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Onur Sozi

Doktora tezi olarak sundugum '‘Vitreoscilla Hemoglobin Eksprasyonu Yapan
Rekombinant Erwinia herbicola’da ikincil Metabolit Akis Dagihm' baslikli bu
caligmanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima basvurmaksizin
tarafimdan yazildigin1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de
kaynakca yoOntemine uygun bi¢cimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunun

onurumla dogrularim.

Asli GIRAY KURT



OZET

Doktora Tezi

Vitreoscilla HEMOGLOBIN EKSPRASYONU YAPAN REKOMBINANT Erwinia
herbicola’da IKINCIL METABOLIT AKIS DAGILIMI

Asli GIRAY KURT

[nonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali

144 + xi sayfa
2012
Damisman: Prof. Dr. Hikmet GECKIL Ikinci damsman: Doc. Dr. Burhan ATES

Bu calismada, Erwinia herbicola ve onun Vitreoscilla hemoglobin geni (vgb)
klonlanmis susu (vgh®) ile vgh icermeyen (vgb) rekombinant suslart kullanilmistir.
Vitreoscilla hemoglobinin (VHb) E. herbicola’da indol-3-asetik asit, B-karoten, likopen, C
vitamini, fenazin, meropenem, ATP ve NAD iiretimi {lizerindeki etkisi arastirilmistir. E.
herbicola’da bu sekilde endojen rekombinant bir oksijen alim sisteminin bu metabolitlerin
iiretimi lizerindeki etkisi ilk defa ¢aligilmistir.

Diger iki susla karsilastirildiginda, vgb® rekombinant susunun diisiik
konsantrasyonda L-triptofan eklenen zengin kiiltlir ortaminin ileri kiiltiir faz1 ile yiiksek
glukozlu M9 ortaminda énemli derecede yiiksek indol-3-asetik asit seviyesine sahip oldugu
belirlendi. Yine bu susun diger suslara gore zengin besiyerinde daha yiiksek p-karoten ve
likopen seviyesine sahip oldugu gozlendi. VHb’nin C vitamini tiretimini hem glukozlu M9
ortami ve hem de zengin besiyerinde pozitif yonde etkiledigi saptanirken, fenazin
tiretiminin fruktoz ortaminda ve meropenem firetiminin ise siikroz ortaminda VHb
varligindan pozitif yonde etkilendig belirlendi. Ayrica, rekombinant suslarin konakg¢idan
onemli derecede yiiksek oksijen alimina sahip olduklari belirlendi. Zengin besiyerinde
vgb* susunun hem ATP hem de NAD diizeyleri konakg1 ve vgb™ rekombinantindan daha
yiiksek bulundu.

ANAHTAR KELIMELER: Vitreoscilla hemoglobini, Erwinia herbicola, ikincil
metabolitler, IAA, B-karoten, likopen, C vitamini, fenazin, karbapenem



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

SECONDARY METABOLITE FLUX DISTRIBUTION IN Erwinia herbicola
EXPRESSING Vitreoscilla HEMOGLOBIN

Asli GIRAY KURT

Inonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

144 + xi pp
2012
Advisor: Hikmet GECKIL, Professor Co-Advisor: Burhan ATES, Assoc. Prof.

In this study Erwinia herbicola and its recombinants, one carrying the Vitreoscilla
hemoglobin gene (vgb™) and the other missing it (vgb’), were used in a comparative fashion
with respect to production of selected secondary metabolites. In this regard, this study is
the first for investigation of the effect of such an endogenous recombinant oxygen-uptake
system on microbial production of secondary metabolites as indol-3-asetik asit, p-caroten,
lycopene, vitamin C, phenazine, meropenem whose production are tightly regulated by
oxygen. Further, the energetic state of bacteria were evaluated through the level of ATP
and NAD.

Compared to other two strains, the level of indol-3-asetik asit in the low L-
tryptophan rich medium late phase vgb® cultures was considerably high. Similarly, the
level of this hormone in high glucose minimal medium cultures of vgb* was higher than the
host and vgb™ strains. The rich medium cultures of vgh® recombinant strain had also
considerably higher levels of p-carotene and lycopene. The vgb® strain was also
determined to have a higher level of vitamin C both in rich and glucose supplemented
minimal media cultures. The presence of vgb was also determined to positively regulate the
production of two antibiotics, phenazine and meropenem, under different carbon supply.
The highest phenazine and meropenem levels were achieved with fructose and sucrose,
respectively. Also, the recombinants had considerably higher oxygen uptake rates than the
host strain. The levels of both ATP and NAD in rich cultures of vgb™ recombinant were
higher than the host and vgb" recombinant.

KEY WORDS: Vitreoscilla hemoglobin, Erwinia herbicola, IAA, secondary metabolites,

[-carotene, licopene, vitamine C, phenazine, carbapenem,



TESEKKUR

Bu aragtirmanin yiiriitiilmesinde biitlin bolim imkanlarindan faydalanmami
saglayan Biyoloji Boliim Bagkanli§i’na sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Tezimin her
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imkanlari ile bana destek saglayan Dog. Dr. Baris OTLUya;
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HPLC laboratuarinda ¢aligmalarimin saglikli bir sekilde yiiriitiilmesinde bana yardimci
olan Uzm. Onur OZGUL’e; Firat Universitesi Kimya Boliimi HPLC laboratuar
imkanlarin1 kullanmami saglayan Dog¢. Dr. Mustata KARATEPE’ye ve Sibel SELCUK ’a;

Doktoraya bagladigim andan itibaren her tiirlii yardimini, destegini ve anlayisini
esirgemeyen sevgili arkadasim Emel AYTAN’a ve laboratuar arkadaslarim Ozgiir
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1. GIRIS

Biyosferimizi olusturan tiim canlilar arasinda sayi, ¢esit ve kiitle olarak en fazla
bulunan canlilar bakteriler olup, bazi aragtirmalara gore diinyamizda 10"-10° kadar
farkl1 bakteri tiirii bulunmaktadir. Bu rakamlar diinyamizdaki tiim canli tiirlerinden daha
biiyiiktiir. Her ne kadar kiigiik organizmalar olsalar da (1 bakterinin agirhig ~ 10" g),
yer kiiremizdeki (kara, su ve hava) toplam sayis1 5 x 10% olarak tahmin edilen bakteriler
agirlik olarak diinyadaki tiim bitkilerin yaklagik 2, tiim hayvanlarin ise 10 katini
olustururlar [1-3]. Bakteriler tim canlilar igerisinde en yiiksek ¢ogalma orani ve en
diisiik jenerasyon siirelerine sahip olmalar1 ve logaritmik bir cogalma (2")
gostermelerinden dolay1 uygun besi ortamlarinda biiytik kiitlelere ulagabilirler. Mikro
boyutlardaki bakteri, fungus gibi organizmalarin gelecekte insan saglifindan tarima,
cevre korumadan enerjiye bircok sektdrde makro Olgeklerde uygulama bulacaklari
diistiniilmektedir. Her ne kadar mikrobiyal biyoteknoloji gliniimiizde ilagtan yakita
bircok maddenin 6nemli miktarlarda iiretilmesine imkan tanisa da, bu yonelimin artarak

devam edecegi sanilmaktadir.

Giliniimiizde “omics” teknolojileri kullanilarak cesitli seviyelerde biyolojik
veriler detayli olarak ortaya konulabilmektedir. Genetik ve ¢evresel faktorler hiicrelerin
metabolik akis dagilimlarinin nasil ve ne yonde olacagimi belirler [4]. Son yillarda
yaygin olarak kullanilmaya baslanilan “metabolomik” terimi, belli zaman ve ortamda
organizmadaki veya hiicredeki metabolik olaylarin bir biitiin olarak nasil etkilendigini
ifade etmek icin ortaya atilmistir. Bu baglamda, birgok mikroorganizmanin (6r., 2010
itibar1 ile yaklasik 1000 bakterinin) komple genom dizi bilgisinin aydinlatilmis olmast,
metabolit akis semalarmin ayrintili olarak olusturulmasinda onemli katki saglamistir.
Ayrica, analitik teknolojilerdeki son gelismeler hiicre i¢i ve hiicre dis1t metabolit
seviyelerinin kapsamli bir sekilde dl¢iilebilmesini miimkiin kilmustir [5]. Ozellikle hiicre
dis1 metabolitlerin belirlenmesi, karakterizasyonu ve kantitasyonunu miimkiin kilan
yaratict yaklasimlarla hiicrenin kendisine zarar verilmeden bir¢ok canlinin
metabolizmasi konusunda énemli bilgiler elde edilebilmektedir [6]. Biitiin bunlar, ¢esitli
mikrobiyal ve Okaryotik mikroorganizmalarin genom ol¢ekli metabolik aglarinin
olusturulmasina imkan tamimaktadir [7]. Bir hiicre tarafindan metabolitlerin

salgilanmasi, o hiicrenin internal metabolik durumunu yansitir. Diger bir deyimle,
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genetik ve cevre sartlarindaki farkliliklara bagli olarak metabolik akis semalarinda

onemli dalgalanmalar ortaya ¢ikar [5].

Mikrobiyal ikincil metabolitler diisiik molekiiler agirlikli {riinler olup,
mikroorganizmanin biiylime ve ¢ogalmasi i¢in esas olmasalar da insan sagliginda
onemli rolleri bulunmaktadir. Antibiyotikler, antitiimdr ajanlar, kolesterol disiiriicii
ilaglar bu cesit tirlinler arasinda sayilabilirler. Bu metabolitler olagandis1 yapilara sahip
olup genellikle iiretici mikroorganizmanin ge¢ biliyiime fazinda (idiofaz) sentezlenirler.
Her ne kadar ikincil metabolizmanin dogas1 genetik temelli ise de, bu metabolizmanin
tiriinlerinin sentezi ¢evresel degiskenlerden Onemli derecede etkilenir. Diger bir
deyimle, ikincil metabolitlerin sentezinde kiiltiir i¢in kullanilan besin karakteri ve
atmosferik sartlar dnemli rol oynar. Ikincil metabolizmanin genellikle bir besin kitlig1
ve bunu takiben olusan hiicre biiyiime ve cogalmasindaki diislisten kaynaklandigi
bilinmektedir [8]. Bu olaylar, hiicre iginde belli sinyallerin olusturulup bir seri
diizenleyici mekanizmalarin harekete geg¢mesini ve boylece tiire 06zgli ikincil
metabolizma ile ¢esitli metabolitlerin liretimini saglar.

Genel olarak hemen tiim organizmalarin paylastig1 intermediyer metabolik yollar
varsa da, 0zellikle bakteriler basta olmak {izere tiire 6zgii bazi 6nemli metabolik yollar
da bulunmaktadir. Bu metabolik yollarla yapilan bir¢ok metabolitin énemli kullanim
alanlar1 mevcuttur. Genel veya 6zel olsun tiim metabolik yollarin belli oran belirleyici
reaksiyon basamaklar1 ve anahtar metabolitleri vardir. Bu reaksiyon oranlarinin
belirlenmesi ve anahtar metabolitlerin kantitasyonu hiicrenin o andaki durumu
konusunda bize dnemli bilgiler sunar. Ornegin, hiicrenin metabolizmasinin enerjetik ya
da biyokiitle olusturma yoniinde mi oldugu bu ¢esit anahtar metabolit ve reaksiyonlarin
oranlarmin dlgiilmesi ile anlasilabilir [9]. Boylece, ¢esitli sanayilerde kullanimi bulunan

metabolitlerin {iretiminin hangi sartlarda daha iyi seviyelerde olacagi belirlenebilir.

Son yillarda adim1 sikca duydugumuz “metabolik miihendislik” terimi bdyle
caligsmalari i¢inde barindiran bir ¢aligma alanini ifade etmek i¢in kullanilmakta olup,
metabolik miihendislik denildiginde akla ilk gelen en 6nemli ajanlardan biri 6nemli bir
metabolik modiilator olan Vitreoscilla hemoglobinidir [10-11]. Bakteriyel orijinli
hemoglobinler arasinda Vitreoscilla hemoglobini (VHb) ilk kesfedilen [12] ve
karakterizasyonu en iyi yapilmigs olan [13-16] hemoglobindir. Bu proteinin esas
fonksiyonunun diisiik konsantrasyonlarda bulunan ekstraseliilar (hiicre dis1) oksijeni

2



baglayarak onu terminal solunum oksidazlarina vermek ve bdylece hipoksik sartlarda
hiicresel solunuma katkida bulundugu sanilmaktadir [13]. Gergekten de vgb geni
oksijenle negatif regiile olan bir promotora sahip olup, oksijen seviyesinin diisiik oldugu
(yaklasik % 2 O, iceren) ortamlarda genin ekspresyon diizeyi 50 kata varan oranlarda
artmaktadir [17]. Bu sartlarda, vgb rekombinant bakterilerinin oksijen alim seviyelerinin
5-10 kat artt1g1 rapor edilmistir. Vitreoscilla hemoglobininin (VHb) ifade edildigi ¢esitli
rekombinant mikroorganizmalarda kontrollii bir oksijen alim ve salinimi saglayarak
yapimlart bu sekilde mikroaerofilik bir ortam gerektiren liriinlerin sentezinde avantaj
sagladig1 bilinmektedir [18-40].

Bu ¢alisma, gram negatif bir bakteri olan E. herbicola ve onun vgb™ (Eh[pUC8]) ve
vgb® (Eh[pUCS8:15]) rekombinant suslarindaki indol-3-asetik asit (IAA), p-karoten,
likopen gibi 6nemli karotenoidlerin, fenazin ve karbapenem gibi antibiyotiklerin ve C
vitamininin farkl kiiltiir kosullarindaki sentezinin nasil olustugunu icermektedir. Ayrica
VHb/vgb sisteminin hiicrelerin biiyiime, ¢ogalma ve oksijen kullanma karakteristikleri
tizerindeki etkisi ve biitlin bunlarin yukarida bahsi gegen metabolitlerin {iretimi

konusunda ne anlama geldigi bu arastirmanin konusunu teskil etmektedir.

1.1 Erwinia herbicola

Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olan Erwinia herbicola patojen
olmayan, bitkilerin hava ile temas eden yiizeylerinde bulunan bir bakteri olup bitki-
bakteri iliskisinin arastirillmasinda bazi ¢alismalara konu olmustur [41-43]. Aym
zamanda bitki lezyonlarinda sekonder isgalci olarak bulunmaktadir. insan ve hayvanlar
icin patojen olan suslart Erwinia agglomerans tiiriine aittir. Buna ragmen, E. herbicola
ve E. agglomerans in toplam DNA homolojisi ve elektrofotik protein profili 6nemli
oranda benzerlik gostermektedir [44].

E. herbicola sekerleri ve alkolleri fermente edebilir ve bazi sebzelerde bulunan
ramnoz, sellobioz, arabinoz ve mannitol gibi sekerleri kolaylikla kullanabilir. Cogu 37
°C'de gelisme gosterirken bazi suslarinin buzdolabinda gelistigi (hatta 1 °C'de
gelisebilen suslar1) belirlenmistir. Boyutlar1 0.5 X 1.3 pum arasinda degismektedir.
Bitkilerde protopektin halinde bulunan pektini, sahip olduklar1 protopektinaz enzimi ile
pargalayarak yumusak ¢iiriiklik hastaligima neden olurlar. Erwinia herbicola nin

taksonomik konumu Sekil 1.1°de gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Erwinia herbicola nin taksonomik konumu

Ana metabolizmasi diger bircok bakteriye benzese de, Gram-negatif fakiiltatif
anaerobik bir bakteri olan Erwinia herbicola kendine 6zgii metabolik yollar ile L-
DOPA, c¢esitli antibiyotikler, karotenoidler ve indol-3-asetik asit (IAA) gibi ¢esitli
endiistrilerde kullanimi bulunan iiriinleri sekonder metabolizmasinin bir pargasi olarak
sentezleyen nadir bakterilerden biridir. Ornegin, diketoglukonik asit yolu esas olarak bu
organizma tarafindan kullanilmaktadir [3, 45-46]. Diketoglukonik asit diger bir takim
endiistriyel {irtinlere (6r. glukonat ve C vitamini) kolayca cevrilebilen 6nemli bir
prekiirsordiir [47-48].

E. herbicolanin tipik olarak sar1 karotenoid pigmentlerini iceren epifitik bir
bakteri olmasinin yansira iiretmis oldugu bazi antibiyotikler (herbikolinler, pantosinler,
fenazinler, karbapenemler) sayesinde bitkiyi patojenlere karst korudugu da rapor
edilmistir [49-51]. Bu bakteri ayn1 zamanda degisik kiiltiir sartlar1 altinda birden gok
antibiyotigi liretme potansiyelinde olan nadir bakterilerden biridir [51-53]. Bakterinin
diger bir 6zelligi genellikle bitkiler tarafindan yapilan bir bitki hormonu olan indolasetik
asiti (IAA, bir gesit oksin) tiretme 6zelligidir [42, 54-56]. Her ne kadar bakterinin bu
hormonu bitki ile kurmus oldugu bir iliski ve bitkinin mikrobiyal savunma stratejisini
bypass etmek i¢in kullandig1 ileri siiriilmiigsse de, IAA’nin bir sinyal molekiilii olarak

davrandig1 ve bakteri fizyolojisi lizerinde dogrudan etkili oldugu sanilmaktadir [42, 57].



