucunda
ise L. lactis subsp. lactis MBLL9, L. lactis LL175, L. lactis LL176 ve L. lactis LL178
suslarinin 40.000 AU L™, L. lactis LL177 susunun da 20.000 AU L laktisin 481
tirettigi saptandi. 10 ve 12 saatlik gelisme siirelerinin her ikisinde de nisin igermeyen ve
1 IU mL™" nisin iceren GM17 besiyeri ortamlarinda L. lactis subsp. lactis MBLL9, L.
lactis LL175 ve L. lactis LL176 suslarmim 80.000 AU L™, L. lactis LL177 ve L. lactis
LL178 suslarimin ise 40.000 AU L™ laktisin 481 irettikleri belirlendi. 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda nisin igermeyen ortamda L. lactis subsp. lactis MBLL9, L. lactis
LL175 ve L. lactis LL176 suslar1 80.000 AU L™, L. lactis LL177 susu 40.000 AU L™ ve
L. lactis LL178 susu ise 20.000 AU L™ laktisin 481 iirettigi tespit edildi. Ayrica 24.
saatte 1 TU mL™" nisin igeren GM17 besiyeri ortaminda L. lactis subsp. lactis MBLL9,
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L. lactis LL175 ve L. lactis LL176 suslarimin 80.000 AU L, L. lactis LL177 ve L.
lactis LL178 suslarimin ise 40.000 AU L™ diizeyinde laktisin 481 irettikleri belirlendi
(Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Ozgiil laktisin 481 {iretimi, Cizelge 4.1’de tanimlanan laktisin iiretim diizeyi
sonuglarinin, yine aym ¢izelgede bulunan optik yogunluk (ODgo) degerlerine
boliinmesi ile elde edilmistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Ozgiil laktisin 481 iiretimi ile
ilgili grafiklerde dogal sus L. lactis subsp. lactis MBLL9 ve rekombinant suslarin
iretim diizeyleri oransal olarak karsilastirildiginda, dikkat ¢ekici farkliliklar
goriilmemistir. Laktisin 481 ve 0zgiil laktisin iiretim diizeyi ¢alismalarinin sonuglari
birlikte degerlendirildiginde, dogal sus L. lactis subsp. lactis MBLL9 ile kiyaslanan L.
lactis LL175 ve L. lactis LL176 suslarinin laktisin 481 iiretiminde degisiklik olmadigi,
L. lactis LL177 ve L. lactis LL178 suslarinin laktisin 481 tiretiminde ise % 50 oraninda

azalmanin oldugu saptanmustir.

Laktisin 481 ireticisi susa NiSRK ya da niSRKFEG genlerinin aktarimi sonrasinda
laktisin tiretiminde meydana gelen azalmalarin nisl ya da niSFEG genlerinin aktarildigi
rekombinantlarda goriillmemesi, s6z konusu baskilayici etkinin nisRK genlerinin
ifadesinden kaynaklandigina isaret etmektedir. Nisin ireticisi suslarda, bu
bakteriyosinin sentezi NiSRK genleri tarafindan regiile edilmektedir. NisK, ¢evresel nisin
konsantrasyonu sinyaline bagli olarak ¢alisan bir histidin kinaz enzimidir. Bu ¢evresel
sinyali histidin kinaz fosforilizasyon yolu ile NisR yanit proteinine aktarir ve aktive
olan NisR, nisin operonunda transkripsiyonu indiikler (van der Meer et al. 1993,
Kuipers et al. 1995, de Ruyter et al. 1996, Kleerebezem 2004). Tipik bir yeter say1
algilama sistemi (Quorum sensing) olan bu mekanizmanin laktisin 481 {iireticisi suslarda
bir varyasyonunun bulundugu oOngoriilmektedir. Laktisin 481 f{ireticilerinde, bu
bakteriyosinin sentezini kontrol eden operon ICtAMTFEG olarak adlandirilan alti gen
icermektedir. ICtA laktisin biyosentezinden, ICtMT Oncii proteinin sentezi ve olgun
proteinin salgilanmasindan, ICtFEG ise, nisinde oldugu gibi direnglilikten sorumludur.
Bu operonda, laktisin 481 iiretimini regiile eden herhangi bir gen yer almamaktadir. Bu

