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ONSOZ

Gidalarimiz1  zararli mikroorganizmalardan arindirmak en temel vazifemizdir. Gida
tiretiminde antimikrobiyel karakterli ajanlarin kullanimi gerek mikrobiyel yiikiin azaltilmasi
gerekse raf Omriiniin uzatilmast bakimindan Onemli araglardandir. S6z konusu ajanlar
Ozelliklerine bagli olarak mikrobiyel bozulma veya hastalik olusturma riskini onleyebilmekte
ve tiiketicilere daha giivenli gidalarin saglanmasina yardimci olmaktadir. 20. yy baslarinda
kesfedilen nisin Lactococcus lactis’in bazi tiyeleri tarafindan sentezlenen antimikrobiyel
aktiviteye sahip bir bakteriyosindir. Glinlimiizde nisin FDA tarafindan GRAS (insan ve
hayvan tiiketiminde giivenilir) seviyesinde kullanimina izin verilmis ilk bakteriyosin olup,

50’den fazla iilkede gidalarin tiretiminde koruyucu olarak kullanilmaktadar.

Nisinin gida iiretiminde kullanimi kisitlayan ana unsur maliyetinin yiliksek olmasidir. Bu
sorunun en temel nedeni ise, nisinin {iretici suslar tarafindan diisiik diizeyde iiretilmesidir.
Yapilan ¢alismalar nisin tiretim miktarinin hiicre yogunlugu ile iligkili oldugunu gostermistir.
Dolayisiyla fermentasyon sisteminde yiiksek oranda aktif hiicre yogunlugu saglanarak nisin
iiretiminin artirllmasi, maliyetin distirlilmesi agisindan kritik O6nem tagimaktadir. Bu
caligmada, nisin {iretici suslarin kitin ylizeyine baglanma yetenegi kazandirilarak, strekli
calisan immobilize fermentasyon sistemi kurulmus ve yiiksek hiicre yogunlugu ile birlikte
nisin Uretimi artirilmistir.  Ulasilan bu  gelismenin endustriyel 0Olcekte nisin  Uretim
maliyetlerinin diistiriilmesini ve yeni teknolojinin kazandirilmasini saglayacagi ve dolayisiyla
gida sistemlerinde nisin kullaniminin yayginlagsmasina ve daha giivenli gidalarin iiretilmesine

katkida bulunacag iimit edilmektedir.

Bu proje, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan
desteklenmistir. Oncelikle galismamiza deger verip desteklenmesine karar veren TUBITAK
baskanlig1 nezdinde TOVAG'a; ¢alismalarin yurutiilmesinde tecriibe ve bilgi birikimlerinden
faydalandigim degerli hocalarim Prof. Dr. Per E. J. SARIS’e, Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON’a
ve Prof. Dr. Mustafa AKCELIK’e; deneysel ¢alismalarin yapilabilmesine imkan veren
Pamukkale Universitesi, Gida Miihendisligi Bélim Baskanligina;  birlikte calismaktan
mutluluk duydugum bdliim personeline; sabirla ve kosulsuz beni destekleyen esim ve aileme
ve bu projenin gerceklesmesinde emekleri olan herkese sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Lactococcus lactis tarafindan iiretilen nisinin gida iiretiminde koruyucu olarak kullanimini
kisitlayan en temel sorun, iiretici suglar tarafindan diisiik diizeyde iiretiliyor olmasidir. Bu
calismada surekli fermentasyon sistemlerinde Gretici hicrelerin yogunlugunun artirilmasi
amaciyla, nisin dreticisi L. lactis hucrelerine Kitinin ylizeyine baglanma yetenegi
kazandirilmistir. Calismada Bacillus circulans’a ait kitinaz Al enziminin Kitin Baglanma
Domaini (KBD); L. lactis’in farkli uzunluktaki PrtP (153, 344 ve 800 aa) ve AcmA (242 aa)
kol ve g¢apalarina eklenerek, nisin Ureticisi L. lacits hiicrelerin duvarinda ifade edilmistir.
ELISA sonuglar1 s6z konusu hiicrelerin duvarinda fiizyon proteinlerin basariyla ifade
edilebildigini gostermistir. Taramali elektron mikroskobik gorintileri, KBD’inin uzun PrtP
kol ve ¢apasi ile ifade edildigi L. lactis hicrelerin, digerlerine kiyasla kitine daha fazla
tutundugunu desteklemistir. Ortam optimizasyonu ile en yiksek baglanma %91 ve 94
oraninda sirastyla L. lactis PLAC7 ve PLACS suslarinda meydana gelmistir. Nisin iireticisi
hiicrelere kazandirilan kitine baglanma yetenegi, fermentasyon esnasindaki besiyeri
degisikliginde hiicrelerin ortamda kalmasii saglayarak ileri fermentasyon cevrimlerinde
hlcrelerin yiksek nisin retimini devam ettirmesini saglamistir. Nitekim ¢aligmada L. lactis
PLAC7 susunun, Kitin Igeren Siirekli Nisin Fermentasyonu sisteminde (KiSNIFER)
kullanilmast ile yiiksek diliisyon hizinda (0,9 h™) ve yiiksek seker derisiminde (40 g L™)
10500 1U mL™ rekor hacimsel nisin iiretimine ulasilmistir. Sonug olarak, calisma kapsaminda
olusturulan nisin iireticisi L. lactis suslar1 ve kurulan stirekli fermentasyon sistemi endustriyel

6lgekte nisin Gretiminin gelistirilmesinde oldukca 6nemli katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: L. lactis, Nisin, Kitin Baglanma Domaini, PrtP c¢apasi, Slrekli

fermentasyon



ABSTRACT

The bottleneck of nisin usage at food production systems as an antimicrobial agent is
relevantly its low production rate by Lactococcus lactis strains. In this study, binding ability
to chitin surfaces was gained to nisin producer strains to increase the density of cells in the
continuous fermentastion system. Chitin Binding Domain (ChBD) of chitinase Al enzyme
from Bacillus circulans was fused with different length of PrtP (153, 344 and 800 aa) or
AcmA (242 aa) anchors derived from L. lactis. According to the whole cell ELISA analysis,
ChBD was succesfully expressed on the surface of L. lactis cells. Scanning electron
microscope observations supported the conclusion of the expressing analysis that L. lactis
cells having the ChBD with long PrtP anchor did bind to chitin surfaces more efficiently than
cells with the other ChBD-anchors. The attained binding affinity of nisin producers for chitin
flakes retained them in the fermentation during medium changes and maintained high nisin
production rates. Thus, a very high volumetric nisin production (10500 1U mL™) was reached
in the chitin including continuous nisin fermentation system which was carried out at high
dilution rate (0,9 h™") and glucose concentration with using L. lacits PLAC7. As a conclusion
these constructed nisin producer L. lactis cells and chitin including continuous nisin

fermentation system may contrubute for new generation industrial nisin production.

Keywords: Nisin, L.lactis, Chitin Binding Domain, PrtP anchor, Continuous fermentation



1. GIRIS

Robert Koch’un 19 yy sonunda yapmis oldugu c¢alismalar neticesinde, bakterilerin
hastaliklardan sorumlu organizmalar oldugunun belirlemesiyle, basta tip ve gida endiistrisi
olmak iizere, hayatin her alaninda patojen ve gida bozulmasi etmeni mikroorganizmalar ile
mucadele yogun bir sekilde siirdurilmektedir. Nitekim penisilin antibiyotiginin, Aleksander
Fleming tarafindan 1928°de kesfi ve patojen bakterilerin engellenmesi yoniinde kullanilmaya
baslanmasi ise bu dogrultudaki 6rneklerden birisidir. GUnimize kadar bakterilere kars: etkili
cok sayida antibiyotik ve kimyasal ajan gelistirilmistir. Ancak son yillarda bakterilerin
kullanilan antibiyotiklere karsi hizla direnglilik kazanmasi, yeni antimikrobiyel bilesiklerin
arastirilmasini ve gelistirilmesini hedefleyen caligsmalar1 6n plana ¢ikartmistir. Diger taraftan
gidalarin korunmasi amaciyla kullanilan koruyucularin insan saglhigini tehdit edici boyutlarinin
bulunmasi ve ¢esitli alerjik reaksiyonlara neden olmasi, tiiketici tercihlerini daha guvenli ve
dogal antimikrobiyel ajanlarin kullanilmasi yoniinde degistirmistir. Bu dogrultuda laktik asit
bakterileri gibi insan tiikketimi agisindan giivenli bakteriler tarafindan iiretilen
bakteriyosinlerin, mikroorganizmalarla micadelede yeni nesil antimikrobiyel ajanlar olarak

Oonemi giderek artmaktadir.

Nisin, tip | lantibiyotik grubuna dahil olan ve bir laktik asit bakterileri tyesi Lactococcus
lactis tarafindan sentezlendigi tespit edilmis ilk bakteriyosindir. Bu bakteriyosin olduk¢a genis
bir etki spektrumuna sahip olmasi nedeniyle gida endiistrisinde koruyucu, medikal alanda ise
terapotik ajan olarak kullanilmaktadir. Nisin FDA tarafindan GRAS (insan ve hayvan
tiketiminde givenilir) ajan olarak tanimlanmig ve belgelendirilerek (E234) kullanimina izin
verilmistir. Bu bakteriyosin gunimizde 50’den fazla ulkede sit ve sit Grunleri, konserve
tirtinler ve hazir ¢orbalar gibi gidalarin korunmasinda kullanilmaktadir. Ayrica dis macunu ve

sargl bezlerini igeren ¢esitli saglik iiriinlerinde de kullanim1 mevcuttur.

Nisinin, antimikrobiyel ajan olarak yaygin kullanimini kisitlayan ana nedenler iiretim teknigi
ve dolayist ile iiriin maliyetinden kaynaklanmaktadir. Zira iiretici suslarda nisin Uretim verimi
diisiik olmakta ve halen endiistriyel siireglerde kesikli fermentasyon sistemlerinden
yararlanilmaktadir. Nisinin endistriyel olarak Uretimi, iiretici suslarin kesikli ve siirekli
fermentasyon sistemlerinde gelistirilmesi ve takiben hiicre tarafindan sentezlenen nisinin

ortamdan saflagtirilmasi ile gergeklestirilmektedir. Halen, ticari boyutta kesikli fermentasyon



sisteminde {retimi yapilan nisin i¢in maliyetin diiglirilmesi amaciyla tiretici hiicrelerin
immobilize edildigi siirekli fermentasyon sistemleri Onerilmektedir. Lakin bu sistemlerde,
nisin Greticisi L. lactis hlcrelerinin destek materyallerin yizeyine tutunma yeteneklerinin ¢ok
diisiik olmasi nedeniyle farkli immobilizasyon yontemleri denenmektedir. Ancak, tutuklanmis
hlcrelerde substratin hiicreye yeterince ulasamamasi ve iiretilen nisinin hizli sekilde ortama
salimmamasi gibi bir takim olumsuzluklar nedeniyle, bu sistemlerde hedeflenen nisin Gretim

verimine ulagilamamaktadir.

Bu proje kapsaminda, iiretici suslarin tutunma yeteneklerinin gelistirilmesi amaciyla, dogada
yaygin bulunan ve yap1 materyali olan kitine spesifik affinite gosteren, kitinaz Al enzimine ait
kitin baglanma domainin (KBD) DNA boélgesi klonlanmis, nisin iireticisi suslarda ifadesi
saglanmistir. KBD’nin DNA bdlgesi nisin reticisi L. lactis suslarina, prtP geninin 153, 344
ve 800 aminoasit ve acmA geninin 244 aminoasit uzunluktaki N-terminal peptidini kodlayan
bolgeleri, usp45 sinyal serileri ile birlikte p45 promotoru altinda klonlanmistir. Dolayistyla
s0z konusu bu calismada, 6nce KBD’nin nisin Ureticisi L. lactis suslarinin hiicre duvarinda
fonksiyonel tiretimi i¢in farkli genetik dizenlemeler yapilmis, takiben tutunma basarisi en
yiiksek suglar reaktdr ortaminda kullanilarak, yapilan diizenlemelerin in vivo etkisi
arastirilmistir. Calismada nisin {ireticisi hiicrelerin duvarinda KBD’nin ifadesi ve bunlarin da
kitin molekillerine tutundurularak reaktér ortaminda kullanilmast sonucunda surekli

fermentasyon sisteminde birim zamandaki nisin Gretiminde 6nemli artis saglanmustir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Nisin

Nisin, ilk kez Ingiltere’de yapilan ¢alismalarda laktokoklarin diger laktik asit bakterilerinin
gelisimlerini inhibe ettiginin belirlenmesi sonucu saptanmistir (ROGERS, 1928; ROGERS ve
WHITTIER, 1928). Bu ¢alismalarda tanimlanan antimikrobiyel bilesigin 1s1 stabil,
¢Oziinebilen ve difiize olabilen bir yapida oldugu belirlenmistir. Daha sonra WHITEHEAD
(1933) bu bilesigi izole etmis ve protein yapisinda oldugunu kanmitlamistir. Mastitis ile
micadele ve II. Diinya savasi sirasinda ortaya ¢ikan penisilin kitligi, bu bilesik iizerinde
arastirmalarin yogunlasmasina yol agmustir. Ik kez MATTICK ve HIRSCH (1944) bu bilesigi
konsantre etmeyi basarmis ve birgok bakteri lizerinde antimikrobiyel etkinlige sahip oldugunu

saptamistir.

[k nisin iireticisi L. lactis susu ¢ig siitten izole edilmistir (ROGERS 1928, WHITEHEAD,
1933, MATTICK ve HIRSCH, 1944). Daha sonra farkli nisin iireticilerinin peynir mikro
florasinda da bulundugu tespit edilmistir (HIRSCH ve WHEATER, 1951). Ancak bu
organizmalarin sadece siit ve siit lriinlerinde bulunmadigi; Alman tipi lahana tursusu
(HARRIS vd., 1992), fermente sucuk (NOONPAKDEE vd., 2003), nehir suyu (ZENDO vd.,
2003), insan sitii (BEASLEY ve SARIS 2004) gibi cesitli kaynaklardan da izole edilebildigi
tespit edilmistir. Diger yandan WIRAWAN vd., (2006) nisinin laktokoklar disinda

Streptococcus uberis tarafindan da tiretebildigini belirlemistir.

Nisin, ticari 6nemi nedeni ile en yogun arastirilan lantibiyotik olmustur. Yapilan ¢alismalarda
nisinin toksik etkisinin sofra tuzu ile esdeger diizeyde (LDso 7 g kg™ viicut agirhigt) oldugu
tamimlanmistir (HURST, 1981). Gerek genis antimikrobiyel kapasitesi ve gerekse insan ve
hayvan sagligina kars1 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 ulkeleri, Cin ve Amerika
basta olmak {izere 50’den fazla iilkede yaygin olarak kullanilmaktadir (DELVES-
BROUGHTON vd., 1996).
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Bircok gram pozitif bakteri nisine karsi duyarlidir. Ancak nisinin gram negatif bakteriler
Uzerinde de ¢ok diisiik antimikrobiyel etkisi bulunmaktadir (de VUYST ve VANDAMME
1994). Nisinin gram pozitif bakterilerin vejetatif formlar1 yaninda, Clostridium ve Bacillus
sporlarina kars1 da etkili oldugu saptanmistir. Bu karakteristikleri nedeniyle nisin ylksek
sicakliktan etkilenen ya da 1sil islem uygulanmayan asidik gidalarda patojen ya da gida
bozulmasi etmeni bircok bakterinin vejetatif (Listeria ve laktik asit bakterilerinin kontamine
tiyeleri gibi) ve spor formlarmin (Clostridium ve Bacillus sporlar1 gibi) inhibisyonu amaci ile
kullanilmaktadir (HURST, 1981, ABEE vd., 1994, DELVES-BROUGHTON vd., 1996).

2.1.1 Nisinin yapasal ozellikleri

Nisinin primer yapisi 1971 yilinda GROSS ve MORELL tarafindan yiiriitilen ¢aligmalar
neticesinde aydinlatilmistir. Bu yapinin dogrulugu daha sonra, kiitle ve NMR spektroskopi
caligmalari ile desteklenmistir (BARBER vd., 1988, NIELSEN ve ROEPSTORFF, 1988,
VAN de VEN vd., 1991, VAN den HOOVEN vd., 1993). Nisinin molekiiler agirhigi yaklasik
3350 alton olup, yapisinda 34 aminoasit bulunmaktadir. Bu yapitaslarinin bazilari; antimonin,
metillantiyonin (Met Lan), 2-3 dehidroksialanin (Dha) ve 2-3 dehidroksibutirin (Dhb) gibi
dogada ender rastlanan aminoasitlerdir. 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). Icerdigi lantiyonin kopriilerinden dolayi, nisin lantibiyotikler smifina dahil edilmistir
(SCHNELL vd., 1988).

Bugine kadar nisin A (GROSS ve MORELL, 1971), nisin Z (GRAEFFE vd., 1991,
MULDERS vd., 1991), nisin Q (ZENDO vd., 2003), nisin U (WIRAWAN vd., 2006) ve nisin
F (KWAADSTENIET vd., 2008) olmak iizere 5 farkli nisin varyant: karakterize edilmistir
(Sekil 2.2). Bu varyantlardan nisin A, Z, U iireticileri siit ve siit liriinlerinden (GROSS ve
MORELL, 1971, GRAEFFE vd., 1991, MULDERS vd., 1991), nisin Q dreticisi nehir
suyundan (ZENDO vd., 2003), nisin F dreticisi (KWAADSTENIET vd., 2008) ise yaym
baligindan izole edilmistir. Bu varyantlardan yalniz nisin U, L. lactis suslari1 disinda bir bakteri

tarafindan (Streptococcus uberis) Uretilmektedir.

12



— —NH-CH-CO-- — —NH-CH-CO--

Serin ' ' Threonin
(Ser) H —IC — OH CHs —IC - a(Thr
H H
l Dehidrasyon l
__NHTIC_CO__ ——NHEC—CO——
Dehiroalanin H-C-H CH: - C —H Dehidrobtrin
(Dha) (Dhb)
Sistein
SH
|
H-C-H
— —CO-CH-NH-
ﬁ;ndensasyﬁ
v v
— —NH-CH-CO - — —NH-CH-CO -
Lantiyonin | ' B-
(Lan) H _|C —H CHz _I C- metillantiyonin
S S
| |
H-C-H H-C-H
| |
— —CO-CH-NH- — —CO-CH-NH-

Sekil 2.1 Dogada nadir bulunan dehidroalanin, dehidrobiitirin, lantiyonin, ve B-metil
lantiyonin aminoasitlerin sentez mekanizmasi (INGRAM, 1970)
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Nisin A

Sekil 2.2 Nisin A, Z, Q ve U’nun yapisi. Lantiyonin koprileri A-E olarak gosterilmistir. Dha=
Dehidroalanin, Dhb= Dehidrobutrin; Ala-S-Ala, lantiyonin; Abu-S-Ala, B-metil lantiyonin.
Varyantlarda Nisin A’dan farkli olan aminoasitler gri tonla isaretlenmistir (GROSS ve
MORELL, 1971, CHATTERJEE vd., 2005, WIRAWAN vd., 2006)
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Nisin varyantlart arasindaki temel farklilik, primer yapida bazi pozisyonlarinda gorilen
aminoasit degisimleridir. Nisin Z, nisin A’dan farkli olarak 27. pozisyonda histidin yerine
asparajin aminoasitini icermektedir (GRAEFFE vd., 1991, MULDERS vd., 1991). Nisin Q’da
nisin Z’ye gore ii¢ aminoasit (Val 15, Leu 21, Val 30) bakimindan farkli bulunmustur. Bugtine
kadar bu varyant ireticisi olan sadece bir sus tanimlanmistir (ZENDO vd., 2003).
Streptococcus uberis tarafindan iiretilen nisin U; yaygin rastlanilan nisin A ve nisin Z’ye gore
9 aminoasit (Lys 4, Lle 15, Dhb 18, Pro 20, Leu 21, Gly 27, His 29, Phe 30 ve Gly 31)
bakimindan farklilik gdstermektedir. Ayrica diger varyantlardan farkli olarak 34 aminoasit
yerine, 31 aminoasit icermektedir. Bununla birlikte bu varyantta da modifiye aminoasitlerin ve
lantiyonin kopriilerinin yerlesimi, diger varyantlarla benzerdir. Son olarak yayin balig1 izolat1
olan L. lactis tarafindan iiretilen nisin F, nisin A ve nisin Z’den sadece 30, pozisyondaki
aminoasitin valin olmasiyla farklilagsmistir. Ancak bu varyanta ait lantiyonin kopriilerinin
yerlesimi henliz aydmlatilmamistir (GROSS ve MORELL, 1971, GRAEFFE vd., 1991,
MULDERS vd., 1991, ZENDO vd., 2003, WIRAWAN vd., 2006, KWAADSTENIET vd.,
2008).

Ucg farkli grup tarafindan vyiiriitiilen NMR ¢alismalar1 neticesinde nisin molekiiliiniin oldukga
esnek bir yapida oldugu saptanmistir (SLIJPER vd., 1989, CHAN vd., 1989, PALMER vd.,
1989). Nisin yapisindaki B, D ve E halkalarinda yer alan 1. ve 4. aminoasitlerin tiyoeter bagi
ile baglanmasi sonucu,  doniis pozisyonlari olusmaktadir. A ve C halkalari ise, degisken

yapilar gostermesi nedeniyle net olarak tanimlanamamustir.