Erwinia herbicola tarafindan tiretilen baz1 dnemli sekonder metabolik triinler:

Oksin: Indol-3-asetik asit (IAA)
Karotenoidler: B-karoten, likopen, astaksantin
Vitaminler: A, E, C vitamini ve C vitamini onciilii (Diketoglukonik asit)
Antibiyotikler
a) Karbapenem
b) Herbikolin

¢) Fenazin

A e

d) Pantosin

5. Norotransmitter maddeler: L-DOPA ve Dopamin

1.2 Indol-3-asetik asit (I1AA)

Giliniimiizde sadece yiiksek organizasyonlu bitkilerin degil funguslarin,
likenlerin, alglerin ve bakterilerin de indol-3-asetik asit (IAA) olusturduklar:
saptanmustir [58]. Toprak mikroflorasi i¢inde yer alan pek ¢ok mikroorganizmanin IAA
olusturma yetenegine sahip olduklar1 ¢ok uzun zamandan beri bilinmektedir. Cesitli
bakteri tiirleri 6nemli bir fitohormon olan TAA {iretme yetenegine sahiptir. [AA
biyosentezi, bitki ile iliskili bakteriler arasinda yaygin bulunan bir durum olup, bu
hormonun iiretimi i¢in farkli biyosentetik yollar tantmlanmistir. IAA {iireten bakteri ve
bitkiler arasindaki etkilesimler bitki lehinde olan bir durumdur ve patojenezden

fitostimiilasyona kadar ¢esitli sonuglara yol agmaktadir.

N
‘-\-\ZI

OH

Sekil 1.2. Indol-3-Asetik Asit



Farklt mikroorganizma ve bitki etkilesimlerinde IAA’nin 6nemli roli
bulunmaktadir. Bakteriler bu fitohormonu hem bazal bitki savunma mekanizmasi ve
fitostimulasyonda hem de kendilerinin kolonizasyon stratejilerinin bir pargasi olarak
kullanmaktadirlar. Ayrica biyokimyasal bakteriyel TAA sentez yollar1 ve onlarin
regiilasyonu iizerinde yapilan molekiiler ¢alismalar IAA’nin ayn1 zamanda bir sinyal
molekiilii olabildigini ve boylece bakteri fizyolojisi lizerinde dogrudan bir etkiye sahip
oldugunu goéstermektedir. Ozellikle son gelismeler, IAA iireten mikroorganizmalarda
IAA’nin bir sinyal molekiilii oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir. IAA biyosentezi
bitki iizerinde kolonizasyonda ve bakteriyel direncte 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica
bitki ve bakteri IAA biyosentezi biiylik oranda benzerlik gostermektedir [58]. Bakteri-
bitki iliskisinde bakeriyal IAA biyosentezi, konak¢i {lizerinde uyum ve kolonizasyona
katki saglamaktadir. Diger taraftan IAM yolaginin inaktivasyonunun kolonizasyon
yetenegini  etkilemedigi  belirlenmistir.  Bakteriler [AA’y1r bitki dokularinda
proliferasyonu uyarmak i¢in kendilerinin kolonizasyon stratejilerinin bir pargasi olarak
kullanirlar. Bitki savunmasi ve oksin sinyalleri arasindaki baglanti, kolonizasyonda
bakteriyal IAA’nin roliine ekstra bir boyut kazandimaktadir [59].

E. herbicola’da TIAA biyosentezinde, ortamdaki bakteri yogunlugu ve quorum-
sensing (QS) sinyal molekiilleri arasinda 6nemli bir korelasyon bulundugu bildirilmistir
[60]. Gal olusumunun hrp/hrc genleri, fitohormonlar ve QS sistemi tarafindan kontrol
edildigi bilinmektedir. Indol-3-asetik asit (IAA) (iaaH) ve sitokininin biyosentetik
yolaklar1, hem QS sistemi (pagl, pagR) hem de Hrp regiilatér genlerinin (hrpS, hrpXY,
hrpL) ekspresyonu ile pozitif yonde regiile olmaktadir. IAA yolagi (ipdC), Hrp
regiilasyonu ve QS sisteminin transkripsionunu negatif yonde regiile etmektedir. QS
sistemi Hrp regiilator genlerinin ekspresyonunu indiiklemektedir. Yiiksek Cs-HSL
konsantrasyonlari, Hrp reglonunu negatif etkilemektedir. Hiicre olusumu ve epifitik

uyum bu ti¢ sistem tarafindan etkilenmektedir (Sekil 1.3) [61].
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Sekil 1.3. Fitohormonlar, quorum sensing (QS) ve Hrp genleri arasindaki iligski ve onlarin gal olusumu ve
epifitik uyum ftzerindeki etkileri. Cesitli bilesenler daire ile; genler ve fenotipler ise dikdortgen ile
gosterilmistir

Bakteriyel IAA sentezinde triptofan temel bir Onciil olarak tanimlanmaktadir.
IAA idiretimi i¢in Onciil olarak triptofanin kullanildigi bes farkli biyosentez yolag:
bulunmaktadir: Indol-3-asetamid (IAM) yolag, indol-3-piriivat (IPyA) yolagi, triptamin
(TAM) yolagi, triptofan yan zincir oksidaz yolagi (TSO), indol-3-asetonitril (IAN)
yolagt (Sekil 1.4). E. herbicola TAA iiretiminde indol-3-asetamid (IAM) ve indol-3-
piriivat (IPyA) yolagini kullanmaktadir.

Yo | v
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|
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» indol-3-piriivat ¥ indol-3-asetaldehit
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dekarhoksilaz H

Triptamin

‘ Trpolmadan gerceldesen biyosentez yolag

g2" N v
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Sekil 1.4. Bakterilerdeki IAA sentezi i¢in farkli biyosentetik yollar. IAAld, indol-3-asetaldehit; 1AM,
indol-3-asetamid; IPDC, indol-3-piriivat dekarboksilaz; Trp, triptofan
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1.2.1 1indol-3-asetamid (IAM) yolag

Indol-3-asetamid (IAM) yolag:, bakterilerde en iyi karakterize edilmis olan
yoldur. Iki basamakli bu yolda triptofan &ncelikle iaaM geni tarafindan kodlanan
triptofan-2-monooksigenaz (laaM) enzimi tarafindan IAM’ye doniistiiriiliir. Triptofan-
2-monooksigenaz enziminin katalizledigi bu reaksiyonda 1 mol triptofan ve 1 mol O;
tiketilirken 1 mol indol-3-asetamid ve 1 mol CO; iiretilmektedir. Enzimin galistigi
optimum pH aralig1 7.2 ve 9.2 arasinda degismektedir [62]. ikinci basamakta iaaH geni
tarafindan kodlanan IAM hidrolaz (IaaH) enzimi tarafindan IAA’ya doniistiiriiliir. |AM
yolu, dnceleri sadece bakterilere 6zgii bir yol olarak tanimlanmistir fakat daha sonralari
IAM analizinde yiiksek duyarliliktaki HPLC ve GC-MS/MS tekniklerinin
kullanilmasiyla beraber IAM’nin Arabidopsis thaliana’da endojen bir bilesik oldugu
tespit edilmistir [63]. Daha sonraki ¢alismalarin da bu verileri destekleyici nitelikte

oldugu rapor edilmistir [64-65].

1.2.1.1 1Indol-3-piriivat (IPyA) yolag

Bitkilerde TAA iretiminde indol-3-piriivat (IPyA) yolagmin olduk¢a 6nemli
oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte bitkilerde bu yol ile ilgili anahtar gen veya
enzimlerin heniiz tanimlanmadig: rapor edilmistir. Bu yoldaki ilk basamakta triptofan,
bir aminoteransferaz tarafindan IPyA’ya doniigsmektedir. Oran sinirlayict basamakta,
IPyA indol-3-piriivat dekarboksilaz (IPDC) enzimi atarafindan indol-3-asetaldehite
(IAAId) dekarboksile olmaktadir. Son basamakta ise I[AAId, TAA’ya okside
edilmektedir [58].
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Sekil 1.5. IAA’nin IPyA ve IAM metabolik yolu: laaM, triptofan-2-monooksigenaz; laaH, indol-3-
asetamid hidrolaz; IpdC, indol-3-piriivat dekarboksilaz [66]

Erwinia  herbicola’da belirlenen indol-3-asetik asit (IAA) biyosentetik
yolaginda, iaaM, iaaH ve ipdC sirasiyla triptofan-2-monooksigenaz, indol-3-asetamid

hirolaz ve indol-3-piriivat dekarboksilaz enzimlerini kodlayan genlerdir (Sekil 1.5) [59].

Mikrobiyal bir metabolit ve sinyal molekiili olan IAA’nin fitopatojenik
bakteriler tarafindan gergeklestirilen biyosentezinin, bu bakterilerin bitki yiizeylerinde
canli kalmalarina yardimcit oldugu belirtilmektedir. Ayrica bakterilerde TAA
tiretimindeki  biyosentetik ~ yollarin  ayn1  zamanda  triptofan  analoglarinin

detoksifikasyonunda da gerekli olabildigi de rapor edilmektedir [66].

1.3 Beta-karoten ve Likopen

Karotenoidler sar1 veya kirmizi renkli lipofilik pigmentlerdir. Fototrofik
organizmalarda gerekli olan karotenoidlerin fotooksidatif hasara karst savunmada
onemli rolleri bulunmaktadir. Karotenoidler izopreonid sinifi metabolitlerin biiyiik bir
grubu olup, de novo olarak bitki ve alglerde sentezlendigi gibi ayni1 zamanda bakteri ve
fungus tarafindan da sentezlenmektedirler [67]. Bitkilerle olan epifitik uyumunun bir
sonucu olarak E. herbicola’'min degisik karotenoidler sentezleyerek sari-turuncu
yelpazede bir pigmentasyon gosterdigi kaydedilmistir [68]. Pigmentasyon kaybinin ve
bunun sonucunda tiamin oksotrofisinin ortaya ¢ikmasinin nedeni olarak, bu bakterinin
tasidig1 biiyiik (megadalton boyutlarda) plazmidlerin kayb1 oldugu ileri siiriilmiisse de,

bunun genetik mekanizmasi heniliz tam aydinlatilamamistir [69]. Her ne kadar bu
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canlilarin daha ¢ok fotosentetik olanlar1 tarafindan 15181 sogurma, enerji transferi ve
serbest radikal siipiiriicli baglantili olarak yapilsa da, ayn1 6zellikteki karotenoidler belli
sayida fotosentetik olmayan bakteri tarafindan da sentezlenebilmektedir [70]. Dogada
bitki, alg, fungus ve bakteriler tarafindan sentezlenen 600’den fazla farkli karotenoid
bilesigi bulunmaktadir. Bunlardan sadece 40 kadarmin insan gidalar1 arasinda yer
aldig1, bunlarin da 20 kadarinin insan doku ve kaninda 6lgiilebildigi ve 6lgiilebilenlerin
% 90’a yakin kisminin ise o ve B-karoten, likopen, lutein ve kriptoksantinden olustugu
in-vivo galismalarla belirlenmistir [71]. Karotenoidlerin yaklasik ti¢ milyar yil 6nce
bakterilerde ortaya c¢iktigi, pigment bilesikleri ailesine ait oldugu ve bitkilerde
fotosentez sirasinda hiicreleri 1s181n zararh etkilerinden korudugu diistintilmektedir [72].
Likopenin kan-beyin bariyerini gectigi ve diisilk yogunluklarda da olsa merkezi sinir
sisteminde bulunabildigi kesfedilmis, yine serum likopen diizeyleri ile Alzheimer,
Parkinson ve vaskiiler dementia gibi norodejeneratif hastaliklar arasinda da siki bir

baglant1 oldugu yakin zamanlarda rapor edilmistir [71].

Dogada bircok bakteri, alg, ipliksi fungus ve mayanin yapisinda beta karoten
bulunmaktadir. Biyoteknolojik olarak en ¢ok c¢alisma Phycomyces blakeleeanus
(Mucoraceae) ve Blakesleea trispora (Choanopheraceae) funguslari tizerinde
yapilmistir. Bunun yaninda Mucor mucedo, Ustilago violaceae, Neurospora crassa,
Fusarium aquaeductum, Choanophora cucurbitarum funguslari, Rhodotorula mayalari,
Dunalinella salina ve Dunalinella bardawill hipersalin mikroalglerinin de beta karoten
sentezledigi belirtilmistir [73].

B-karoten’in, en Onemli islevi organizmalar1 fotooksidatif hasara karsi
korumasidir. B-karoten ayni zamanda memelilerde A vitaminin Onciilii olarak islev
goriir  [74]. B-karoten, likopen, karotenoidler enzimatik olmayip, membran
antioksidanlar1 grubuna dahildirler. Likopen ve B- karoten gibi oksijenize edilmemis
karotenoidlerin  genellikle membran ara yiiziindeki C vitamini tarafindan
translokasyondan sonra ara yiize rejenere edilebildigi de bir hipotez olarak ileri
stiriilmektedir. Likopenin antioksidan 6zelliginin B-karotenden iki kat daha fazla oldugu

belirtilmektedir ve antikarsinojenik 6zellikleri ile bilinmektedir [72].
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1.3.1 Karotenoidlerin Biyosentezi

Biitiin karotenoidler izoprenoid (ya da terpenoid) yolundan tiirevlenmektedirler.
Farkl tiirlerde gerceklesen iki biyosentez yolagi bulunmaktadir. Karotenoid biyosentezi
iki sekilde gerceklesmektedir: Mevalonata bagli yolak (A) ve Mevalonatsiz yolak (B)
(Sekil 1.6 ve Sekil 1.7). Bu metabolik yollarin her ikisi de farkl: tiirlerde, ilk izoprenoid
birimi olan izopentil prifosfatin (IPP) olusumunu saglamaktadirlar (Sekil 1.6).
Mevalonatsiz gergeklesen biyosentez yolu son zamanlarda kesfedilmistir. Bu yolun
kesfine kadar karotenoid biyosentezinin sadece mevalonat yolu iizerinden IPP’den
sentezlendigi diigiiniilmekteydi. Arkea, fungus, hayvan ve bitkilerde (plastidler haric)
IPP, baslangi¢ Onciili olarak asetii CoA ile birleserek mevalonik asitten
sentezlenmektedir. Eubakteria ve bitki plastidlerinde ise, IPP sentezi piiriivat ve
gliseraldehit-3-fosfat arasindaki bir baslangic kondensasyon reaksiyonu ile
baslamaktadir. Bu yoldaki reaksiyonlar birka¢ basamakta gerg¢eklesmekte olup bu
reaksiyon basamaklarindan bazilari ise heniiz tanimlanmamistir (Sekil 1.6).

Eubakterilerdeki  mevalonatsiz  yolunun kesfi  karotenogenik  olmayan
mikroorganizmalarda karotenoid verimliligini arttirmak igin izoprenoid akis

miihendisligini anlamay1 saglamistir [75].
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Sekil 1.6. Karotenoidlerin Biyosentezi (1)
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saglamaktir.

Sekil 1.7. Karotenoid biyosentezi (2)

Karotenogenik olmayan mikroorganizmalarda rekombinant karotenoid {iiretimi,
cesitli karotenoid yapilarinin iiretimi i¢in yeni yollarin tasarlanmasina izin vermektedir.
Farkli kaynaklardan karotenoid genlerinin kombinasyonu ve dogrudan evrim ile
karotenoid enzim aktivitelerinin degisimi sayesinde yeni karotenoid yollar

olusmaktadir [75].

1.4 C Vitamini

Vitaminlerin yararh etkileri bulunmaktadir. Vitaminler, gida ve yem uygulamalari
basta olmak iizere yillik 10° tondan daha fazla iiretilmektedir. Fungus, bakteri veya
mikroalg ¢alisma prosesleri ekonomik ve ekolojik agidan uygulanabilir.

C vitamini olarak bilinen L-askorbik asit (L-AA) suda eriyen ve ¢esitli fizyolojik
islevi olan vazgecilmez bir vitamindir. ilk kez bobrekiistii bezinde izole edilmistir ve
bitki dokularinda karakteristiktir. L-AA insan, primatlar ve birka¢ diger memelide bu
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vitamin sentezi yapilamadigi i¢in bu canlilar i¢in C vitamini 6nemli bir besindir ve bunu
disaridan almaktadirlar. Bu organizmalarda, L-gulono-1,4-lakton oksidaz geninin

biyosentezini katalizleyen son adim fonksiyonel degildir.

Metabolik fonksiyonu ve antioksidan dneminden dolayr L-AA insan diyetinde
onemlidir. Buna ek olarak, L-AA’nin singlet oksijen ve siiperoksit anyon gibi birgok
reaktif oksijeni siipiiriicii etkisi bulunmaktadir. Bu nedenle, olduk¢a 6nemli bir islevi
olan zararl oksidatif tiriinlerden dokular1 korumasi kardiyovaskiiler hastaliklar da dahil

olmak iizere bircok kronik hastaliklarin ve kanserin olusumunu engellemektedir.

L-Askorbik asit, yaklasik 70 yildan beri endiistriyel olarak tiretilmektedir. Son
iki yilda, c¢ok sayida yenilik¢i biyolojik donlisiim sistemini uzun siireli piyasa
hakimiyetini kolaylastirmak i¢in Reichstein yontemi onerilmistir. L-askorbik asitin hala
onemli bir boliimii kimyasal sentezle tiretilmektedir. Yapilan ¢alismalarla bakteri, maya
ve mikroalg kullanilarak biyoteknolojik alternatifler agiklanmustir. Ayrica L-askorbik

asitin dogrudan iiretimi i¢in yeni bakteriyel yolaklar da aragtirtlmaktadir.