ozelligi ile laktisin 481 diger tiim lantibiyotiklerden ayrilmaktadir (Piard et al. 1993,
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Sekil 4.6 L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu, pLEB124 plazmidini tasiyan L.
lactis LL179 susu ve rekombinant suslar tarafindan tiretilen laktisin 481’in M.
luteus susuna kars1 olusturdugu inhibisyon zonu

MBLL9: L. lactis subsp. lactis MBLL9

LL175: L. lactis LL175 (nisSFEG rekombinanti)
LL176: L. lactis LL176 (nisl rekombinantt)
LL177: L. lactis LL177 (nisRK rekombinanti)
LL178: L. lactis LL178 (nisSRKFEG rekombinanti)
LL179: L. lactis LL179
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100x10°

EE L. lactis subsp. lactis MBLL9
[ L. lactis LL175
I L. lactis LL176
[ L. lactis LL177
3 ]
80x10° 7 o | lactis LL178
60x103

40x103

Laktisin 481 tGretimi
(AU L™

20x103

6 8 10 12 24
Zaman (Saat)

Sekil 4.7 L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve rekombinant L. lactis suslarinin
laktisin 481 tiretim diizeyleri
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EE L. lactis subsp. lactis MBLL9
[ L. lactis LL175
I L. lactis LL176
80x10® 1 [ L. lactis LL177
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Sekil 4.8 L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve rekombinant L. lactis suslarinin 1
IU mL™" nisin varliginda laktisin 481 iiretim diizeyleri
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Cizelge 4.1 L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve rekombinant L. lactis suslarinin bakteriyel gelisme diizeyleri ve laktisin 481

iiretimleri
Bakteriyel Gelisme ve Nisin Uretimi
6.Saat 8.Saat 10.Saat 12.Saat 24.Saat
Sus Kod No. ODgo AUL! ODgyo AUL! ODgoo AUL! ODgoo AUL! ODgo AUL!
MBLL9 1.892 20.000 1.922 40.000 1.927 80.000 1.922 80.000 1.950 80.000
1
gmhhc CMG mL 1.880 20.000 1.909 40.000 1.931 80.000 1.922 80.000 1.940 80.000
nisin varhginda)
LL175 1.827 20.000 1.904 40.000 1.913 80.000 1.917 80.000 1.959 80.000
|
H..H.:m a ~(G mL 1.868 20.000 1.909 40.000 1.931 80.000 1.936 80.000 1.969 80.000
nisin varhginda)
LL176 1.904 20.000 1.927 40.000 1.931 80.000 1.927 80.000 1.940 80.000
1
b.r.:m (1 MG mL 1.900 20.000 1.927 40.000 1.931 80.000 1.927 80.000 1.922 80.000
nisin varhginda)
LL177 1.945 20.000 1.964 20.000 1.974 40.000 1.959 40.000 1.989 40.000
1
F.F.:q a m(d mL 1.945 20.000 1.979 20.000 1.979 40.000 1.974 40.000 1.995 40.000
nisin varhginda)
LL178 1,852 20.000 1,954 20.000 1,974 40.000 1,974 40.000 1,979 20.000
1
h.r.:w a m(d mL 1,830 20.000 1,959 40.000 1,964 40.000 1,974 40.000 1,979 40.000
nisin varlhiginda)