Nisin molekilu oldukga esnek olmasina ragmen, sulu ortamda amfipatik yapida iki farkli
bolge icermektedir. Birinci bolge A, B, C lantiyonin halkalarmi igeren Ala 3-Ala 19
aminoasitlerinden digeri ise birbirine sarilmis D ve E lantiyonin halkalarini igeren Ala 23-Ala
28 aminoasitlerinden meydana gelmistir. N- ve C- uclart ayrica “ABC” ve “DE” bolgelerini
birlestiren ve Met 21 pozisyonunda bulunan esnek bir “mentese” yapisina sahiptir. Nisin
molekilinde hidrofilik ve yiiklii aminoasitler ¢ogunlukla C- ugta yer alirken, N- uctaki
aminoasitlerin 6nemli bir kismi1 hidrofobik yapidadir. Burada sadece, Lys 12 yiikli bir
aminoasittir. Bu nedenle nisin molekiliniin amfipatik &zelliginden s6z etmek olasidir
(PALMER vd., 1989).
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van den HOOVEN vd., (1996) nisin molekillerini sodyum dodesil sulfat (SDS) ve dodesil
fosfokolin (DPC) misellerine tutundurarak, molekulliin baglanma 6zelliklerini arastirmistir.
Molekilin misellere baglanmasi, nisin molekilinin 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 6zellikleri

Nisin molekiilii katyonik 6zellikte olup, nisin A’nin pozitif net yiikii 5, diger varyantlarin ise
4’tir. Bu molekdllerin tumu alkali ortamda izoelektrik noktaya sahiptir (JUNG, 1991). Nisin
molekilu, yapisinda aromatik aminoasitlerin bulunmamasi nedeniyle 260 nm ve 280 nm dalga
boyunda 1s1k absorbsiyonu gostermez. Nisin molekiiliiniin stabilitesi, ¢oziiniirliigii ve biyolojik
aktivitesi, pH degerinin artisiyla birlikte azalmaktadir. Ozellikle alkali ortamlarda ¢oziiniirliigii
tamamen diismektedir. Ornegin, ticari kullanim1 bulunan nisin A’nin ¢dziiniirliigii pH 2’de 57
mg mL™ iken, pH 6°da 1,5 mg mL"*ye diismektedir. pH 8,5%in {izerinde ise bu deger 0,25 mg
mL? civarindadir (HURST, 1981, LIU ve HANSEN, 1990). Alkali ortamlarda, molekiil ici
veya molekiller arast kimyasal modifikasyonlar nedeniyle, nisin molekiliinde geri
doniisiimsiiz inaktivasyon meydana gelmektedir. Ozellikle hidroksil (OH") iyonlarmmn
etkisiyle dehidro aminoasitler modifiye olabilmektedir (LIU ve HANSEN, 1990). Nisin Z ve
nisin Q, nisin A’ya gore daha fazla ¢oziinebilme yetenegindedir. Bu durum asparajin
aminoasitinin histidine goére daha fazla hidrofilik 6zellikte olmasindan kaynaklanmaktadir
(DAVIES vd., 1998). Nisin pH 2’de aktivite kayb1 olmadan sterilize edilebilir. Ancak pH 5’de
% 90°dan fazla aktivite kaybt meydana gelir. Ayrica nisin molekiilii a-kimotripsin ve
proteinaz K uygulamasina karsi duyarhidir (DE VUYST ve VANDAMME, 1994, MOTLAGH
vd., 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 ve SAHL, 1985,
KORDEL ve SAHL, 1986). Ortama nisin ilavesi durumunda hassas hiicrelerde membran
potensiyeli diismekte ve bu durum proton motivasyon gicunin kaybr ile sonug¢lanmaktadir
(GAO vd., 1991, GARCIA vd., 1993). Nisin varliginda porlarin olusmastyla hiicreler igin

16



gerekli olan aminoasitlerin, ATP ve monovalent katyonlarin kaybi meydana gelmektedir
(RUHR ve SAHL, 1985). Sonuc¢ olarak hassas hucredeki tum biyokimyasal reaksiyonlar

durmaktadir.

Nisin sitoplazmik membran iizerinde por olusumunu, hem mikromolar hem de nanomolar
derisimde tesvik edebilmektedir. Nisinin membran {izerinde por olusturma mekanizmasinin
aciklanmasini saglayan ilk veriler, bu bakteriyosinin mikromolar derisimde kullanilmasiyla
elde edilmistir. DRIESSEN vd., (1995) yiiksek derisimdeki 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 agiklanmistir. Ancak daha sonra yapilan
calismalarda, nisinin ylksek derisimde bulunmasi durumunda, sitoplazmik membranda
anyonik fosfolipitlerle de etkilesime girerek por olusturabildigi saptanmistir (DEMEL vd.,
1996, MARTIN vd., 1996). Son olarak BREUKINK vd., (1998) nisin molekilinin hiicre
yuzeylerinde yerlesimini inceledikleri ¢alismada; molekilin her iki ucunun da lipit faz
icerisine girdigini ve membran ylzeyine paralel oldugunu saptamigtir. Nisin molekulinin
mikromolar derisimdeki port olusum mekanizmasi, sikistirma (Wedge) modeli olarak
adlandirilmigtir (Sekil 2.3a). Bu modele gore yiiksek derisimdeki nisin, lipit dinamigini
bozmakta ve membaindaki anyona fosfolipitleri egerek por olusumuna yol agmaktadir. S6z
konusu porlar, hiicrenin membran potansiyelinin ve proton motivasyon giiciin kaybina neden
olmaktadir (VAN den HOOVEN vd., 1996).

Nisinin nanomolar derisimdeki antimikrobiyel etki mekanizmasi, hiicre duvar1 6ncii molekiilii
lipit 11I’nin nisinle olan iliskisinin anlagilmasi sonucunda aydinlatilmistir. S6z konusu iliski ilk
defa lipit II molekiiliiniin birlestirici fonksiyonunun belirlenmesiyle ortaya ¢ikmistir (BROTZ
vd., 1998). Ancak por olusumu igin gerekli nisin miktarinin lipit II tarafindan diistiriildiigi ve
bunun nisinin etkinliginde anahtar rol oynadizi BREUKINK vd., (1999) tarafindan yapilan
deneylerle kanitlanmistir. Arastiricilar, lipozom igerisinde bir molekiil lipit II’'nin bulunmasi
durumunda bile, nisinin bu molekule yiksek ilgi gosterdigini ve model membranlarda por
olusturarak sizintinin meydana gelmesine yol agtigini saptamustir. Ileri galismalarda,
sitoplazmik membranda por olusumu igin 6ncelikle nisinin N- ucundaki Ile-1 aminoasidinin,

lipit 1I’nin fosfat gruplarina baglandigi, ardindan C- ucunun bu molekiille iliskilendigi ve son
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asamada membrana tutundugu belirlenmistir (WIEDEMANN vd., 2001, HSU vd., 2002,
BONEYV vd., 2004, BAUER ve DICKS, 2005) (Sekil 2.3 b ve c). Bu bulgulara ilave olarak,
nisinin tutunmasi igin lipit 11 Gzerinde bir baska ikincil yapinin oldugu da one siiriilmiistiir
(BONEV vd., 2004). Tim bu bulgular nisinin sitoplazmik membran yiizeyinde por olusumuna
yol agabilmek igin lipit II’ye gereksinim duyduguna isaret etmektedir. Nisinin lipit 1l ile
etkilesimde bulunarak gosterdigi antimikrobiyel aktivite sistemi, figi-delme modeli olarak
adlandirilmaktadir. Bu model sisteminde 8 adet nisin molekilinin ve 4 adet lipit 1I’'nin
etkinlik gosterdigi saptanmistir (WIEDEMANN vd., 2001, HASPER vd., 2006) (Sekil 2.3e).

Nisin vejetatif bakteri formlarinin yan1 sira spor gelisimini de engellemektedir. Nisinin sporlar
Uzerindeki inhibisyon etkisinin, didehidro aminoasitlerin membranda bulunan sulfidril
gruplan ile reaksiyona girmesinden kaynaklandigi goriisii giderek yayginlik kazanmaktadir
(MORRIS vd., 1984, BUCHMAN vd., 1988). Bu goriisii destekleyen en 6nemli kant,
yapisinda dehidroalanin yerine, alanin aminoasidi bulunan mutant nisinin, Bacillus sporlarina

kars1 daha diisiik inhibisiyon etkinligi gosterdiginin tespitidir (CHAN vd., 1996).
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nisin

ABC DE

\ /

Lantiyonin képruleri

Sekil 2.3 Nisin tarafindan indiklenen membran por modelleri a) Sikistima modeli; hedef
bagimsiz por. Mikromolar derisimlerde nisin fosfolipitlerin hidrofilik kisimlari ile etkilesimde
bulunmakta ve membran biitiinliigiiniin bozulmasina neden olmaktadir. b) Nisin N- ucu
araciligryla fosfatlarin lipit II kismimna baglanmaktadir. ¢) Nisinin C- ucu membran boyunca
transloke olmakta ve nisin-lipit II poru olusmaktadir. d) Nisinin fonksiyonel agidan énemli
kisimlari: N- u¢ koprileri, ABC, C- ug kopriileri DE ve aralarinda bulunan esnek mentese
bolgesi. €) Nisin-lipit 11 kompleksinin Gstten gorinimi. SM: Sitoplazmik membran, G: N-
asetilglikozamin, M: N-asetilmuramik asit (WIEDEMANN vd., 2001)
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2.1.4 L. lactis’te nisin Uretiminden sorumlu gen kiimesinin organizasyonu

Klasik mutasyon denemelerinden elde edilen veriler 1s18inda nisin {iretim 6zelliginin stabil
olmadigimin belirlenmesi ve konjugal yolla aktarilabilirliginin tanimlanmasi, bu 6zelligin
plazmid dogasina isaret etmistir (KOZAK vd., 1974, LEBLANC vd., 1980, GASSON, 1984,
GONZALES ve KUNKA, 1985, TSAI ve SANDINE, 1987, KALETTA ve ENTIAN, 1989).
KALETTA ve ENTIAN (1989) tarafindan yiiriitiilen arastirmalarda L. lactis subsp. lactis 6F3
susunda nisin tretiminden sorumlu nisA geninin blylk bir konjugatif plazmid (zerinde
bulundugu belirlenmistir. Ayrica L. lactis subsp. lactis’te 30 Mda ve L. lactis ATCC11454
susunda 28 Mda’luk plazmidlerin nisin tiretimi ve direngliliginde gorev aldig ileri
siiriilmiistiir (GASSON, 1984, PIARD vd., 1990). Bu bulgulara ragmen, nisin Gretimini
kodlayan genlerin detayli fiziksel karakteristikleri, ancak nisin biyosentez genlerinin
klonlanmas1 ve sonda olarak kullanilmasi sonucu anlasilmistir. Nitekim nisin Gretim
yeteneginin plazmid icermeyen bir susa konjugal yolla aktarilmasi neticesinde, alict susun
kromozomunda yer alan restriksiyon kesim fragmentinin kaybolmasi, nisin Gretiminin
kromozomal DNA kokenli 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 yaklasim da, daha sonra konjugatif transpozon Tn5301’in bulunmasi ve karakterize
edilmesi ile gecerliligini yitirmistir (HORN vd., 1991). Ayrica dalgali alan jel elektroforezi
analizleri ile nisin-sakkaroz gen blokunun tasidigi transpozonun, 70 kb biylklikte oldugu
saptanmistir. Traspozonlar {izerinde yogunlasan c¢alismalarda, nisin Greticisi L. lactis
suslarinda farkli yapisal ozelliklere sahip Tn5276, Tn5301, Tn5306, Tn5307, Tn5278 ve
Tn5481 transpozonlar tespit edilmistir (BUCHMAN vd., 1988, DODD vd., 1990, RAUCH
vd., 1991, THOMPSON vd., 1991, ENGELKE vd., 1992, RAUCH ve de VOS, 1992,
KUIPERS vd., 1993, RAUCH vd., 1994, SIEGERS ve ENTIAN, 1995, IMMONEN ve
SARIS, 1998). Bu transpozonlar, RAUCH vd., (1994) tarafindan 13 farkli nisin {ireticisi
laktokok susu kullanilarak yiiriitiilen sistematik ¢alismada, U¢ ana grup altinda toplanmaistir. L.
smifta yer alan transpozonlarin tamami sol terminal ucunda 1S1068 serilerini iceren konjugatif
yapilardir. 1. siif transpozonlar ise I. siifta yer alanlarin aksine, tanimlanmis bir insersiyon
serisi icermeyen konjugatif transpozonlardir. III. sinifta yer alan transpozonlar ise, sol ugtaki
delesyondan dolay1 konjugal aktarim yetenegini kaybetmistir. Ayrica bu transpozonlarda

sakkaroz operonunun bulunmadigi belirlenmistir. Tim bu veriler 1s1¢inda giiniimiizde nisin
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uretimi ve direngliliginden sorumlu genlerin kromozomal koékenli oldugu ve konjugatif

transpozonlar tarafindan tagindigi 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 b¢ asagida yer aldigi belirlenmistir.
Ayrica nisin tiretiminden sorumlu diger genlerin siras1 da saptanmistir (DODD vd., 1990).
Genetik tamamlama testleri sonucunda transpozonda nisin Gretiminden sorumlu genleri iceren
bolgenin, 14 kb biiyiikliigiinde ve 11 gene sahip bir regulon oldugu belirlenmistir (Sekil 2.4)
(BUCHMAN vd., 1988, MCAULIFFE vd., 2001, TAKALA ve SARIS 2007). Bu regiilon
nisA/Z/Q BTCIPRK ve nisFEG olmak (zere, nisin tarafindan tesvik edilebilen iki operon
icermektedir (KUIPERS vd., 1995, de RUYTER vd., 1996). Ayrica regillonda nisRK genleri
onunde sirekli ¢alisan bir promotor yer almaktadir. Son yillarda yapilan bir ¢alismada, nisin
tesvikinin olmadigir durumda bile nisl transkriptinin varligi saptanmistir. Bu bulgu nisl geni
onunde yer alan ve siirekli ¢alisan bir i¢ promotorun daha varligina isaret etmistir (LI ve
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 gruplarmin farkli organizmalardan alinmis olabilecegi seklinde yorumlanmaktadir

(WIRAWAN vd., 2006).

> > >
—IT = D >--<EE>|:>E>—<E

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

Sekil 2.4 Nisin tiretimi, regiilasyonu ve direngliliginde gdrev alan genlerin organizasyonu.
Acik ve koyu olarak isaretlenmis tiggen sekiller, nisinle tesvik edilebilen ve strekli ¢alisan
promotorlar1 tanimlamaktadir. Sag tokasi sekiller transkripsiyon terminatorlerin yerini ifade
etmektedir (MCAULIFFE vd., 2001, ZENDO vd., 2003).
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2.1.5 L. lactis’te nisinin biyosentezi

Nisin biyosentezi, ribozomal olarak sentezlenen onci peptidin  post-translasyonel
modifikasyonlar1 ile tamamlanmaktadir. Oncelikle ribozomal sentez sonucu yiiksek molekdiler
agirhiga sahip lineer ve biyolojik olarak inaktif dncu peptit sentezlenir. Daha sonra bu 6nci
peptit bir veya daha fazla enzimin katalizorliigiinde; biyolojik olarak aktif, bes halkali, olgun
peptite doniistiiriiliir. Oncii nisinde 57 aminoasit bulunmaktadir. Bu 6ncii peptitde yer alan
lider peptit, modifikasyon ve hiicre disina tasinma siire¢lerinde taninma fonksiyonunu
istlenmektedir (KUIPERS vd., 1993, SIEGERS vd., 1996). Aktif nisin molekulunin
olusturulmasinda ilk basamak; oncii molekiilde yer alan serin ve treonin aminoasitlerinin,
NisB dehidrataz enzimi ile dehidre edilmesidir (KOPONEN vd., 2002). Dehidre edilen
aminoasitler, daha sonra siklaz enziminin (NisC) rol aldig1 siklasyon reaksiyonlarina tabi
tutulmaktadir (KOPONEN vd., 2002, Li vd., 2006). iki post-translasyonel enzimin etkisiyle
modifiye edilen 6ncl peptit, ABC transfer fonksiyonu olan NisT proteini ile sitoplazma disina
tasinmaktadir (QIAO ve SARIS 1996, KUIPERS vd., 2006). Son asamada lider peptit NisP
proteazin etkisiyle modifiye oncii molekiilden uzaklastiilhir (QIAO vd., 1996). Nisin
biyosentezinde post-translasyonel asamalar Sekil 2.5’te, bu sentezin hucresel sirecleri ise

Sekil 2.6’da verilmistir.

Nisin biyosentezi iki elemanli bir sistem (niSRK) tarafindan regiile edilmektedir. Hucre
disinda olgun nisin molekiillerinin birikimi kritik seviyeye ulastig1 zaman, hiicre membranina
bagh kinazin (NisK) korunmus boélgesinde yer alan His-238 aminoasidi fosforile edilerek
aktif hale gecer ve bu fosforil grubu NisR proteinine transfer edilir. Indiiklenen NisR proteini
ise, niSABTCIP ve nisFEG genlerinin oniinde yer alan promotorlart aktive ederek
transkripsiyonunun  baslamasmi  saglar (CHANDRAPATI ve O’SULLIVAN 1999,
BREUKINK vd., 2003). Nisinin otoindiiksiyon mekanizmas1 iizerinde yiiriitiilen analizler,
molekiiliin yapisindaki 1. ve 11. aminoasitlerin énemine isaret etmistir (KUIPERS vd., 1993,

KUIPERS vd., 1995, TAKALA ve SARIS, 2007).
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pre-nisin Z _ I

@ NisB, NisC

olgun nisin Z

@ NisT, NisP

Sekil 2.5 Translasyon sonrasi nisin biyosentez asamalari. Lantiyonin koprileri A-E harfleri ile
belirtilmistir. Siyah ok N-terminal metiyonin ¢ikarilma islemini gostermektedir. Beyaz ok
lider peptidin koparildig: yere isaret etmektedir (KUIPERS vd., 1995)
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Transkripsiyonel seviyede yapilan analizler sonucunda, nisin Z gen kumesinden;
nisZBTCIPRK ve nisFEG olmak Uzere, iki transkript tretildigi belirlenmistir. Nisin A gen
kiimesinden ise; nisSABTCIP, nisRK ve nisFEG olmak (zere (¢ adet transkripsiyon unitesi
uretilmektedir. Bu operonlardan genetik bilginin  mMRNA’ya islenme sirast 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 ici duzenleyici sinyaller olma olasiligini giiglendirmistir (BUCHMAN vd., 1988,
ENGELKE vd., 1992, RA vd., 1996, BREUKINK vd., 2003).

[nisin_1]
4 Modifikasyo  Regilasyon l

n, transport
prosesleri

Direnclilik

Sekil 2.6 L. lactis’de nisin biyosentezi, regiilasyonu ve direngliliginin hlcresel modeli.
(TAKALA ve SARIS 2007)

2.1.6 L. lactis’te nisin Uretimini etkileyen faktorler

Oncii nisin molekdli, L. lactis hiicrelerinin aktif bliylime fazinin basinda sentezlenmekte ve
logaritmik tireme fazinin sonunda en yiksek iiretim diizeyine ulagsmaktadir (de VUYST ve
VANDAMME, 1992, de VUYST ve VANDAMME, 1993). Bu durum nisinin, primer
metabolit kinetigine sahip oldugunun kanitidir. Nisin iiretimi, biyokiitle olusumu ile paralellik

tasimaktadir. Bu nedenle; biyokiitle olusumu ile iligskili pH, karbon, azot ve fosfat
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kaynaklarinin ¢esit ve derisimi yaninda, katyonlar ve sicaklik degerleri ile ortamda olusan
nisin miktarinin, nisin tiretimi tizerindeki etkilerine yonelik ¢esitli aragtirmalar yapilmistir (de
VUYST ve VANDAMME, 1992, de VUYST ve VANDAMME, 1993, MATSUSAKI vd.,
1996, BERTRAND vd., 2001, LV vd., 2004a, LV vd., 2004b, PONGTHARANGKUL ve
DEMIRCI, 2006).

Karbon kaynagiin se¢imi, hiicre gelisimini ve nisin biyosentezini dogrudan etkilemesinden
dolay1, nisin iiretiminde temel kontrol basamagi olarak ele alinmaktadir (de VUYST ve
VANDAMME, 1992, LV vd., 2004a). Gelisme ortaminda bulunan karbon kaynagi hiicre
gelisimini tesvik ettigi gibi, yiikksek oranda bulunmasi halinde bakteriyel lireme ve nisin
tiretimi iizerinde baskilayici etki yapmaktadir. Bu nedenle farkli seker tiirlerine ve bunlarin
baslangi¢  derisimlerine  bagli  olarak, nisin dretim miktar1  degisebilmektedir
(PONGTHARANGKUL ve DEMIRCI, 2006). Birgok arastirmaci, sakkaroz ve laktoz basta
olmak uzere; glikoz, galaktoz, ksiloz, maltoz sekerlerini igeren besiyeri ortamlarini
kullanarak, nisin tretim dlzeylerini ve nisin biyosentezinin molekdiler detaylarini incelemistir
(de VUYST ve VANDAMME, 1992, AMIALI vd., 1998, CHANDRAPATI ve
O’SULLIVAN, 1999, LV vd. 2004a, LIU vd. 2005, CHEIGH ve PYUN, 2005,
PONGTHARANGKUL ve DEMIRCI, 2006).

Nisin dretici L. lactis suslari, gelisebilmeleri ve nisin tiretebilmeleri icin, ¢ok sayida organik
ve inorganik bilesige ihtiyag duyar. Organik bilesikler igerisinde azot kaynaklari, hiicrelerin
gelisebilmeleri igin hayati rol oynamaktadir. Ozellikle laktokok suslari; besin ortaminda maya
OzUtl, proteaz pepton, kazein pepton gibi kompleks azot kaynaklarinin bulunmasi halinde iyi
bir gelisme gostermektedir. Bakteriyel gelisimdeki Onemleri nedeniyle c¢esitli azot
kaynaklariin, 6zellikle peptitlerin ve aminoasitlerin nisin tretimi iizerine etkileri, yogun bir
sekilde calisiimistir (de VUYST ve VANDAMME, 1993, de VUYST, 1995, KiM vd., 1997a,
CHEIGH vd., 2002, Livd., 2002, VAZQUEZ vd., 2004).

