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Ozet

Bu calismada, nisin direnclilik (nisFEG ve nisl), regllasyon (nisRK) ve regulasyon/direnclilik (nisSRKFEG) genlerinin laktisin

481 ureticisi Lactococcus lactis subsp. lactis MBLLO susundaki ifadesi arastirildi. nisFEG (LL175), nisl (LL176), nisRK (LL177),
nisRKFEG (LL178) genlerini ifade eden rekombinant suslarin ve kontrol susun (MBLL9) laktisin 481 Uretiminin, sirasiyla 80.000
AU L7, 80.000 AU L', 40.000 AU L', 40.000 AU L' ve 80.000 AU L' duzeylerinde oldugu tespit edildi. Rekombinant suslarda
nisin direncliligin, LL175, LL176 ve LL178 suslarinda sirasiyla 300 IU mL", 350 IU mL" ve 500 IU mL" diizeylerine yiikseldigi,
LL177 susunda ise 100 IU mL" diizeyine distigu saptandi.

Anahtar sézciikler: L. lactis subsp. lactis, Laktisin 481, Nisin, Direnclilik, Regtilasyon

Expression of Nisin Resistance and Regulation Genes in Lacticin
481 Producer Strain L. lactis subsp. lactis MBLL9

Summary

In this study, expression of nisin resistance (nisFEG ve nisl), regulation (nisRK) and regulation/resistance (nisSRKFEG) genes
in lacticin 481 producer strain Lactococcus lactis subsp. lactis MBLL9, was investigated. Lacticin 481 production levels for
recombinant strains expressing nisFEG (LL175), nisl (LL176), nisRK (LL177), nisRKFEG (LL178) genes and control strain
(MBLL9) were determined as 80.000 AU L, 80.000 AU L', 40.000 AU L', 40.000 AU L' and 80.000 AU L", respectively. Nisin
resistance levels in recombinant LL175, LL176 and LL178 strains were increased to 300 IU mL-1, 350 IU mL" and 500 IU mL

'levels, respectively, however it was decreased to 100 [U mL" in recombinant strain LL177.

Keywords: L. lactis subsp. lactis, Lacticin 481, Nisin, Resistance, Regulation

GIRIS

Bakteriyosinlerin, gidalarin mikrobiyel giivenlik ve
kalite ozelliklerinin artirilmasinda katki maddesi olarak
kullanimlari yaninda, bakteriyosin Ureticisi suslarin dogru-
dan gida sistemlerinde kullanimi da endistriyel gida
koruma programlarinin ana ¢alisma alanlarindan biri
haline gelmistir. Bu dogrultuda en yaygin kullanim alani
bulan laktokok suslari nisin Greticileridir **. Ancak son 20
yildir, nisine yakin bir antimikrobiyel aktivite etkinligi
gosteren laktisin Ureticisi L. lactis Gyeleri de 6zellikle
starter kdltlr susu olmayan laktik asit bakterilerinin inhi-
bisyonunun gergeklestirilmesi amaci ile fermente st
Urlinlerinin Uretiminde kullaniimaktadir. Diger yandan,

laktisin 481 (reticilerinin lireme oranlarinin, diger
starter kiltlr suslarina kiyasla daha disilik olusu, yavas
olgunlastirilan peynir tirlerinde starter kiltlir susu ola-
rak kullanimlarinda bilylk bir avantaj saglamaktadir **.
Bakteriyosinlerin gida katki maddesi olarak etkinlik-
lerinin artirllmasinda genel kabul goren yeni yaklasim,
bu antibakteriyel bilesiklerin farkli kombinasyonlarinin
kullanimidir. Konserve gidalar ve fermente siit Urinle-
rinin bu uygulamaya tabi tutulmasinda 6ne ¢ikan bak-
teriyosinler nisin ve laktisindir ”°. Nisin genis anti-
mikrobiyel etkinlige sahip olmasindan dolayl ana koru-
yucu ajan olarak, genellikle dogrudan s6z konusu
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gidalara katilmakta, laktisin 481 Ureticileri ise hem gida
koruyucu ve hem de gida kalitesine katki amaci ile canl
kiltarler halinde kullanilmaktadir. Bu kombinasyonlarin
kullanilmasinda ana sorun, nisinin canli kiltlrler olarak
ilave edilen bakteriyosin Ureticilerine karsi antagonistik
etki olusturmasidir ***,