MBLL9: L. lactis subsp. lactis MBLL9
LL175: L. lactis LL175
LL176: L. lactis LL176
LL177: L. lactis LL177
LL178: L. lactis LL178
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Sekil 4.9 L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve rekombinant L. lactis suslarinin
Ozgiil laktisin 481 tiretim diizeyleri
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Sekil 4.10 L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve rekombinant L. lactis suslarinin
1 TU mL™" nisin varliginda 6zgiil laktisin 481 iiretim diizeyleri
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Rincé et al. 1994, Rincé et al. 1997, Hindré et al. 2004). Lantibiyotik 481 regiilasyonu
lizerinde yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda, hiicre i¢i asitligin artisina paralel olarak,
laktisin 481 iretiminin arttifi  belirlenmistir. Transkripsiyonel analizler ile
detaylandirilan arastirmalarda, hiicre i¢i asitlik artisinin ICtAMTFEG operonunun ana
promotorlari olan P1 ve P3 promotorlarindan transkripsiyonun tesvikine yol actig1 tespit
edilmistir. Bu nedenle s6z konusu promotorlar asit tesvikli promotorlar olarak
adlandirilmistir (Hindré et al. 2004, Madsen et al. 2005, Dufour et al. 2007). Halen
asitligin P1 ve P3 promotorlarinda transkripsiyonun tesvikinde nasil etkinlik gosterdigi

bilinmemektedir.

Calismamizda nisRK (nisin ikili regiilator sistemini kodlayan genler) genlerinin laktisin
481 iireticisinde ifade edilmesi durumunda laktisin {iretimini % 50 gibi yliksek oranda
diistirmesi, s6z konusu lantibiyotiklerin her ikisinin de yeter say1 algilama sistemi ile
regiile edildigine isaret etmektedir. Zira bu rekombinantlarda siirekli ¢alisan P45
promotorunun kontroliindeki nisSRK genleri ¢evresel sinyali algilama ve iletmede
laktisin 481’in benzer sistemlerinden daha etkin ¢alismaktadir. Muhtemelen laktisin 481
regiilasyonunda da ¢evresel asitligin algilayicisi ve ileticisi olan regiilator protein sinyali
hiicre icine iletilmekte ve yanit proteini P1 ve P3 promotorlarindan transkripsiyonu
tesvik etmektedir. Asitligin artisi, tipki nisinde oldugu gibi, L. lactis populasyonunda
indiiksiyon icin yeter say1 sinyalidir. Bu durumda birbirinden bagimsiz ¢alisan ancak
ayni sinyal iletim mekanizmasina sahip olan sistemlerden, giiglii bir promotor ile

etkinlestirilmis olanin, digerini baskilamasi en olas1 sonugtur.

Bu calismalardan elde edilen diger bulgular da bu olasilig1 destekler niteliktedir. Zira
rekombinantlarm tireme ortamma 1 IU mL™" oramnda indiikleyici molekiil nisinin
ilavesi laktisin 481 iiretiminde bir degisiklige yol agmamistir. Tiim bu bulgular laktisin
481 ftretiminin regiilasyonunun da yeter say1 algilama mekanizmasi ile ancak farkl
regiilatorler tarafindan yapildigina isaret etmektedir. Halen detaylar1 agiklanmamis olan
laktisin 481 regiilasyonu lizerinde saglanan 6n bulgular 1s181nda, 6zellikle transpozon

mutant bankalar1 olusturularak mikro dizin analizlerinin yapilmasi planlanmaktadir.
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4.3 L. lactis subsp. lactis MBLL9 ve Rekombinantlar Suslarin Farkh Nisin