Nisin yaninda diger bakteriyosinlerin iiretimi {izerine de etkili oldugu tespit edilmis bir diger
azot kaynag ise, maya ozltudur (de VUYST, 1995, KiM vd., 1997a). Maya 6zitiiniin M17
laktoz besiyerine %1 oraninda ilave edilmesi durumunda, diger azot kaynaklarma gore 2 kat
daha fazla nisin iiretiminin meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica maya 0ziitii oraninin %

1’den % 3’e ¢ikarilmasi durumunda, nisin tiretiminin ilave 6ziit orani ile paralel bir sekilde
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yiikseldigi, ancak bu seviyeden sonra liretimin sabitlendigi tespit edilmistir. Bu nedenle maya
0zUtlndn nisin retimi i¢in tek basma ideal azot kaynagi olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(CHEIGH vd., 2002). Maya 0ziitil; serbest aminoasitler ve kisa peptitlere ilave olarak, hiicre
gelisiminde 6nemli faktorleri de igerdigi igin, nisin Uretiminde diger azot kaynaklarindan daha
etkin bulunmustur (de VUYST, 1995, CHEIGH vd., 2002).

Nisin Uretimi Uzerine etkisi denenen ilk inorganik bilesik fosfat olmustur. de VUYST ve
VANDAMME, (1993) calismalarinda, farkli fosfat kaynaklarmin (KH,PO,4, K;HPO,,
(NH4)2HPO4, NH4H,PO4, NaH,P0O4.2H,0, Na,HPO4, NazP0,4.12H,0) kesikli sistemlerde
nisin Uretimi Gzerindeki etkilerini aragtirmistir. Bu fosfat kaynaklar1 iginde, KH,PO,4’lin en
etkili bilesik oldugu tespit edilmistir. KH,PO,4’lin baslangi¢ derisiminin %5 dizeyinde
kullanimi ile nisin aktivitesinin 3500 1U mL™ gibi yiiksek bir degere ulastigi saptanmustir.
Ancak bu seviyeden sonra, hem nisin miktart ve hem de biyokiitle olusumu hizla azalmistir.
Yapilan bagka bir ¢alismada ise, aynit KH,PO, derisimlerinin L. lactis 10-1 susunda nisin Z
tiretimi lizerinde etkili olmadigi belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada KH,PO,’Un aksine, 0,1-0,2 M
CacCl; ilavesinin nisin Z tretiminde % 20 artisa neden oldugu saptanmistir. Ayrica % 0,1 (v/v)
Tween 80’nin kullanilmasi sonucu nisin aktivitesinde % 30 artis tanimlanmigtir

(MATSUSAKI vd., 1996).

Nisin Gretiminde de, diger bakteriyosinler ile benzer sekilde, optimal pH aralig1 5,5-6,8 olarak
saptanmistir (de VUYST ve VANDAMME, 1992, MATSUSAKI vd., 1996, CHEIGH vd.,
2002, LiU vd., 2005, PONGTHARANGKUL ve DEMIRCI, 2006). L. lactis 10-1 susu igin,
ksiloz bulunan ortamda en verimli nisin Gretimi pH 6,0’da gerceklesirken, glikoz bulunan
ortamda bu degere pH 5,5’te ulasilmistir (MATSUSAKI vd., 1996). L. lactis A164 susunun
kullanildig1 bir diger ¢alismada ise, laktoz i¢eren ortamda en yiiksek nisin Uretimi pH 6,0’da
gozlenmistir (CHEIGH vd., 2002).

Nisin Gretimi, ortamda yiksek derisimde nisin bulunmasi durumunda inhibe olmaktadir. Bu
durum tiretici suslarda, maksimum direngliligin saglanabildigi bir sinir degerin bulunmasindan
kaynaklanmaktadir (KiM vd., 1997a, QIAO vd., 1997, KiM vd., 1998). Ornegin, L. lactis N8
ve LAC48 suslarmin direnclilik gosterebildigi maksimum nisin degerleri, sirastyla 1000 TU
mL™ ve 5000 IU mL™? olarak ol¢iilmiistiir (QIAO vd., 1997). Nisin miktarinin etkisi en fazla

kesikli ve yar1 kesikli fermentasyonlarin son evresinde goOrilmektedir. Nitekim birgok
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calismada nisin tretiminin ulasilan maksimum degerden sonra diistiigii belirlenmistir. Bu
durumun en Onemli nedenlerinden biri, duragan fazda bulunan hiicrelerin yiiksek nisin
derisimlerinden etkilenmesidir (de VUYST ve VANDAMME, 1992, de VUYST ve
VANDAMME, 1993, MATSUSAKI vd., 1996, BERTRAND vd., 2001, LV vd., 2004a, LV
vd., 2004b, PONGTHARANGKUL ve DEMIRCI, 2006).

2.1.7 Fermentasyon sistemlerinde nisin tretimi

Endustriyel boyutta verimli nisin Uretiminin saglanmasi amaciyla yiiriitiilen ilk arastirmalar,
kesikli sistemlerle baglamistir (de VUYST ve VANDAMME, 1992). Bu ¢alismalari, verimin
daha da artirilmasi amaciyla yari-kesikli (HULL ve GIBBSON, 1997, AMIALI vd., 1998,
GUERRA ve PASTRANA, 2001) ve surekli (SONOMOTO vd., 2000, SCANNELL vd.,
2000, DESJARDINS vd., 2001, TOLONEN vd., 2004, PONGTHARANGKUL ve DEMIRC]I,
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 1s1ginda nisin iretim sistemleri {izerinde s6z konusu
faktorlerin olumsuz etkilerini azaltacak yonde gesitli diizenlemeler yapilarak gelistirilmistir.
Bu dlzenlemeler c¢ogunlukla iiretici sus igin stres ortami olusturacak fermentasyon
metabolitlerinin uzaklastirilmasi, fermentasyon ortaminin optimizasyonunun saglanmasi ve
tiretici susun canliliginin ve gelisiminin artirilmasi iizerine yogunlagmaktadir (HULL ve
GIBBONS, 1997, KIM vd., 1997A, SHIMIZU vd., 1999, BERTRAND vd., 2001, YU vd.,
2002, GUERRA ve PASTRANA, 2003, LV vd., 2004a, LV vd., 2004b, TOLONEN vd., 2004,
LIU vd., 2005, PONTHARANGKUL ve DEMIRCI, 2006, PAPAGIANNI vd., 2007, WU vd.,
2008).

Nisin iiretimi i¢in kullanilan model sistemlerde, dncellikle tanimli ya da yar1 tanimli besin
ortamlar1 denenmis ve bu ortamlarinda optimizasyonlar saglanmistir. Bu ¢alismalarda M17 ve
MRS besiyerleri, yiiksek biyokiitle olusturmalar1 nedeniyle 6n plana ¢tkmistir (CHEIGH vd.,
2002, LiU vd., 2005). Uretilen nisinin kompleks besin ortamlarindan geri kazanimimin giig
olmas1 nedeniyle, uygun minimal besiyerlerinin olusturulmasi hedef alinmistir. Bu dogrultuda
endiistriyel liretimler i¢in; peyniralti suyu basta olmak iizere, ¢esitli gida atiklari, uygun azot
ve karbon kaynaklar ile takviye edilerek kullanilmaya baslanmistir (AMIALI vd., 1998,
DESJARDINS vd., 2001, GUERRA ve PASTRANA, 2001, VAZQUEZ vd., 2004,
PORTHARANGKUL ve DEMIRCI, 2006, JOZALA vd., 2007).
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2.1.7.1 Kesikli ve yar kesikli fermentasyon sistemlerde nisin tretimi

Kesikli sistemlerde nisin Gretimi ilk kez HIRSCH ve WHEATER tarafindan, 1951’de
calisilmistir. Bu sistemlerde nisin tiretimi, hiicre gelisimi ile baglantili olarak artmaktadir. de
VUYST ve VANDAMME (1992) tarafindan, baslangi¢ seker derisiminin 10 g L™ sakkaroz
olarak alindig1 kesikli fermentasyonda L. lactis subsp. lactis NIZO 22186 susunun Ustel fazda
(4-8. saatler arasi) 0,66 h™ oraninda hizl bir hiicre gelisimi gosterdigi ve buna bagl olarak
nisin Uretiminin de yiikselerek 1400 1U mL™ degerine ulastigi belirlenmistir. Ancak aymi
fermentasyonun 8. saatinden sonra hiicre gelisiminin durdugu ve nisin iiretiminin de azalmaya
basladig tespit edilmistir. Kesikli sistemler, hiicrelerin dogal gelisim egrilerini gosterdikleri
ortamlardir. Bu nedenle fermentasyon ortaminda tiikenen besin elementleri ve olusturulan
metabolitler, iiretici hiicre iizerinde oldukca etkilidir. Baslangi¢ sakkaroz derisimin 40 g L™"ye
yiikseltildigi diger uygulamalarda biyokiitle gelisimi 2,1 g kuru agirlik L den, 4,1 g kuru
agirlik L™"ye kadar yiikselmis ve 2371 TU mL™ nisin aktivitesine ulasilmistir (LV vd., 2004b).
Ancak karbon kaynaginin artirilmasi bile, liremenin durma fazinda meydana gelen nisin
tiretimindeki diisiisii engelleyememektedir. pH kontrolli kesikli sistemlerde sakkarozun
karbon kaynagi olarak kullanilmasiyla 2,34 g kuru agirlik L™ hiicre yogunlugu elde edilirken,
nisin aktivitesi 1793 IU mL™ olarak 6l¢iilmiistiir. Uremenin durma fazinin sonunda goriilen
biiyiilk azalma ise kismen engellenmistir (de VUYST ve VANDAMME 1992). Benzer
kosullarda L. lactis subsp. lactis ATCC 11454 susunun kullanilmas1 durumunda, Uretilen nisin
miktar1 2658 1U mL™ olmustur (LV vd., 2005).

Spesifik nisin iiretimin artirilmasi ve tiretici suslarin aktif fazinin uzatilabilmesi amaciyla yari-
kesikli fermentasyon sistemleri devreye sokulmustur (KIM vd., 1997b, AMIALI vd., 1998,
GUERRA ve PASTRANA, 2003, LV vd., 2004, PAPAGIANNI vd., 2007). Bu sistemlerde;
diger tretim teknolojileri igin baslangigta olmasi gereken ylksek besin derisimi ve
fermentasyon suresince olusan laktik asit miktarinin iiretici sus iizerindeki olumsuz etkisinin
azaltilmas1 hedeflenmistir (LV vd., 2004). Daha 6nce de ifade edildigi gibi karbon kaynaginin
regulasyonu, hiicre gelisimini ve nisin biyosentezini dogrudan etkilemektedir (de VUYST ve
VANDAMME, 1992). Bu yaklasimla yiiriitiilen bir ¢alismada besleme ¢6zeltisi, 300 g Lt ve
135 g L™ sakkaroz ve NaOH ilavesi ile hazirlanmistir. Fermentasyon siiresince son sakkaroz
derisimi 40 g L™ olacak sekilde, bu cozeltiden besleme yapilmustir. Calismada en yiiksek
biyokiitle orani 4,2 g kuru agirlik L™ olarak elde edilirken, 5010 1U mL™ gibi oldukgca yiiksek
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nisin aktivitesine ulagilmistir. Karbon kaynagmin kontrollii olarak beslendigi glukostat bir
calismada; ortamda, 10 g L™ glikozun bulunmas: halinde 6100 IU mL™ gibi yiiksek nisin
iiretim verimine ulasildigi, 25 g L™ glikoz oranimn agilmasi durumunda ise verimin hizla
diistiigii rapor edilmistir (PAPAGIANNI vd., 2007). Yar1 kesikli fermentasyonda karbon
kaynagi besleme hizinin belirlenmesini hedefleyen bir diger ¢alismada, 190 g L™ sakkaroz
iceren sollisyondan fermentor ortamina saatte 10 ml beslendiginde, nisin iiretim oraninin
kesikli liretime gore % 51 artis gosterdigi belirlenmistir (WU vd., 2008). Fakat kesikli
sistemlerde gorulen maksimum verimden sonraki diisiis, bu sistemde de meydana gelmistir
(LV wvd., 2004). Nisin iiretim miktarinda meydana gelen diismenin temel kaynagi,
ndtralizasyondan dolayr olusan laktatin ve ortamda biriken nisinin iiretici hiicre iizerinde
olusturdugu olumsuz etkidir (HULL ve GIBBONS, 1997, SHIMIZU vd., 1999, TOLONEN
vd., 2004). %1 glikoz i¢eren minimal besiyeri ortaminda, L. lactis subsp. lactis ATCC 11454
susu kullanilarak yiiriitilen yari-kesikli nisin tretim sisteminde; NaOH yerine, 6 M NH,OH
kullanilmasi sonucu, nisin iiretim miktar1 1080 TU mL™den 1260 1U mL*"ye yiikselmistir
(HULL ve GIBBONS, 1997). Fermentasyon esnasinda iiretici sus tarafindan olusturulan laktik
asidin dUretici hucreler zerindeki inhibisyon rolinin minimize edilmesine yonelik olarak
tasarlanan bir ¢aligmada ise, kefirden izole edilen Kluyveromyces marxianus mayasinin
kullanim1 6nerilmistir. Uygulama neticesinde saf kiiltiiriin kullanildig1 kontrol grubunda 2320
IU mL™ nisin aktivitesi elde edilirken, mayamn kullamldig: kesikli fermentasyon sisteminde
3920 1U mL™ nisin aktivitesine ulagilmistir (SHIMizU vd., 1999).

Kesikli ve yar1 kesikli fermentasyon sistemlerinde ortamda olusan olumsuz faktorlerin (laktat
ve nisin) etkilerinin azaltilmasi amaci ile yararlanilan bir diger strateji, yuzey aktif ajanlarin
kullanimidir. YU vd., (2002) sakkarozun karbon kaynagi olarak kullanildigi fermentasyon
ortamina, amberlit IRA-67 yiizey aktif bilesiginin ilave edilmesiyle nisin tiretim miktarinin
normal alkali nétralizasyonla yapilan kontrol grubuna goére 2 kat arttigi saptanmistir. Diger
yandan bu kosullarda sakkaroz yerine galaktoz ve glikozun kullanimi ile sirastyla 1,5 ve 0,3
kat artis 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 iiretimine devam ettigi tespit edilmistir. Bu nedenle
amberlit XAD-4’lin, nisinin yiizeyde tutulmasi i¢in uygun bir materyal oldugu ileri
stirilmistir (TOLONEN vd., 2004). Nisinin Uretici organizma Uzerindeki etkisinin

azaltilmasin1 hedefleyen bir baska c¢alismada; ortamda biriken nisin, bir ¢oziicii (fenil-metil
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silika yag1) araciligl ile ekstrakte edilmistir. Calismada ¢oziicliniin iiretici hiicre iizerine
inhibisyon etkisinin olmadigi, hatta hiicre gelisimini % 21 oraninda artirdigi belirlenmistir.
Ayrica ¢oziicliniin nisini alarak iist faza ayrilmasi, nisinin iretici hiicrelere karsi etkisini

azaltmis, dolayisiyla nisin iiretiminde % 24 artis kaydedilmistir (KiM, 1997).

2.1.7.2 Surekli fermentasyon sistemlerde nisin Uretimi

Biyokiitle miktarmin artig1 ile birlikte hacimsel nisin iiretim miktarimin da yiikselmesi,
endiistriyel nisin {iretiminde immobilize hiicre teknolojisi (IHT) kullanilarak {iretim
stirekliliginin uzatilmasi diisiincesini dogurmustur. Bu amagcla nisin iiretici suslar kademeli bir
sekilde cogaltilarak, cesitli destek materyallerine immobilize edilmis ve degisik ozellikte
biyokatalistler olusturulmustur. Ayrica siirekli besleme ve iirlin ¢ikis1 saglanarak, strekli nisin
uretim denemeleri gerceklestirilmistir (WAN vd., 1995, SCANNELL vd., 2000,
SONOMOTO vd., 2000, DESJARDINS vd., 2001, BERTRAND vd., 2001).

Immobilizasyon teknigi kullanilarak nisin iiretiminin yapildig ilk calismada, destek materyali
olarak dogal kalsiyum alginat kullanilmistir. Ancak ¢alisma sonucunda, amacglanan ytiksek
nisin dUretimine ve uzun sureli Gretim stabilitesine ulasilamamistir (WAN vd., 1995). Devam
eden ¢aligmalarda; hiicre immobilizasyonunun etkin olarak yapilabilecegi, besin akiginin hizl
oldugu ve yiiksek stabiliteye sahip destek materyallerinin kullanildig: sistemlerin gelistirilmesi
uzerinde durulmustur. SONOMOTO vd., (2000) nisin Z ureticisi olan L. lactis 10-1 susunu;
kalsiyum alginat, K-karegenan, agar ve agaroz, retan prepolimer, foto-capraz baglanabilir
rezin prepolimeri gibi materyallere tutuklayarak, ya da kitosan ve foto ¢apraz bagl resin jel
tanelerine tutundurarak, hucrelerdeki nisin Gretim dizeylerini ve s6z konusu materyallerin
kullanabilirliklerini aragtirmistir. Tim tutuklanmis materyallerde besin elementlerinin
difiizyonunun kisitlanmasi nedeniyle diisiik gelisme hizi ve nisin liretimi saptanmistir. Ayrica
foto-gapraz bagli resin materyallerinde tutuklama islemi esnasinda kullanilan kisa dalga
boyuna sahip ultraviyole 1s18in hiicrelerin gelisimi {izerindeki inhibisyon etkisinden dolayz,
tireme oranmni Onemli Olglide diistirdiigii belirlenmistir. L. lactis DPC496 hucrelerinin
kalsiyum alginata immobilize edildigi iki farkli ¢alismada ise, birbirine zit sonuglar elde
edilmistir. SCANNELL vd., (2000) MRS broth besin ortaminda 0,3 h™* diliisyon oraninda (D)
5120 AU ml™ nisin aktivitesine ulagirken, SONOMOTO vd., (2000) ayn: kosullarda bu verimi
1700 AU ml? olarak saptamustir. Kullanilan bir diger immobilizasyon materyali ise K-

karegenan/baklagiller gam1’dir. Arastiricilar bu materyale L. lactis UL719 susunu immobilize
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ettikten sonra, fermentor hacmine gére 3,5 hacim dk™ havalandirma ve 0,15 h™ diliisyon oram
kullanarak 2048 1U mL™ nisin verimi elde etmistir (DESJARDINS vd., 2001).

Immobilize hiicre tekniginin (IHT) nisin iiretiminde uygulanmasi; hiicrelerin immobilize
edildigi materyalin kolon seklinde bir kaba doldurulmasi ve burada stabilitenin saglanmasi
amaciyla 0,3 M KCI ve 0,03 M CaCl c¢ozeltilerin kullanilmasi suretiyle yapilmaktadir.
Sistemde pH’nin ayarlandigr ve taze hazirlanan besiyerinin bulundugu ayr1 bir karistirici
hazne bulunmaktadir. Bir pompa aracilig1 ile karistirict bolmede pH’s1 6’ya ayarlanan besin
ortami, hiicrelerin bulundugu immobilizasyon materyalinden gecirilmekte ve tiretilen nisinin
bulundugu ortam tekrar karistirict bolimde toplanmaktadir (SONOMOTO vd., 2000,
SCANNELL vd., 2000, LIU vd., 2005). Immobilize sistemde olusan metabolitler, belli bir
seviyeden sonra {iretici hiicre lizerine zararli etki yapmaktadir. Bu etkinin giderilmesi
amaciyla BERTRAND vd., (2001) pH Kkontrolli besiyeri degisimini Onermistir.
«-karegenan/baklagiller gamma 10** CFU mL™ diizeyinde immobilize edilen L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis hiicreleri, bir saatlik zaman araliklariyla yeni besi ortamina
almarak siireklilik saglanmistir. Bu calismada 8200 U mL™ toplam ve 5730 IU mL™? h?

hacimsel nisin aktivitesine ulagilmistir.

Fermentasyonda olusan metabolitlerin geri yonlii inhibisyonunun engellenmesi amaciyla
yapilan diger bir calismada, fermentrasyon ortaminda yiliksek biyokiitle oranina kadar
gelistirilen L. lactis hucreleri ¢oktirildikten sonra bir saatlik araliklarla taze besiyeri ilave
edilerek siirekli fermentasyon denemeleri yapilmistir (SIMSEK ve SARIS, 2009). Bu
calismada bir saatlik besiyeri degisimleri sonucunda maksimum 1080 IU mL™ hacimsel
tiretime ulasilmis ve L. lactis hiicrelerin spesifik tiretiminin oldukg¢a yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda kullanilan model sistemlerde alinan nisin {iretim oranlari
Cizelge 2.1°de verilmistir. Buna gore immobilize hiicre teknolojisi kullanilmasi ve hiicrelerin
saatte bir yeni ortama alinmasi durumunda en yiiksek hacimsel nisin {iretimi saglamistir. Bu
sonuglar, fermentasyon ortaminin siirekli degistirilmesinin; diisiik pH, laktat ve nisinin

hiicreler iizerindeki inhibisyon etkilerini ortadan kaldirdigini agik¢a gostermektedir.
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Cizelge 2.1 Farkli model sistemlerde nisin tiretim miktarlarinin karsilastiriimasi

Hacimsel H_Ucresel

F(_ermentasyon Kaltur® Ca“hmﬂ Uretim Uret'.q] Kaynaklar
Tipi (CFU ml™) 1,.-1¢ (IUMI™h

IUmMIEh)" hiere? )
Degisimli iK 2,50 x 10° 1080 430x 10°  Simsek and Saris 2009
RCB iK 1.00 x 10™ 5720 57,2x 10°  Bertrand et al. 2001
Kesikli SK 2,80 x 10'° 529 18.9x 10°  Amiali et al. 1998
Kesikli SK 6,70 x 10° 854 127x 10°  Amiali et al. 1998
Sirekli SK  2,75x10° 460 167x 10°  Desjardins et al. 2001
Surekli ik  1,07x10" 1760  16,4x 10° Desjardins et al. 2001
Stirekli iK 1,37 x 10%° 216 15,8x 10°  Sonomoto et al. 2000
Yari-Kesikli SK 1,20 x 10° 84 61,3x 10°  Hull and Gibbons 1997
Yari-Kesikli ®  SK 2,07 x 10° 626 302x 10°  Lvetal. 2004a

De Vuyst andVandamme

Kesikli @ SK 3,60x10°  400-450 122x 10° 1994

Parente and Ricciardi 1999

2 :Hiicre kuru agirligi (HKA) verileri Canlilik (CFU mL™) = HKA= 2.02x10° CFU + 0,012
denklemi kullanilarak CFU mL™**ye déniistiiriilmiistiir (Shimizu et al. 1999).
b SK: Serbest-hiicre kiiltiirii; [K: immobilize hiicre kiiltiiri.