Bu calismada, gida sistemlerinde birlikte kullanimlari
halinde, kalite ve gilivenlik agisindan yiiksek dizeyde
katki saglayacak nisin preparatlari ve laktisin 481 Ureti-
cisi suslarda antagonistik etkiyi ortadan kaldiracak gene-
tik diizenlemelerin yapilmasi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOT

Bakteri suslari ve plazmidler: Escherichia coli
ECO123, E. coli TG1 ve rekombinant plazmidleri tasiyan
diger E. coli suslari ve indikator bakteri Micrococcus
luteus Luria Bertani (LB, Fluka) ortaminda 37°C’de
Uretilmistir. Dogal ve rekombinant L. lactis suslari %0.5
glukoz iceren M17 (Merck) ortaminda 30°C’de Uretil-
mistir. Secici ortamlara eritromisin, L. lactis suslari icin 5
ug mL?, E. coli suslari igin ise 200 ug mL™* oraninda ilave
edilmistir.

Laktisin 481 iiretim diizeyinin belirlenmesi: Laktisin
481 Uretim dizeyinin saptanmasinda kuyu diflizyon
yontemi kullanilmistir **. Nisin indiklemesinin laktisin
481 iretimine etkisinin belirlenmesi icin, GM17 besiye-
rine, son konsantrasyonu 1 IU mL" olacak sekilde nisaplin
(Sigma) eklenmistir. Orneklerin kuyulara aktarilmasi ve
37°C’de 1 gece inkiibasyonu sonrasinda, inhibisyon
zonlari olgUlmustlr. Aktivite hesaplamasinda (AU L%);
her petride inhibisyon zonu mevcut olan son kuyu sap-
tanmis ve 1000/kuyulara aktarilan sivi hacmi X sey-
reltme faktori (inhibisyon zonu tanimlanan son kuyu-
cuktaki seyreltme giici) formalinden yararlaniimistir.
Ozgiil laktisin aktivitesi, tespit edilen laktisin 481 akti-
vitesinin, s6z konusu ornegin aliminda dl¢ilen ODeoo
degerine bolimu ile hesaplanmistir.

Nisin direncglilik diizeylerinin belirlenmesi: Son
konsantrasyonlarinda 100 IU mL?, 200 IU mL", 250 IU
mL?*, 300 IU mL*, 350 IU mL*, 400 IU mL*, 500 IU mL*
nisaplin (Sigma) iceren ve icermeyen GM17 ortamlarina
aktif sus kultirlerinden 1/100 oraninda inokiile edilerek,
30°C’de inklbe edilmis ve 3, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 ve 12.
saatlerdeki ODeoo degerleri dlglilerek zamana karsi
Ureme egrileri ¢ikarilarak, suslarin nisin direnclilik diizey-
leri belirlenmistir.