Yilda yaklasik tahmini 110,000 ton diinya iiretimi ile C vitamini artan bir
rekabete neden olmustur. Sentetik tiretilen L-AA ilag sanayi (% 50), gida sanayi (% 25),
icecek sanayi (% 15), ve yiyecek sanayi (% 10) gibi farkli uygulamalar igin
kullanilmaktadir. Son 20 yil iginde, L-AA’nin mevcut {iretimini kolaylastirmak igin
farkli bakteri suslart kullanilarak {retim yontemleri arastirilmaktadir. 2-KLGA
mikrobiyal tretimi Gluconobacter, Acetobacter, Ketogulonicigenium, Pseudomonas,
Erwinia ve Corynebacterium cinslerine ait suslar araciligiyla D-glukoz, D-sorbitol veya
L-sorbozdan elde edilebilir (Sekil 1.8) [76].
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Sekil 1.8. Klasik Reichstein yontemi ile L-askorbik asitin sentezi

Kimyasal sentez ve biyotransformasyon birlesimi, antioksidan olarak kullanilan
ve kantitatif olarak vitaminlerin en oOnemlisi olan C vitamini {retimi igin
uygulanmaktadir. En fazla bes proses adimina ihtiyag vardir. Bunlardan biri
Gluconobacter sp ile ve digeri Ketogulonicigenium sp. prosediiriiyle kolaylastirarak
katalizlenir. Blakeslea trispora veya Dunaliella salina kaynakli endiistriyel 3-karotenin
sadece kiigiik bir oran1 A vitaminin Onciisiidiir. Her iki siirecte genetik miihendisligi
olmadan klasik suslar kullanilmigtir. Pigment olarak astaksantine ihtiyag duyulur bu
kimyasal sentezlenir ama bazi tiiketiciler Ozellikle Haematococcus pluvialis veya
Xanthophyllomyces dendrorhous elde edilen dogal {irtinleri tercih ederler.

Coklu doymamis yag asitleri, Ornegin, arasidonik asit, Mortierella alpina
tarafindan tretilmektedir. Ayrica, baz1 mikroalgler dokosaheksaenoik asiti biriktirirler.

R-pantotenik asit i¢in biyoproses endiistriyel ger¢eklesmeye yakindir [77].
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C vitamininin biyosentetik iiretimi i¢in genetigi degistirilmis olan fermantasyon
mikroorganizmalar ve bitkiler kullanilmaktadir. Ozellikle, askorbik asitin biyosenteztik
yolagina katilan enzimin aktivasyonunun arttirtlmasi i¢in genetik modifikasyonun
kullanimi ile ilgilidir. Aym1 zamanda, L-askorbik asit yolagi ve askorbik asitin
biyosentetik liretimini artirmak amaciyla GDP-D-rnannoz: GDP-L-galaktoz epirnerazi
iceren epimerazlarin dizilerini kodlayan niikleotidin kullanimini igerir. Ayni1 zamanda
bu biyoproses, L-askorbik asit tiretimi i¢in mikroalg suslari, bakteri, yararli maya gibi
genetigi degistirilmis mikroorganizmalarin kullanimiyla da ilgilidir. Neredeyse tiim
yasam formlarinda, bitki ve hayvanlar, hem askorbik asit (C vitamini) sentezi hem de
besin icin gereklidir. Askorbik asitin insanlarin ve hayvanlarin beslenmesinde onemli
yer tuttugu ilk kez belirlenmistir. Askorbik asit (Cvitamini) demir absorpsiyonu, soguga
direnci, yaralarin iyilesmesi, polisakkarit ve kologen sentezi, kikirdak, kemik, dentin
olusumu, Kkapillerin onartmi ve antioksidan olarak kullanimiyla insan doku

fonksiyonlarinda son derece etkili bir yere sahiptir.

Askorbik asit Acetobacter suboxidans tarafindan kalsiyum D-glukonatin oksidatif
fermentasyonuyla yada L-sorbozun kimyasal olarak oksidasyonuyla sentezinde dogal
kaynak olarak izole edilebilir. Askorbik asitin fotosentez sirasinda noétralize enerjiti
elektronlarin  fonksiyonu ve fotosentetik mikroorganizmalarin kloroplastlarinda
tiretildigi belirtilmistir. Buna gore, fotosentetik organizmalarda askorbik asit iiretiminin

koruma mekanizmasi olarak islev gordiigii bildirilmektedir [78].

1.5 Erwinia herbicola’da Antibiyotik Uretimi

Erwinia tiirlerinin zirai Onemlerine ek olarak, iki Erwinia tiriiniin bazi
antibiyotikleri tiretebildikleri tespit edilmistir. Bunlardan Erwinia herbicola A 111
susunun, lipopeptit antibiyotiklerden olan herbikolin A ve B’yi iiretebildigi bulunmustur
[79]. Erwinia carotovora’nin bazi suglarinin ise bir B-laktam antibiyotigi olan 1-
karbapen-2-em-3-karboksilik  asiti  (karbapenem) iretebildigi gosterilmistir. Bu
antibiyotigin liretimiyle beraber antibiyotige karsi duyarli olan bakterilerin sayisinin
azaltilarak rizosferdeki yagama sansinin arttig1 diisiniilmektedir [80].

Epifitik bir bakteri olan E. herbicola kendine 6zgii metabolik yollari ile ¢esitli
antibiyotikleri sekonder metabolizmasinin bir parcast olarak sentezleyen nadir

bakterilerden biridir. E. herbicola, iiretmis oldugu bazi antibiyotikler (herbikolinler,
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pantosinler, fenazinler, karbapenemler) sayesinde bitkiyi patojenlere karsi korudugu
rapor edilmistir [49-51]. E. herbicola nin tek susu birgok antibiyotigi tiretmektedir ve
farkli suslar1 farkli yapidaki birden fazla kompleks antibiyotigi liretme potansiyeline
sahiptir. E. herbicola tarafindan iiretilen antibiyotiklerin biyolojiksel aktiviteleri ve
kimyasal yapilar1 farklidir. Bu antibiyotiklerinin molekiiler dogasinin olusmasi
kompleks bir biyosentetik model tarafindan zorlastirilmaktadir. Antibiyotiklerin ¢ogu
ortak bir Ozelligi paylasiyor gibi goziikse dahi ortama amino asit ilave edilmesi
antibiyotik aktivitesinin bastirilabildigi rapor edilmistir. E. herbicola antibiyotiklerinin
kompleksligi tam olarak bilinmemektedir ¢linkii antibiyotik aktivitesini bastiran amino
asitler sadece karakterizasyonunda model teskil etmektedirler [81]. Bu g¢alismada, E.
herbicola’nin {iretmis oldugu antibiyotiklerden sadece karbapenem ve fenazin

calisilmisgtir.

1.5.1 Fenazinler

Fenazinler, bakteriler tarafindan iiretilen biiylik bir azot grubu igeren, fonksiyonel
gruplarin tipi ve pozisyonu iizerinde kimyasal ve fiziksel 6zellikleri farklilik gdsteren
heterosiklik bilesiklerdir. Dogada 100°den fazla farkli fenazin yapisal tiirevi
tanimlanmistir ve yapilarinda merkezi bir parca olarak fenazin iceren 6.000°den fazla
bilesik sentezlenmistir. Bakteriler, bilinen tek dogal fenazin kaynaklaridir. Bir¢ok
bakteri ¢ok sayida fenazin tiirevi iiretmektedir. Hem dogal ve hem de sentetik fenazin
tirevlerinin bakteri iizerindeki etkilesimleri ve biyoteknolojik prosesleri ¢alisilmistir
(Sekil 1.9). Cesitli bakteriler arasindaki fenazinin biyosentetik genlerinin
biyoinformatik olarak karsilastirilmasi, fenazin biyosentezinde bes genin (phzB, phzD,
phzE, phzF ve phzG) yiiksek derecede korundugunu gostermistir. Bu genler, ii¢ halkali
fenazin yapisinin sentezinden sorumlu olan ¢ekirdek genlerdir. Son c¢alismalar bu
biyosentetik ¢ekirdek genlerin, ¢esitli bakteri jenerasyonlari arasinda horizontal
transmisyon araciligi ile tasindigimi gostermistir. Fenazinler alternatif terminal
alicilarina elektron mekigi olarak islev goren, hiicresel redoks durumlarini modifiye
eden, hiicre sinyalleri olarak hareket eden, gen ekspresyonu diizenleyen, biyofilm
olusumuna katkida bulunan ve bakterinin hayatta kalabilmesini saglayan Onemli
antibiyotiklerdir. Fenazinler, 6karyotik konak ve konak¢1 dokulari iizerinde konakg¢inin
hiicresel yanitlar1 degistirilmesi de dahil olmak iizere ¢esitli etkilere sahiptirler.

Fenazinler bitkilerde biiylimeyi etkileyebilir ve sistemik direncin indiiklenmesini
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saglarlar. Bu sekonder metabolitler ¢esitli bakteriler tarafindan 6zellikle Pseudomonas
tarafindan {iretilmektedir ve virlilans rolleri ile genis spektrumlu antibiyotik
Ozelliklerinden dolayr bu metabolitler yogun bir sekilde c¢alisilmaktadirlar.
Biyoteknolojik bir perspektiften bakildiginda, fenazinler, oksidasyon-rediiksiyon
(redoks) ozellikleri, parlak pigmentasyon, pH ve redoks renk degisikligini de igeren
fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay: biiyiik ilgi géormektedirler. Fenazinler ¢ok cesitli
uygulamalarda elektron alicis1 ve vericisi olarak, yakit hiicrelerinin bilesenleri olarak,
cevre sensOrleri ve biyosensorler olarak, antitiimor bilesiklerin merkezi bilesenleri

olarak kullanilmaya devam edilmektedirler [82].
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Bakteriyel sekonder metabolitler bakteri-konak¢i iliskilerinde bir¢ok yonden
onemli rol oynamaktadirlar. Viriilans faktorler olarak islev goren sekonder metabolitler,
hastalik durumunda konakg1 dokularinin degistirilmesinde merkezi bir rol oynar. Diger
sekonder metabolitler patojen bakterilerin sebep oldugu infeksiyonlari onlemek icin
islev goren faydali bakteriler tarafindan tretilirler. Boyle sekonder metabolitler, faydal
bakterinin patojen bakteri ile rekabet yetenegini artirarak ve patojenleri aktivitesini
inhibe ederek ya da konak¢min savunma sistemini tetikleyerek patojenlerin sebep
oldugu infeksiyonlari Onlemektedirler. Bu nedenle sekonder metabolitlerin
diizenlenmesi, hastaliklarin iyilestirilmesinde veya bastirilmasinda  Onemlidir.
Bakteriyel sekonder metabolitlerin regiilasyonu, onlarin yararli ya da zararli olup
olmadig1 hususunda &nemli 6lgiide benzerlik gosterir. Ornegin RsmA/RsmB  sistemi
aracilig1 ile translasyonun regiilasyonunda oldugu gibi, LuxI/R homologlar1 sayesinde
gourum sensing ile gen ekspresyonunun aktivasyonunun hem patojen hem de faydali
bakterilerdeki islevi yiiksek oranda korunmustur. Bu global regiilatorler sekonder
metabolitlerin uygun ekspresyonunu kontrol etmek icin yolaktaki spesifik aktivator ve
represorlerle birlikte islev goriirler. Multiple regiilatdrler fenazinin {iretimini kontrol
etmektedir [83]. Phzl ve PhzR quorum sensing sistemi, hiicre yogunluguna bagli bir
durumda fenazin tiretimini regiile etmektedir [84]. Quorum sensing genleri olan phzl ve
phzR, fenazinin biyosentetik operonunun aktivasyonunda dogrudan sorumludurlar [83].
phzR geni fenazin operonunun transkripsiyonel bir regiilatoriinii kodlarken, phzl ise N-
hekzanoil homoserin lakton (HHL) sinyalinin sentezini yonlendiren AHL (N-
acilhomoserin lakton) sentaz enzimini kodlamaktadir [84]. Hiicre yogunluguna bagl
olarak phzl tarafindan iiretilen N-hekzanoil Homoserin Lakton (HHL)’un birikimi
fenazin tretiminde 6nemli rol oynamaktadir [83]. HHL’ ’nin baglanmasiyla beraber
PhzR aktive olmaya baglar ve bdylece fenazin genlerinin transkripsiyonu indiiklenir.
Fenazin iiretiminin kontroliinde aym1 zamanda iki bilesenli GacS ve GacA sinyal
transdiiksiiyon sistemi de gereklidir. Bu kontrolii, kismen phzl transkipsiyon
reglilasyonu iizerinden kismen de diger regiilator elementler aracilign ile

gerceklestirmektedir [84].
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Fenazinler bir¢ok organizmada yiiksek oranda korunmus olan sikimik asit
yolagindan tiirevlenmektedirler. Krosmik asit, fenazin biyosentezindeki ilk dallanma
noktasinda fenazin genlerinin (phzZABCDEFG) ifade edilmesinde islev goérmektedir.
phzB, phzD, phzE, phzF ve phzG genleri fenazin biyosentezindeki g¢ekirdek (core)
genlerdir. PhzC, yani fenazin operonundaki {igiincli enzim, bir tip II-3-deoksi-D-
arabinoheptulosonat-7-fosfattir ~ (II-3-DAHP). Bu bilesik muhtemelen fenazin
biyosentezinde sikimik asit yolagina dogru yeterli substrat saglamaktadir (Sekil 1.10)
[82].

1.5.2 Karbapenemler

B-laktamlar ilk kesfedilen antibiyotik grubudur. ilk olarak ipliksi mantarlarda
kesfedilmelerine ragmen daha sonra birgok Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerde
de bulunduklan tespit edilmistir [85]. B-laktam antibiyotikleri bakteri hiicre duvarinda
bulunan peptidoglikan tabakasinin biyosentezini engelleyici bir etkiye sahiptirler.
Bakteriyel sitoplazmik membran iizerinde bulunan ve peptidoglikan biyosentezinde
enzimatik rolleri olan Penisilin Baglayan Proteinler (PBP), penisilinler ve diger benzer
antibiyotikler i¢in direk hedef konumundadirlar. B-laktam grubu antibiyotikler
glinlimiizde tibbi tedavide kullanilan birgok antibiyotigi ihtiva ederler. Yiiksek oranda
etkili ve disiik toksisiteye sahiptirler [86]. p-laktam antibiyotikleri penisilin,
sefalosporin, sefamisin, klavam, monobaktam ve karbapenemlerdir.

Penisilinler ve sefalosporinlerin, bir¢ok hastane kaynakli enfeksiyonun
tedavisindeki basarilar1 ispatlanmistir [87-88]. Ancak bakteriyel patojenler arasinda [3-
laktam direncinin artmasi, genis spekturumlu yeni antibiyotiklere ihtiya¢ oldugu
gercegini ortaya c¢ikarmustir. Karbapenemler, 1970’li yillarin sonunda B-laktamazlar
inhibe eden yeni antibiyotikler bulmak amaciyla yiiriitilen boyle bir program
cergevesinde kesfedilmislerdir [89-91]. Karbapenemler, penisilin ve sefalosporinlerin
etki edemedigi anaerobik bakterilere karsi son derece yiiksek aktivite gdsterdiklerinden
dolay1 oldukga 6nemli bir gruptur. Genis spekturumlu aktivitelerine ilave olarak aerobik
ve fakiiltatif Gram-pozitif basillere karsi kullanildiklarinda post-antibiyotik bir etki
gosterirler ve B-laktamazlarin varliginda kararliliklarini koruyabilirler [87, 92-93].
Ancak Bacillus tiirleri, Xanthomonas maltophilia, bazi Pseudomonas cepacia
izolatlarinda ve nadiren bakteriosidlerde bulunan ¢inko aktiviteli f-laktamaz tarafindan

hidrolize edilirler [94]. Karbapenemler, kiikiirt atomunun yerini bir karbon atomunun
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almasi ve ikinci ve ti¢lincii karbonlar arasinda bir ¢ift bag bulunmasi ile penisilinlerden
ayrilirlar [88, 95]. Bu grup, tienamisinler, olivanik asitler ve karpetimisinler gibi dogal
irtinleri ihtiva ederler. Tienamisin ilk kesfedilen karbapenem antibiyotigi olup,
Streptomces cattleya tarafindan iiretilmektedir. Bu antibiyotik Gram-pozitif ve Gram-
negatif bakterilere karsi ¢ok genis bir antibakteriyel spekturuma sahiptir ve J-
laktamazlarin ¢oguna direng gosterir [95-96]. Streptomyces cattleya tarafindan iiretilen
tienamisin iizerinde yapilan radyoaktif izotop caligmalari, tienamisin biyosentezinin
penisilin ve sefalosporin biyosentezinde rol oynayan oOnciilerle iliskili olmadigini
gostermistir [95]. Sefalosporin ve penisilin iretiminde kullanilan 6nciilerle tienamisin
sentezi i¢in gerekli onciilerin farkli olmasi karbapenemin yeni bir biyosentetik yolla
sentezlendiginin diisiiniilmesine yol agmaktadir. Karbapenemler -laktamazlara direngli
olmalarina karsin bazi dezavantajlarida vardir. Kati ve sivi halde kararsiz halde olup
bobrekte bulunan dehidropeptidaz-l enzimi tarafindan kolayca parcalanabilirler. Bu
dezavantajlar yeni ve daha gelismis karbapenem arayisina neden olmustur.