¢ : Toplam fermentasyon siiresi sonundaki ortalama.

9 Hucresel tretim (IU mL™ h™ hiicre)= Hacimsel trretim (IU mI™ h™)/Canlilik (CFU mL™)

2.1.8 L. lactis'te nisin iiretiminin gelistirilmesi

Nisin iiretim seviyesi ve miktar1; besin kompozisyonu, pH, sicaklik gibi faktorlere baglh

oldugu kadar, iiretici hiicrenin dogas1 ile de iligkilidir. Nitekim farkli iiretici suslarda, farkli

sinir iiretim oranlar1 tespit edilmistir (KIM vd., 1997, QIAO vd., 1997, KiM vd., 1998). Bu

nedenle yiiksek nisin iiretme yetenegine sahip sus taramalar1 uzun siireden beri uygulanmakta

ve ginimizde de devam etmektedir (BEASLEY ve SARIS, 2004, AKCELIK vd., 2006).

Cevresel faktorlerin optimizasyonu ve ¢esitli model sistemlerin gelistirilmesi suretiyle

artirllmaya caligilan nisin {liretimi, ayn1 zamanda molekiiler boyutta yapilan c¢aligmalarla da
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desteklenmektedir. Nisin biyosentezinden sorumlu genlerin belirlenmesi ve genetik

davraniglarinin aydinlatilmasi, bu yondeki ¢aligmalara hiz kazandirmistir.

Endustriyel nisin Uretimine yonelik sus gelistirme ¢alismalari, molekiiler diizeyde ilk kez
konjugasyon uygulamalar ile yiiriitiilmiistiir. Ancak bugiline kadar yapilan c¢alismalarda,
transkonjugantlar icin, verici susta elde edilen nisin iretim diizeyi gecilememistir. Ayrica
transkonjugatlarda nisin fenotipinin stabil olmadig1 da tespit edilmistir. Nisin {iretiminde
kullanilan hiicrelerin, dogal nisin direnclilik genlerinin (nisl, nisF, nisE ve nisG) yuksek
diizeyde ifadesinin saglanmasi, bu bakteriyosinin {iretimi iizerine olumlu etki yapmaktadir.
Ciinkii daha 6nce de soz edildigi gibi, iiretici hiicrelerin direnglilik gdsterebildigi bir sinir nisin
degeri bulunmaktadir. Nitekim nisl genlerinin vektor bir plazmid aracilig: ile tretici dogal
susa aktarilmasi ve bu genlerin ifadesinin saglanmasi sonucunda, nisin iiretim miktarinda

% 20°lik bir artisin sdz konusu oldugu belirlenmistir (KiM vd., 1998).

Direnclilikten sorumlu nisl geninin kullanilmasi, operonda yer alan fonksiyonel genlerle
yapilan ¢alismalara 151k tutmustur. L. lactis subsp. lactis 164 susunda nisin Z {iretimi; nisZ,
nisR, nisk ve nisF, nisE, nisG genlerinin ¢oklu kopyalari klonlanarak, artirilmaya calisilmistir.
Kontrol susta 16000 AU mL™ olan nisin aktivitesi; nisR ve nisK ve nisF, nisE, nisG genlerinin
klonlanmasiyla 25000 AU mL™* degerine ulagsmustir. nisR, nisK genlerinin yiksek diizeyde
ifadelerinin saglanmasi durumunda, nisZ geninin transkripsiyonunun da tesvik edildigi
belirlenmistir (CHEIGH vd., 2005). Ayrica SIMSEK vd., (2009) tarafindan yapilan bir diger
caligmada, nisin regiilasyon ve direnglilik genlerinin birlikte kopya sayilarmin artiriimasi
sonucunda kontrol susa kiyasla yeni diizenlenmis L. lactis susunun nisin tiretiminde %45

oraninda artis saglanmustir.

L. lactis suslarinda nisin {iretimi ve hiicre gelisimi lizerine diisik pH’nin olumsuz etkisi,
olduk¢a iyi bilinen bir konudur. Bu inhibisyon etkisinin engellenmesi amaciyla; hicrede
karbonhidrat katabolizmasi, laktik asit yerine, hiicre i¢in inhibisyon etkisi olmayan etanol ve
alanine dondstiirilmistiir. Bu dontisiimler; etanol i¢in Zymomonas mobilis htcrelerinden
purivat dekarboksilaz (PDC) ve alkol dehidrogenaz (ADH), alanin i¢in alanin dehidrogenaz
(AlaDH) genlerinin L. lactis hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade edilmesi sonucu basarilmistir.
Metabolik yolun alanine dondstiiriildiigii hiicrelerde nisin  Oretimi 1,7 kat artmistir
(WARDANI vd., 2006).
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Fermentasyon ortamina hemin ilavesi ve oksijen verilmesi durumunda L. lactis hiicrelerin
biyokiitlesinin 6nemli oranda arttig1 birgok calismada gosterilmistir. Ciink{i hemin varliginda
laktik asit bakterilerine ait sitokrom oksidaz sistemlerinin eksik olan kofaktor ihtiyact
karsilanmakta, oksijen varhiginda aseton, asetik asit ve diasetil gibi metabolitler
tiretilmektedir. Ayrica hiicrelerde NADH‘a bagl elektron transfer sistemi (ETS)
aktiflestirilerek daha yiiksek enerji tiretimi de saglanabilmektedir. Dolayisiyla hemin igeren
aerobik sistemde L. lactis hiicrelerin yogunlugu ve enerjetik seviyesi artmaktadir (DUWAT
vd., 2001, GAUDU vd., 2002, LAN vd., 2006, NAGAYASU vd., 2007, KOEBMANN vd.,
2008, RAZVI vd., 2008, BROOIJMANS vd., 2009, LECHARDEUR vd., 2011). Bu bilgiden
hareketle yapilan ilging bir ¢alismada nisin Ureticisi L. lactis ATTC11454 susuna, Aspergillus
niger’e ait mitokondrial alternatif oksidaz geni (aox1) klonlanmis ve s6z konusu sus oksidatif
strese direngli hale getirilmistir. Bu sekilde diizenlenmis organizmanin yar1 kesikli aerobik

kosullarda nisin iiretim miktarnim 8000 IU mL™"’ye ulastig1 rapor edilmistir.

Nisin Ureticisi L. lactis ATCC11454 susunda aerobik kosullarinda hiicresel glikoz miktarinin
artirtlmas1 amaciyla, fosfofruktokinaz (pfk13), cAMP bagimli protein kinaz (pkaC) ve
mitokondrial alternatif oksidaz (aox1) genleri klonlanmistir. Elde edilen rekombinant suslarin
model sistemde kullanilmasi durumunda 7,5 g L™ biyokiitle agirhgmna ve 14000 1U mL™ nisin
aktivitesine ulastig1 tespit edilmistir (PAPAGIANNI ve AVRAMIDIS, 2012).

2.2 Kitin, Kitinaz ve Kitin Baglanma Domaini

Kitin seliilozdan sonra dogada en fazla bulunan polimerlerden birisidir. Kitin yapisinda poli
(B 1-4)-2 asetamid-2 deoksi-B-D-glukopiranoz monomerlerini icermektedir (Sekil 2.7). Genel
olarak kitin yengeg, 1stakoz ve karides gibi deniz hayvanlarinin kabuk kisminda yogun bir
sekilde % 20-30 oraninda bulunmaktadir. Kitinin ozelliklerini belirleyen fakttrlerden birisi
deasetilasyon oranidir. Buna gore kitinin asit ve bazla muamelesi sonucunda asetil grubu
uzaklastirilarak deasetilasyon derecesi artirilabilir (WANG ve CHAO, 2006). Kitinin detasetil

derecesi ¢Ozunurlik ve reaksiyona girme agisindan 6nem tagimaktadir.
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Sekil 2.7 Kitinin kimyasal formali

Bazi mikroorganizmalar kitini parcalayan Kitinaz (EC 3.2.1.14) enzimi sentezlemektedir.
Ornegin, Bacillus circulans WL-12 ortamda kitinin bulunmas1 durumunda 10 farkli kitinaz
enzimi sentezledigi rapor edilmistir. Bu enzimler chiA, chiC ve chiD gibi ii¢ farkli genin
uriinu olup, s6z konusu bu genlerden iiretilen baslica enzimler kitinaz A1, C1 ve D1'dir. TUm
bu enzimler ¢oklu birime sahiptir. Yapilan ¢alismalarda kitinaz enziminin katalitik bélgesinin
yani sira iki fibronektin 111 benzeri bolge ile C-terminal kitin baglanma bdélgesini icerdigi
gosterilmistir.  Mutasyon denemeleri  C-terminal bdélgenin Kitinaz enziminin, Kitine
tutunmadaki 6nemli bir bolgesi oldugunu ispatlamistir (HASHIMOTO vd., 2000; WANG ve
CHAO, 2006).

Kitinaz enziminin spesifik bir bolgesi olan KBD’inin 45 aminoasidi iceren bir peptit oldugu
ve sikica paketlenmis olup tam bir biitiinliik icerisinde bulundugu rapor edilmistir. Ayrica
KBD’inin peptidi ¢6ziinmeyen Kkitin tanelerine hidrofobik etkilesimle baglanmaktadir
(HASHIMOTO vd., 2000; WANG ve CHAO, 2006). Kitin baglanma bélgesinin E. coli
susuna klonlanmast WANG ve CHAO (2006) tarafindan ilk defa basarilmistir. Bu ¢alismada
s06z konusu aktif bolgeyi kodlayan peptidin hiicre duvarinda sentezlenmesi i¢in Lpp-OmpA
proteini ile birlestirilerek klonlanmigtir. Bacillus circulans WL-12 susuna ait kitinaz
enziminin KBD'inin olduk¢a genis pH araliginda, 6zellikle pl yakinlarinda ve bunun disinda
NaClI varliginda yiiksek affiniteye sahip bulunmasi KBD'inin kitinle hidrofobik etkilesimde
bulundugunu géstermistir (HASHIMOTO vd., 2000).

2.3 L. lactis'te Hiicre Yiizey ifade Sistemi

Bilindigi tizere L. lactis GRAS olarak kabul edilmis bir organizmadir. Bugiine kadar yapilan
calismalar neticesinde genomdan fenotipe kadar bir¢ok Ozelliklerinin bilinmesi bu turin

model organizma olmasimi saglamistir. Nitekim bugline kadar, L. lactis suslarinin hiicre
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yuzeyinde bircok antijeni, tutunma reseptorleri veya diger fonksiyonel proteinlerin ifadesi
gerceklestirilmistir (MORELLO vd., 2008). L. lactis hiicrelerin yiizeyinde heterolog bir
proteinin ifadesi icin mutlaka ¢apa sisteminin kullanilmasi zorunludur. Bugiine kadar L. lactis
ve diger laktik suslar igin ¢esitli ¢apalama sistemleri rapor edilmistir. LEENHOUTS vd.,
(1999) bu sistemleri 5 grupta toplamistir. Sirasiyla bunlar; transmembran, lipoprotein,
LPXTG tip hiicre duvari, AcmA ve S-tabaka capalardir. Heterolog yiizey ifadesinde LPXTG

tip ¢capalarin kullanimi daha fazla yaygindir.

Laktokoklarda heterolog proteinlerin hiicre duvarina ¢apalanmasi siklikla ucunda yiiklii ve
LPXTG motifi iceren transmembran sinyal serilerinin kullanilmasi ile miimkiin olmaktadir.
Hiicre duvarina tutundurulmasi diisiintilen proteinin C-terminal ucuna bu transmembran
serilerin takilmas1 gerekir. Ornegin LPXTG tip capalamada, membran ile iliskili sortaz
enziminin aktivitesine baghdir. S6z konusu bu enzim hedef proteinin LPXTG tekrar
serisinden kesim yaparak, LPXTG ile peptidoglikan arasinda peptid kovalent bagini kurarak,
hedef proteinin duvara yerlestirilmesini saglar (MAZMANIAN vd., 1999). Laktik asit
bakterilerinde hiicre yiizeyinde hedef proteinlerin ¢apalanmasi amaciyla en ¢ok kullanilan
LPXTG tip proteinler Staphylococcus pyogenes'e ait M6, Staphylococcus aureus'a ait Protein
A ve L. lactis'e ait PrtP'dir (WELLS ve MERCENIER 2008). Ornegin Sekil 2.8’de
gosterildigi gibi Laktokoklarda siklikla bulunan PrtP proteazi 7 kisimdan olusmaktadir. Bu
proteazin C-terminal ucunda s6z konusu proteazin hiicre membranina tutundurulmasini
saglayan LPXTG tipte bir ¢capa motifi bulunur. Bunun disindaki H, B, A ve PR kisimlar1 N-
terminal ugta bulunan proteazin (PP) hiicre disina kadar uzatilmasim saglar (SIEZEN, 1999).

BUIST vd., (1995) tarafindan L. lactis peptidoglikan hidrolazinin (AcmA) klonlanmasindan
sonra, bu proteinin C-terminal ucundaki tekrar eden serileri, ¢esitli proteinlerin kovalent
olmayan bir baglanma ile L. lactis'in hicre yiizeyine yerlestirilmesi amaciyla siklikla
kullanilmistir (OKANO vd., 2008, KYLA-NIKKILA vd., 2010). Oncii ¢alismalarda benzer
tekrar serileri bakteriyofajlarin liziz proteinlerinde de tespit edilmis, PONTING vd., (1999) bu
serileri LysM olarak isimlendirmistir. L. lactis’e ait AcmA proteinlerinde C-terminal ucta (¢
farkli LysM tekrarlar1 bulunmaktadir. LysM tekrarlarin hiicre duvarmma proteinlerin
tutundurulmasindaki en onemli olumsuzluklardan birisi, bu ¢apanin hiicre duvarina zayif
baglanmasidir. Ciinkii bu ¢apa sistemlerin kullanilmasi durumunda hiicre kiiltliriiniin st

stvisinda serbest proteinlerin bulunmasi s6z konusudur (BOSMA vd., 2006). Nitekim L.
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lactis’in AcmA c¢apalarmin hiicre disina ¢ikarildiginda diger hiicrelerin peptidoglikan
tabakasina baglandigi da rapor edilmistir (STEEN vd., 2003). Bu gozlemler, LysM
domainlerini iceren proteinlerin baglanmasini engelleyen baska hiicre duvari bilesenlerin
bulunduguna isaret etmistir. Dolayisiyla heterolog proteinlerin AcmA ile ¢apalanmasi ancak
hlcre yizeyinde 6zel bolgelerde gergeklesmektedir. Sekil 2.8'de AcmA proteini ve kisimlari

sematize edilmistir.

A
PP PR A B H W AN

LysM-1 LysM-11 LysM-111

Sekil 2.8 L. lactis hiicrelerine ait PrtP proteaz enziminin ve duvar proteini AcmA'nin sematik
gosterimi. Koyu olan bélgeler s6z konusu proteinlerin hiicre duvarina tutunma boélgeleridir.
Bu bdlgeler PrtP icin LPXTG, AcmA icin LysM ifade etmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu ¢alismada Cizelge 3.1°de gosterilen bakteri suslari, plazmidler ve primerler kullanilmistir.
L. lactis suslar1 %0,5 glikoz igeren M17 (Merck) ortaminda 30°C’de, E. coli suslari ise LB
(Fluka) ortaminda 37°C’de 250 g c¢alkalamali kosullarda gelistirilmistir. Gerekli

goriildiigiinde L. lactis suslari i¢in 5 pg mL™, E. coli suslari i¢in 200 ug mL™ eritromisin ve

100 pg mL™* ampisillin gelisme ortamlarina ilave edilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan bakteri suslari, plazmidler ve primerler.

Bakteri Suslar:

Ozellikleri

E. coli TG1 Ara konake1 sus

E. coli ECO123 pLEB124 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direnglidir.

E. coli SAA154 pCYB3 plazmidi tasiyicisi, ampisilin direnglidir.

L. lactis GRS5 Ara konake1 sus

L. lactis LAC317 pLEBG660 plazmidi tastyicisi, eritromisin direnglidir

L. lactis N8 Nisin Z dreticisi

L. lactis LL27 Nisin A Ureticisi

L. lactis LAC248 L. lactis MG1363, pLEB596 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direngli
L. lactis LAC247 L. lactis MG1363, pLEB597 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direngli
L. lactis LAC242 L. lactis MG1363, pLEB606 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direngli

L. lactis LAC317 L. lactis MG1363, pLEB660 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direngli

L. lactis PLAC1  pBLO1 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direngli'dir. Nisin Z iireticisidir.
L. lactis PLAC2  pBLO02 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direngli‘dir. Nisin Z Ureticisidir.
L. lactis PLAC3  pBLO3 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direngli'dir. Nisin Z tireticisidir.
L. lactis PLAC7  pBLO04 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direngli'dir. Nisin Z tireticisidir.
L. lactis PLAC4  pBLO1 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direngli'dir. Nisin A Ureticisidir.
L. lactis PLAC5  pBLO2 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direngli'dir. Nisin A iireticisidir.
L. lactis PLAC6  pBLO3 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direngli'dir. Nisin A iireticisidir.
L. lactis PLAC8  pBLo04 plazmidi tasiyicisi, eritromisin direngli'dir. Nisin A tireticisidir.
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Cizelge 3.1’in devami

Plazmidler
pLEB124 E. coli ve L. lactis icin ifade vektoru. p45 promotorunu icermektedir.
pCYB3 Kitin Baglanma Domaini tasiyicisi plazmid
pLEB596 Seliiloz Baglanma Domaini ile birlikte prtP s34, dizilerini icerir.
pLEB597 Seliiloz Baglanma Domaini ile birlikte prtPsa4 5, dizilerini icerir
pLEB606 Seliiloz Baglanma Domaini ile birlikte aCmA 4, 54 dizilerini icerir.
pLEB685 p45 promotorunu ve prtPggg 5, dizisini icerir.
pLEB686 Negatif kontrol, sSuspss-PrtPissaa dizilerini igerir.
pLEB687 Negatif kontrol, sSyspss-prtPsssa. dizilerini icerir.
pLEB660 Negatif kontrol, ssyspss-aCMA 424, dizilerini igerir.

p45 promotoru altinda SSusp45, KBD, prtP153 fiizyon proteini ifade
pBLO1 : -

edilmektedir.

p45 promotoru altinda SSusp45, KBD, prtP344 flizyon proteini ifade
pBL02 ; -

edilmektedir.

p45 promotoru altinda SSusp45, KBD, acmA fiizyon proteini ifade
pBL03 ; .

edilmektedir.

p45 promotoru altinda SSusp45, KBD, prtP800 fiizyon proteini ifade
pBLO4 ; -

edilmektedir.
Primerler
ChBD-F GACTCGAGATCTCATCAACATGTGATGCTACGACAAATCCTGGTG

TA
ChBD-R AATCGTCACATATTGAATTGGATCCTGGACCTTGAAGCTGCCACA
Usp45-R ACACTCGAGAGCGTAAACACCTGA
PrtP800-F TGGCGGATCCAAGTCGACTGATTTATACGG

ChBD: Kitin Baglanma Domaini

3.2 Rekombinant Hiicrelerin Olusturulmasi

Calismada rekombinant plazmidlerin hazirlanmasi amaciyla KYLA-NIKKILA vd., (2010)
tarafindan L. lactis MG1363 hiicrelerinde Seliilloz Baglanma Domainin ifadesi i¢in hazirlanan
plazmidler (pLEB596, pLEB597, pLEB606) ile ifade vektorii olarak hazirlanmis promotor ve
uzun PrtP800 kodlayan bolgeyi igeren pLEB660 plazmidleri kullanilmistir. S6z konusu bu
plazmidlerden ters primerler ¢iftleri kullanilarak Seliilloz Baglanma Domaini disindaki tiim
bolgeler PZR ile ¢ogaltilmis ve takiben ayri bir yerde yine PZR ile ¢ogaltilan KBD fragmeti

ile birlestirilerek yeni plazmidler elde edilmistir.
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3.2.1 Fragmentlerin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢cogaltilmasi

Polimeraz zincir reaksiyonlart (PZR), sicaklik dongilisii uygulanan cihazda (Techne, UK)
gergeklestirilmistir. Calismanin amaci dogrultusunda ¢ogaltilacak fragmentler icin kullanilan
primerler (Metabion, Germany) Cizelge 3.1’de verilmistir. PZR uygulamalarinda, yiiksek
duyarlilikta ¢alisan DNA polimeraz (Fluzyon Hi-Fi HotStart, New England, Biolabs)
kullanilmigtir. Promotor, sinyal serisi ve c¢apa proteinlerine ait DNA fragmentinin
plazmidlerden ¢ogaltilmast i¢in kullanilan reaksiyonun bir ¢evrimi 98°C’de 10 saniye,
60°C’de 30 saniye ve 72°C’de 2,5 dk ile tamimlanan, toplam 30 cevrimlik protokol
uygulanmistir. KBD'inine ait DNA fragmenti ise pCYB3 plazmidi kullanilarak, 98°C'de 10
saniye, 65°C'de 30 saniye ve 72°C'de 1 dk'lik protokol ile cogaltilmistir.