Nisin direnglilik ve regiilasyon genlerinin klonlan-
masi: Nisin direnglilik ve reglilasyon genleri, nisin
Ureticisi L. lactis subsp. lactis LL27 susundan, Tablo 1'de
verilen primerler kullanilmak suretiyle ¢ogaltilmistir.
Kromozomal DNA izolasyonunda, genomik DNA saflas-
tirma kiti (Fermentas, EU) kullaniimistir. Plazmid DNA
izolasyonlarinda ise alkali liziz yontemi ** esas alinmistir.
Polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PZR), 1 ¢evrimden
olusan baslangi¢ denatiirasyonu (94°C’de 5 dak.), 30
cevrimden olusan ¢ogaltma (her bir ¢evrim; 94°C’de 30
saniye/63.1°C’de 30 saniye/72°C’de 3 dak.) ve 1 gev-
rimden olusan son uzama (72°C’de 10 dak.) basamak-
larini iceren PZR protokolld uygulanmistir. PZR uygula-
masi sonrasinda, DNA 6rnekleri %1 agaroz iceren jelde
ylratilmias ve etidyum bromit iceren tamponda bek-
letildikten sonra Kodak Gel Logic 200 Imaging System
(Kodak, USA) kullanilarak jel fotograflari alinmigtir *.

BULGULAR

Tablo 1'de verilen primerler kullanilarak L. lactis
subsp. lactis LL27 genomik DNA’sindan ¢ogaltilan nisin
regiilasyon ve direnglilik genleri, indiklenebilir P45
promotoru iceren pLEB124 plazmidine aktariimistir. Son
asamada; nisin direnclilik (nisFEG ve nisl), regiilasyon
(nisRK) ve regilasyon/direnclilik (nisRKFEG) genlerini
iceren bu plazmidlerin L. lactis subsp. lactis MBLL9
susuna ayri ayri aktarimlari gergeklestirilerek doért farkli
rekombinant sus olusturulmustur. Rekombinant plaz-
midler, dogal susun plazmid profillerindeki degisimler

Tablo 1. Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanidan primerler

Table 1. Primers used in the polymerase chain reaction

Primer Dizilim 5’-3’

NisFG ileri-HindIII
NisFG Geri-Sall
Nisl ileri-BamHI
NisI Geri-Apal
NisRK ileri-HindIII
NisRK Geri-Apal
NisRG Ileri-HindII
NisRG Geri-Apal

AGATACAAGCTTGGGCCCTAAAGTGAGGAAATATAATGCAGGTA
AGATTCGTCGACTTCCCGGGAGGTTAAAATGCACTTTATATGTCTATC
ACTATGGATCCATGAAAGGAGGGAAGAGGAAATGAGA
TATCAGGGCCCACTCTAGTTTCCTAACTTCGTTG
TATCATAAGCTTAATCGGAGGTAAAGTGGTGTATA
AGATAGGGCCCTTCAGAAACAAAAAAAGTAATCCTTGA
TATCATAAGCTTAATCGGAGGTAAAGTGGTGTATA
AGATTCGGGCCCAGGTTAAAATGCACTTTATATGTCTATC




767

KOCA, AKKOC
SANLIBABA, AKGELIK

esas alinarak alici susta tanimlanmustir (Sekil 1). Rekom- Ozgil laktisin 481 iretimi, laktisin Gretim dizeyi
binant plazmidlerin ilave regilasyon ya da direnglilik  sonuglarinin, yine ayni tabloda bulunan optik yogunluk
fragmentini icerip icermedikleri, molekiler klonlamada  (ODsoo) degerlerine boliinmesi ile elde edilmistir (Tablo
kullanilan restriksiyon endonukleaz enzim kesimleri ile  2). Ozgiil laktisin 481 Uretimi ile ilgili grafiklerde dogal
de kontrol edilmistir. sus L. lactis subsp. lactis MBLL9 ve rekombinant suslarin

10 11 12131415 16 17 18 19 20

Sekil 1. L. lactis subsp. lactis MBLL9 ve rekombinant L. lactis suslarinin plazmid profilleri.