Kesiflerinden yaklasik on yil kadar sonra ilk ticari karbapenem olan imipenem
(bir tienamisin tiirevi) ticari olarak satisa sunulmustur (Sekil 1. 11). Ancak buda bir
bobrek enzimi olan dehidropeptidaz tarafindan kararsiz hale dontistiiriilebilmekteydi.
Bu problem dehidropeptidaz-1’ in etkili bir inhibitorii olan kilastatin ile ¢oziilmiistiir
[97]. Karbapenem antibiyotiklerinin yeni bir {iyesi olan meropenemin, imipeneme gore
kararli ve dehidropeptidaz-I’e daha direngli oldugu bulunmustur. Meropenem tibbi
oneme sahip olan Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi genis spekturumlu bir
aktiviteye sahiptir [98]. Karbapenemler esasen Streptomyces tiirlerinden izole
edilmislerdir. Ancak, bu organizmada karbapenem biyosentezi {izerine yapilan
arastirmalar; Streptomyces.lerin yavas iiremesi, az {iriin vermesi ve genetik caligmalara
yatkin olmamasi, diisiik iiretim titresine sahip olmasi nedeniyle son derece sinirl
kalmustir [95].

23



OH

Sekil 1.11. Meropenem

1.5.2.1 Erwinia herbicola’da Karbapenem Uretimi

Olivanik asit ve thienamycin’e ilave olarak, diger bir tarama programini takiben,
bir seri dogal karbapenem daha kesfedilmistir. Serratia ve bazi Erwinia tiirlerinden
izole edilen 1-karbapen-2-em-3-karboksilik asit (karbapenem) de bunlarin arasindaydi
[80, 99]. Bu karbapenem olduk¢a kararsiz olup aktivitesi, donma veya yiiksek
konsantrasyon gibi kosullarda ¢abuk kaybolan bir maddedir. Ancak, bu antibiyotige
duyarl1 bir E. coli susu kullanilarak kolayca tespit edilebilir.

Bu antibiyotik Streptomyces’ler deki ¢oklu antibiyotik tretiminin aksine
Serratia ve Erwinia tarafindan iiretilen tek antibiyotiktir. Bu organizmalar tarafindan
tiretilen tek antibiyotik olmasi, ayrica hizli liremeleri ve genetik ¢alismalara yatkin
olmalar1 nedeniyle karbapenem antibiyotik iiretiminin ¢aligmalarinda Serratia ve
Erwinia tiirlerini cazip hale getirmistir [80]. E. herbicola’da karbapenem {iretimi,
ortamdaki bakteri yogunluguna ve N-(3- oksohekzanol)-L-homoserin lakton (OHHL)

ad1 verilen bir sinyal molekiiliiniin varligina bagimhidir [99] (Sekil 1.12).

0 0 H
HSC /\MNH ;H

0
Sekil 1.12. N-(3-oksohekzanol)-L-homoserine lakton (OHHL) yapisi
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Ecc’de OHHL molekiillerinin varhi§inin tespit edilmesi bu bakteride de
karbapenem biyosentezinin, Vibrio fischeri’ de biyoisima olusumu ile benzer bir yolla
gerceklesebilecegi fikrini ortaya cikarmistir. Daha sonraki g¢alismalar bu fikri
dogrulamistir. Biyoisimada oldugu gibi karbapenem iiretimi de hiicre yogunluguna
bagimhidir. Yapilan deneysel ¢alismalar, antibiyotik {iretiminin, hiicre yogunlugunun en
yiiksek diizeyde oldugu logaritmik fazin sonu ile durgun fazin baslarinda gergeklestigini
gostermistir. Ureme ortaminda OHHL konsantrasyonu belli bir esik degere ulastiginda
bu molekiil CarR proteinine baglanir ve karbapenem olusumundan sorumlu genleri
aktive eder. Cevreyi algilama sistemi ile kontrol edilen fizyolojik islemler genellikle
cevresel faktorler tarafindan da etkilenirler. Ornegin; katabolit baskilamasi, besin ve
oksijen yetersizligi, sicaklik soku ve demir limitasyonun, V. fischeri’de lux sisteminin
ekspresyonu iizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Lux sistemine analog olmasi
nedeniyle, karbapenem iiretimininde de ¢evresel faktdrlerden etkilenip etkilenmediginin

tespiti onemlidir [100].
1.6 Hiicresel Enerjetik

Enerji metabolizmasi, biyokimyasal ve fizyolojiksel aktiviteleri iceren kompleks
islevleri igerir [101]. Bir hiicrenin biiyiimesinden ve bdliinmesinden bir kalbin atigina,
diisiinmeyi olusturan bir ndronun elektrik aktivitesine kadar, yasamin her unsuru enerji
gerektirir. Hiicreler, ¢cok sayida kimyasal reaksiyonun ve tasima igleminin zaman ve
mekanda esglidiimlii olarak diizenlendigi kompleks sistemlerdir ve ¢evrelerinden
aldiklar1 maddeler ve enerji olmadan son derece organize yapilarin1 {iretemez,
stirdiremez ve kapsamli metabolizmalarimi yiiriitemezler [102]. Glikoliz, Krebs
dongiisii, elektron transport sistemi ve oksidadtif fosforilasyondaki bazi anahtar

enzimler hiicrelerin enerji seviyeleri tarafindan regiile edilmektedir [101].

1.6.1 ATP (Adenozin trifosfat)

Digsal enerji kaynaklar1 biyolojik olarak evrensel hiicre i¢i bir enerji kaynagi olan
adenozin trifosfata yani ATP’ye doniismektedir. ATP, adeozin riboniikleozitine
baglanmis ii¢ fosfat molekiilii icermektedir (Sekil 1.13). Organizma nasil bir hayat
tarzina sahip olursa olsun, elde ettigi enerjinin bir kismin1 ATP seklinde korumak

zorundadir. ATP ekzergonik tepkimeler sirasinda olusturulan ve belirli endergonik
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tepkimelerde tliketilen en Oonemli hiicresel enerji kaynagidir. ATP molekiiliin yapisi
incelendiginde (Sekil 1.13) fosfat baglarindan ikisinin fosfoanhidrit oldugu
goriilmektedir. Dolayistyla bunlarin hidrolizi i¢in serbest enerji 30 kJ’dan fazladir.
Soyle ki; ATP — ADP + Pive ADP — AMP + Pj tepkimelerinin her biri yaklasik olarak
32 kJ/mol enerji agiga ¢ikarmaktadir.

NH,,
Z N
N
N N
O
0o H,
P—P—P—0—C
b&E o
H H
OH OH

Sekil 1.13. Adenozin trifosfat (ATP) yapist

Her ne kadar ATP hidrolizinden agiga cikan enerji yaklasik -32 kJ olsa da, ATP
sentezi i¢in gereksinimlerinin tam olarak tanimlanmasi i¢in buraya bir uyar1 eklenmesi
gerekmektedir. Aktif olarak biiyiimekte olan bir hiicrede, ATP/ADP orami yiiksek
tutulur ve bu oran takriben 1000°dir. Bu durum ATP sentezi i¢in enerji gereksinimlerini
onemli Olciide etkilemektedir. Aktif bir sekilde biiyiiyen hiicrede bir molekiil ATP

sentezi i¢in aktiiel enerji gereksinimi (yani AG) -55 ile -60 kJ arasindadir.

ATP, hiicrede dinamik bir donlisim icindedir; biyosentetik tepkimeleri
gerceklestirebilmek i¢in siirekli yikima ugramaktadir ve katabolik tepkimeler sirasinda
tekrar sentezlenmektedir. Bununla birlikte, aktif olarak biiyiimekte olan bir hiicrede
ATP konsantrasyonu oldukc¢a diisik olup, yaklasik 2 milimolar (mM) kadardir.
Mikroorganizmalar uzun doénemli enerji deposu olarak oksitlenebilen ve suda
¢Oziinmeyen polimerler iiretir ve bunlar1 daha sonra ATP iiretimi i¢in kullanirlar.
Prokaryotlardaki uzun dénemli enerji depolarina glukoz polimeri olan glikojen, lipid
polimeri olan poli-p-hidroksibiitirat ve diger polihidroksialkonatlar 6rnek verilebilir. Bu
polimerler hiicre igerisinde 151k ya da elektron mikroskobu ile goriilebilecek kadar

biiyiik polimerler halinde depolanmaktadir. Okaryotik mikroorganizmalardaki en temel
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depo maddeleri, glukoz polimeri olan nisasta ya da basit yag formundaki lipidlerdir.
Cevrede enerji kaynagi bulunmayan durumlarda, yeni hiicre materyallerini olusturmak
ya da hiicre bitiinliigiinii siirdiirmek icin gerekli olan enerji, bu polimerlerin

oksidasyonundan saglanmaktadir [103].

1.6.2 NAD (Nikotinamid Adenin Diniikleotid)

Hiicrelerde enerji eledesi oksidasyon-rediiksiiyon tepkimelerini
gerektirmektedir. Bir¢ok enzim, kataliz islemine katilan ancak protein yapisinda
olmayan kiigiik molekiiller igerir. Enzim ile birlikte is géren bu kiigiik molekiiller enzim
ile ortaklik kurma sekillerine gore prostetik gruplar ve koenzimler olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Prostetik gruplar enzimlerine kovalent baglarla ve daimi olarak sikica
baglanmislardir. Sitokromlarda bulunan hem grubu prostetik gruplara 6rnek verilebilir.
Koenzimler ise enzimlere gevsek olarak baglanir ve tek bir koenzim molekiilii birkag
farkli enzim ile iliskiye girebilir. Koenzimlerin ¢ogu vitaminlerin tiirevleridir. Ornegin
NAD*, NADH, niasin ve Bz vitamininden tiirevlenen ve bircok metabolik reaksiyona
eslik eden Onemli bir anahtar metabolittir. NAD ve NADP, hiicresel savunmada ve
sinyal iletimi gibi metabolik doniisiimlerde rol oynamaktadir. Her iki koenzim enerji
transdiiksiiyonunda ve biyolojik siireglerde elektron tasiyicilar1 oarak islev gérmektedir

[104].
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Sekil 1.14. NAD" yapist
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Proliferasyon, farklilagma ve 6liim gibi bir¢ok hiicresel siire¢ hiicrenin redoks
durumuna baglidir. Hiicresel NAD(H) seviyeleri transkripsiyonu dogrudan ya da dolayl
olarak etkilemektedir [105]. NAD (NAD") veya onun rediikte formu olan NADH,
biyolojik sistemlerde kofaktorlerdir (Sekil 1.15) [106]. NAD® ve NADPHin farkli
biyokimyasal islevleri vardir (Sekil 1.15). NAD" glikoliz ve sitrik asit dongiisiinde
biiyikk miktarda kullanilmaktadir. NADP pentoz fosfat yolu ile iiretilmekte ve niikleik

asit ile yag asitlerinin biyosentezinde gereklidir.
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Sekil 1.15. Fizyolojide NAD’1n merkezi rolii

Organizmalarda NAD de novo olarak triptofan ve aspartik amino asitlerinden
sentezlenmektedir. De novo NAD biyosentezi, hayvanlarda ve bazi bakterilerde ya L-
triptofandan yada bitkiler ve yine bazi bakterilerde L-aspartattan QA(qunolinik asit)
iiretmek igin bircok basamagi igermektedir (Sekil 1.16). Hem NAD® hem NADP*

messenger molekiillerin dnciilleri olarak sinyal iletiminde gereklidirler [104-105].

Hiicrelerde NAD", niyasinden iiretilir ve oksidasyon-rediiksiiyon tepkimelerinde
elektron tasimaktadir. Bu siirecte NAD" bir elektron ve bir ¢ift proton elde eder, kendisi
NADH'ye indirgenir ve bir proton da salinir:
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MH; + NAD" — NADH + H" + M: + enerji, (M: metabolit)

NADH'de depolanan indirgeme potansiyeli, aerobik elektron tasima zinciri
araciligiyla ATP iretiminde veya anabolik metabolizmada kullanilabilir. ATP
hiicrelerde yaygin olarak kullanilan bir enerji kaynagidir ve aerobik sartlarda NADH'nin
ATP sentezi i¢in gerekli enerjiye olan katkisi ¢ok onemlidir. Ancak oksijen eksikliginde
(6rnegin hipoksia) NADH'den NAD™'nin yeniden iiretimi hiicrenin ATP gereksinimini
karsilamaya yeterli degildir. Buna karsin glikoliz oksijen gerektirmez ama NAD™nin

yeniden liretimini gerektirir.
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Sekil 1.16. NAD metabolizmasi, dort farkli onciilden NAD biyosentezi: nikotinamid, nikotinik asit,
triptofan ve nikotinamid ribozid

1.7  Vitreoscilla Hemoglobini (VHDb)

Son on yilda mikrobiyal hemoglobinler arasinda biiyiik bir yapisal ve islevsel
cesitlilik kesfedilmigstir. 1986 yilina kadar hemoglobinler 6karyotik orijinli proteinler
olarak bilinmekteydi. Fakat Dr. Webster ve arkadaslar1 gram-negatif bir bakteri olan
Vitreoscilla stercoraria’nin dogal olarak hemoglobin (VHb) igerdigini saptamislardir
[107-108]. Vitreoscilla, aerobik veya mikroaerofilik bir genus olan Beggiatoa

familyasina ait ipliksi bir bakteridir. Beggiatoa cinsi tatli su sedimentleri gibi oksijenin
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siirli oldugu yerlerde bulunurlar. Bir tiir (Vitreoscilla stercoraria) tam anlamiyla

aerobik bir tiirdiir ve hipoksik kosullarda yasamini siirdiirebilmek i¢in ¢oziinebilir bir

hemoglobin (VHb) sentezler [109].

VHb’nin yapis1 klasik globin katlanmasina uymakta ve dkaryotik hemoglobinleri
ile yiiksek bir homoloji gostermekte olup klasik 8-helikse (A-H) sahip olup, globin
katlanmas1 gostermektedir (Sekil 1.17). Monomerik VHb’nin 146 amino asit
uzunlugundaki dizisinden hesaplanan molekiiler biyiikligii 15,775 Dalton olarak
belirlenmistir. VHb iki benzer alt tiniteye sahip ve her molekiilde iki tane b hem tasiyan
homodimerik bir yapidir. Molekiil agirhigt 616 Dalton olan hem grubu
(C34H32FeN4O4)’nun yapiya katilmasi ile toplam molekiiler kiitle 16,931 Dalton’u
bulmaktadir [145-146]. Klasik bir globin katlanmas: sergileyen Vitreoscilla
hemoglobini proksimal ve distal hem ceplerinde sira disi yapilara sahiptir [108, 110].
Benzersiz yapisal organizasyonu ve farkli konformasyon durumlarinda kalma yetenegi
VHb’nin birden fazla islevi gerceklestirmesine olanak tanimaktadir. VHb, bir¢ok
heterolog konak¢inin enerji metabolizmasit miihendisligi i¢in 6zellikle yararhidir ve
cesitli biyoteknolojik uygulamalar i¢in ¢ok yonlii bir arag olarak islev gormektedir
[108]. Sekil 1.17°de VHb nin yapis1 gésterilmistir.

C temini

N termini

Sekil 1.17. VHb’nin yapisi. iki benzer alt {initeye sahip ve her molekiilde iki tane b hem tasiyan
homodimerik yapida, “hem” grubunun lokalize oldugu yer sar1 renk ile gosterilmistir. Okaryotik
hemoglobinler ile yiiksek bir homoloji gosteren VHb’nin yapist 8-heliksli (A-H) Klasik globin
katlanmasina uymaktadir [145-146]
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Vitreoscilla hemoglobin geni (vgb) promotor-operatér bélge ve hemoglobini
kodlayan bolge ile toplam 648 niikleotidden olusmaktadir. Genin promotoru oksijene
duyarli bir promotordur ve ayni zamanda katabolit baskilanma gosterir. Promotorun
oksijene duyarli olmasini iizerinde tasidigit FNR ve ArcAB proteinlerine 6zgii dizilerden
saglar. Katabolit baskilanmay1 ise promotor iizerinde bulunan cAMP-CRP baglanma
bolgesi saglar [111]. Giiglii bir promotor olan vgb promotoru -35 korunmus dizisi
tasimaz. Ancak pribnow kutusundan 20 niikleotid geride katabolit aktivatdr protein

baglanma bolgesine benzer bir bolge vardir (Sekil 1.18) [17, 112-113].