3.2.2 Restriksiyon endoniikleaz, fosfataz ve ligaz uygulamalari

Restriksiyon endoniikleaz ve DNA’y1 modifiye eden diger enzimler iiretici firmalar
(Fermentas) tarafindan belirtilen kosullar dikkate alinarak kullanilmistir. Restriksiyon enzim
reaksiyonlar1 100 pL toplam hacimde gerceklestirilmistir. Ik enzim reaksiyonundan sonra
DNA; PZR saflastirma Kiti (Fermentas) ile temizlenmistir. Bu DNA 6rneklerine ikinci enzim
kesimi uygulanmistir. Xhol (Fermentas) enzimi i¢in 37°C, Nhel enzimi i¢in 30°C inkibasyon

sicakliklarinda 2 saat siireyle kesim islemi gergeklestirilmistir.

Fosfataz enzim uygulamasi ig¢in, karides alkali fosfatazi (Fermentas) kullanilmistir.
Defosforilasyon islemi, restriksiyon endoniikleaz enzim tamponunda gercgeklestirilmistir.
Buna gore vektorin (promotor, sinyal serisi ve capa dizilerini iceren fragment) son enzim ile
muamelesinden sonra, her bir pg DNA icin 1 pL (1 Unite pL™) karides alkali fosfataz (SAP)
ilave edilerek, ortam 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda fosfataz
enziminin tamamen inaktivasyonu i¢in 65°C’de 15 dakika 1s1 uygulamasi yapilmistir. Enzim
reaksiyonlarindan sonra DNA o6rnekleri %1 agaroz iceren jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir
(SAMBROOK vd., 1989). Ayrica DNA Orneklerinin derisimi  ve saflik oranlar
spektrofotometre (PG Instruments, UK) kullanilarak 260 nm UV dalga boyunda tespit
edilmistir. Ligasyon, T4 DNA ligaz (Fermentas) enzimi kullanilarak 50 pL reaksiyon
hacminde gerceklestirilmistir. Klonlanacak DNA ornekleri ve vektor, molar derisimlerine
gore 2:1, 5:1 oranlarinda kullanilmigtir. DNA-Vektér molar oranlarinin hesaplanmasinda

asagida verilen denklemden faydalanilmigtir.
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DNA boyutu (bg)
DNA Yogunlugu (ng) = Ligasyon Orani x x Vektor Yogunlugu (ng)
Vektor boyutu (bg)

Buradan saptanan oranlar kullanilarak hazirlanan ligasyon ortami, oda sicakliginda bir gece
inkilbe edilmistir. Ligasyonda kontrol olarak insert DNA ilave edilmeyen vektor DNA
kullanilmistir. Inkiibasyon sonunda T4 DNA ligaz enziminin inaktivasyonu igin 65°C’de 15

dk 1s1 uygulamas1 yapilmistir.

3.2.3 Kompetan E. coli hiicrelerin hazirlanmasi

Elektrokompetan E. coli hiicrelerin hazirlanmasi, SAMBROOK vd., (1989) tarafindan
tanimlanan ydntem kullanilarak yapilmistir. Oncelikle -20°C’de muhafaza edilen E. coli TG1
susu, LB ortaminda 37°C’de ve 250 g karistirma hizinda 1 gece iiretilmistir. Bu hiicreler LB
agar igeren petri plaklarina tek koloni diisiiriilecek sekilde 6ze araciligi ile aktarilmis ve
37°C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Agar ortamlarinda iireyen tipik koloniler 5 mL LB ortami
iceren tiiplere aktarilmistir. Hiicreler 250 ¢ calkalama hizinda ve 37°C’de 1 gece
gelistirildikten sonra, sicakligi 37°C’ye getirilmis LB besiyeri ortamina aktarimistir (1/100)
ve yukarida belirtilen kosullarda inkiibe edilmistir. Iki saat inkiibasyon sonrasinda her 15 dk
da bir lireme ortamlarinin yogunluklari belirlenmistir. Optik yogunluk 0,4-0,6 (ODggo)
araligina ulasildiktan sonra, inkiibasyon sonlandirilarak, ortam sicakligi 4°C’nin altina
diistiriilmiistiir. Sogutulan hiicre ¢ozeltileri esit miktarlarda santrifiij tiiplerine dagitilarak,
santrifiij islemine (10000 g'de, 20 dk., 4°C) tabi tutulmustur. Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra,
hiicre ¢okeltileri onceden hazirlanarak ve 4°C’ye sogutulmus, %10 gliserin igeren steril de
iyonize su igerisinde ¢6ziilmistiir. 4°C’de muhafaza edilen hiicre ¢ozeltileri 10000 g'de 20
dakika santrifiij edilerek hiicre ¢okeltisi elde edilmistir. %10 gliserin iceren de iyonize su ile
yapilan yikama islemi, 2 kez daha tekrar edilmistir. Son asamada hiicre ¢okeltisi baslangi¢
hiicresel hacmin 1/100 oraninda %10 gliserollii deiyonize su ile ¢oziilerek, onceden buz
Uzerinde sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerine 40 pul olacak sekilde dagitilmistir. Bu kompetan

hiicreler -70°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4 Rekombinant plazmidlerin E. coli hiicrelerine elektroporasyonu

Olusturulan rekombinant plazmidler, elektroporatdr cihazi (GenePulser, Eppendorf)

kullanilarak kompetan hiicre E. coli TG1’e aktarilmistir. Ilk asamada, -70°C’de saklanan
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kompetan hiicreler ve 2 mm araliga sahip elektroporasyon kiivetleri (Eppendorf) kullanimdan
once buz lizerine alinmistir. -20°C’de muhafaza edilen ligasyon karisimi da buz {izerinde
¢oziindiiriildiikten sonra 5 uL alinarak, kompetan hiicreler ile (40 uL) karistirilmistir. Bu
karisgtm 10 dk buz iizerinde inkiibe edilmis ve pipet yardimiyla elektroporasyon kiiveti
igerisine hava kabarcig1 kalmayacak sekilde aktarilmistir. E. coli hiicreleri i¢in 2.5 kV, 200Q
ve 25 uF degerleri cihaza girilerek yaklasik 3-4 saniyeye tekabiil eden elektrik uygulamasi
yapilmistir. Elektroporasyon uygulanmis hiicrelerin lizerine 1 mL canlandirma ortami (SOC
ve glikoz) ilave edilmis ve 2 saat bu ortamda inkuibe edildikten sonra, 200 ug mL™ eritromisin
iceren LB agar plaklarina yayilmistir. LB agar ortamlar1 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir
(SAMBROOK vd., 1989).

SOC Ortami

Tripton 29
NaCl 059
KCI (1M) 0,25 mL
MgSO, (1M) 2mL
dH,0O 97 mL.

pH, 4 N NaOH kullanilarak 7.0’a ayarland1 ve ortam 121°C’de 15 dk sterilize edildi. Ortam
kullanilmadan hemen 6nce 18 uL (1 mL igin) 1 M glikoz ilave edildi.

3.2.5 Kompetan L. lactis hiicrelerin hazirlanmasi

-20°C’de muhafaza edilen L. lactis suslar1 GM17 ortaminda 30°C’de 12 saat siireyle
tiretilmistir. Daha sonra hlcreler GM17 agar Uzerine tek koloni diisiiriilecek sekilde ekim
yapilmistir. Gelisen Kolonilerden birisi alinarak, %21 glisin iceren M17-sakkaroz (0,5 M)
ortamina aktarilmis (1/100) ve hiicre yogunlugunun 0,2-0,4 (ODgg) araligina gelinceye kadar
inkiibe edilmistir. Hedeflenen yogunluga erisildikten sonra ortam buz {izerinde sogutulmus ve
8000 g'de, (4°C’de, 20 dakika) santrifiij edilerek hiicreler toplanmistir. Ust sivi
uzaklastirildiktan sonra hiicreler 4°C’ye sogutulmus, %10 gliserol ve 0,5 M sakkaroz iceren
yikama ¢ozeltisi igerisinde ¢Oziilmiistiir. Bu ortam tekrar 8000 g'de (4°C’de 20 dk) santrifiij
edilmistir (Yikama ve santrifiij islemi 3 kez yapildi1). Son basamakta hiicreler baglangi¢ kiiltiir
hacmin 1/100’4 oranindaki yikama ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilerek, Onceden sogutulmus

mikrosantrifiij tiiplerine (40 puL) dagitilmis ve -70°C’de saklanmistir (HOLO ve NES, 1989).
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3.2.6 Rekombinant plazmidlerin L. lactis hiicrelerine elektroporasyonu

L. lactis hucrelerine uygulanan elektroporasyon isleminde; E. coli hiicreleri igin takip edilen
basamaklar aynen izlenmistir. Ancak bu hiicreler i¢in elektrik akim uygulamasi 200 Q yerine,
400 Q degerinde gergeklestirilmistir. Ayrica elektrik akimi uygulandiktan sonra hiicreler ifade
ortamina alinarak ve 2 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonra hiicre seyreltilerinden 5
ng mL™ eritromisin iceren M17 glikoz (% 0,5) sakkaroz (0,5 M) agar ortamina yayma ekim
yapilmis ve 30°C’de inkiibasyona birakilmistir (HOLO ve NES, 1988).

Ifade Ortam

2XM17 5mL
1M Sakkaroz 5 mL
%20 Glikoz 250 pL
1M MgCl, 200 pL
1M CacCl, 20 pL

3.2.7 E. coli ve L. lactis suslarindan plazmid DNA izolasyonu

E. coli suslarindan plazmid DNA izolasyonu icin plazmid saflastirma kiti (Fermentas)
kullanilmistir. Kit kullanim protokoliinde belirtildigi gibi koloniler 5 mL LB ortamina inokiile
edilmistir. Daha sonra hiicreler 37°C’de ve 250 g'de 12 saat siiresince g¢ogaltilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda santrifiij islemi uygulanarak toplanan hiicreler, DNA denatiirasyon
¢ozeltileri ile muamele edilmis ve plazmid DNA kolonlarina (HiBind) tutundurulmustur. Son
basamakta ise 50 pL geri kazanma tamponu ile plazmidler kolondan alinmstir. Izole edilen

plazmid DNA derisimi ve saflig1 spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir (PG Instruments, UK).

L. lactis suslarindan plazmid DNA izolasyonu plazmid saflastirma Kiti (Fermentas) protokoli
modifiye edilerek gergeklestirilmistir. M17G ortaminda 1 gece gelistirilen suslar, %10'luk
ikinci bir inokiilasyonla 3 saat gelistirilerek toplanmigtir. Daha sonra PBS tamponunda iyice
yikanan hiicreler 30 mg mL™ lizozim iceren ortamda 37°C'de inkiibe edilerek kit protokolii
takip edilmistir. Son asamada plazmidler %0,8 agaroz iceren jelde yuritilerek

gorlintiilenmistir.
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3.3 Rekombinant Hiicrelerde Fiizyon Proteininin ifadesinin Belirlenmesi

3.3.1 Western-Blot analizi

Western-Blot analizi SAMBROOK vd., (1989) ve WANG ve CHAO, (2006) tarafindan
Onerilen yontemler kombine edilerek kullanilmistir. Bu yontemlere gore kontrol ve
rekombinant nisin Ureticisi L. lactis hiicreleri 30 °C'de 1 gece gelistirilmis, takiben taze M17G
besiyerine %10 inokiile edilerek 4 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda hiicreler
santrifiijle (6000 g, 15 dk) toplanarak PBS tamponunda iki kez yikanmis ve her bir hiicrenin
yogunlugu 1 (ODgg) olacak sekilde hiicre ¢ozeltileri hazirlanmistir. Daha sonra hiicreler PBS
tamponu igerisinde ve buz havuzunda %50 gii¢ ile 10 dk sonikayona tabi tutulmustur.
Sonikasyon iglemine hiicre yogunlugunun yarisina diisiinceye kadar devam edilmistir. Bu
asamadan sonra hiicre lizati santrifiij edilerek (12000 g, 15 dk) st faz dokiilmiis ve lizatlar
200 pL 6rnek tamponunda (0,5 M Tris-HCI pH 6,8, %10 SDS, %10 Gliserol, %0,5 Brom-

fenol mavisi) ¢oziilmiistiir.

Hazirlanan ornekler, yigma igin %4, ayirma i¢in %15 akrilamid/bis-akrilamid derisiminde
hazirlanan poliakrilamid jele yiiklenerek 6nce 50 V'da 1 saat, takiben 100 V'da 3 saat
yiriitilmiistiir. Daha sonra jeller hemen transfer tamponuna (1,92 M Glisin, 0,25 M Tris)
aktarilmis ve dengeleninceye kadar tutulmustur. Takiben jeller yari-kuru Western-Blot
sistemine (Bio-rad) yerlestirilmistir. Poliakrilamid iizerinde bulunan proteinler PVDF
(Milipore) membranina 15 V aktarim yapilmistir. Aktarim izlenebilir proteinin markerin
(Fermentas) gegisi tamamlandiginda durdurulmustur. Yari-kuru Western-Blot sisteminden
PVDF membran dikkatle alinarak PBST tamponunda %S5 siit tozu igeren soliisyonda 1 saat

tutulmustur.

Yukarida siralanan asamalardan sonra, membran {izerinde flizyon proteinin varliginin
arastirilmas1 islemlerine gegilmistir. Oncelikle membran 2 kez PBST tamponunda iyice
yikanmistir. Takiben membran PBST tamponuyla 1/5000 oraninda seyretme edilmis tavsan
spesifik ChBD-antikoru (New England, Biolabs) i¢eren soliisyonuna alinmis ve 1 gece 4°C'de
100 rpm'de ¢alkalanmistir. Bir gece sonunda spesifik olmayan baglantilarin uzaklagtirilmasi
icin membran TBST tamponu ile 3 kez yikanmistir. Daha sonra membran yine TBST
tamponu ile 1/10000 oraninda seyretilmis antijeni (Anti-rabbit-lgG AP-konjuge, Promega)

igeren soliisyona alinmis ve 1 saat 100 devirde calkanarak inkiibe edilmistir. Takiben II.
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antikorun uzaklastirilmast amaciyla membran tekrar 3 kez yikanmis ve son asamada
membranin tizerine 10 ml substrat (Western-Blue, Promega) konularak renk degisimi ile

flizyon proteinlerin membran tizerindeki yeri tespit edilmistir.

3.3.2 ELISA

Calismada, ChBD/PrtP ve ChBD/AcmA fiizyon proteinlerinin rekombinant hiicrelerin
yiizeyindeki ifadesi AVAL-JAASKELAINEN vd., (2002) tarafindan belirtilen hiicre yiizeyi-
ELISA teknigi ile arastirilmistir. Yéntemde ilgili plazmidleri igeren rekombinant ve kontrol
suslar1 %0,5 glikoz iceren M17 ortamlarinda 30°C’de 12 saat gelistirilmistir. Takiben elde
edilen kiiltiirden ayn1 besiyerlerine %2 asilanarak, 30°C’de ODgoo 0,9-1,0 olana kadar tekrar
cogaltilmig ve takiben 1 ml hacimdeki hiicreler 15000 g degerinde 10 dakika santrifiigasyon
ile toplanmistir. Elde edilen pellet PBS (pH 7,4) ile 3 kez yikanmistir. Yikanan hiicreler
1/5000 oraninda seyretme edilmis tavsan spesifik ChBD-antikoru (New England Biolabs) ile
muamele edilmigtir. Antikor uygulamasindan sonra hiicreler PBS tamponunda 3 kez
yikanmistir. Takiben hiicrelerin {izerine 1/10000 oraninda seyretme edilmis antijen (anti-
rabbit-1gG AP-konjugant, Promega) ilave edilerek birinci antikor ile etkilesim saglanmustir.
Bu asamadan sonra hiicreler 3 kez tekrar yikanmistir. Son asamada hiicreler ikinin kati
duzeninde seyretme edilerek substrat (Western Blue, (Promega) ile karsilastiriimigtir.

Hiicreler 37°C'de 1 gece bekletilerek, renk degisimine gére degerlendirilmistir.

3.4 Nisin Ureticisi L. lactis ve Rekombinant Suslarin Kitine Baglanmasi ve Baglanma
Oranlariin Tespiti

Kontrol ve rekombinant suglarin kitin taneciklerine baglanma oranlarinin tespiti icin WANG
ve CHAO, (2006) tarafindan belirtilen yontem kullanildi. Buna gore s6z konusu suslar %0,5
glikoz iceren M17 ortaminda 1 gece gelistirildikten sonra, taze besiyerine %10 inokiile
edilerek 4 saat ikinci bir inkiibasyon yapildi. Daha sonra hiicreler 5000 g'de santrifujlenerek
topland1 ve iist faz tamamen uzaklastirildi. Takiben pelletler baglama tamponu (20 mM
sodyum fosfat, pH 7,0) ile iki kez yikandi. Yikanan hiicreler farkli yogunlukta (ODggo 0,1,
0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8) olacak sekilde sodyum fosfat tamponuyla ayarlandi. 10 ml
olarak hazirlanan bu hiicre ¢ozeltileri takiben 1 g kitin pargaciklari ile karistirildi. Bu karisim
daha sonra 200 devirde calkalanarak 4°C'de 24 saat tutuldu. Sure sonunda Kitin

parcaciklarinin ¢okmesi beklendikten (10 dk) sonra, tampon igerisindeki hiicre yogunlugu
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spektrofotometrede 600 nm'de tespit edildi. Baglanan hiicre yogunlugu asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplandi.
[k okunan ODgoo -Son okunan ODggo

% Baglanma Degeri = X 100
Son okunan ODggo

3.5 Vakum Taramali Elektron Mikroskobu Analizi

Rekombinant hdcrelerinin  kitin yuzeyine olan spesifik baglanmasmnin ve baglanma
yogunlugunun gosterilmesi amaciyla kitine tutundurulmus hiicreler, WANG ve CHAO,
(2006) tarafindan uygulanan yontem esas alinarak, vakum taramali elektron mikroskobu ile
incelenmistir. Bunun igin rekombinant ve kontrol suslari Kisim 3.4'de oldugu gibi kitine
baglanmis, takiben spesifik baglanmayan hiicrelerin uzaklastirilmasi amaciyla 3 kez iyice
yikanmistir. Bu asamadan sonra kitin tanecikleri liyofilize edilerek (Thermo, Modulyo)
tamamen kurutulmustur. Elektron mikroskobu ile goriintiilemede 15 kV vakum uygulanmis

ve x200 ve x5000 olmak tizere iki farkli blyltme kullanilmistir.

3.6 Kitine Baglanmis Hiicrelerin Nisin Uretim Oranlarimin Belirlenmesi

Nisin tiretim ¢aligmalarinda, kitine optimum kosullarda baglanmis rekombinant hucrelerle
birlikte kitine spesifik baglanmayan kontrol suslar1 da kullanilmistir. Rekombinant ve kontrol
suglarla baglanmis 1 g kitin tanecikleri 10 ml M17G siv1 besiyerine konulmus ve 8 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kitin tanecikleri toplanmis ve yeniden taze M17G sivi
besiyeri ilave edilmistir. Her bir hiicre igin bu sekilde 3 pasaj gergeklestirilmistir. 8 saatlik
inkiibasyon sonunda alinan 6rneklerde hiicreler santrifiigasyonla c¢oktiiriilmiis, list sivi 80

°C'de 15 dk sicaklikla muamele edilmistir.

Inkiibasyondan sonra elde edilen {ist sividaki nisin miktarmnmn belirlenmesi icin TOLONEN
vd., (2004) tarafindan onerilen yontem kullanilmistir. Buna gore dncelikle her bir hiicreye ait
kiiltiir @ist sivi 2'° kat seyretme edilmistir. Daha sonra her bir diliisyondan, daha 6nce
Micrococcus luteus NCBI ile inokiile edilmis agar yiizeyine 5 uL damlatilmistir. Hazirlanan
petri plaklar1 37°C'de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda damlatma
yapilan alanlarda olusan zon ¢aplar1 dlciilerek kaydedilmistir. Diger taraftan eszamanl olarak

farkli derisimdeki nisin standartlarindan (1, 2, 4, 50 IU) da ayn1 agar iizerine damlatilmis ve
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ayr1 ayr1 zon caplar1 dlgiilmiistiir. Orneklerdeki nisin derisimi; standart nisin soliisyonlarinin

agar lizerinde verdigi zon ¢aplariin derisime karsi ¢izilen egri lizerinden hesaplanmuistir.

3.7 Nisin Ureticisi L. lactis ve Rekombinant Suslarinin Kitine baglanmasi Uzerine
Cevresel Faktorlerin Etkisinin Belirlenmesi

Cevresel faktorlerin baglanma (izerine etkisini belirlemek icin test edilen mikroorganizmalarin
kitine baglanmasi isleminde 4-40°C ile 3-8 pH aras1 degerler ve Tween 20, Triton X-100 gibi
yuzey aktif madde ile 5-100 mM sodyum fosfat derisim degerleri kullanilmustir.

Hicrelerde ifade edilen KBD’lerin kitine baglanma iizerine sicakligin etkisi i¢in, Kisim
3.4’de anlatildigi sekilde hazirlanan hiicreler ayr1 ayr1 4, 22 ve 40°C’lerde 1 gece
bekletilmistir. Ayrica pH’nin etkisinin arastirilmasi i¢in ise sodyum fosfat tamponunun pH’s1
3, 5, 7 ve 8 degerlerine ayarlanmis ve hiicreler 4°C’de 1 gece tutulmustur. Sodyum fosfat
derisiminin etkisi icin ise 5, 20, 50 ve 100 mM sodyum fosfat derisimlerinde tamponlar
hazirlanmigtir. Sodyum fosfatin etkisinin arastirilmasi amaciyla kontrol olarak su
kullanilmigtir. Baglanma {izerine ylizey aktif maddelerin etkisi i¢in tampon ortamina %0,1
oraninda Tween 80 ve Triton X-100 ilavesi edilmistir. Her bir uygulamadan sonra hicre

yogunluklar dl¢iilerek Kisim 3.4°de verilen formiil esasinca hesaplamalar yapilmistir.