Hatlar: 1, 8, 12, 17) Marker DNA; 2) pLEB124 (vektor); 3) LL179 (pLEB124 vektorini iceren MBLL9); 4, 5, 11, 16, 20; MBLL9
(dogal sus); 6) pNFG (nisFEG genlerini iceren pLEB124); 7) LL175 (pNFG plazmidini iceren MBLL9); 9) pNI (nisI genini iceren
pLEB124); 10) LL176 (pNI plazmidini iceren MBLL9); 13) pNRK (nisRK genlerini iceren pLEB124); 14, 15) LL177 (pNRK
plazmidini iceren MBLL9), 18) pNRG (nisRKFEG genlerini iceren pLEB124); 19) LL178 (pNRG plazmidini iceren MBLL9)

Fig 1. Plasmid profiles of L. lactis subsp. lactis MBLL9 ve recombinant L. lactis strains

Lanes: 1, 8, 12, 17) Marker DNA; 2) pLEB124 (vector); 3) LL179 (MBLL9 contains vector pLEB124); 4, 5, 11, 16, 20; MBLL9 (wild-
type strain); 6) pNFG (pLEB124 contain nisFEG genes ); 7) LL175 (MBLL9 contains pNFG plasmid); 9) pNI (pLEB124 contains
nisI gene); 10) LL176 (MBLL9Y contains pNI plasmid); 13) pNRK (pLEB124 contain nisRK genes ); 14, 15) LL177 (MBLL9 contains
pNRK plasmid), 18) pNRG (pLEB124 contain nisRKFEG genes); 19) LL178 (MBLL9 contains pNRG plasmid)

Tablo 2. L. lactis subsp. lactis MBLL9 dogal susu ve rekombinantlarin tireme diizeyleri ve laktisin 481 lretim dizeyleri
Table 2. Growth rates and lacticin 481 production levels of L. lactis subsp. lactis MBLL9 wild type strain and the recombinants

Bakteriyel Gelisme ve Laktisin Uretimi

Sus Kod No. 6. Saat 8. Saat 10. Saat 12. Saat 24. Saat

ODeoo AUL* ODeoo AUL* ODeso AUL* ODso AUL' ODeo AUL?

MBLL9 1.892 20.000 1922 40.000 1927 80.000 1922 80.000 1.950 80.000
MBLL9 (1 IU mL™ nisin varliginda) 1.880 20.000 1.909 40000 1931 80.000 1922 80.000 1.940 80.000

LL175 1.827 20.000 1904 40.000 1913 80.000 1917 80.000 1.959 80.000
LL175 (1 IU mL™ nisin varhiginda) 1.868 20.000 1909 40.000 1931 80.000 1936 80.000 1.969 80.000
LL176 1.904 20.000 1927 40.000 1931 80.000 1927 80.000 1.940 80.000
LL176 (1 IU mL™* nisin varliginda) 1.900 20.000 1927 40.000 1931 80.000 1927 80.000 1.922 80.000
LL177 1.945 20.000 1964 20.000 1974 40.000 1959 40.000 1.989 40.000
LL177 (1 IU mL? nisin varliginda) 1945 20.000 1979 20.000 1979 40.000 1974 40.000 1.995 40.000
LL178 1852 20.000 1954 20.000 1974 40.000 1974 40.000 1.979 20.000

LL178 (1 IU mL™ nisin varliginda) 1.830 20.000 1959 40.000 1964 40.000 1974 40.000 1.979 40.000
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Uretim duzeyleri oransal olarak karsilastirildiginda,
dikkat cekici farkhhklar gorilmemistir. Laktisin 481 ve
ozgiil laktisin Uretim diizeyi ¢alismalarinin sonuglari
birlikte degerlendirildiginde, dogal sus L. lactis subsp.
lactis MBLL9 ile kiyaslanan L. lactis LL175 ve L. lactis
LL176 suslarinin laktisin 481 lretiminde degisiklik
olmadigi, L. lactis LL77 ve L. lactis LL178 suslarinin
laktisin 481 lretiminde ise %50 oraninda azalmanin
oldugu saptanmistir.