ArcA
CRP

Py FNR 35 @—6 SD

Sekil 1.18. E. coli transkripsiyon sistemi tarafindan taninan vgbh promotoru. Shine-Dalgarno (SD) bolgesi,
transkripsiyon baglama bolgesi (), -10 ve -35 dizileri, ArcA, CRP ve FNR baglanma bolgeleri. Yatay
¢izgi (—) promotorun AUG baglama kodonunundan akis-yukari 150 niikleotidlik fragmani
gostermektedir

Oksijene bagimli vgb promotoru (Pygs) oksijenin sinirli oldugu kosullar altinda
indiiklenmektedir. Pygp, transkripsiyonel seviyede regiile olmakla beraber, mikroaerobik
kosullar altinda ve ¢oziinmiis oksijen seviyesi doymus havanin % 2’sinden daha az
oldugu zaman hem E. coli hem de Vitreoscilla’da maksimum seviyede
indiiklenmektedir. E. coli ‘de Pygy’nin transkripsiyonel aktivitesi CRP (cAMP reseptor
proteini) ve FNR (fumarat nitrat rediiksiyon regiilatorii) tarafindan pozitif sekilde
ayarlanmaktadir. FNR, E. coli ‘de cevredeki mevcut oksijeni takip eden global bir
transkripsiyonel regiilatordiir. FNR sistemi, hiicre i¢i oksijen seviyleri degistigi zaman,
oksijenle regiile olan birgok genin transkripsiyonunu regiile ederek, aerobik
metabolizmadan anaerobik metabolizmaya baglantiy1 kontrol eder. ArcA, Pyg’nin
pozitif regiilasyonunda bulunan diger bir onemli oksijen sensoriidiir. Diislik oksijen
seviyelerinde maksimum indiiksiyona ulagmak i¢in hem ArcA hem de FNR sistemlerine

ithtiya¢ duyulur. Ayrica Pygy’nin indiiksiyonu, ortama kompleks bir azot kaynaginin
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(6rnegin maya ekstrati gibi) ilave edilmesiyle baskilanabilir. Protein miihendisligi,
biyoteknolojiksel uygulamalarinda VHb’nin o6zelliklerini gelistirmek i¢in yeni

yontemler saglamaktadir (Sekil 1.19) [114-115].

sy e ey Hipoksik kosullar altimda o s

Kimyasal iiretiminde % SN ; Proteiniiretiminde
4 hiicre biiviimesinde artis
artis . artis

Antibiyotik Pus
iiretiminde h # kendiliginden
artis indiiklenmesi

Vitreoscilla hemoglobin
Biyoremidasyonda Firvoloiik eclisme Transge.mk bitkilerde
gelisme yolojix gelis uygulama

Sekil 1.19. Vitreoscilla hemoglobininin (VHb) potansiyel uygulamalari

1.7.1 VHD fonksiyonunun Mekanizmalari

Oksijen baglama ve tasima ajani olarak rol alan Vitreosilla hemoglobinin,
mikroaerobik kosullar altinda ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonunda intraselliiler etkisi
artmakta ve ¢oziinmiis oksijendeki artis hem sitokrom 0 hem de sitokrom d aktivitesini
arttirmaktadir. Ote yandan sitokrom o spesifik aktivitesi sitokrom d’den daha hizli bir
sekilde arttirarak proton pompasinda artisa sebep olmaktadir (Sekil 1.20). Bdoylece
sitoplazmadaki ATPaz yoluyla bu proton gradiyenti sayesinde ATP iiretilmektedir
[116]. Hem sitokrom o hem de sitokrom d terminal oksidazlardan yoksun VHb geni
aktarilmig iki E. coli mutantinin karbon kaynaklari olarak sukkinat ve laktat’in
bulundugu aerobik substratlarda gelisebildikleri gdsterilmis ve VHb’nin kendisinin bir

terminal oksidaz fonksiyonu barindirdig1 kabul edilmistir [117].
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Sitokrom komplesi
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Sekil 1.20. Diisiik oksijen yogunlugunda Vitreoscilla hemoglobinin rolii

Bu proteini bulunduran hiicrelerin daha oksitlenmis durumda bulunmalari,
VHb’nin hiicrelerin karbon metabolizmas1 akis semalarinda ©6nemli yeniden
diizenlemelere sebep olmasi ile ilgilidir. Her ne kadar bunun nasil saglandigi kesin
olarak ortaya konmamissa da, NAD'/NADH ve ATP/ADP oranlarinda olan &nemli
degisimlerin esas teskil ettigi sanilmaktadir. VHD iceren hiicrelerde NADH seviyesinde
diisiis ATP miktarinda ise artis gozlenmektedir. Dolayis1 ile NAD'/NADH ve
ATP/ADP oranlarinda meydana gelen 6nemli degismeler hiicrenin karbon bilesiklerini
kullanim1 yollarinda 6nemli degisime neden olur. Bu baglamda VHb ekspresyonu yapan
Enterobacter aerogenes’de gozlenen % 80 artisin bu tiir bir metabolik akis semasi

degisikliginden olabilecegi bildirilmistir [27, 118].

Ayrica ribozom ve tRNA igeriginin arastirilmasi neticesinde, VHb ekspresyonu
yapan hiicrelerin kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda 6nemli oranda yiiksek ribozom
ve tRNA seviyelerine ulastigi ortaya ¢ikmistir. Bu sonug kiiltiivasyonun sonunda VHb
ifade eden hiicrelerin VHb-negatif kontrole gore iki kat daha fazla 70S ribozom ve
tRNA’lar icerdigini gosteren Onceki ¢alismayla uyum gostermektedir. Bu etki VHD

vasitasiyla translasyonel kompanentlerin artmasindan kaynaklaniyor olabilir [117].
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Son zamanlarda VHb ve transkripsiyon faktorii OxyR (oksidadif streste gerekli

bir regiilonu kontrol eder) arasinda bir iliski oldugu rapor edilmistir (Sekil 1.21).
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Sekil 1.21. VHb ve OxyR arasindaki iligski. VHDb seviyelerinin OxyR’nin okidize durumuna déniisimiinii
kontrol etmektedir

VHb hem endojen oksidadif tiirlerin iiretimine hem de eksojen hidrojen
peroksite karsi savunma sagladigi ve ayni zamanda siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) seviyelerini artirmakla iligkili oldugu belirtilmistir. Bu sonuglar oksidadif
strese kars1t VHb nin koruyucu etkisiyle ilgili ilk caligmalar1 desteklemektedir. VHb nin
oksidatif strese karst koruyucu etkisi, heterolog hiicrelerdeki iiretkenligin arttirma

yeteneginden kaynaklaniyor olabilecegi belirtilmistir [119].
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1.7.2 VHDb Metabolik Miihendislikteki Uygulamalari

1991 yilinda, James Bailey “metabolik miihendislik” olarak adlandirilan yeni
bilim ile “Rekombinant DNA teknolojisini, hiicresel aktivitesindeki fonksiyonlarin
diizenlenmesi, tagimasi ve enzimatik kullanimi1” olarak tanimlamistir [120]. Son yillarda
yaygin olarak kullanilmaya baslanilan “metabolomik” terimi, belli zaman ve ortamda
organizmadaki veya hiicredeki metabolik olaylarin bir biitiin olarak nasil etkilendigini

ifade etmek icin ortaya atilmigtir [5].

Cizelge 1.1’de 2005 yilindan 6nceki yillarda VHb’nin metabolik miihendislikteki
uygulamalar1 verimistir. vgb/VHb teknolojisinin son yillardaki (2005’ten sonrasi)

uygulamalari ise Cizelge 1.2 ile Cizelge 1.6 arasindaki ¢izelgelerde verilmistir.
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Cizelge 1.1. VHb’nin metabolik miihendislikteki uygulamalar1

Kategori

Protein iiretimi

Kimyasal iiretimi

Antibiyotik iiretimi

Biyoremidasyon

Gelisme

Organizma
S. occidentalis

E.coli
B.subtilis

P. pastoris
G. amarae

E. aerogenes

E.coli

Saccharomyces sp.

A. chrysogenum
S. erythraea
S. cinnamonensis

S. aureofaciens
P.aeruginosa

X. maltophila

Burkholderia sp.

T. fuciformis
E.coli

E. aerogenes

P. pastoris

S. lividans

VHb Etkisi

a-amilaz aktivitesinde ve total protein igeriginde artis, L-
laktamaz aktivitesinde % 61 artis

Toplam hiicre proteininde % 30, CAT aktivitesinde % 80,
L-galaktozidaz aktivitesinde 40% artis

Proteaz (%30) ve a-amilaz aktivitesinde (% 1 5) artig ve
protein saliniminda 1.5 kat artig

Biiyiimede ve heterolog protein iiretiminde artis
Biyosiirfektan tiretiminde artis

Aseton ve 2,3-biitandiol iiretiminde % 80 artis, hiicrelerin
boyle bir ortamda daha uzun siire canli kalmalari,

Poli-beta-hidroksi biitirat (PBH) birikimi ve biiyiimede
gelisme,

D-arabitol tiretkenligi ve iiriin gelisimi
Sefalosporin C iiretiminde 3.2 kat artis

Eritromisin tiretiminde artig
Monensin ve biiylimede artis

Klorotetrasiklin (CTC) iriiniind artis
2,4-dinirotoluen (DNT) yikimi, biiyiimede artis,

Canli hiicre sayisinda % 15 artis, benzoik asitin yikiminda
artis

Biyomasta % 15, 2,4-dinirotoluen DNT par¢alanmasinda

2 kat, 2-klorobenzoat (2-CBA) ve benzoik asitin
yikiminda artig

Biiyiimede artig
Bakir aliniminda ve ferritin tiretiminde artis

Civa ve kadmiyuma duyarlikta artig, oksijen alimi ve
bliyimede artis

Beta galaktozidaz aktivitesinde arts,

Kiiltiir sonu hiicre yogunlugunda % 50 artis
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Cizelge 1.2. Biyoremidasyonda vgh/\VVHb teknolojisinin son uygulamalari

Organizma Biyoremidasyon Calisma

Pseudomonas aeruginosa Benzen, toliien, ksilen [121]
Burkholderia cepacia 2-klorbenzoat [122-123]
Enterobacter aerogenes Kadmium [124]
Gordonia amarae Biyosiilfaktan [125]
Rhodococcus erythropolis Dibenzotiofen; siilfiir (dizel yagindan)  [126]
Pseudomonas putida Benzen, toliien, klorobenzen [127]
Pseudomonas delafieldii Siilfiir (dizel yagindan) [128]

Cizelge 1.3. Antibiyotik tiretiminde vgb/VHb teknolojisinin son uygulamalar

Organizma Antibiyotik Cahsma

Penicillum chrysogenum Penisilin [129]
Saccharopolyspora erythraea Eritromisin [130]
Amycolatopsis mediterranei Rifamsin b [36]

Tolypocladium niveum Siklosporin A [131]
Acremonium chrysogenum Sefalosporin C [132]
Phellinus igniarius Flavonlar, eksopolisakkaritler [133]

Cizelge 1.4. Polimer iiretiminde vgb/VHD teknolojisinin son uygulamalari

Organizma Polimer Cahisma
Escherichia coli Hidroksibiitirat-hidroksihekzonat karigim polimeri [134]
Acetobacter xylinum  Bakteriyel selluloz [135]
Acetobacter xylinum  Bakteriyel selluloz [136]
Acetobacter xylinum  Bakteriyel selluloz

Escherichia coli Polihidroksibiitirat [137]

Cizelge 1.5. Cesitli biyokimyasal {iretiminde vgb/VHDb teknolojisinin son uygulamalari

Organizma Biyokimyasal Calisma
Schwanniomyces occidentalis a-amilaz [138]
Pseudomonas aeruginose L-asparaginaz [139]
Bacillus thuringiensis Insektisidal kristal protein [140]
Bacillus subtilis Hiyaluronik asit [141]
Pichia pastoris S-adenosilmetionin [142]
Escherichia coli Midyedeki adhezyon proteini  [143]
Escherichia coli D-amino asit oksidaz [144]
Corynebacterium glutamicum L-glutamat, L-glutamin [145]
Citrobacter freundii and Erwinia herbicola L-DOPA, dopamin [34]
Bacillus subtilis Poly y-glutamik asit [146]
Gluconobacter oxydans Dihidroksiaseton [132]
Escherichia coli Etanol [147]

Cizelge 1.6. Yiiksek bitkilerde strese toleranslik, iiretim, ¢imlenme ve biiylimede

Organizma Gelismis ozellikler Calisma
Piring Biiylime, liretim [148]
Lahana Cimlenme; su alt1 stres toleransi [149]
Kavak Biiylime [150]
Arabidop sis Cimlenme; su alt1 stres toleransi, nitrosatif, [151]
thalania oksitatif stres
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Bu calisma, gram negatif bir bakteri olan E. herbicola bakterisi ile onun vgb
(Eh[pUCS8]) ve vgh™ (Eh[pUC8:15]) rekombinant suslarindaki indol-3-asetik asit (IAA),
B-karoten, likopen gibi Onemli karotenoidlerin, fenazin ve karbapenem gibi
antibiyotiklerin  ve C vitamininin farkli besiyeri ortamlarindaki {iretimlerini
icermektedir. Ayrica bahsi gegen bu metabolitlerin iiretimi iizerine katabolik represyon

ve VHb’ nin etkisini kapsamaktadir.

Yukarida bahsi gegen tiim ikincil metabolitlerin sentezinin genetik faktorlerin
yaninda c¢evresel sartlardan da (6r. karbon kaynagi ve oksijen gibi) dnemli derecede
etkilendigi rapor edilmistir [8, 152-153]. Bu c¢alismada VHb gibi 6nemli bir oksijen
alim ajanim1 endojen olarak ifade eden rekombinant E. herbicola’da ana metabolik
aktivitelerin ve yukarida bahsi gecen ikincil metabolitlerin sentezinin nasil diizenlendigi
ilk defa arastirllmistir. Biitiin bunlarin bakterinin bitki ile iliskisinde ne anlama
geldiginin calisilmasinin yaninda, etkin bir oksijen alim sisteminin bakterinin biiyiime
ve ¢ogalmasi ile oksijen alimi iizerindeki etkisi de arastirilmistir. Ayrica bu bakterilerin
hiicre metabolizmasinin enerjetik durumunun anlasilmasi agisindan ATP ve NAD
tiretimlerindeki degisimleri de calisilmistir. Endistriyel agidan 6nemli iirlinler olan
IAA, B-karoten, likopen, C vitamini, fenazin ve karbapenemin VHb/vgb sistemini igeren
rekombinant mikroorganizmalar kullanilarak mikrobial iiretimi bu caligmada ilk kez
arastirilmistir. Diger bir deyimle, E. herbicola’da degisik genetik (vgb) ve gevresel
(oksijen, glukoz, fruktoz, siikroz gibi) sartlar altinda ana metabolik yollarin akis
semalarinin nasil etkilendigi ve bunlarin endiistriyel 6neme haiz ikincil metabolit

sentezindeki rolii detayli bir sekilde ilk defa ortaya konulmustur.

38



2. KAYNAK OZETLERI

Genetik miihendislik ile ilgili yapilan ¢aligmalarin hizla ilerlemesi ilag iiretimi
i¢cin yeni ¢ozlimleri de beraberinde getirmistir. Bakteriler tarafindan herhangi bir genetik
manipiilasyona gerek duyulmadan endiistriyel boyutlarda iiretilen birgok (iiriin
bulundugu gibi, bakterilerin kendileri tarafindan yapilamayan ancak ¢esitli endiistrilerde
yuksek kullanim potansiyeli olan bir¢ok {iriin rekombinant teknikler kullanilarak
basarilmaktadir. Bakteriyel fermentasyonlarla iiretilen bir¢ok ikincil metabolitin
sentezinde baslica siirlayici faktoriin ortam oksijen seviyesi oldugu ve ileri kiiltiir
fazlarinda oksijenin hiicreler tarafindan alimi ve etkin kullaniminin belirleyici rol
oynadigr iyi bilinmektedir. Diger bir deyimle, biyofermantasyonlarin ileri fazlarinda
irtin birikimi ve hiicrelerin yaslanmasima bagli olarak kritik oksijen seviyesinin
korunamamasi hem biyokiitle hem de iirlin olusumu {izerinde negatif etki yaratmaktadir.

Bilindigi ilizere [-laktam antibiyotikleri prokaryotik ve  oOkaryotik
organizmalar tarafindan iiretilmektedir. Yapilan bir ¢alismada B-laktam biyosentezinden
sorumlu olan genlerin kiimeler halinde organize oldugu, ancak farkli genlerin yerlerinin
tanmimlanamadig@ bildirilmistir. Prokaryotlarda biyosentez genlerinin, antibiyotik (cmcT)
akigi icin direng genleri (bla, PBP) ile birlikte kiimelendigi belirtilmistir [154].
Karbapenem ailesinden imipenem ve meropenem, insanlarda sistemik kullanim i¢in en
genis kullanilan aktif antibiyotiklerdir. Imipenem ve meropenem direngliliginin, P.
aeruginosa enfeksiyonu tedavisi sirasinda ortaya c¢iktigi rapor edilmistir. Ayrica
Stenotrophomonas maltophilia nin hem imipeneme hem de meropeneme karsi tipik
olarak direnglilik gosterdigi bildirilmistir. Penisilin gibi karbapenemler Enterococ’a
karst inhibitor aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir. Genelde, aerobik gram negatif
Basil’e kars1 in vitro meropenemin aktivitesinin, imipenemden daha fazla olmasina
karsin, aerobik gram pozitif Cocci’ye karst in vitro imipenem aktivitesinin

meropenemden daha fazla etki gosterdigi ortaya konmustur [96].