3.8 L. lactis Suslarimn Kitin Iceren Siirekli Nisin Fermentasyon Sisteminde (KISNIFER)
Nisin Uretimi ve Miktariin Belirlenmesi

L. lactis N8 ve L. lactis PLAC2 ve PLAC7 suslarmin siirekli nisin dretimi; pH (WTW),
sicaklik ve havalandirma (WTW) kontrollii, besleme ve ¢ikist bulunan fermentor sisteminde
(Minifors, Isvigre) yiritildi. Fermentasyona baslamadan &nce rekombinant ve kontrol
suslarin kitine baglanmasi gerceklestirildi. Bunun i¢in fermentor sisteminin tiim aparatlari
takilarak, iyice yikanmis kitinin suyu siiziildiikten sonra 200 gr tartilmig ve fermentOre
konuldu. Daha sonra tim sistem otoklavda steril edildi. Diger taraftan kullanilacak L. lactis
hicreleri de iki kez M17G ortaminda pasajlandiktan sonra 200 ml taze besiyerine %10
asilanarak 4 saat gelistirildi ve santrifiigasyonla hiicre pelleti elde edildi. 2 L sodyum fosfat
tamponunun hiicre yogunlugu 0,5’e (ODggo) ayarlanarak fermentor sistemine daha onceden
konulan Kitinin tizerine alindi. Takiben, fermentdriin sogutma sistemi agilarak, 200 devir
karistirma hizinda 1 gece hiicrelerin baglanmasi gerceklestirildi. Bu asamadan sonra

fermentoriin ¢ikis pompasi yardimiyla tampon uzaklastirildi ve ii¢ fermentér hacmi (5 L)
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sodyum fosfat tamponu gegirilerek kitin iyice yikandi. Yikama islemine takiben %1 glikoz
iceren 2 L M17 besleme pompast ile sisteme alinarak, 30°C’de sabit fermentasyon asamasi
baglatildi. Bu sekilde 3 saat tutulduktan sonra sistemin besleme ve ¢ikis pompalar1 agilarak
sirasiyla 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 0,9 dillisyon (h'l) hizlarinda, 10-60 g Lt glikoz kullanilarak sistem
calistirildi. Her bir calisma parametresinde (¢ fermentasyon hacminin (5 L) geg¢mesi
saglandiktan sonra fermentor ¢ikisindan biyokiitle ve nisin iiretimi miktarlarini 6l¢mek igin 1

saatlik arayla 50 mL 3 adet 6rnek alim1 yapildi.

3.8.1 Nisin iiretim miktariin tespiti

Nisin dretim miktarinin tespiti igin TRAMER ve FOWLER, (1964) tarafindan &nerilen
yontem kullanildi. Fermentérden alinan 6rnekler 8000 g'de 5 dk santrifiij edilerek hucre
¢okeltisi ayrildi. Ust s1v1 yeni bir tiipe aliarak 80 °C’de 15 dk 1s1 uygulamasi yapildi ve pH’s1
2,5 olan ve % 0,1 oraninda tween 80 iceren c¢ozeltide 2 10 oranina kadar seyreltildi. Nisin
aktivitesinin belirlenmesi icin aktif M. luteus hiicreleri 5 mL LB yumusak agar ortamina
inokiile edildi ve LB agar alt tabaka yiizeyine yayildi. Uzerine her bir érnek dillisyonundan 5
uL (2 paralel) damlatildi. Aktivite tayininde nisaplin (Sigma) kullanilarak 1-50 U mL™*
derisimde sahit ¢ozeltiler hazirlandi. 37 °C’de 1 gece inkiibasyon sonucunda standart nisin

egrisi kullanilarak kiiltiir iist sivisindaki nisin miktar1 hesaplandi.

3.8.2 Biyokiitle miktarinin tespiti

Fermentasyonun belirli zaman araliklarinda, fermentdrden alinan 6rneklerin hiicre yogunlugu
ayni besiyeri kullanilarak seyreltme yapildiktan sonra, spektrofotometrede (PC Instruments)
600 nm dalga boyunda tespit edildi. Optik yogunluk ve biyokiitle esitliginin belirlenmesi igin,
farklt optik yogunluga sahip hiicre kiiltiirleri 10000 g’de santrifuj edildi ve 2 kez PBS
tamponunda yikandi. Elde edilen hiicre ¢okeltileri 70 °C sicaklikta, hiicre kuru agirliklart sabit
bir degere ulasincaya kadar kurutuldu. Optik yogunluk ve hiicre kuru agirligr esitligi i¢in
standart egri olusturuldu ve egrinin denklemi elde edildi. Bu denklem kullanilarak, optik

yogunluk degerlerinden drneklerin hiicre kuru agirlii hesaplandi.

3.8.3 Glikoz tiketim miktarimmin tespiti

Surekli sistemde rekombinant hiicreler tarafindan kullanilan glikoz miktarinin tespiti glikoz

ol¢tim kiti (Biovision, USA) kullanilarak belirlenmistir. Buna gore 6rnekler kit solisyonu ile
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seyreltildikten sonra, kit protokolii uygulanarak ATP 6l¢iim esasina gore spektrofotometre'de

belirlenmistir.

4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 KBD’inin Nisin Ureticisi L. lactis Suslarina Klonlanmasi

Projede nisin iireticisi suglarin destek materyallerine tutunma yeteneklerinin gelistirilmesi i¢in
dogada yaygin bulunan ve yapi1 materyali olan kitine spesifik affinite gosteren kitinaz Al
enzimine ait KBD'inin DNA boélgesi klonlanmis, nisin iireticisi suslarda ifadesi saglanmstir.
Birgok ¢alismada uygulanan (AVAL-JAASKELAINEN vd., 2002, AVAL-JAASKELAINEN
vd., 2003, BOSNA vd., 2006; WANG vd., 2006) gibi farkli tiirlere ait proteinlerin L. lactis
hiicresinin yiizeyinde basarili bir sekilde ifade edildigi “Yiizey ifade Sistemi”, KBD'inin bu
suglara klonlanmasinda temel strateji olarak secilmistir. S0z konusu sistemlerde oldugu gibi
KBD'inin L. lactis hiicrelerin yiizeyine yerlestirmek igin fizyon proteini olusturulmustur. Bu
flizyon proteinin N-terminal ucunda bir sinyal peptidi ve KBD'i, C-terminalinde ise flizyon
proteinin iizerine yerlestirildigi bir tasiyict kol peptidi ve KBD'inin tasiyict kol peptidi
araciligiyla membrana tutunduruldugu ¢apa peptidleri yer almistir (Sekil 4.1). Boylece nisin

ureticisi hicrelerinin kitin ylzeyine en optimum etkinlikte baglanmasi saglanmaistir.

y L Hiicre Dis1
Kitin Baglanma Domaini < !

. W

PrtP Tastyici Kol <

\ Hiicre Duvari
AcmA Tastyict Kol

A

PrtP Capa Hiicre Membrani

A

\ A

0 O

A

AcmA Capa

Sitoplazma

Sekil 4.1 KBD'inin hiicre yiizeyindeki yerlesiminin kuramsal modeli
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Sekil 4.1°de verilen kuramsal model diizeninde KBD'inin hiicre yiizeyinde yer alabilmesi, s6z
konusu pargalarin DNA dizilerinin belirli okuma gergevesi diizeninde bulunmasi ile miimkiin
olmustur. Bu okuma ¢ergevesi igerisinde sirasiyla; p45 promotorunun kodlama serisi, Usp4b5,
Ribozom Baglanma Bolgesi (RBS) ve sinyal serisinin “Basla” kodunu, 9 aminoasit
LEISSTCDA peptidini kodlayan DNA dizisi, Kitin baglanma Domaini, PrtP veya AcmA
DNA serileri yer almistir.

KYLA-NIKKILA vd., (2010) tarafindan L. lactis MG1363 susunun suslarmin seliiloza
tutunmasi saglanmasi ic¢in Selilloz Baglanma Domainini iceren 3 farkli plazmid
olusturulmustur. Bu plazmidlerin iki adedinin organizasyonunda p45 promotrunun alt akis
yonunde ve okuma gercevesi diizeninde usp45 sinyal serisi, Seliiloz Baglanma Domaini ve iki
farkli uzunlukta PrtP tasiyici kol ve capasi yer almaktadir. Ugiincii plazmid ise digerlerinden
farkli olarak sadece PrtP yerine AcmA kol ve g¢apasini igermektedir. Dolayisiyla yukarida
s0zi edilen KBD'inin, L. lactis hiicrelerin ylizeyinde ifade edebilmek i¢in bu arasgtirmacinin
Urettigi plasmidler 6nemli genetik vektor olarak kullanilmistir. Buna gore, calismada kisaca

Seliiloz Baglanma Domaini ¢ikarilip yerine KBD'iI yerlestirilmistir.

Bu strateji paralelinde, ¢aligmada PZR reaksiyonu yardimiyla ters yonlii Pusp45-R ve
Pprtp344-F veya Pprtpl53-F primer c¢iftleri ile ¢ogaltilan diizlemsel plazmid fragmentlerine,
pCYB3 plazmidinden ¢ogaltilan KBD'inin fragmenti, Xhol-BamHI enzim kesim noktalari
kullanilarak birlestirilmis ve sonug¢ olarak sirasiyla pBLO1, pBL02 ve pBLO03 rekombinant
plazmidleri olusturulmustur. Sekil 4.2’de gosterildigi gibi pBLOI; usp45-KBD-PrtP153,
pBLO2; usp45-KBD-PrtP344 ve pBLO3; ise usp45-KBD-AcmA dizenlemelerine sahiptir.
Yeni olusturulmus plazmidlerin agaroz jel Gzerimdeki goriintiileri Sekil 4.3’te gosterilmistir.
Ayrica c¢alisgmada s6z konusu bu dizenlemeler Xhol ve Apal restriksiyon enzimleri
kullanilarak yapilan kesim ile dogrulanmistir. Sekil 4.3’te goriilebildigi gibi rekombinant
plazmidlerden 710 bg, 1280 bg, ve 1050 b¢ uzunluklarinda sirasiyla KBD-prtP153, KBD-
prtP344 ve KBD-acmA fragmentlerine tekabiil eden ii¢ farkli fragmentler meydana gelmistir.
Bu sonu¢ rekombinant plazmidlerin hedef fragmentleri icerdigini ve dogru diizende
olduklarin1 gostermistir. Diger taraftan bu calismayla hiicreye ilave edilen yeni DNA

dizisinde herhangi bir mutasyonun olusmadig1 da kismen izlenmistir.
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Cogaltma ve Kesim Ligasyon

Aktarma

BamHI Plazmid DNA p45 >| Usp45> Xhol
}
BamHI Xhol

BamHI Plazmid DNA p45 >| Usp45 > Xhol
}
BamHI Xhol

BamHI Plazmid DNA oi5 >1 Uspas > Xhol
}

BamHI Xhol

Sekil 4.2 KBD'inin klonlanmasi ve yeni olusturulmus rekombinant plazmidlerin organizasyonu
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Sekil 4.3 Rekombinant plazmidlerin agaroz jel Gzerindeki gortntiisi. 1) pLBO01, 2) pLB02,
3) pLBO3.

I

\ /

Sekil 4.4 pBLO1, pBL02 ve pBLO03 plazmidlerinin Xhol ve Apal kesimi. 1, 3, 5: Xhol
kesimi, 2,4,6: Xhol-Apal kesimi
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Caligmada {iretilen rekombinant plazmidlerin dogru diizenlemeye sahip olduklari
anlagildiktan sonra, s6z konusu plazmidler nisin ireticisi L. lactis N8 ve LL27 suslarina
elektroporasyonla aktarilmistir. L. lactis N8 susuna pBLO1, pBL02 ve pBLO3 plazmidleri
aktarilarak iiretilen rekombinant suslar sirasiyla L. lactis PLAC1, PLAC2, PLACS, L. lactis
LL27 susuna yapilan aktarimdan sonra elde edilen suslar ise L. lactis PLAC4, PLACS,
PLACS6 olarak isimlendirilmistir. Sekil 4.5 ve 4.6'da sirastyla L. lactis N8 ve LL27 suslarinin
plazmid profili izlenmektedir. Yapilan incelemelerde nisin iireticisi N8 susunun plazmid
icermedigi, aktarilan suslarda ise her birinin referans plazmidi igerdigi tespit edilmistir (Sekil
4.5). Diger taraftan LL27 susunun farkli boyutlarda 7 adet plazmidi oldugu tespit edilirken,
rekombinant suslarinin pBLO1, pBL02 ve pBLO03 plazmidlerine es boyutta ilave plazmidleri
icerdikleri belirlenmistir. Bu sonuglar nisin lreticisi suslara KBD'i tagiyan plazmidlerin
basariyla aktarildigini ve s6z konusu plazmidlerin kullanilan nisin ireticisi suslarda replike

olabildigini géstermistir.

<
Z
®

6 7pLBOL 8 9 10 11 12 13 14 pLBO2

—
| — -.
-

- NE-

—
—_——
[
—
- —
—
e

M N8 15 16 17 18 19 20

Sekil 4.5 L. lactis N8 ve rekombinant suslarinin plazmid profilleri.1-7: L.lactis PLAC1, 8-14: L.
lactis PLAC2, 15-21: L. lactis PLAC3.
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Sekil 4.6 L. lactis LL27 ve rekombinant suslarinin plazmid profilleri. 1-5: L. lactis PLAC4, 6-
10: L. lactis PLACS5, 11-15: L. lactis PLAC6, M: 1kb marker (Fermentas)

Diger taraftan, calismada KBD’inin 800 aa uzunlugundaki PrtP kol ve capasi iizerine
yerlestirilmesi de gerceklestirilmistir. Bunun i¢in diger ¢aligmalardan farkli olarak pLEB660
plazmidinden yararlanilmistir. Clnkid s6z konusu bu plazmidin organizasyonunda p45
promotoru altinda usp45 sinyal serisi ve takiben 800 aa uzunlugundaki PrtP kolu kodlayan
DNA serisi bulunmaktadir. Ayrica bu plazmidin, usp45 sinyal ve prtP serilerinin arasinda ve
okuma cercgevesi dizeninde Ndel ve Xhol enzimlerinin kesim serileri bulunmaktadir.
Dolayisiyla ¢alismada KBD’i PZR yardimiyla pCYB3 plazmidinden c¢ogaltilmis ve takiben
yukarida ifade edilen enzim kesim noktalarindan birlestirilmistir. Bdylece c¢alismanin
dordiincii  plazmidi olan pBL04 elde edilmistir. Olusturulan bu plazmitte KBD’inin
yerlesiminin dogrulunun belirlenmesi amaciyla Nhel ve Xhol enzimiyle kesilmistir. Sekil
4.7’den de izlendigi gibi kesim sonucunda KBD’inine karsilik gelen 200 b¢ uzunlugunda
fragmentin varhig1 tespit edilmistir. Bu asamadan sonra pBL04 plazmidi de hedef organizma
olan L. lactis N8 ve L. lactis LL27 suslarina daha once ifade edildigi sekilde aktarilarak son
rekombinant suslar (L. lactis PLAC7 ve PLACS) iiretilmistir.

KBD

Sekil 4.7 pBL04 plazmidinin Nhel ve Xhol ile kesimi. M) 1 kb marker, 1) pLEB660, 2)
KBD, 3-6) izole edilmis rekombinant plazmidler.
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4.2 Nisin Ureticisi L. lactis Suslarinda Fiizyon Proteinlerinin Ifadesi ve Bu Hiicrelerin
Kitine Baglanmadaki Ozgiilliigii

L. lactis PLAC1, PLAC2, PLAC3, PLAC4, PLACS ve PLACG6 suslarinin icerdigi pBLOI,
pBL02, pBL03 ve pBLO04 plazmidleri tzerinde kodlanan KBD-prtP ve KBD-acmA flizyon
proteinlerinin ifadesi arastirilmigtir. Buna gore yapilan ¢aligmada kontrol suslar olan L. lactis
N8 ve LL27'ye kiyasla tiim rekombinant suslarin hiicre lizatlarinin kullanilmasi durumunda

membran Uzerinde 30 kda'luk bolgede sinyal verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.8).

Bu sonu¢ pBLO1, pBL02 ve pBLO03 plazmidleri tarafindan kodlanan, KBD-prtP153, KBD-
prtP344 ve KBD-acmA fiizyon proteinlerinin nisin iireticisi rekombinant suslarda (L. lactis
PLACI1, PLAC2, PLAC3, PLAC4, PLACS ve PLAC6) iiretildigini gostermistir. Ancak
calismada KBD'ine farkli uzunlukta PrtP (153 ve 344 aa) ve ACmA (244 aa) kollar1 eklenerek
farklt uzunluga sahip flizyon proteinleri elde edilmeye calismasina ragmen, Western-Blot
analizinde alinan sinyalin esit biiyiiklikteki proteine isaret etmistir. Bu durum hicre
lizatlarinin elde edilmesi esnasinda agiga ¢ikan enzimlerin (6zellikle proteazlarin) flizyon

proteinlerinin pargalamasinin bir sonucu olabilecegi tahmin edilmektedir.

Sekil 4.8 Kontrol ve rekombinant L. lactis hiicrelerinden elde edilen hiicresel proteinlerin
Western-Blot analizi. M) Protein marker (Prestained, Fermentas), 1) L. lactis N8, 2)
L.lactis PLAC1, 3) L. lactis PLAC2, 4) L. lactis PLACS3, 5) L. lactis LL27, 6) L. lactis
PLAC4, 7) L. lactis PLACS, 8) L. lactis PLAC6
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Yapilan western-blot analizi ile rekombinant hiicreler tarafindan iiretilen fiizyon proteinlerin
ifadesinin net anlagilamamasi, ¢aligmada yeni bir yontemin kullanilmasini gerektirmistir. Bu
nedenle s6z konusu proteinlerin hiicre tizerinde izlenmesine olanak saglayan ELISA ydntemi
kullanmilmistir. Ozellikle ¢alismada KBD'ini tasiyan flizyon proteinlerinin nisin {ireticisi

hiicrelerin duvarina yerlestirilmesi, bu yontemin kullanilmasini 6n plana ¢ikartmistir.

KBD'inin antikoru ile muamelesi ile elde edilen rekombinant ve kontrol suslarinin ELISA
goruntdleri Sekil 4.9'da gosterilmistir. Calisma sonuglarina gore, KBD'i 344 ve 800 aa
uzunlugundaki PrtP kol ve capalarn ile ifade eden rekombinant nisin ireticisi L. lactis
hiicreleri (L. lactis PLAC2, PLAC7, PLACS5 ve PLACS) 2° kat seyretme edilmesine ragmen,
kontrol (L. lactis N8 ve LL27) ve diger rekombinant suslara (L. lactis PLAC1, PLACS3,
PLAC4 ve PLAC6) kiyasla daha yogun renk derisimi vermistir. Ayrica KBD'inin 800 aa
uzunlugundaki PrtP kol ile ifade edilen nisin ureticileri de 344 aa uzunlugunda PrtP kol iceren
diger hiicrelere kiyasla daha yogun renk derisimine sahip bulunmustur. Bu ELISA sonuglari,
flizyon proteinlerinin rekombinant hiicrelerde ifade edilebildigini basarili bir sekilde
gostermistir. Diger taraftan, PrtP kol uzunlugunun artisi ile hiicre yiizeyinde KBD'inin daha

fazla yer alabildigi de agik¢a goriilmiistiir.