Nisin icermeyen ortamda tim suslar (L. lactis subsp.
lactis MBLL9, L. lactis LL175, L. lactis LL176, L. lactis
LL177 ve L. lactis LL178, L. lactis LL179) benzer Greme
karakteristikleri gdstermistir. Nisin iceren ortamda, 12
saat sonunda L. lactis subsp. lactis MBLL9’un, 250 IU mL"
nisin konsantrasyonuna direngli oldugu tespit edilmistir
(Sekil 2a). Bos vektorl (pLEB124) igeren L. lactis LL179
susunda da nisin direnglilik diizeyi 250 IU mL™ olarak
tanimlanmustir. L. lactis LL175 (nisFEG rekombinanti), L.
lactis LL176 (nisl rekombinanti) ve L. lactis LL177 (nisRK
rekombinanti) suslari sirasiyla; 300 IlU mL*, 350 IU mL*
ve 100 IU mL™ nisin dizeylerine direncli bulunmustur. L.
lactis LL178 (nisRKFEG rekombinanti) ise 500 IU mL*
nisin diizeyine direnglilik gdstermistir (Sekil 2b).

regiile edilmektedir. NisK, ¢evresel nisin konsantrasyonu
sinyaline bagli olarak calisan bir histidin kinaz enzimidir.
Bu cevresel sinyali histidin kinaz fosforilasyon yolu ile
NisR yanit proteinine aktarir ve aktive olan NisR, nisin
operonundan transkripsiyonu indikler ***¢. Tipik bir
yeter say! algilama sistemi olan bu mekanizmanin
laktisin 481 {ireticisi suslarda bir varyasyonunun bulun-
dugu 6ngorilmektedir. Lantibiyotik 481 reglilasyonu
Gzerinde yurutilen ¢alismalar sonucunda, hiicre igi
asitligin artisina paralel olarak, laktisin 481 Uretiminin
arttig belirlenmistir 7%,

Calismamizda nisRK genlerinin laktisin 481 Uretici-
sinde ifade edilmesi durumunda laktisin Gretimini %50
gibi yuksek oranda diistirmesi, birbirinden bagimsiz ¢ali-
san ancak ayni sinyal iletim mekanizmasina sahip olan
sistemlerden, gliclii bir promotor ile etkinlestirilmis ola-
nin (vektorde bulunan P45 promotoru), digerini baskila-
masi (laktisin 481 Uretiminde etkin olan P1 ve P3 pro-
motorlari) en olasi sonuctur. Bu ¢alismalardan elde
edilen diger bulgular da bu olasiligi destekler niteliktedir.
Zira rekombinantlarin Greme ortamina 1 IU mL" ora-
ninda indikleyici molekil nisinin ilavesi, laktisin 481
Uretiminde bir degisiklige yol agmamistir.

a b
3 .
4+ L lactis MBLLY 31 & L locs MBLLY
“O L, lactis LL175 <0 L lactis LL175
¥~ L lactis LL176 —+ L laciis LL176
- L lactis LL1T7 - L. lactis LL177
+ L .facr.:s LL178 % L laetis LL178 Sekil 2. L. lactis subsp. lactis
-0 L laetis LL179 0 L laciis LL179 MBLL9 susu ve rekombinant-
i larinin nisin varliginda tGreme
— 2 it | ar
r'_ "’:g kinetikleri (a: 250 IU mL?, b: 500
- oy IU mL* nisin ilave edilmis)
3 / ) / g
8 g Fig 2. Growth kinetics of L. lactis

Zaman (Saat)

TARTISMA ve SONUC

Laktisin 481 Ureticisi susa nisRK ya da nisRKFEG
genlerinin aktarimi sonrasinda laktisin Giretiminde mey-
dana gelen azalmalarin nisl ya da nisFEG genlerinin akta-
rildigi rekombinantlarda gortilmemesi, bu baskilayici
etkinin nisRK genlerinin ifadesinden kaynaklandigina
isaret etmektedir. Nisin sentezi, nisRK genleri tarafindan

subsp. lactis MBLL9 and the
recombinants in the presence of
nisin (a: 250 IU mL?, b: 500 IU
mL™ nisin added)