Yapilan bir calismada, bakteriler kullanilarak B-laktam igeren molekiillerin
tiretimi gerceklestirilmistir. Serratia ve Erwinia tiirlerinin kullanildig1 ¢alismada basit
bir karbapenem olan SQ27860’1n izolasyonunun ve yapisal tayininin yapildig1 rapor
edilmistir [155]. Baska bir ¢alismada Erwinia carotovora nin, B-laktam antibiyotigi

olan karbapenemleri, bir sinyal algilama molekiili olan N-(3-okzohekzanol)-L-
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homoserin laktona (OHHL) yanmit olarak iirettigi bildirilmistir. OHHL bagimh ilk
biyosentetik promotor genin iist bolgesinde, carA haritasinin bulundugu belirtilmistir.
Dogal karbon kaynaklar1 ve karbapenem {iretimini etkileyen biiylime sicakligi, OHHL
sinyal molekiiliiniin diizeyi ile de8ismekte ve boylece bakteri ¢ogunlugu algilama
sisteminin fiziksel olarak ayarlandigi ortaya konmustur [156]. Diger bir calismada,
Gram-negatif bakterilerden Serratia ve Erwinia nin bir B-laktam antibiyotigi olan 1-
karbapen-2-em-3-karboksilik asiti rettigi bildirilmistir. Erwinia carotovora’da bu
karbapenemi iireten genlerin sirasinin belirlendigi ve klonlanmasinin yapildigi rapor
edilmistir. Bu genlerin, carR gen kodlar1 ve LuxR-tip transkripsiyon aktivatoriiyle
kontrol edildigi belirtilmistir ve carA-H operonu olarak diizenlendigi rapor edilmistir.
[157]. Ayrica Erwinia carotovora GS101 susunun da karbapenem antibiyotigi olan 1-
karbapen-2-em3-karboksilik asiti tirettigi bilirilmistir [158]. Yine bitki patojeni olan
Erwinia carotovora’nm, N-3-okzohekzanol-Lhomoserin lakton (3-okzo-C6-HSL)
tizerinden, virulans faktorlerin ekspresyonunu ve antibiyotik iiretimini diizenledigi
ortaya konmustur. Erwinia carotovora ATCC 39048 nin karbapenem antibiyotigi olan
1-karbapen-2-em-3-karboksilik asiti tirettigi rapor edilmistir. Erwinia carotovora ATCC
39048’de karbapenem antibiyotiginin biyosentezinde N-(3-0kzohekzanol)-L-homoserin
laktonun (HSL), otoregulator kontrol sagladigi bildirilmistir [159].

B-laktam grubu antibiyotiklerin tretimi, karbon kaynaklari, nitrojen, amino
asitler, pH ve oksijen gibi ¢evresel faktorler tarafindan kontrol edilmektedir. Yapilan bir
calismada sicaklik, oksijen limitasyonu, farkli karbon kaynaklari, fosfat, azot ve NaCl
gibi ¢esitli ¢cevresel faktorlerin karbapenem sentezi tizerindeki etkileri arastirilmistir. 30,
32 ve 34°C derecelerde karbapenem iiretimi gerceklesirken, sicaklik 36°C
yiikseltildiginde iiretimde biiyiik bir diisiis oldugu, 37°C ise tamamen durdugu rapor
edilmistir. Kullanilan karbon kaynaginin farkli olmasinin karbapenem iiretiminde de
farkliliklara yol actig1 bildirilmistir. Karbon kaynagi olarak fruktoz igeren ortamda
antibiyotik tiretimi daha fazla miktarda oldugu, aym sekilde farkli tuz
konsantrasyonlarinin da antibiyotik iiretimini etkiledigi ortaya konmustur. Calismada,
karbapenem iiretiminin sadece genetik faktorlerin kontrolii altinda olmadigimi ayni
zamanada gesitli ¢cevresel faktorlerin de tiretimde etkili oldugu vurgulanmistir [160].

Fenazinler, hiicresel redoks durumunu modifiye etmek icin gen ekspresyonunu
diizenleyen, biyofilm olusumuna katki saglayan ve hiicrelerin canliligini arttiran hiicre
sinyalleri olarak davranirlar ve terminal alicilar1 degistirmek ic¢in elektron mekikleri
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olarak islev goriirler. Fenazinler dkaryotik konaklarda ve konak olduklari iizerinde ¢ok
sayida konak hiicresel cevaplarin modifikasyonlarinida iceren ¢ok c¢esitli etkilere
sahiptir. Fenazinler ayrica bitkilerde gelisimi etkileyebilir ve sistemik direncin
uyarilmasina yol agabilir [83, 161].

Fenazin tiretimine yonelik bir ¢alismada, farkli artropodlarin bagirsaklarindan
izole edilen Streptomyces anulatus 9663’lin fenazin 1-karboksilik asitin prenilllenmis
tiirevlerini iirettigi tespit edilmistir. Bu organizmada ppzP genininin belirlendigi ve bu
genin, Pseudomonas suslarinda fenazin 1-karboksilik asit biyosentezi sirasinda ise
karistigi  bilinen  genlerin  kiimesinde = bulundugu  belirtilmistir.  Bunun,
Streptomycetes’lerden elde edilen dogal fenazin bilesiginin ilk tam gen kiimesi oldugu
belirtilmistir. Streptomyces coelicolor M512°de bu gen kiimesinin heterolog ifadesi,
fenazin 1-karboksilik asitin prenillenmis tiirevlerinin olusumuyla sonuglandigi
bildirilmistir [161].

Baska bir ¢alismada, Pseudomonas fluorescens 2-79 (NRRL B-15132) susunun
2-79 fenazin-1-karboksilat antibiyotigini irettigi rapor edilmistir. Fenazinin, Pythium
aphanidermatum’un misel gelisiminin % 35.55 oraninda inhibe ettigi rapor edilmistir.
Fenazinin, P. aphanidermatum’un hif morfolojisi tizerinde ve Botryodiplodia
theobromae ve Alternaria solani’nin spor gelisimi tizerinde 6nemli bir etkiye sahip
oldugu belirtilmistir. Diger bir calismada, {li¢ ¢esit fenazin pigmenti sentezleyebilme
yetenegine sahip olan Pseudomonas aeruginosa nin alisilmamis bir susunun izole
edildigi rapor edilmistir [162].

Yapilan bir ¢alismada Pseudomonas ve Streptomyces spp. tarafindan iiretilen
fenazinlerin antibiyotik, antitiimér ve antiparazitik aktiviteye sahip heterosiklik azot
igeren metabolitler oldugu bildirilmistir. Pseudomonas aeruginosa tarafindan iretilen
piyosiyaninin antibiyotik 6zelliklerinin, insan hastaliklarinda viriilans bir faktor oldugu
bilinmesine ragmen, ancak 1890’larda tanimlandigi rapor edilmistir. Pseudomonaslarin
fenazin Trettikleri bilinmektedir. Bunlarin kiiciik bir grubu ¢esitli fizyolojik
fonksiyonlara sahip redoks aktiviteli bilesiklerdir. Ayrica Pseudomonas aeruginosa
PA14 susunun fenotipleri ile akis hiicresinde ve koloni biyofilmlerinde fenazin
sentezleyemeyen bir mutantt nicel olarak karsilastirilmigtir. Fenazin iiretiminin
Pseudomonas chlororaphis’de gosterildigi gibi PA14’lin ylizeylere yapigma yetenegini

etkilememesine ragmen biyofilmlerin yiizey-hacim oranini1 ve yigilma hareketliligini
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etkiledigi bildirilmistir. Calismaya gore, fenazinlerin genis bir Olgek araligi boyunca
biyofilm gelisimini etkiledigini gostermistir [163].

Oksinler ilk kesfedilen bitki hormonlar1 arasinda yer almaktadir. Son derece
onemli bir oksin olan indol-3-asetik asit (IAA), bitki gelisiminin her evresinin
diizenlenmesinden sorumlu 6nemli bir fitohormondur. Giinlimiizde sadece yiiksek
organizasyonlu bitkilerin degil funguslarin, likenlerin, alglerin ve bakterilerin de indol-
3-asetik asit (IAA) olusturduklar1 saptanmistir. Bitki biiyiime ve gelismesinde rol
oynayan en Oonemli i¢sel faktdrlerden biri olan bitki hormonlarinin kesfi ile bitki
bliylimesini ve biiyiime ile ilgili bircok faaliyetleri kontrol altina almak miimkiin
olmustur. Yapilan bir c¢alismada Gibberella fujikuroi kullanilarak bitki biiyiime
maddelerinden indol-3-asetik asit tiretimi dogal olarak saglanmis ve mikroorganizma
tarafindan tretilen bu hormonun miktar1 spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir.
Gibberella fujikuroi tarafindan tretilen IAA miktarmin inkiibasyon boyunca once
kademeli olarak artmis ve 5. giinde en fazla iiretime ulastigi gozlenmistir. 5. glinden
sonra ise IAA iretimleri hizla azalarak, baslangic degerlerine yakin diizeyde
belirlenmistir [164]. Pa agglomerans gibi fitopatojenik bakterilerde, Bradyrhizobium,
Azospirillum, Rhizobium ve Enterobacter cloacae gibi faydali bakterilerde ve
siyanobakterilerde TAA biyosentezinin IPyA yolu iizerinden gergeklestigi rapor
edilmistir. Yapilan calismalarda [AA iiretiminde indol-3-asetamid (IAM) yolaginin
bakterilerde en iyi karakterize edilmis bir yolak oldugu rapor edilmistir. Tki basamakli
bu yolakta triptofanin, Oncelikle iaaM geni tarafindan kodlanan triptofan-2-
monooksigenaz (IaaM) enzimi aracilig1 ile [AM’ye ve ikinci basamakta ise iaaH geni
tarafindan kodlanan IAM hidrolaz (IaaH) enzimi sayesinde de IAA’ya doniistiiriildiigii
bildirilmigtir. iaaM ve iaaH genleri Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas
syringae, Pantoea agglomerans, Rhizobium ve Bradyrhizobium gibi bakterilerden
karakterize edilip ve klonlandig1 rapor edilmistir. IAM’nin sentezinde gorev alan ilgili
genlerin Pa. agglomerans’in pPATH plazmidleri {izerinde bulunmasinin yani sira farkl
Pseudomonas tiirlerinde ise kromozom iizerinde de bulunduklari bildirilmistir [58].

Yapilan baska bir c¢alismada L-triptofan ile desteklenmis kiiltiir ortamlarinda
Erwinia herbicola 299R’nin indol-3-asetik asiti (IAA) ¢ok miktarda tirettigi rapor
edilmistir [63]. Yine L-triptofan ile desteklenmis kiiltiir ortamlarinda Erwinia herbicola
299R’nin indol-3-asetik asiti (IAA) ¢cok miktarda iirettigi rapor edilmistir. Epifitik
uyumda, [AA iretiminin katkisin1 degerlendirmek i¢in yabanil suslar ve IAA’dan
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yoksun mutant suslarin yapraklar1 iizerindeki popiilasyon dinamiklerinin arastirildigi
bildirilmistir [55].

Bagka bir ¢alismada ise c¢esitli ot tiirlerinin rizosferinde bulunan ve azot
fiksasyonu yapan bir bakteri olan Azospirillum brasilense tarafindan fiiretilen biiyiime
maddelerinin bitki tizerindeki etkisi arastirtlmistir. Bu ¢alismaya gore A. brasilense’nin
triptofandan indol asetik asit (IAA) ve indol laktik asit drettigi ve triptofan
konsantrasyonunun artigina bagl olarak (1 ile 100 pg/ml arasinda) IAA iiretiminin de
arttigi rapor edilmistir. Ayn1 zamanda bakteriler duragan faza gelene kadar TAA
konsantrasyonun bakteri yasi ile birlikte arttigi ve bunun yani sira IAA iiretimi i¢in
Ozellikle azot kaynakli ¢alkalamali ortamlarin tercih edildigi de belirtilmistir [165].

Endiistriyel 6neme sahip dnemli beyaz ciirlik¢iil bir fungus olan Lentinus sajor-
caju’da TAA’nin optimal biyosentezi i¢in gerekli fiziksel ve kimyasal kosullarin
belirlendigi bir ¢alismada karbon ve enerji kaynagi olarak glukoz kullaniminin [AA
iretimini daha ¢ok arttirdigi belirtilmistir. Azotsuz veya diisiik eksternal fosfatli
ortamda IAA’nin sentezinin Onemli Olclide azaldigi saptanmistir. Ayrica statik
kosullarda ve 1s18a maruz birakilan kiiltiirlerdeki IAA iretiminin, ¢alkalamali ve
karanlik kosullardakine gore daha az oldugu tespit edilmistir. “En yiliksek [AA
seviyesinin (0.18 mg/ ml) glukoz iceren ortamda (pH 7.5) 150 rpm, 30 °C ve karanlikta
elde edildigi bildirilmistir [166].

Karotenoidlerin, antioksidan olarak kalp-damar hastaliklari, kanser ve diger
kronik hastaliklarin engellenmesinde 6nem arz ettigi ve son yillarda bu yonde yogun
arastirmalarin yapildigi rapor edilmektedir. Yapilan bir ¢alismada Erwinia tiirleri gibi
karotenogenik bakterilerden ve deniz bakterisi olan Agrobacterium aurantiacum’dan
izole edilen crt gen kiimelerinin, f-karoten, astaksantin ve likopen gibi karotenoidlerin
biyosentezinden sorumlu oldugu rapor edilmistir. Ayrica bireysel genlerin
fonksiyonlarinin tespit edildigi de bildirilmistir. Erwinia crt kiimeleri ile kodlanmis olan
enzimin, ilk substrat1 olan farnesil pirofosfatin karotenoid biyosentezi i¢in 6nciil oldugu
belirtilmistir [167].

Bagka bir ¢alismada, bir laktoz negatif maya olan Rhodotorula rubra GED2 ve
digeri homofermentatif Lactobacillus casei subsp. casei HA1 olmak iizere iki sus
secilerek karotenoidlerin aktif sentezini arastirilmistir. Yogun havalandirma kosullart
altinda (1.0 1 /L dak, 220 devir/dak), ve 30 °C sicaklikta, 55.0 g laktoz ve baslangic
pH’s1 5.5 olan Kkiiltiir ortaminin duragan fazindaki maya hiicrelerinin karotenoid
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iceriginin maksimuma ulastig1 rapor edilmistir. 5 ve 6. giindeki kuru hiicre birikiminin
maksimum (27.0 g/I) oldugu ve karotenoid olusumunun (besiyeri 12,1 mg/l) bu durum
ile ortiismedigi bildirilmistir. Karotenoid sentezleme 6zelligi olan Rh. rubra GED2 susu
ve L. casei HA1’in % 46.6 oraninda yiiksek B-karoten, % 10.7 torulen ve % 36.9
torularhodin karotenoidlerini tirettigi raopr edilmistir [168].

Bazi mikroorganizmalardan yararlanilarak endiistriyel atik maddelerin
degerlendirilmesi ve besin ve ila¢ endiistrisinde A vitaminin 6nciil maddesi olarak
kullanilan beta karotenin iiretilmesi amaclanmistir. Caligmada beta karoten sentezleyen
ve Ozellikle biyoteknolojik arastirmalarda sik¢a kullanilan Phycomyces blakesleeanus
NRRL 1465, Blakesleea trispora NRRL 2456, Phycomyces nites NRRL 2245 ve Mucor
mucedo NRRL 3654 funguslar1 kullanilmistir. Endiistriyel atik madde olarak melas,
silempe ve peyniraltt suyu ile sentetik besi ortami olarak YPK (5 g/l pepton, 2 g/l maya
ekstrakti, 20 g/l glukoz, 5 g/l KH2PO4 ve 1 mg/l tiamin) ve malt ekstrakt ortami
kullanilmistir. Melas, silempe ve peyniraltt suyu ortamlari kullanilmadan 6nce on
islemlerden gecirilmistir. Beta karoten miktar1 YPK ortaminda 1.8-12.1 mg/l, malt
ekstrakt ortaminda 7.9-27 mg/l, melas ortaminda 6.1-43.3 mg/l, silempe ortaminda 3-
9.9 mg/l ve peyniralti suyu ortaminda 4.4-12.5 mg/l arasinda degistigi tespit edilmistir.
Sonug olarak, melas, silempe ve peyniraltt suyu gibi baz1 endiistriyel atik maddelerin
beta karoten iiretiminde kullanilabilecegi goriilmiistiir [169].

Toplam karotenoid miktar1 yiiksek olan Rhodotorula glutinis (15,14, 19, 26, 27,
28), Rhodotorula mucilaginosa (16, 25), Rhodotorula minuta (23, 31)’nin karotenoid
tiretimlerini artirmak amaci ile yapilan MNNG ve UV mutasyon uygulamalarinda en
yiiksek toplam karotenoid miktari, Rhodotorula mucilaginosa 16 mutant susunda 3,94
mg/l olarak belirlenmistir. Karotenoid {iretimi ile ilgili yapilan optimizasyon
calismalarinda ise, Rhodotorula mucilaginosa 16 mutant susunun, % 2 inokiilasyon
oraninda, pH=5,5-6,0’da ve karbon kaynagi olarak glikoz kullaniminda en yiiksek
miktarda karotenoid tiretimi gergeklestirdigi belirlenmistir [170].

Yapilan bir ¢alismada, Erwinia karotenoid biyosentez genlerini (crtg, crtB, crtl,
ve crtY) ifade eden Escherichia coli’de B-karoten varligindan dolayi yesil renkli
koloniler olustugu rapor edilmistir. Bu konak E. coli’nin izoprenoid biyosentezinde
regulatdr sistemlerin diizenlenmesini degerlendirmek ic¢in goriinlir bir marker olarak
kullanilmistir. Metabolik miihendislikle endiistriyel olarak yararlt izoprenoidlerin
tiretim i¢in E. coli’nin kullanildig1 ortaya konmustur [171].
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C vitamininin biyosentetik iiretimi i¢in genetigi degistirilmis olan fermantasyon
mikroorganizmalar ve bitkiler kullanilmaktadir. Ozellikle, askorbik asitin biyosenteztik
yolagina katilan enzimin aktivasyonunun arttirtlmasi i¢in genetik modifikasyonun
kullanimi ile ilgilidir. C vitamini sentezi, genellikle Reichenstein siireci olarak
tanimlanan altt asamali karmasik bir prosediirdiir. Bu asamalardan biri
fermentasyonaldir:  genelde mikroorganizmalar (Acetobacter) kullanilmaktadir.
Literatiirde, ABD'de bir sirketin genetigi degistirilmis mikroorganizmalar1 (Erwinia
herbicola, Erwinia citreus) kullanarak yeni bir iiretim teknigi gelistirdigi bildirilmistir.
Bununla birlikte, bunun iiretim siirecinini iki adim azalttig1 da ortaya konmustur. Ayrica
genetigi degistirilmis mikroorganizmalarin yardimi ile dogrudan C vitamini ve askorbik
asit iiretiminin artik miimkiin hale geldigi rapor edilmistir [172].