- Diliisyon Oram

Sekil 4.9 Kontrol ve rekombinant nisin dreticisi L. lactis suslarinin farkli derigimlerinin
ELISA gorintist. 1) L. lactis N8, 2) L. lactis PLACL, 3) L. lactis PLAC2, 4) L. lactis
PLACY7, 5) L. lactis PLAC3, 6) L. lactis LL27, 7) L. lactis PLAC4, 8) L. lactis PLACS5, 9)
L. lactis PLAC8 10) L. lactis PLAC6
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Calismada rekombinant suslarda flizyon proteinlerinin ifadesi gosterildikten sonra, bu
hicrelerin kitin taneciklerine baglanmalarinin 6zgiilliigli taramali elektron mikroskobu ile
izlenmistir. Sekil 4.10'da kitin tanecikleri (zerinde kontrol ve rekombinant hicrelerin
yogunlugu gortlmektedir. S6z konusu resimlerden anlasildigi gibi, L. lactis PLAC7 ve
PLACS8 hicrelerinin kontrol ve diger rekombinant suslara kiyasla daha fazla baglandig
anlasilmaktadir. Bu durum 6zellikle 800 aa uzunlugunda PrtP kol ile ifade edilen KBD'inin
kitin {izerine baglanmada daha etkili pozisyonda oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmistir. Ayrica
hiicre ylizeyinde KBD'inin ifade edilmesinde hiicre duvarmi kat eden kolun uzunlugunun
onemli oldugu anlagilmistir. Ciinkii PrtP kol uzunlugunun artis1 ile birlikte baglanmadaki
etkinlik artig gostermistir. Cesitli literatiir verilerine gore de L. lactis suslarinda heterolog bir
proteinin hiicre yiizeyinde ifadesinde kullanilan ¢apa énemli bulunmustur. Ornegin yapilan
bir calismada hiicre sitoplazmik membranindan, hiicre duvarinin digina kadar minimum
uzunlugun en az 90-100 aa olmasi gerektigi ifade edilmistir (FISCHETTI vd., 1990;
STRAUSS ve GOTZ, 1996). Baska bir calismada ise laktik asit bakterilerinde hiicre
yuzeyinde antikor veya antijenlerin bulundurulmasi i¢in en az 117 aa ihtiyag oldugu
belirlenmistir (MAASSEN vd., 1999; KRUGER vd., 2002). Ancak bu uzunlugun 244 aa
¢ikarilmasi durumunda etkinligin daha izlenebilir duruma geldigi goriilmiistiir. LINDHOLM
vd., (2004) ise L. lactis hicre yuzeyinde E. coli’ye ait fimbria proteinin ifadesinde en iyi
sonucun 516 aa uzunlugundaki PrtP kolun kullanilmasi durumunda ulasilmistir. Benzer
sekilde KYLA-NIKKILA vd., (2010) yaptiklar1 ¢alismada L. lactis MG1363 hiicrelerin
yiizeyinde ifade edilen Seliilloz Baglanma Domainin PrtP kol uzunlugunun artis1 ile (153
aa’ten 344 aa’e) birlikte baglanmadaki etkinliginin gelistigini rapor etmistir. Proje
kapsaminda alinan sonuglar ile literatiir verileri degerlendirildiginde; proteinlerin hucre
yuzeyinde ifade edilmesinde yeterli uzunlukta kol kullanilmasi gerektigi agiktir. Bizim
calismamizda ise nisin ireticisi L. lactis suslarinda 344 aminoasit uzunlugunda PrtP kolun
yeterli oldugu goriilmistiir. Lakin elektron mikroskobu gorintileri dikkatle incelendiginde
KBD’ini uzun kol ile birlikte ifade eden L. lactis hicrelerin yigmlar halinde baglanma
yaptiklar1 izlenmektedir. Dolayisiyla bu sonu¢ muhtemelen uzun PrtP kol ile birlikte birim

alandaki L. lactis hiicre sayisinda artis ile saglamistir.
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Sekil 4.10 Kitin taneciklerine baglanmis nisin 0reticisi L. lactis ve rekombinant
hicrelerinin taramali elektron mikroskobu goriintiileri. 1) L. lactis N8, 2) L. lactis PLACL,
3) L. lactis PLAC2, 4) L. lactis PLAC7, 5) L. lactis PLACS3, 6) L. lactis LL27, 7) L. lactis
PLAC4, 8) L. lactis PLACS, 9) L. lactis PLAC8 10) L. lactis PLAC6
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4.3 Nisin Ureticisi L. lactis ve Rekombinant Suslarimin Kitine Baglanma Yogunlugu ve
Oram

Calismanin bu kisminda, birim Kkitin kiitlesine baglanabilen nisin Greticisi L. lactis ve
rekombinant suslarinin yogunlugu tespit edilmistir. Bu dogrultuda 1 g kitin ylizeyi farklh
yogunluktaki kontrol ve rekombinant htcrelerle karsilastirilmistir. Boylece gram kitin
ylizeyine baglanabilen hiicre yogunlugu belirlenmistir. Bunun i¢in, baglama isleminden sonra
elde edilen hiicre yogunlugu, baslangi¢ hiicre yogunluguna oranlanmistir. Bu sekilde kitin

yiizeyinde olusan doyma noktasi tespit edilmistir.

Yapilan ¢alismada nisin treticisi L. lactis N8 ve LL27 suslarin kullanilan baslangi¢ hiicre
yogunlugunun artigina paralel olarak, 1 g'lik kitin yiizeyine baglanmayan hiicre yogunlugunun
da dogrusal artis gosterdigi belirlenmistir. Rekombinant hiicreler arasinda, KBD'inin 153 aa
uzunlugundaki PrtP ve AcmA kollart Gzerinde ifade edildigi hiicrelerde de baglanmayan
hiicre yogunlugunun kismen dogrusal artis i¢inde oldugu saptanmistir. Ancak bu suslarin
aksine KBD'inin 344 ve 800 aa uzunlugundaki iizerinde PrtP kolu Uzerinde ifade edilen
rekombinant hiicrelerde baglanmayan hiicre yogunlugunun diisiikk oranda ve yatay bir seyirde
devam etmis, 0,5'den sonra baglanmayan hiicre yogunlugunun artis gosterdigi gézlenmistir
(Sekil 4.11). Bu sonuglar, 1 g kitin kiitlesi i¢in kullanilacak optimum hiicre yogunlugunun 0,5
olduguna isaret etmistir. Ayrica KBD'inin 800 aa uzunlugundaki PrtP kolu (zerinde ifade
eden hicreler (L. lactis PLAC7 ve L. lactis PLAC8) baglanma agisindan daha verimli
bulunmustur. Bu durum KBD'inin uzun kol ile hiicre duvarindan daha fazla uzanarak kitine

baglanmada etkili oldugunu gostermektedir.
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Baglangig Hicre Yogunlugu

Sekil 4.11 1 g kitin katlesine nisin Ureticisi L. lactis ve rekombinant suslarinin baglanma
ozgiilliigi. Hiicre yogunlugu spektrofotometre’de 600 nm’de 6l¢lilmiistiir.
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Sekil 4.12'de nisin ireticisi L. lactis ve rekombinant hiicrelerinin kitine baglanma oranlari
gosterilmistir. Bu sonuglara gore, suslar arasinda en yiiksek baglanma L. lactis PLAC7 ve
PLACS suslar tarafindan gerceklesmistir (sirasiyla %91 ve 94). Bunlar ise L. lactis PLAC2
ve PLACS suslar takip etmistir (sirasiyla %78 ve 83). L. lactis PLAC7 ve PLACS suslarinda
KBD'inin 800 aa PrtP kol ile ifade edilmesi, s6z konusu hiicrelerin duvarinda ifade edilen
KBD'inin kitinle daha fazla etkilesimde bulunmasina olanak saglamaktadir. KBD’inin Kitine
olan baglanma egiliminin molekiiler temeli hidrofobik etkilesime dayanmaktadir. KBD’inin
dogrusal bdlgesinde bulunan aromatik aminoasitlerin bu etkilesimde rolii biyuktir. Ozellikle
yapida bulunan His®®, Thr*® Trp®" Pro®® ve Pro®® aminoasitlerin KBD’inin Kkitine
baglanmasinda etkili oldugu one siiriilmektedir (IKEGAMI vd., 2000). Bu bilgiler dikkate
alinarak bir degerlendirme yapildiginda hiicre duvarindan uzanmis KBD’inin Kitinle
etkilesme oranmin arttigi seklinde yorumlanabilir. Hicreler kitine tutundurulduktan sonra,
ardisik 3 kez yikanmis ve uzaklasan hiicre miktarlart hesaplanmistir. Yikamayla uzaklasan
hiicre miktar1 yikama kaybi olarak tanimlanmistir. En diisiik yikama kayiplar1 baglanmanin en
fazla oldugu hiicrelerde meydana gelmistir. Dolayisiyla bu sonug¢ hiicrelerin kitine
baglanmasinin tamamen 06zgiil bir baglanma oldugunu, KBD icermeyen kontrol suslarda

oldugu gibi 6zgiil olmayan baglanma olmadigini acik¢a gostermistir.
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Sekil 4.12 Nisin Ureticisi L. lactis ve rekombinant hiicrelerinin kitine baglanma ve yikama
kaybr1 oranlari.
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4.4 Kitine Baglanmus Nisin Ureticisi L. lactis ve Rekombinant Suslarinin Nisin Uretimi

Kitine baglanmig nisin dreticisi L. lactis N8, LL27 ve rekombinant suslarinin nisin Gretim
miktarlar1 Sekil 4.13’de gosterilmistir. S6z konusu hiicreler kitine baglandiktan sonra, Kitinle
birlikte sivi besiyeri ortamina (%0,5 glikoz iceren M17) alinmis ve 8 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kitin ortamdan uzaklastirilarak yikanmis ve yeni sivi
besiyerine alinarak inkiibasyona devam edilmistir. Bu sekilde ii¢ ayr1 8 saatlik inkiibasyon
¢evrimi uygulanmistir. Her bir inkiibasyon c¢evrimi sonunda iiretilen nisin miktarinin tespit

edilmesi i¢in 6rnek alinmustir.

Her bir inkibasyon ¢evrimi sonunda en ylksek nisin dretimi, L. lactis PLAC7 ve PLACS
suslariin baglandig: kitinin kullanilmasiyla elde edilmistir. Bunlar ise L. lactis PLAC2 ve
PLACS suslan takip etmistir. L. lactis PLAC1, PLAC3, PLAC4 ve PLAC6 suslarinin
baglandigi kitinlerin kullanilmasi durumunda, nisin dretiminin kontrol suslarindan farkli
olmadigi belirlenmistir. Ayrica L. lactis PLAC7, PLACS, PLAC2 ve PLACS suslarinin
baglandig1 kitinlerin kullanildigi her bir inklbasyon c¢evriminde nisin Gretiminin hemen
hemen esit seviyede kaldigi, fakat kontrol (L. lactis N8 ve LL27) ve diger rekombinant
suglarda (L. lactis PLAC1, PLAC3, PLAC4, PLACO) iiretimin giderek azaldig1 belirlenmistir.
Bu durum L. lactis PLAC7, PLACS8, PLAC2 ve PLACS suslarinin kazandiklar kitine yiiksek
baglanma yeteneklerinden dolay1 fermentasyon sisteminde tutuklandigi, bunun sonucu olarak
da yuksek nisin Uretiminin devam ettigini gostermektedir. Diger yandan L. lactis N8 ve LL27
kontrol suslar1 ile L. lactis PLAC1, PLAC3, PLAC2 ve PLACS5 rekombinant suslarinda
ilerleyen inkibasyon cevrimlerinde nisin aktivitesindeki belirgin dusiis, inkiibasyon
gecislerinde ve de besiyeri ile yilkama sonucunda hiicrelerin kaybedilmesinden

kaynaklanmaktadir.

Elde edilen bu sonuglar, KBD’inin 6zellikle uzun PrtP kol ve ¢apasi Uzerinde nisin reticilerin
duvarinda ifade edilmesi durumunda fermentasyon sistemlerinde kullanilabilirlik agisindan
ciddi bir potansiyel tasimaktadir. Ozelikle oldukg¢a yiiksek nisin iiretim verimine ulasilan
cevrimsel fermentasyonlarin uygulanmasinda (SIMSEK ve SARIS, 2009), olusturulan yeni
suglarin (L. lactis PLAC7 ve PLACS) kolaylik saglayacagi agiktir. Ciinkl bu sistemlerin her

bir cevriminde uygulanan hiicrelerin toplanmasi gibi hem biyiikk &lgekte uygulamasi
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ekonomik olmayan hem de hiicrelerin iyi nisin iiretim fazina zarar veren islemler i¢in
alternatif bir cozumdur.
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Sekil 4.13 Kitine baglanmis nisin iireticisi L. lactis ve rekombinant suslarinin nisin tretim
miktart.
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4.5 Nisin Greticisi L. lactis ve Rekombinant Suslarinin Kitine Baglanmas1 Uzerine
Cevresel Faktorlerin Etkisi

Nisin Ureticisi L. lactis N8, LL27 ile rekombinant suslarinin Kitinin yiizeyine baglanmasi
tizerine, farkli pH, sicaklik, tampon derigimi ve yiizey aktif maddelerin etkisi arastirilmigtir.
Bu kapsamda 3, 5, 7 ve 8 pH ile 4, 22 ve 40°C sicaklikta hticrelerin kitine baglanma
oranlar1 belirlenmistir. Ayrica %0,1 oraninda triton X-100 ve tween 20 ilavesinin ve
baglanma tamponundaki sodyum fosfat derisiminin (5, 20, 50 ve 100 mM) baglanma
tizerine etkisi arastirilmistir. Nisin {ireticisi L. lactis N8 ve rekombinant suslariin kitin
taneciklerine farkli kosullardaki baglanma oranlar1 Cizelge 4.1°de, L. lactis LL27 ve

rekombinant suslarininki ise Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Nisin {ireticisi rekombinant suslariin kitine baglanma oram1 pH artisina bagli olarak
yikselmisgtir.  Bu denemelerde, KBD’inin uzun PrtP kolun (Uzerinde ifade edilen
rekombinant suslarinda (L. lactis PLAC2, PLAC7 ve PLAC5, PLACS) en yiiksek baglanma
gerceklesmis, diger taraftan bu suslarda KBD’inin pH degisimi ile baglanma iligkisi daha
fazla anlasilmistir. Nitekim ortam pH’sinin 3’ten 8’e ¢ikarilmasi durumunda L. lactis
PLAC2 ve PLACS suslarinda sirasiyla %37,4 ve 27,4; L. lactis PLAC7 ve PLACS8
suslarinda ise %53,5 ve 43,5 baglanma oraninda artis gerceklesmistir. Fakat pH’nin 7’den
8’e yukselmesi durumunda suslarin baglanma oranlarinda anlamli bir farklilik
olusmamistir. Bu sonuglar KBD’inin nétr ve hafif alkali ortamlarda kitine baglanma
acisindan daha etkili olduklarin1 gostermistir. Clink Bacillus circulans WL-12 tarafindan
sentezlenen kitinaz Al lizerinde gergeklestirilen NMR calismalarinda KBD’inin izoelektrik
noktasinin (pI) 9 olmasindan dolayr bu degerlere yakin pH'larda baglanma orani

artmaktadir (IKEGAMI vd., 2000).

Ortam sicakliginin degistirilmesi durumunda nisin ireticisi rekombinant suslarin kitine
baglanma oranlarinda biiyiik degisimler gozlenmemistir (Cizelge 4.1 ve 4.2). Ancak Kitine
yiiksek baglanmanin gergeklestigi hiicreler (L. lactis PLAC2, PLAC7 ve PLAC5, PLACS)
dikkate alindiginda 4°C’nin daha fazla olumlu sonuglar verdigi saptanmistir. Ozellikle
ortam sicakliginin 40°C’ye ¢ikarilmasi durumunda, L. lactis PLAC2 ve PLAC7 suslarinin
baglanma oranlarinda sirasiyla %7,2 ve 1,9, L. lactis PLAC5 ve PLACS suslarinda %7,2 ve
5,1 oraninda diisiisler kaydedilmistir.
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Hiicrelerin ¢ozildiigii tamponun sodyum fosfat derisimi rekombinant hiicrelerdeki
KBD’inin baglanmas1 iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Nitekim c¢aligmada kontrol
olarak saf suyun kullanilmasi durumunda KBD’inin ifade edilmedigi kontrol suslar L. lactis
N8 ve LL27 ile rekombinant suslarin baglanma oranlar1 esit bulunmustur. Ancak
tampondaki sodyum fosfat derisimin artigina bagli olarak o6zellikle L. lactis PLAC2,
PLAC7 ve PLACS, PLACS suslarinda 6nemli oranda artis meydana gelmistir. Tampon
derisiminin 100 mM'a ¢ikarilmasi durumunda, bu suslarda baglanma orani yaklasik 2 kat
artmistir. Bu sonu¢ sodyum fosfat derisiminin rekombinant hicrelerin kitin Uzerine
baglanmasinda etkili olduguna isaret etmistir. IKEGAMI vd., (2000) tarafindan belirtilen
fonksiyonel bolgenin aminoasit kompozisyonundan dolay1 ortamda artan tuz derisimi ile
KBD’inin baglanmasinin artis gdstermesi bu sonucu desteklemistir. Ayrica ortamda
tamponlayict  bilesiklerin  bulunmasi muhtemelen hicrelerin  ozmotik dengesinin
saglanmasma katkida bulunarak canliigin ve dolayisiyla baglanmanin stabilitesini

artirmaktadir (WANG ve CHAO, 2006).

Rekombinant hiicrelerin kitinin yiizeyine baglanmasinda ylizey geriliminin disiiriilmesi
amaciyla tween 20 ve triton X-100, %0,1 oraninda ortama ilave edilmistir. Her iki ylizey
aktif maddenin kullanilmasit durumunda rekombinant suslarin kitine baglanma oranlarinda
onemli artis saglannmistir. L. lactis PLAC2 ve PLAC7 suslarinda triton X-100
uygulamasiyla sirasiyla %90,1 ve %96,3, tween 20 uygulamasiyla sirasiyla % 92,7 ve
%97,7 baglanma oranina ulasilmistir. Ayn sekilde L. lactis PLAC5 ve PLACS suslarinda
ise triton X-100 uygulamasiyla %90,1 ve %97,4, tween 20 uygulamasiyla sirasiyla %92,7
ve %97,7 oraninda baglanma gergeklesmistir. Ancak kontrol (L. lactis N8 ve LL27) ve
rekombinant L. lactis PLAC1, PLAC3, PLAC4 ve PLACG6 suslarinda onemli atig tespit
edilememistir. Kullanilan yuzey aktif maddelerin rekombinant L. lactis hiicrelerinin kitine
baglanmadaki olumlu etkisinin nedeni hakkinda yeterince bilgi bulunmamasina ragmen,
bunlarin yiizey gerilimini azaltarak baglamada fonksiyonel bdlgelerin karsilasmasinda etkili

olabilecegi varsayimi one siiriilebilir.
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Cizelge 4.1 Nisin Ureticisi L. lactis N8 ve rekombinant suslarinin kitine baglanmasi tizerine
cevresel faktorlerin etkisi. Veriler iki tekrarin ortalamasidir.

Cevresel Faktorler L. lactis (% Baglanma)
N8 PLAC1 PLAC?2 PLAC3 PLACY

pH 3 29,1 37,8 40,1 31,2 41,8
5 48,2 55,7 63,9 46,9 12,7
7 33,2 54,3 75,6 431 96,2
8 34,1 435 77,5 394 95,3

Sicakhik 4°C 22,1 30,5 84,0 295 945
22 °C 19,4 28,4 78,6 34,7 91,3
40 °C 28,7 40,7 76,8 38,2 92,6

Tampon

(mM) 0 21,2 34,0 39,2 38,7 37,3
5 439 50,3 67,9 48,1 72,6
50 46,7 61,6 82,6 56,3 90,5
100 34,4 55,8 89,8 46,4 95,7

;‘;ﬁ%iakt'f Triton X-100 | 389 50,1 90,1 51,3 9.3
Tween 20 35,1 457 92,7 55,6 97,7
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Cizelge 4.2 Nisin Ureticisi L. lactis LL27 ve rekombinant suslarinin kitine baglanmasi Gizerine
cevresel faktorlerin etkisi. Veriler iki tekrarin ortalamasidir.

Cevresel Faktorler L. lactis (% Baglanma)
LL27 PLACA4 PLACS PLACS6 PLACS
pH 3 38,2 55,5 60,1 38,5 52,9
5 48,3 63,5 73,9 49,6 72,5
7 33,1 66,7 85,6 41,3 93,1
8 34,5 66,8 87,5 34,9 96,4
Sicakhik 4°C 35,4 65,3 84,0 39,4 95,7
22 °C 29,5 48,4 78,6 34,9 89,9
40 °C 21,7 40,7 76,8 38,1 90,6
Tampon
(mM) 0 31,7 35,7 36,4 35,9 36,8
5 35,6 52,1 57,3 38,6 75,7
50 36,1 62,9 72,1 43,2 92,5
100 34,6 65,4 79,5 46,5 96,1
Yuzeyaktif o100 [335 685 90,1 51,3 97,4
madde
Tween 20 34,9 71,7 93,9 54,6 9,77
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4.6 Kitin Iceren Siirekli Nisin Fermentasyonu (KISNIFER) Sisteminde Nisin Uretimi ve
Optimizasyonu

Calismada, ylksek nisin Uretimine sahip L. lactis N8 susu ile kitine yiiksek baglanma
yetenegine sahip L. lactis PLAC2 ve PLAC7 suslar1 KISNIFER sisteminde nisin iretimi icin
denenmistir. S6z konusu suslar kitin materyaline Kisim 3.4’de anlatildig: sekilde baglandiktan
sonra, 200 gr kitin fermentasyon haznesine alinmis ve 2 L’lik sodyum fosfat tamponuyla 3
kez yikanmistir. Son agamada tizerine 2 L %1 glikoz igeren M 17 alinmig, 6nce farkli diliisyon
hizlarinda (0,1-0,9 h™) daha sonra da 0,9 h™ diliisyon hizinda farkli glikoz derisimleri (20-60
g L") kullanilarak nisin tiretim miktarlar tespit edilmistir (Sekil 4.14). L. lactis PLAC2 ve
PLAC7 suslarinda ifade edilen KBD’inin KISNIFER sisteminde etkisini gézlemleyebilmek
icin, L. lactis N8 dogal susu kitinle ve kitinsiz olarak birlikte denenmistir. S6z konusu susun
kitine baglanmadan yapilan siirekli fermentasyon denemesinde, baslangigta ortama 0,5
yogunlukta hticre inokiilasyonu yapilmistir. Diger yandan tim fermentasyon denemelerinde,
hiicrelerin stabilitesinin artirilmasi ve olugabilecek laktatin geri inhibisyon etkisini diisiirmek

amaciyla ortam %2 ¢oziinmiis oksijende sabit tutulmus ve mikroaerofilik ortam saglanmistir.

L. lactis N8, PLAC2 ve PLAC7 suslarinin farkli diliisyon hizlarindaki nisin tiretim miktarlar

bununla iligkili biyokiitle ve glikoz tiiketim oranlar1 Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Calismada
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elde edilen biyokiitle miktarlar1 incelendiginde kontrol gruplarinda (L. lactis N8 Kkitinli ve
kitinsiz) diliisyon hizinin 0,2 h? ulasmas: ile artis gosterdigi ancak ilerleyen diliisyon
hizlarinda azaldigi goriilmektedir. Buna karsin, L. lactis PLAC2 ve PLAC7 suslarini igeren
deneme gruplarinda ise kontrol gruplarina gére daha yiiksek biyokiitle oranina ulasilmakla
birlikte, diismenin daha 1liml1 oldugu izlenmistir. Aslinda KISNIFER sisteminde biyokiitle
miktarinin izlenmesi sistemin analizi agisindan dogru bir yaklasim degildir. Clnki L. lactis
PLAC2 ve PLAC7 suslariin Kkitin yiizeyine baglanma yeteneklerinin bulunmasi nedeniyle
sistem igerisinde daha fazla hiicre yogunlugu bulunmaktadir. Olgiilen biyokiitle miktarlari
muhtemelen baglanan hiicrelerin boliinmesi neticesinde olusan serbest hiicre kitlesini temsil

etmektedir.