Zaman (Saat)

nisRK genlerinin laktisin 481 Uretici susuna klonlan-
masi halinde laktisin iretim seviyesinde meydana gelen
diismenin, ayni zamanda bu susun igsel nisin direnglilik
dizeyinde de saptanmasi, nisin ve laktisin 481 Uretimini
kontrol eden ikili regiilator sistemler arasindaki uyus-
mazhg desteklemektedir. Bununla beraber nisRKFEG
genlerinin birlikte aktarildigi laktisin 481 Uretici susunda
(L. lactis LL178) nisin direnglilik diizeyi 250 IU mL"den



500 IU mL"ye ¢cikmistir. Sadece nisFEG genlerinin akta-
rildigi L. lactis LL175 susunda bu direng diizeyi 300 U
mL™ olarak tespit edilmistir. nisFEG genlerinin analogu
IctFEG genleri, yliksek diizeyde homoloji gosteren
direnglilik proteinlerini kodlamaktadir. Sadece nisFEG
genlerinin klonlandigi L. lactis LL175 susunda nisRKFEG
genlerinin beraber klonlandigi L. lactis LL178 susuna
oranla nisin direnglilik diizeyinde daha disik bir diizey-
de artisin meydana gelmesi, nisRK genlerinin otoinduk-
siyon islevini desteklemektedir. Bu ¢alisma sonuglari da
L. lactis LL178 (nisRKFEG genlerini iceriyor) rekombinan-
tinda nisRK genlerinin ifadesinin, nisFEG Urinlerinin
artisina yol agtigini, yani P45 promotorundan yapilan
transkripsiyonu indiikledigini kanitlamaktadir. Direnglilik
¢alismalarindan elde edilen bir diger 6nemli bulgu, nisl
geni aktarilan L. lactis LL176 susunda nisin direnglilik
diizeyinin 250 IU mL"den 350 IU mL"ye ¢ikmasidir. nisl
geni Urlna bir lipoproteindir. nisl’nin direnglilikteki roli
hiicre membrani ylizeyinde lokalize olarak hiicre disin-
daki nisinin gevsek baglanmasini yonlendirmek suretiyle,
hedef hiicredeki etkinligini dlislirmek olarak tanimlan-
maktadir ***?' Diger lantibiyotik lreticilerinde nisl
geninin benzer bir mekanizmaya sahip oldugu bugiine
kadar belirlenmemistir. Bu ¢alisma nisl gen Urlininin
laktisin 481 Ureticisi susta da ayni etkinlige sahip oldu-
gunu gostererek, nisl fonksiyonunu tanimlamasi agisin-
dan kritik bir deger tasimaktadir.

Calismamizda gelistirilen L. lactis LL175 (nisFEG gen-
leri klonlanan) ve L. lactis LL176 (nisl genleri klonlanan)
rekombinantlari, lretici susta laktisin tretim dizeyini
engellemeksizin nisin direnglilik gelisimi goriilmesi agi-
sindan énemlidir. Zira bu rekombinantlar, nisinin gida
koruyucusu olarak kullanildig Griinlerde starter kiltirler
olarak kullanilabilirler. Nisin gidalara genellikle 50-200 1U
mL* diizeylerinde ilave edilmektedir. Bu rekombinant-
larin kullanimi halinde, katilan nisinden etkilenmeleri
engellenecek ve Urettikleri laktisin 481 sayesinde de ila-
ve bir koruyucu 6zellik kazandiracaktir. nisRKFEG genle-
rinin klonlandigi L. lactis LL178 rekombinatinda ise
laktisin 481 Uretimi 6nemli Olglide dustlgi icin pratik
kullanimi 6nerilmemektedir. Ancak bu rekombinant
lantibiyotiklerin regiilasyon sistemlerinin tanimlanmasi
acisindan dnemlidir.
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