Konsantrasyonlarina Karsi Gelisim Diizeyleri

Dogal sus L. lactis subsp. lactis MBLL9, bos vektorii (pLEB124) igeren L. lactis LL179
ve rekombinantlar suslarin (L. lactis LL175, L. lactis LL176, L. lactis LL177 ve L.
lactis LL178) farkli nisin konsantrasyonlarinda zamana kars1 gelisimleri kiyaslanmistir.
Nisin icermeyen ortamda tiim suslarin (L. lactis subsp. lactis MBLL9, L. lactis LL175,
L. lactis LL176, L. lactis LL177 ve L. lactis LL178, L. lactis LL179) benzer gelisim
karakteristiklerine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11). L. lactis subsp. lactis
MBLL9’un 12 saatlik gelisim siiresinde, 250 IU mL™" nisin diizeyine kadar direnglilik
tespit edilmistir. Yine 12 saatlik gelisim siiresinde bos vektorii (pLEB124) iceren L.
lactis LL179 susunda da 250 IU mL™" nisin konsantrasyonuna kars: direng diizeyi tespit
edildi. L. lactis LL175 (nisSFEG rekombinant1), L. lactis LL176 (nisl rekombinant1), L.
lactis LL177 (nisRK rekombinanti) ve L. lactis LL178 (nisSRKFEG rekombinanti)
suslarinin ise, sirasiyla; 300 TU mL'l, 350 IU mL'l, 100 IU mL™" ve 500 IU mL™" nisin
diizeylerine kars1 direnclilik gosterdigi 12 saatlik gelisim takipleri sonucu belirlenmistir

(Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18).

Laktisin 481 operonunda, iiretici sugun direncliligini kontrol eden genler ABC transport
proteinlerini kodlayan ve P1 ve P3 ya da P4 promotorlarindan transkripsiyonu
gerceklestirilen ICtFEG genleridir. P4 promotoru ICtT geni igerisinde yer alan ve P3
promotorundan 30 kez daha zayif bir transkripsiyon baglaticisidir. P3 promotorundan
yapilan gii¢lii transkripsiyon yine ICtMT genleri arasinda yer alan T1 terminatoriinde
sonlandirilarak yapisal ve regiilator genlerin ifade diizeyleri ayarlanmaktadir. Bu sayede
laktisin 481 yapisal genleri, regiilatdr genlerden 12.5 kat daha fazla ifade edilmektedir.
Ancak 0Ozellikle bakteriyosin yapisal genlerinin aktivasyonuna bagli olarak P4

promotoru ilave direnglilik saglamak iizere devreye girmektedir (Hindré et al. 2004).

nisRK genlerinin laktisin 481 iretici susuna klonlanmasi halinde laktisin tiretim
seviyesinde meydana gelen diismenin, ayni zamanda bu susun igsel (insintric) nisin
direnclilik diizeyinde de saptanmasi, nisin ve laktisin 481 iiretimini kontrol eden ikili

regililatdr sistemler arasindaki uyusmazligi desteklemektedir. Farkli ¢evresel sinyalleri
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Sekil 4.11 Nisin icermeyen ortamda L. lactis subsp. lactis MBLL9 susu ve rekombinant
suglarin zamana kars1 gelisim egrileri
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Sekil 4.12 100 TU mL™" nisin iceren ortamda suslarin zamana kars: gelisim egrileri
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Sekil 4.13 200 IU mL™" nisin iceren ortamda suslarin zamana kars: gelisim egrileri
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Sekil 4.14 250 TU mL™" nisin iceren ortamda suslarin zamana kars: gelisim egrileri
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Sekil 4.15 300 IU mL™" nisin iceren ortamda suslarin zamana kars: gelisim egrileri
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. lactis subsp. lactis MBLL9
.lactis LL175
. lactis LL176
.lactis LL177
. lactis LL178
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Sekil 4.16 350 ITU mL™" nisin iceren ortamda suslarin zamana kars: gelisim egrileri
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Sekil 4.17 400 IU mL™" nisin iceren ortamda suslarin zamana kars: gelisim egrileri
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. lactis subsp. lactis MBLL9
. lactis LL175
. lactis LL176
. lactis LL177
. lactis LL178
. lactis LL179
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Sekil 4.18 500 TU mL™" nisin iceren ortamda suslarin zamana kars1 gelisim egrileri