L. lactis N8 susunun kitinli ve kitinsiz denemelerinde glikoz derisiminin tamamen
tiketilemedigi ayrica yiiksek diliisyon hizlarinda ¢ok diisiik tiiketimin oldugu belirlenmistir.
L. lactis PLAC2 susunun kullamldigi denemede ise 0,7 h™ diliisyon hizina kadar glikoz
tamamen tiiketilmis, 0,9 h™ hizinda glikoz tiiketimi diismiistiir. L. lactis PLAC7 susunun
baglandig: kitinlerin kullanilmasi durumunda; denenen tiim fermentasyon hizlarinda glikozun
tamamen tiiketildigi izlenmistir. Bu sonuglar L. lactis PLAC2 ve L. lactis PLAC7 suslarina
kazandirilmig baglanma yetenegi ile glikoz tiiketimi arasinda bir iliskinin varligina isaret
etmistir. Nitekim artan dillisyon hizlarinda s6z konusu bu hiicrelerin sistemde kalmasi ile

yuksek glikoz tiiketimi devam etmistir.

L. lactis N8 susunun kitin igeren veya igermeyen strekli nisin tretimlerinde en yiksek nisin
miktarina (sirastyla 2220 ve 2210 U mL™?) 0,3 h? dilisyon hizinda ulasilmigtir. Bu susta
yuksek fermentantasyon hizlarinda nisin Gretim miktarinin hizla diistiigii izlenmistir. Benzer
sekilde her iki denemede bir saatte en yiiksek nisin retimine (sirastyla 666 ve 636 IU mL™)
yine 0,3 h! diliisyon hizinda ulasilmustir. Kitine baglanma yetenegi olan L. lactis PLAC2 ve
PLAC7 suslarinda ise en yiiksek nisin miktar1 (sirasiyla 4920 ve 5520 IU mL™) 0,3 h*
diliisyon hizinda ftiretilmesine karsin, bir saatte en yiksek nisin iiretimi (sirasiyla 2709 ve
4581 U mL™) 0,9 h™ diliisyon hizinda gerceklesmistir. Bu sonug yiksek diliisyon hizlarinda
L. lactis N8’in yikama etkisiyle fermentasyon ortamindan uzaklastig1 ancak L. lactis PLAC2
ve PLAC7 suslarinin kitine baglanma yetenegi dolayisiyla fermentasyonda tutuklanmasinin
sonucu olarak, yiiksek nisin iiretiminin devam ettigini kanitlamistir. Béylece L. lactis PLAC2

ve PLACY suslarinin kullanilmasiyla, L. lactis N8 susuna kiyasla sirasiyla yaklasik 4 ve 7 kat
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bir saatte daha fazla nisin iiretim miktarina ulagilmistir. L. lactis PLAC2 ve PLAC?7 suslarinin
arasindaki fark ise PLAC7 susunun daha yiiksek baglanma yetenegidir. Dolayisiyla her kitin

pargasinin yiizeyinde daha fazla nisin dreticisi L. lactis PLAC7 bulunmaktadir.

KISNIFER sisteminde, L. lactis PLAC7 susu tarafindan 0,9 h't diliisyon hizinda var olan
glikozun tamaminin kullanilmasi nedeniyle, yiksek glikoz derisimlerinin ilgili suslarin nisin
Uretimi Gzerine etkisi arastirilmistir. Daha 6nce tanimlandigi sekilde fermentasyon sistemi
hazirlandiktan sonra, ortama 20, 30, 40, 50, 60 g L™ glikoz iceren besiyerinin ilavesi yapilmis
ve sistem 0,9 h™! dilisyon hizinda ¢alistirilmustir. Buna gore farkli glikoz derisiminde suslar
tarafindan tretilen nisin miktar1 ile glikoz tiiketimi ve biyokiitle miktarlar1 Cizelge 4.4’de
gosterilmistir. Biyokitle olusumu kullanilan tim glikoz derisimlerinde hemen hemen benzer
iken, yiiksek glikoz derisimlerde (>40 g L™) kismen diismiistiir. Buna ilaveten, L. lactis
PLAC7 disindaki tiim hiicrelerin glikoz tiiketim miktar1 kullanilan 40 g L™ oramina kadar
benzer iken, bu derisimden sonra tiketim hizla azalmistir. L. lactis PLAC7 susunun glikoz
tilketim orami ise 50 g L™"ye artmustir. Bu sonuclar yiiksek glikoz derisimlerinin hiicrelerin

gelisimini ve stabilitesini olumsuz etkiledigine isaret etmektedir.

KiSNIFER sisteminde, 0,9 h? dilisyon hiz1 ve farkli derisimde glikoz kullaniminin nisin
uretimine etkisi Cizelge 4.4’de gosterilmistir. Beklenildigi gibi yiiksek diliisyon hizi
kullanilmasindan dolay: L. lactis N8 htcrelerinin hem kitinli hem de kitinsiz denemelerinde
oldukga diisiik nisin miktar1 tespit edilmistir. L. lactis PLAC2 ve PLAC?7 suslarini1 tasiyan
kitinlerin kullanildig1 fermentasyonlarda 20 ile 50 g L™ glikoz derisimi araliginda benzer
yiiksek nisin miktarlari tespit edilirken, yuksek derisimlerde nisin miktarinda énemli diisiisler
meydana gelmistir. En yiksek nisin (10500 IU mL™), 40 g L glikozun kullanilmast
durumunda, L. lactis PLAC7 susu tarafindan tiretilmistir. Ayni susun bir saatteki nisin Uretimi
9450 1U mL™ gibi oldukea yiiksek degere ulasmistir. Ancak bu susta birim glikoz basina nisin
iretim verimi hesaplandiginda, nisin tiretiminin en yiiksek oldugu kosullarda diisiik verimler
alinmistir. Bu durumun temel nedeni nisinin ¢6ziinebilme 6zelligi ile iliskilidir. Ciinkii nisinin
notr kosullarda ¢oziinebilirligi oldukga diisiiktiir (DELVES-BROUGHTON vd., 1996). Bu

sonuglar ortamda biriken nisin miktarinin daha yiiksek olduguna isaret etmektedir.
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Cizelge 4.3 KISNIFER sisteminde L. lactis N8, PLAC2 ve PLAC7 suslarmnin nisin tretim
uzerine diltsyon hizinin etkisi

Diliisyon Hizi (h™)

L. lactis 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
N8 (Kitinsiz)
Biyokiitle (g L™) 280 340 160 140 1,20
Glikoz Tiiketimi (g L™) 587 544 388 219 210
Nisin Uretimi (IU mL™) 1150 2120 650 340 150
Nisin Uretimi (IU mL™ h™) 115 636 325 238 135
Y (IU mg™) 195,91 389,70 167,52 15525 71,43
N8
Biyokiitle (g L™ 320 310 200 1,70 1,40
Glikoz Tiiketimi (g L™) 6,19 637 437 366 342
Nisin Uretimi (1U mL™) 1250 2220 1250 650 340
Nisin Uretim (IU mL™ h%) 125 666 625 455 306
Y (1U g% 201,93 348551 286,04 124,32 89,47
PLAC2
Biyokiitle (g L™) 470 440 420 350 3,10
Glikoz Tiiketimi (g L™) 951 945 927 857 643
Nisin Uretimi (1U mL™) 2530 4920 4480 3530 3010
Nisin Uretim (IU mL™ h%) 253 1476 2240 2471 2709
Y (1U g% 266,03 520,63 48328 411,90 468,11
PLAC7
Biyokiitle (g L™) 310 350 410 390 350
Glikoz Tiiketimi (g L™) 9,89 963 957 944 953
Nisin Uretimi (1U mL™) 2530 5520 4750 5090 5090
Nisin Uretim (IU mL™ h%) 253 1656 2375 3563 4581
Y (1U g% 255,81 573,21 496,34 539,19 534,10
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Cizelge 4.4 KISNIFER sisteminde L. lactis N8, PLAC2 ve PLAC7 suslarimnin nisin tretim
uzerine glikoz derisimin etkisi

Glikoz Derisimi (g L™)

L. lactis 20 30 40 50 60
N8 (Kitinsiz)
Biyokiitle (g L™) 1,50 150 1,60 1,10 0,90
Glikoz Tiiketimi (g L™) 2,77 254 238 139 121
Nisin Uretimi (IU mL™) 150 120 150 80 70
Nisin Uretimi (IU mL™ h™) 135 108 135 72 63
Y (IU mg™) 5415 42552 56,72 57,55 57,85
N8
Biyokiitle (g L™ 320 310 200 1,70 1,40
Glikoz Tiiketimi (g L™) 419 427 437 366 342
Nisin Uretimi (1U mL™) 350 350 250 190 190
Nisin Uretim Verimi (IU mL™ h™) 315 315 225 171 171
Y (1U g% 8353 8197 5721 5191 5555
PLAC2
Biyokiitle (g L™) 470 440 420 350 3,10
Glikoz Tiiketimi (g L™) 755 745 720 750 @ 6,40
Nisin Uretimi (1U mL™) 3550 3900 3400 3550 3010
Nisin Uretim (IU mL™ h%) 3195 3510 3060 3195 2709
Y (1U g% 470,20 523,49 472,22 473,33 470,31
PLAC7
Biyokiitle (g L™) 590 620 580 550 4,70
Glikoz Tiiketimi (g L™) 19,89 2853 3577 39,48 30,23
Nisin Uretimi (1U mL™) 9980 10100 10500 10100 7610
Nisin Uretim (IU mL™ h%) 8982 9090 9450 9090 6849
Y (1U g?) 501,75 354,01 293,54 25582 251,74
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KISNIFER sisteminde yapilan denemelerin sonuglar1 degerlendirildiginde; nisin Ureticisi L.
lactis suslarinda KBD’inin ifade edilmesi ve bu hiicrelerin kitine tutundurulduktan sonra
fermentasyon ortaminda kullanilmasi, siirekli fermentasyonlarda dogal suslarla ¢ikilamayan
yiiksek diliisyon hizlarinda ¢alismaya imkan tanimaktadir. Yani L. lactis hcrelerin Kitine
tutundurulmas: stirekli sistemde hiicrelerin fermentasyon ortaminda kalmasini saglamaktadir.
Bu da oldukca yuksek nisin derisimine ulasilmasini miimkiin kilmaktadir. Calismada elde
edilen bilgiler dogrultusunda yiiksek nisin iiretimi i¢cin KISNIFER sisteminde L. lactis PLAC7
susu ile 0,9 h™ dilisyon hizinin ve 40 g L™ glikoz derisiminin optimum deger oldugu ortaya
cikmustir.

Bugiine kadar 6nerilen stirekli nisin retim sistemlerinde en yiiksek miktar 8200 1U mL™
hacimsel, 5730 1U mL™ saatte nisin tretimi olarak rapor edilmistir (BETRAND vd., 2001).
Her ne kadar nisin {retimi i¢in kullanilan sistemlerinin, suslarmin, nisin belirleme
yontemlerinin ve de besiyeri ortamlarinin farkli olmasi nedeniyle saglikli karsilagtirma
yapilmast dogru olmasa da, bu ¢alismada Onerilen sistem ile bugiine kadar rapor edilen en

yiiksek nisin tiretim miktarina (10500 1U mL™, 9450 IU mL* h'l) ulasilmistir.
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5. GENEL DEGERLENDIRME ve ONERILER

Projenin en Onemli hedeflerinden birisi birim zamanda yiiksek nisin {retim miktarina
ulasilmasi ile nisin iiretim maliyetinin diisiiriilmesidir. Ciinkii maliyetin diisiiriilmesi nisinin
kullanimini1 yayginlastiracak ve daha giivenli gidalarin {iretilmesine imkan taniyacaktir.
BoOylece giiniimiizde tiiketicilerin yoneldigi dogal gida tiiketim talebinin kargilanmasi adina
Oonemli bir adim atilmis olacaktir. Bu dogrultuda planlanan ¢alismada KBD’inin nisin {ireticisi
hiicrelerin  yiizeyinde ifadesi saglanarak, stirekli fermentasyonlarda hiicre kaybinin
engellenmesi  veya tutuklama yontemlerinin  olumsuzluklarinin  Oniine  gegilmesi

amaglanmaistir.

Yapilan ¢alismada, KBD nisin ureticisi L. lactis suslarinin duvarinda basarili bir sekilde ifade
edilmistir. Calismada laktokoklarda heterolog proteinlerin ifadesi icin tercih edilen yuzey
ifade sistemi kullanilmis ve PrtP ¢apasinin (LPXTG), Acma’ninkine (LysM) kiyasla kitine
tutunma basarisi agisindan daha verimli sonuglara ulagilmistir. Ozellikle PrtP kolun uzatilmasi
nisin Ureticilerinin kitine baglanma basarisinda dogrudan etkili olmustur. 800 aa uzunlugunda
PrtP kol ve capasi lizerinde KBD’inin ifadesi i¢in diizenlenen pBL04 plazmidi aktarilarak
elde edilen nisin Ureticisi L. lactis PLAC7 susu, kitine %90’1n {izerinde baglanma yetenegi
kazanmistir. Dolayisiyla ¢alismanin birinci hedefi olan kitine yiiksek oranda baglanabilen
nisin Ureticisi suslar elde edilmistir. Ayrica KBD’inin laktokoklarda ilk defa klonlanmasi ve
ifadesi bu ¢alisma ile basarilmistir. S6z konusu bu nisin dreticisi endustriyel uygulamalar icin

6nemli bir potansiyele sahiptir.

Nisin dreticisi L. lactis PLAC2, PLAC5, PLAC7 ve PLACS suslar1 kullanilarak yapilan
cevrimli inkuibasyon model fermentasyon sisteminde, kontrol ve diger rekombinant suslardan
farkli olarak, her bir ¢cevrimde nisinin yiiksek miktarlarda tiretilebildigi tespit edilmistir. Yani
inkiibasyon c¢evrimlerinde yapilan yikama ve besiyeri degisikliklerinde hiicrelerin
kaybedilmesi engellenmistir. Dolayisiyla hiicrelerin fermentasyon ortaminda kitin yardimu ile
tutuklanmasi ile hiicrelerin nisin tiretimine devam etmesi saglanmistir. Bu sonug proje

hipotezini dogrulamistir.

Calismada KBD’i ifade eden hicrelerin kitin yiizeyine baglanmalarinin optimizasyonu

yapilmigtir. Boylece hiicrelerde ifade edilen KBD’inin 7 ve 8 pH degerlerinde, 100 mM
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sodyum fosfat derisiminde, 4°C’de ve ylizey aktif maddelerin bulunmasiyla yiiksek baglanma
egilimi gosterdikleri belirlenmistir. Bu ¢alismalarla, fermentor 6lgeginde hiicrelerin kitine

tutundurulmasi ve hiicrelerin kullanimi1 hususunda 6nemli bilgiler edinilmistir.

Calismanin ilk kisimlarinda alinan sonuglar 1s1ginda, iretilen yeni rekombinant hicreler
kullanilarak siirekli nisin iiretimi denemeleri yapilmistir. Bunun ig¢in hiicreler kitin
parcaciklarina baglandiktan sonra fermentasyon sistemine alimmis ve Kitin Iceren Siirekli
Nisin Fermentasyonu Sistemi (KISNIFER) kurulmustur. Bu sistemde ¢alismada iiretilen L.
lactis PLAC2 ve PLAC7 suslarimin baglandig: kitin pargaciklarnin kullanilmas: ile 0,9 h*
gibi oldukc¢a yiiksek dillisyon hizlarinda ¢aligma imkani ortaya ¢ikmustir. Ayrica L. lactis
PLAC7 susunda hacimsel 10500 IU mL™' ve bir saatte 9450 IU mL™ nisin Gretimine
erisilmistir. S6z konusu bu yiiksek iiretim miktarlar1 bugiine kadar rapor edilmis en yiiksek
orandir. Dolayisiyla projenin ana hedefi olan birim zamandaki yiiksek nisin miktaria
ulasilmistir. Diger taraftan, calismada olusturulan sistemin 6zellikle nisin iiretiminde kesikli

fermentasyondan siirekli fermentasyona bir gecis saglayabilecektir.

Sonug olarak ¢aligmada proje onerisinin hipotezi ¢ervesinde belirtilen hedefler buyik oranda
tutturulmustur. Caligmanin yiiriitiilmesi esnasinda kazanilan bilgi ve tecriibeler 1s18inda

asagidaki Oneriler ortaya ¢ikmistir;

e (alismada, KBD’inin nisin iireticisi hiicrelerin duvarina yerlestirilmesinde PrtP
capasimnin verimli calistigi gosterilmistir. Ancak akla gelen ilk soru bu domainin
hiicrenin tim ylzeyinde mi yoksa hucrenin belli bir bélgesinde mi ifade edilmesi,
sistemin galismasi agisindan daha verimli olur? Diger bir soru ise KBD’inin L. lactis
hicrelerin  duvarinda ifade oram1 ne olmadir? Dolayisiyla bu sorularin
cevaplanabilmesi icin laktokoklara 6zgi yeni capa sistemlerinin veya promotor ve

sinyal serisi kombinasyonlarinin arastirilmasi yararl olacaktir.

e (alismada nisin ireticisi hiicreler KBD ile Kkitin yiizeyine baglanmis ve kitin
parcaciklar1  fermentasyon sistemlerinde kullanmilmistir.  Endiistriyel — 6lgekte
diistiniildiigiinde  hiicrelerin  uzun proseslerdeki stabilitesinin  ve canliliginin
belirlenmesi ve buna goére optimize edilmesi sistemin uygulanabilirligi agisindan

verimli olacaktir.
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Calismamizla birlikte KBD’inin PrtP kol ve ¢apasi iizerinde fiizyon proteinini
kodlayan plazmid (pBL04) olusturulmustur. Yine c¢alismamiz kapsaminda bu
plazmidin patenti alinmistir. Ancak ¢alismamizda bu plazmid sadece nisin Ureticisi
laktokok suslarinin kitin ylizeyine baglamak amaciyla kullanilmistir. Dolayisiyla bu

plazmidin endiistriyel acidan 6nemli diger suslarda da kullanilmas1 6nerilmektedir.

Calismada kurulan KISNIFER sisteminde L. lactis PLAC7 susu tarafindan oldukca
yiiksek nisin {iretim miktarina ulasilmistir. Bu kadar yiiksek nisin derisimi 6zellikle
derin fermentasyon sistemlerinde geri inhibisyon etkisi yapabilecegi kuvvetli bir
ihtimaldir. Zaten nisin derisiminin ¢ok yiikselmesi durumunda ¢6ziinme probleminden
dolayr da ciddi kayiplar olusmaktadir. Bu olumsuzluklar dikkate alindiginda nisin
dreticilerin  baglandig1 kitin parcaciklar1 doldurularak hazirlanacak kati faz
fermentasyon sistemlerle daha yiiksek nisin oranlarina ¢ikilmasi da miimkiindiir. Diger
taraftan boyle bir sistemin kurulmasi hiicrelerin geri yonli inhibisyon etkilerinden
koruyacagindan, hiicre stabilitesi ve canliligin korunmasina da ciddi katkida

bulunabilecektir.
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Lactococus lactis tarafindan uretilen nisinin gida Gretiminde koruyucu olarak kullanimini
kisitlayan en temel sorun, uretici suslar tarafindan disuk dizeyde uretiliyor olmasidir. Bu
calismada surekli fermentasyon sistemlerinde uretici hiicrelerin yogunlugunun artiriimasi
amaciyla, nisin Ureticisi L. lactis hicrelerine kitinin ylzeyine baglanma yetenegi
kazandirimistir. Calismada Bacillus circulans?a ait kitinaz A1 enziminin Kitin Baglanma
Domaini (KBD); L. lactis?in farkli uzunluktaki PttP (153, 344 ve 800 aa) ve AcmA (242 aa) kol
ve ¢apalarina flize edilerek, nisin ureticisi L. lacits huicrelerin duvarinda ifade edilmigtir. ELISA
sonuglari s6z konusu hicrelerin duvarinda fiizyon proteinlerin basariyla ifade edilebildigini
gostermistir. Taramali elektron mikroskobi gérintuleri, KBD?inin uzun PrtP kol ve gapasi ile
ifade edildigi L. lactis hlicrelerin digerlerine kiyasla kitine daha fazla tutundugunu
desteklemistir. Ortam optimizasyonu ile en yiiksek baglanma %91 ve 94 oraninda sirasiyla L
Jactis PLAC7 ve PLACS suslarinda meydana gelmistir. Nisin Ureticisi hiicrelere kazandirilan
kitine baglanma yetenegi, fermentasyon esnasindaki besiyeri degisikliginde hicrelerin
ortamda kalmasini saglayarak ileri fermentasyon cevrimlerinde hiicrelerin yuksek nisin
Uretimini devam ettirmeisini saglamigstir. Nitekim ¢calismada L. lactis PLAC7 sugunun, Kitin
iceren Siirekli Nisin Fermentasyonu sisteminde (KISNIFER) kullaniimasi ile yiiksek diliisyon
hizinda (0.9 h-1) ve ylUksek seker konsantrasyonunda (40 g L-1) 10500 IU mL-1 rekor
hacimsel nisin Uretimine ulasiimistir. Sonug olarak, ¢alisma kapsaminda olusturulan nisin
Ureticisi L. lactis suglari ve kurulan surekli fermentasyon sistemi endustriyel dlgekte nisin
Uretiminin gelistiimesinde oldukca 6nemli katki saglayacaktir.
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