ATP, hiicrede dinamik bir doniisiim icindedir; biyosentetik tepkimeleri
gerceklestirebilmek i¢in siirekli yikima ugramaktadir ve katabolik tepkimeler sirasinda
tekrar sentezlenmektedir. Yapilan bir ¢alismada, VHb igeren hiicrelerde NADH
seviyesinde diisiis ATP miktarinda ise artis oldugu kaydedilmistir. Dolayisi ile
NAD'/NADH ve ATP/ADP oranlarinda meydana gelen énemli degismeler hiicrenin
karbon bilesiklerini kullanimi1 yollarinda 6nemli degisime neden oldugu ifade edilmistir.
Bu baglamda VHb ekspresyonu yapan E. aerogenes’'de gézlenen % 80 artisin bu tiir bir
metabolik akis semasi degisikliginden olabilecegi bildirilmistir [27, 118]. Baska bir
calismada, E. coli’de solunum zinciri boyunca elektron akisi tizerinde VHb nin etkisi
arastirllmis. Azalan oksijen gerilimi altinda VHb varliginin, net NAD(P)H iiretim
oraninini 2.4 kata kadar azalttigi, diger taraftan toplam NAD(P)*/NAD(P)H havuzunda
onemli bir fark belirlenmedigi ortaya konmustur [173].

Yapilan bir ¢alismada, psikofilik bir deniz bakterisi olan Vibrio sp. ABE-1
susunda ATP sentezinin arastirildigi  bildirilmistir. Ayrica naerobik hiicre
siispansiyonuna oksijen saglanmasiyla endojen solunumun baslatilmasindan sonra, pH
6.5 ve 8.5’teki ATP sentezi arastirilmistir. ATP sentezinin pH 6.5’da gergeklestigi fakat
pH 8.5’te sentezin inhibe edildigi ve dolayis1 pH 8.5’te ATP sentezinin gerceklesmedigi
bildirilmistir [174]. NAD ve onun rediikte formu olan NADH biyolojik sistemlerde
onemli kofaktorlerdir. Yapilan bir ¢alismada farkli karbon kaynaklar1 kullanilarak hem
aerobik hem de anaerobik biiyiiyen kiiltiirlerde NAD" ve NADH seviyeleri 6l¢iilmiistiir
[175].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Arastirmada Kullanmilan Kimyasallar, Ayiraclar ve Besiyerleri

Bu caligmada kiiltiirlerin yapildig1 besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilan
kimyasallar; plazmid izolasyonu, agaroz jel elektroforezi uygulamalarinda kullanilan
kimyasallar ve ¢esitli tamponlarin  hazirlanmasinda  kullanilan ~ kimyasallar,
antibiyotiklerin analizi i¢in gerekli kimyasallar ve standartlar, Salkowsky Ayiraci
kimyasallar1 olan H,SO4 ve FeCl; analitik saflik derecesinde olup Sigma sirketinden
temin edildi. Karotenoid ve vitaminlerin analizinde kulanilan kimyasallar, standartlar ve
bu metabolitlerin HPLC analizi i¢in kullanilan mobil fazlar Firat Universitesi Kimya

Boliimiinden temin edilmistir.

Bu ¢alismada zengin besiyeri olarak Luria-Bertani (LB) (pH 7.0) besi ortami
kullanilirken, minimal besiyeri ortami olarak sinirli bir besinsel igerige sahip olan M9
kullanild1. Bu besiyerlerinin igerigi sirasi ile Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de verilmistir.
Inokiilasyon i¢in kullanilacak gece kiiltiirleri i¢in 20 mL besi yerinin bulundugu 100
mL’lik erlenler kullanilirken, Ornek alimi igin inokiilasyonun yapildigi deney
erlenlerinde ise 150 mL’lik erlenlerde 50 mL besi ortami olacak sekilde bakteri
kiiltiirleri yapildi. Rekombinant bakterilerin {iretilecegi LB sivi besiyerine otoklav
sonrasinda besiyerlerinin sicaklig1 50 °C’nin altina indiginde son konsantrasyon 100 pg
amp/mL besiyeri olacak sekilde amfisilin eklendi. Gece kiiltiirlerinden bu erlenlere
1/100 diliisyon olacak sekilde (500 pl) inokiilasyon yapildi.

Minimal ortama (yani, M9) eklenen azot ve karbon kaynaklari, karamelizasyonu
onlemek i¢in stok soliisyonlar olarak ayri otoklav edildi ve oda sicakligina gelen
besiyerlerine istenen son konsantrasyonlar1 verecek sekilde eklendiler.

M9 ortamLart disiik (% 0.1 ) ve yiiksek (% 1) konsantrasyonda farkli karbon
kaynagt (glukoz, fruktoz ve siikkroz) ile desteklendi. Ayrica M9 ortamlarinda

inkiibasyon siiresi 24 saat olarak belirlendi.
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Cizelge 3.1 LB Besiyerinin ierigi (g L™

NaCl 10
Pepton 10
Maya 6ziitii 5

Cizelge 3.2 M9 Besiyerinin icerigi (g L™)

Na,HPO, 6
KH,PO, 3

NaCl 0.5
NH,CI 1
Otoklav Sonras1 Eklenen Stok Solusyonlarim igerigi (mL L™)
0.01 M MgS0O,.7H,0 10
0.01M CaCl, 10

3.2 Kullanilan Bakteriler

Erwinia herbicola (NRRL B-3466) Gram-negatif, kendine 6zgii metabolik yollar1
ile cesitli antibiyotik (karbapenem, fenazin), karotenoid, indolasetik asit (IAA) ve L-
DOPA gibi ¢esitli endiistrilerde kullanimi bulunan iirlinleri sekonder metabolizmasinin
bir parcasi olarak sentezleyen nadir bakterilerden biri olup, Amerikan Tarim Bakanlig1
Kiiltiir Koleksiyonundan (USDA Culture Collection, Peoria, Illinois, USA) bakteri stok
kiltiirlerinden sorumlu kiiratér Dr. Alejandro Rooney tarafindan sterilize vakumlanmis

ampiiller i¢inde toz kiiltiir olarak tarafimiza saglanmstir.

Bu ¢alismada, yukaridaki bakteri ve onun tarafimizdan Vitreoscilla hemoglobin
geni (vgb) klonlanmig rekombinanti (E. herbicola [pUC8:15]) ve kontrol olarak da vgb’
rekombinant susu (E. herbicola [pUCS8]) kullanildi. Calismanin bundan sonraki
boliimlerinde doniisiimlii olarak vgb® ve E. herbicola [pUC8:15] aymi1 bakteri susunu
ifade etmek igin kullanilirken, vgb™ ve E. herbicola [pUC8] doniisiimlii olarak ayni susu
yani porzitif kontrolii ifade etmek i¢in kullanilmigtir. Herhangi bir genetik
manipiilasyonun yapilmadigi orijinal sus (E. herbicola) ise negatif kontrol olarak
kullanilmistir. Calismanin bundan sonraki boéliimlerinde E. herbicola NRRL B-3466

yerine kisaca E. herbicola kullanilmistir.
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3.3 Bakteri Stoklarinin Hazirlanmasi

(Calismada kullanilan bakterilerin uzun siireli stoklar1 % 20 gliserol (v/v) igeren
LB siv1 besiyerinde yapildi. Bunun igin, logaritmik fazdaki kiiltiirlerden 1 mL alinarak
Eppendorf tiiplerine transfer edildi ve 10,000 rpm’de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij
edilerek, peletlere 800 ul LB ve 200 ul gliserol eklenerek hafifce vorteks yapildi. Bu
sekilde hazirlanmis olan hiicre siispansiyonlar1 -20 °C’de muhafaza edildi. Ancak, her
calismada kullanilan bakteriler bu stok kiiltiirlerden degil, LB ve rekombinantlar i¢in
amfisilin iceren LB agar plaklar tizerine ekilen hiicrelerden taze pasajlar alinarak
yapildi. Tiim c¢aligmalar sivi besiyerine ekilen taze kiiltiirler kullanilarak yapildi.
Erwinia herbicola, LB ortaminda gogaltilirken, bu bakterinin rekombinantlar1 olan vgh™

ve vgb™ 100 pg/mL amfisilin igeren LB ortaminda inkiibe edildi.

3.4 vgb Klonlar:

Bu ¢alismada kullanilan E. herbicola’nmn vgb* rekombinant: vgb genini bir puC
plazmidi iizerinde tagirken, vgb™ rekombinanti vgb geniden yoksun olan pUC plazmidini
tasimaktadir (Sekil 3.1). E. herbicola’nin vgb* rekombinantinin ¢esitli tablo ve
grafiklerdeki gostermi “Eh[pUCB8:15]” olarak verilirken, vgb- rekombinanti
“Eh[pUCS8]” seklinde verilmistir. pUCS8 plazmidi yaklasik 2.7 kb biiyiikliigiinde olup
islevsel bir lacZ geni tasirken, yaklasik 5 kb biiyiikliigiinde olan pUC8:15 plazmidinde
lacZ geninin okuma ¢ergevesi i¢inde bulunan multi klonlama bélgesine 2.3 kb

uzunlugundaki islevsel vgb geni yerlestirilerek bu gen (lacZ) deaktive edilmistir [34].
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5086 bp
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2300 bp
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Sekil 3.1. pUC8 ve pUCS8:15 plazmidlerinin fiziki haritasi

3.5 E. herbicola’nin genetik manipiilasyonu

Calismada plazmid izolasyonu ve restriksiyon haritalamasi igin standart
protokoller kullanildi. E. herbicola’nin vgb klonlanmig rekombinant suslarindan
plazmidler izole edildi. Plazmidlerin restriksiyon haritalarindan bu vektorlerin istenen
vektorler olup olmadigi arastirildi. Bu transformantlardan elde edilen plazmidlerin

minipreplerinden onlarin uygun plazmidi igerdikleri kanitlandi.

Bu calismada kullanilan ana vektor pUC plazmidi olup yaygin bir genetik arag
olarak kullanilmaktadir. Olusturulan E. herbicola’nin vgb rekombinanti bu geni bir

pUCS plazmidi lizerinde tagimakta ve yeni plazmid pUCS8:15 olarak adlandirilmaktadir.

3.5.1 Plazmid izolasyonu i¢in bakterilerin kiiltiirii

Vitreoscilla hemoglobin (VHDb) geninin (vgb) kaynagi olarak bu geni plazmid
vektorler {izerinde tasiyan E. herbicola’min rekombinant susu kullanildi. Negatif
kontroller elde etmek igin ayni plazmidin vgbh™ (yani vgb geni tagimayan) formunu
tastyan rekombinantlarindan bu plazmidler izole edildi. Bunun igin bakterilerin pasaj
yapildig plaklardan koloniden 6ze ile alinarak 100 pg mL™ amfisilin i¢eren 20 mL siv1

LB besiyerine ekilerek gece boyunca inkiibasyona birakildi. Bu gece kiiltiirlerinden 1.5
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mL alinarak santrifiij edilmistir ve elde edilen peletler plazmid izolasyonu igin
kullanildi.

3.5.2 Plazmid izolasyonu

Kiiltiirii yapilan E. herbicola’mn vgh® ve vgb™ rekombinantlarindan plazmid
izolasyonu standart alkali-lizis yontemi kullanilarak yapildi [176]. Bu yontemle
yaklasik 1 pg plazmid DNA’st ile 5.10°%- 2.107 transformant elde edilebildigi
saptanmistir. Ayrica E. herbicola’da bulunan dogal plazmidlerin (megadalton
plazmidlerin) izolasyonu bagka bir ydntemle yapilmustir. Izlenen standart protokol

asagidaki gibidir:

1.  Gece boyunca inkiibasyonu yapilan kiiltiirlerden 1.5 mL alinip bir Eppendorf tiipe
aktarilarak 10,000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmis ve siipernatan atilarak pelet
plazmid izolasyonu i¢in muhafaza edildi.

2. Pelet 100 pul soguk Cozelti I (GTE) ile sulandirilip 30 saniye vortekslendikten
sonra 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

3. Taze olarak hazirlanmis 200 pl Cozelti II (NaOH/SDS) eklenip tiip alt-iist
edildikten sonra 5 dakika buz i¢inde bekletildi.

4.  Karisima 150 pl oda sicakligindaki Cozelti 111 (potasyum asetat) eklenerek tekrar
vortekslenmis ve 5 dakika buzda bekletildi.

5. Karisim 10,000 rpm’de +4 C° de 3 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan
temiz bir tipe aktarildi ve 0.8 mL % 95 etanol eklenerek 2 dakika oda
sicakhiginda bekletildikten sonra 3 dakika 10,000 rpm'de santrifiij edilip
siipernatan atildi.

6.  Peletin iizerine 1 mL % 70 etanol eklenerek yikama isleminden sonra tekrar
santrifiij edildi ve pelet inkiibatérde 37 OC de yarim saat kurumaya birakildi.

7. Yukandaki pelete 30 ul steril TE tamponu eklenerek ¢oziilmiis ve DNA soliisyonu
ileriki ¢aligmalar i¢in +4 °C " de muhafaza edildi.

Buradaki alkali-lizis yontemi ile plazmid izolasyonu igin kullanilan soliisyonlarin

stoklart:
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GTE soliisyonu (Glukoz/Tris.HCI/EDTA)

50 mM glukoz

25 mM Tris-HCI, pH 8.0
10 mM EDTA

GTE soliisyonu hazirlandiktan sonra otoklav edildi ve 4°C de muhafaza edildi.

NaOH/SDS soliisyonu

0.2 N NaOH
% 1 (w/v) SDS
Bu soliisyonun taze hazirlanmast gerekir.

Potasyum asetat soliisyonu (5 M., pH 4.8)

29.5 mL glasiyel asetik asit
KOH peletleri (pH 4.8 oluncaya kadar)
70.5 mL H,0O

TE (TrissEDTA) Tamponu

10 mM Tris.HCI, pH 8.0
1 mM EDTA, pH 8.0

TE soliisyonu otoklav edildikten sonra 4 °C de muhafaza edildi.
3.5.3 Plazmid miniprepleri
Hindlll restriksiyon enzimi ile muamele edilerek kesilen yukaridaki plazmidlerin

restriksiyon haritalar1 agaroz jel elektroforezi ile belirlendi. Jellerin hazirlanmasinda ve

yiiriitiilmesinde 50X stok TAE tamponu kullanildi.
50X TAE tamponu (L™):

o 2429 Tris baz (pH 8.5)
e 57.1 g glasiyel asetik asit
e 37.29EDTA (pH 8.0)

Jeller ve yliriitme tamponu bu stokun 1X’e seyreltilmis soliisyonu ile hazirlandi.
Jellerin hazirlanmasi ve yiiriitiilmesi genel olarak asagidaki protokole gore yapildi

[176].
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1. Jeller toplam 100 mL jel soliisyonu ile yapildi. Bunun igin 98 mL dH,O’ya 2 mL
50X TAE tamponu eklendi ve agarozun jeldeki konsantrasyonu % 1.25 (w/v)
olarak hazirlandi. Bu karisim mikrodalga firinda agaroz tamamen eriyip soliisyon
berraklasincaya kadar kaynatildi ve soliisyonun 1sis1 yaklasik 60-70 °C’ye
diisiince etidyum bromidin stok (10 mg/mL) soliisyonundan 5 ul eklenerek hava
kabarcig1 veya kopiirme olmayacak sekilde hafifce karigsmasi sagland.

2. Yukandaki jel soliisyonu jel yiiriitme tankina tarak dislerini kapatacak kalinlikta
dokiilerek yaklasik 30 dakika beklendi.

3. Taraklar g¢ikarilmig ve jeli yaklasik 0.5 cm kapatacak miktarda jel yliriitme
tamponu tanka dolduruldu.

4.  Bu esnada plazmidlerin restriksiyon muameleleri yapildi. 100 pul TE tamponu
icerisindeki eritilmis plazmid Orneklerinden 10 pl alinip steril eppendorflara
konuldu ve tizerine 2 pl HindIII tamponu ve 2 pl HindIII enzimi eklendi.

5. Karisim 37 °C de 2 saat su banyosunda bekletildikten sonra i¢inde izleme boyast
olarak brom fenol blue bulunan yiikleme tamponundan 5 ul eklendi.

6. Restriksiyon enzimi ile muamele gormiis plazmid DNA’s1 ve yine Hindlll
restriksiyon enzimi ile onceden kesilmis ve standart markir olarak kullanilan
lambda (A) DNA’s1 uygun kuyucuklara eklenerek jel elektroforezi sabit voltajda
(70 Volt) 2 saat yuriitiildi.