54



algilayan kinazlar ve transkripsiyonel aktivatdor yanit regilatorleri ayni anda
calistiklarinda bliyiik olasilikla laktisin 481 sinyal transdiiksiyonu bozulmakta ve
transkripsiyonel aktivasyon mekanizmasinin giicii diismektedir. Bununla beraber
niSRKFEG genlerinin birlikte aktarildig: laktisin 481 iretici susunda (L. lactis LL178)
nisin direnclilik diizeyi 250 TU mL"’den 500 IU mL"’ye ¢ikmustir. Sadece nisFEG
genlerinin aktarildigi L. lactis LL175 susunda bu diren¢ diizeyi 300 IU mL™" olarak
tespit edilmistir. NiSFEG genlerinin analogu ICtFEG genleri, yliksek diizeyde homoloji
gosteren direnglilik proteinlerini (ABC transport proteinleri) kodlamaktadir. Her iki gen
grubunun kodladig1r proteinler, lantibiyotiklerin hiicre disina transportunda gorev
almaktadir. Sadece niSFEG genlerinin klonlandig: L. lactis LL175 susunda nisSRKFEG
genlerinin beraber klonlandigi L. lactis LL178 susuna oranla nisin direnglilik diizeyinde
daha diisiik bir diizeyde artisin meydana gelmesi, niSRK genlerinin otoindiiksiyon
islevini desteklemektedir. lanFEG ( nisFEG ve ICtFEG) gen kopya sayisinin iireticide
artirilmasi, aktarilan genlerin regiilatorleri ile birlikte yapildiginda transkripsiyon daha
yiiksek bir etkinlige ulastirilmaktadir. Bu ¢alisma sonuglar1 da L. lactis LL178
(nisSRKFEG genlerini igeriyor) rekombinantinda niSRK genlerinin ifadesinin FEG
rtinlerinin artigina yol actigt yani P45 promotorundan yapilan transkripsiyonu
indiikledigini kanitlamaktadir. Bu otoindiiksiyon sistemi laktisin 481 susunda homolog

ve heterolog gen ifadesi ¢alismalari i¢in ideal bir mekanizma olarak goriilmektedir.

Direnglilik ¢alismalarindan elde edilen bir diger 6nemli bulgu nisl geni aktarilan L.
lactis LL176 susunda nisin direnclilik diizeyinin 250 TU mL""den 350 IU mL"ye
¢ikmasidir. nisl geni {rlini bir lipoproteindir. NisI’'nin direnglilikteki rolii hiicre
membrant yiizeyinde lokalize olarak hiicre disindaki nisinin gevsek baglanmasini
yonlendirmek suretiyle, hedef hiicredeki etkinligini diisiirmek olarak tanimlanmaktadir
(Kuipers et al. 1993, Qiao et al. 1995, Ra et al. 1999, Stein et al. 2003, Koponen et al.
2004, Takala et al. 2004, Li and O’Sullivan 2006). Diger lantibiyotik iireticilerinde nisl
geninin benzer bir mekanizmaya sahip oldugu bugiine kadar belirlenmemistir. Bu
calisma nisl gen Uriiniiniin laktisin 481 {ireticisi susta da ayni etkinlige sahip oldugunu

gostererek, nisl fonksiyonunu tanimlamasi agisindan kritik bir deger tasimaktadir.
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Calismamizda gelistirilen L. lactis LL175 (nisFEG genleri klonlanan) ve L. lactis
LL176 (nisl genleri klonlanan) rekombinantlari, iiretici susta laktisin iiretim diizeyini
engellemeksizin nisin direnclilik gelisimi goriilmesi acisindan Onemlidir. Zira bu
rekombinantlar nisinin gida koruyucusu olarak kullanildig: {irlinlerde starter kiiltlirler
olarak kullanilabilirler. Nisin gidalara genellikle 50-200 TU mL™" diizeylerinde ilave
edilmektedir. Bu rekombinantlarin kullanimi halinde, katilan nisinden etkilenmeleri
engellenecek ve {rettikleri laktisin 481 sayesinde de ilave bir koruyucu ozellik
kazandiracaktir. NiSRKFEG genlerinin klonlandig: L. lactis LL178 rekombinatinda ise
laktisin 481 iiretimi Onemli Ol¢lide distigl i¢in pratik kullanimi Snerilmemektedir.
Ancak bu rekombinant lantibiyotiklerin regiilasyon sistemlerinin tanimlanmasi

acisindan onemlidir.
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