7. Jeldeki DNA bantlasma motifi UV 1s1k altinda floresan 151k yayan etidyum
bromiir ile belirlendi ve elektroforetogramlart yapildi.

8.  Plazmidlerin restiksiyon bantlasmasindan istedigimiz DNA fragmanlarimin
bulunup bulunmadigt A DNA’sinin bilinen fragmanlari ile olusturulan standart
egriler yardimu ile tespit edildi.

Yukaridaki sekilde hazirlanan jelin fotograflar ¢ekilerek, jel tizerindeki plazmid
DNA fragmanlar1 bantlarimin biiyiikliikleri (baz ¢ifti sayis1 veya kilobaz olarak),
restriksiyon fragman biiyiikliigii bilinen A DNA’s1 standardinin logaritmik egrisinden
tespit edildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. HindIII ile kesilmis A (1), E. herbicola [pUC8] plazmidi (3) ve E. herbicola [pUC8:15]
plazmidinin (4) agaroz jeldeki restriksiyon fragmanlari

3.6 E. herbicola’daki Dogal (megadalton) Plazmid izolasyonu

E. herbicola’dan dogal plazmid izolasyonu yapmak i¢in QIAGEN kiti kullanildu.

[zlenen protokol asagidaki gibidir:

1.

Gece boyunca inkiibasyonu yapilan kiiltirlerden 1.5 mL alinip bir Eppendorf
tiipe aktarilarak 10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve slipernatan atilarak
pelet plazmid izolasyonu i¢in kullanild.

Peletler 250 ul saf su ile siispansiyon haline getirildi. Bu siispansiyondan 200
ul alinarak temiz eppendorflara aktarildi.

Stispansiyonun tizerine 20 pl Proteinaz K eklendi.

Karisgima 200 ul AL tamponu eklendikten hemen sonra 30 saniye
vortekslendi ve 10 saniye santrifiij yapildi.

Elde edilen karisim 56 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon isleminden sonra yine 10 saniye santrifiij yapildi.

Karigima 200 pl etanol (% 96°lik) ilave edilerek 30 saniye vortekslendi ve 10
saniye santrifiij yapildi.

Olusan son karisim spin kolonlara aktarildi ve 8,000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra spin kolonlarin alt tiipleri degistirildi ve daha sonra 500 ul

AW-1 tamponu eklenerek 8,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
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3.6.1

10. Spin kolonlarin alt tiipleri tekrar degistirildi, yeni alt tiipler konuldu ve 500 pl
AW-2 tamponu eklenerek 14,000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.

11. Spin kolonlar 1,5 mL’lik ependorflarin i¢ine gegirildi ve 50 ul AE tamponu
eklendi ve 1 dakika bekletildi. Daha sonra 8,000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

12. Spin kolonlar atildi ve Eppendorf tiiplerdeki DNA soliisyonu daha sonraki

calismalarda jel elektroforezinde yiiriitiilmek i¢in +4 °C "de muhafaza edildi.

E. herbicola’daki Dogal Plazmidlerin Jel Elektroforezi

Hazirlanmasi ve yiritiilmesi i¢cin 50X stok TAE tamponunun 1X seyreltilmis

soliisyonunun kullanildig: jel elektroforezi asagidaki protokole gore yapildi [176].

1.

Minijeller toplam 50 mL jel soliisyonu ile hazirlandi. Bunun igin 49 mL
dH,O’ya 1 mL 50X TAE tamponu eklendi ve agarozun jeldeki konsantrasyonu
% 1.25 (w/v) olarak hazirlandi. Bu karisim mikrodalga firinda agaroz tamamen
eriyip soliisyon berraklasincaya kadar kaynatildi ve soliisyonun 1sist yaklasik
60-70 °C’ye diisiince etidyum bromidin stok (10 mg/mL) soliisyonundan 3 pl
eklenerek hava kabarcigi veya kopilirme olmayacak sekilde hafifce karigmasi

saglandi.

Yukaridaki jel soliisyonu jel yiiriitme tankina tarak dislerini kapatacak kalinlikta
dokiilerek yaklasik 30 dakika beklendi.

Taraklar ¢ikarildi ve jeli yaklasik 0.5 cm kapatacak miktarda jel yiiriitme
tamponu tanka dolduruldu.

Bu esnada 50 pl AE tamponu igerisindeki DNA soliisyonundan 30 pl alinip
steril eppendorflara konuldu ve iginde izleme boyasi olarak brom fenol blue
bulunan yiikleme tamponundan 5 pul eklendi.

Plazmid DNA’s1 ve yine uygun restriksiyon enzimleri ile dnceden kesilmis ve
standart markir olarak kullanilan lambda (A) DNA’s1 uygun kuyucuklara
eklenerek jel elektroforezi sabit voltajda (50 Volt) 1 saat 15 dakika
gerceklestirildi.

Jeldeki DNA bantlasma motifi UV 1s1k altinda floresan 1s1k yayan etidyum

bromiir ile belirlendi.
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7. Plazmidlerin bantlasmasindan istedigimiz DNA fragmanlarinin  bulunup
bulunmadigit A DNA’siin bilinen fragmanlar ile olusturulan standart egriler

yardimu ile tespit edildi.

Yukaridaki sekilde hazirlanan jelin fotograflar gekilerek, jel tizerindeki plazmid
DNA fragmanlar1 bantlarinin biiyiikliikleri (baz c¢ifti sayis1 veya kilobaz olarak),
restriksiyon fragman biiytlikligii bilinen A DNA’s1 standardinin logaritmik egrisinden
belirlendi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. HindIII ile kesilmis A (1), E. herbicola dogal plazmidinin (2,3,4) agaroz jeldeki restriksiyon
fragmanlari

3.7 Kiiltiir Ortamindaki Toplam Biomas ve Canli Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalma indikatorii olarak hem birim miktardaki canli hiicre
sayist hem de toplam biyokiitle belirlendi. Bakteri tireme degisimi spektrofotometrik
olarak izlendi. Bunun i¢in belirlenenen kiiltiir fazlarinda kiiltiiriin optik yogunlugu 600
nm dalga boyunda kaydedildi. ODgg > 0.5 oldugu zaman kiiltiirler uygun sekilde (1/5
veya 1/10) diliisyon yapilarak degerleri kaydedildi. Optik yogunlugun yani sira kiiltiir
fazlarindan ayrica canli hiicre sayimi da yapildi. Canli hiicre sayimi i¢in, secilmis kiiltiir
fazlarinda % 0.9 serum fizyolojik soliisyonunda uygun sayida diliisyonlar yapildi. Son

diliisyon tiiplinden 50 veya 100 ul alinarak petrilere ekim yapildi 37 °C’de 1 gece
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inkiibasyona birakildi. Gozle goriilebilir biiytlikliige erisen koloniler sayilarak o fazdaki

kiiltiir ortaminda bulunan canli hiicre sayisi belirlendi.

3.8 Bakterilerin oksijen alim

Hiicrelerin oksijen alimi i¢in oncelikle oksijen igerigi bilinen bir tampon sistemi
(0.1 M potasyum fosfat, pH 7.6) hazirlandi. Bu tampon bir manyetik karigtirici araciligt
ile yaklagik 400 rpm hizda gece boyunca karigtirilarak havaya doyuruldu. Oksijen
ol¢iim sisteminde (YSI marka) hiicrelerin kondugu kiivetlerin etrafin1 saran 37 °C sabit
1sidaki bir su banyosu ile desteklendi. Bakteri silispansiyonlart ve kalibrasyon
tamponunun kondugu kiivetlerdeki 1s1 bu kiivetlerin etrafinda sirkiilasyon yapan suyun
1s1s1 ile ayn1 oluncaya kadar bu kiivetlerin igindeki manyetik karistiricilarla karistirildi.
Bakterilerin oksijen tiiketim hesaplar1 havaya doyurulmus 4 mL potasyum fosfat
tamponunun bulundugu kontrol kiivetine gore yapildi. Bu kiivette oksijen seviyesi %
100 kabul edildiginden bakterilerin eklendikleri ortamda sebep olduklari % oksijen
diisiisti onlarin oksijen alim giicleri olarak ifade edilmektedir.

Hiicrelerin oksijen kullanimlarinin tespiti i¢in inkiibasyonun 6., 9. ve 12,
saatlerinde kiiltiirlerden 5’er mL alind1 ve oda 1sisinda 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Peletler su banyosu ile ayni 1sida olan ve gece boyunca oksijene doyurulmus 0.1
M potasyum fosfat tamponunda siispanse edilerek Agoo degerleri esitlendi. Bu
siispansiyondan 1 mL alinarak probun kiivetine konmus olan havaya doyurulmus 3 mL
potasyum fosfat tamponuna eklendi. Kalibrasyon probuna (4 mL potasyum fosfatin
bulundugu kiivette bulunan prob) gore, Orneklerin yani bakteri siispansiyonlarinin
bulundugu kiivetteki belli zaman araligindaki (genellikle 5 dakika) % oksijen azalmasi
kaydedildi ve bakterilerin oksijen alim oranlar1 hesaplandi. Havaya doyurulmus
yukaridaki potasyum fosfat tamponunun oksijen konsantrasyonu 25 °C’de 250 pmol/L,
32 °C’de 233 pumol/L, 37 °C’de 218 umol/L’dir. E. herbicola’nin vgb igeren (vgh™) ve
vgb icermeyen (vgb') suslari ile yabanil susunun oksijen alim yetenekleri asagidaki

formiile gore belirlendi [177].
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R= Numol / Litre s (4/1000)L « D/VT

R= Bakteri basina tiiketilen oksijen miktar

N= Bakteriye 6zgii sicaklik derecesinde tamponun igerdigi oksijen konsantrasyonu
D= % Oksijen azalma orani

V= Canl1 hiicre sayis1

T= D’deki oksijen oraninin tiiketilmesi i¢in gecen zaman

3.9 1AA Uretimi

IAA’nin bakteriyel iiretimi i¢in zengin bir besiyeri olan LB (pH 7.0) ile bu ortamin %
0.1 ve % 0.5 triptofan [178] igeren formlar1 kullanildi. Ayrica % 0.1 (diisiik) ve % 1
(yliksek) konsantrasyonda farkli karbon kaynaginin (glukoz, fruktoz ve siikroz)
bulundugu ve M9 ortami kullanilda.

3.9.1 Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Besiyerleri 20 mL/100 mL erlenlerde olacak sekilde hazirlandi ve 121°C’de 1 atm
basing altinda 20 dakika otoklav edildi. Bakterilerin pasaj yapildig: plaklardan koloninin
bir kismi alinarak LB igeren 20 mL/100 mL erlenlere ekim yapildi ve gece boyunca
calkalamali kosullarda (200 rpm) 37 °C’de inkiibe edildi. Bu gece kiiltiirlerinden yeni
besiyerine % 1 inokulum (6rn., 20 mL LB igeren erlenlere 200 ul gece kiiltiirii) transfer
edilerek inkiibasyona (72 saat, 200 rpm, 37°C) birakildi. IAA, triptofan ile indiiklendigi
i¢cin bazi ¢alismalarda bakteriler inokiile edilmeden 6nce besiyerine % 0.1 ve % 0.5

konsantrasyonda triptofan eklendi.

3.9.2 Kiiltiir Supernatantlarimin Saklanmasi

Kiiltiirler belli zaman siirelerince inkiibe edildikten sonra 1.5 mL’si santrifiij tiiplerine
transfer edildi ve 14,000 rpm’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
elde edilen supernatantlardan 1’er mL alindi ve aliiminyum folyo ile kaplanmis
Eppendorf tiiplerine konularak IAA tayini igin spektrofotometrik 6lgiim yapilana kadar
+4.°C’de muhafaza edildi [179].
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3.9.3 1AA Tayini

IAA’nin belirlenmesi yaygin olarak kullanilan Salkowsky reaksiyonu ile yapildi.
Salkowsky ayiract 150 mL konsantre H,SO4, 250 mL distile su ve 7.5 mL 0.5 M FeCl;
soliisyonlarindan olugmaktadir [66, 179-180].

Farkli zaman araliklarinda kiiltiirlerden 1.5 mL Eppendorf tiiplerine aktarilarak
10,000 rpm’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatandan 1 mL almarak

tizerine 2 mL Salkowsky ayiraci ilave edildi.

Elde edilen karigim oda sicakliginda 30 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.
e Bu siire sonunda olusan renk yogunlugu degerleri o renge 6zgili olan 530 nm dalga

boyunda kore kars1 okunarak kayit edildi.

Her kiiltiir ortamindaki IAA konsantrasyonu, daha 6nce sentetik IAA ile hazirlanan
standart egri yardimi sayesinde hesaplandi. Bu metodla IAA belirleme alt sinirinin

yaklasik 5 pg/mL olarak saptanmistir [180].

3.10 pB-karoten, Likopen ve C Vitamini Uretimi

Besiyerleri 150 mL kapasiteli erlenlerde 50 mL olacak sekilde hazirland1 ve
121°C’de 1 atm basing altinda 20 dakika otoklav edildi.

Bakterilerin pasaj yapildigi plaklardan bir koloninin kiigiik bir kismi alinarak 20
mL/100mL erlenlere ekim yapildi ve gece boyunca ¢alkalamali (200 rpm) kosullarda
37 °C’de inkiibe edildi. Bu gece kiiltiirlerinden yeni besi ortamlarma % 1 inokulum (r.,
50 mL LB igeren erlenlere 500 ul gece kiiltiirii) transfer edilerek 200 rpm, 37°C’de 48
saat inkiibasyona birakildi.

Kiiltlirleri yapilan hiicreler belli zaman siirelerince inkiibe edildikten sonra
santrifiij tiiplerine transfer edilip 6,000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 elde edilen peletler yaklasik 0.5 g olacak sekilde ayarlandi ve bu
peletler B-karoten ve likopen tayininin yapilmasi i¢in kullanildi. C vitamininin tayini
icin de benzer sekilde 0.5 g pelet olacak sekilde ayarlandi [181-182].
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3.10.1

p-karoten ve Likopen Tayini i¢in Ekstratlarin Hazirlanmasi

Yukaridaki santrifiigasyon sonrasi elde edilen kiiltiirlerin pelletleri bu bdliimde

hiicre i¢i B-karoten ve likopen tayininin yapilmasi i¢in kullanildi. Bu metabolitlerin

HPLC ile tayininin yapilmasi i¢in peletlere ekstraksiyon islemi uygulandi [181].

1.

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.

Peletlerin iizerine 0.05 M KPi tamponundan (pH 8.6) 3 mL eklenerek bir

slispansiyon hazirlandu.

Bu siispansiyondan 2 mL almarak temiz bir tiipe aktarildi ve —4 °C’de

dondururlup tekrar ¢ozdiiriildii.

(Cozdiirme isleminden sonra siispansiyonun iizerine 250 pl % 15’lik TCA ilave
edildi.

Ektraktin tizerine 730 ul % 70’lik HCIO, eklenerek vortekslendi.
Ekstrakt vortekslendikten sonra 3 mL etil alkol eklendi.

1.5 mL n-hekzan ilave edildi ve 2 dakika vorteks yapildi.

4500 rpm’de 8 dakika santrifiij yapildi.

Tipiin igindeki karigiminin iist kisminda kalan hekzan fazi temiz bir tiipe
aktarildu.

Tekrar 250 ul n-hekzan ilave edildi ve 2 dakika vorteks yapildi.

4500 rpm’de 8 dakika santrifiij yapildi.

Tiipiin tist kisminda kalan hekzan fazi1 ayn tiipe aktarildu.

Daha sonra temiz bir tiipe aktarilmis olan hekzan fazlar1 azot gazi ile
buharlastirildi.

Tiiplere 150 ul mobil faz eklendi ve 4-5 saniye vorteks yapildi.

Tiipiin i¢indeki soliisyon insert viallere aktarildi.

Insert vialler HPLC viallerinin igine yerlestirildikten sonra enjeksiyonun
yapilmasi i¢in HPLC cihazina yerlestirildi.

B-karoten analizi i¢in 450 nm, likopen i¢in 470 nm dalga boylarinda 5 dakika
boyunca okuma yapildi.
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3.10.2 C Vitamini Tayini icin Ekstratlarinin Hazirlanmasi

C vitamini Uretimi i¢in yine zengin besiyeri ortami olan LB ve % 0.1 ve % 1
konsantrasyonda farkli karbon kaynagi (glukoz, fruktoz ve siikroz) igeren M9 ortamlari
kullanildi. LB ortamindaki hiicreler 37 °C°, 200 rpm’de 48 saat; M9 ortaminda ise 24
saat inkiibe edildi. Kiiltiirleri yapilan hiicreler belli zaman siirelerince inkiibe edildikten
sonra santrifiij tiiplerine transfer edildi ve 6,000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santriftij sonrasi elde edilen peletler HPLC cihazina verilmeden once asagidaki
ekstraksiyon iglemi uygulan: [182].

1. Yukaridaki sekilde inkiibasyonu yapilan kiiltiirlerin santrifiij isleminden sonra
elde edilen peletlere 0.05 M KPi tamponundan (pH 8.6) 3 mL eklenerek bir
stispansiyon hazirlandi.

2. Elde edilen siispansiyon yaklasik 1 saat -20 °C’de donduruldu.

3. Daha sonra donmus olan stisiipansiyon oda sicakliginda ¢6zdiirtildi.
4. Cozinmiis olan bu siispansiyondan 1 mL alinip tiipe konuldu.

5. Uzerine 250 pl % 15°lik TCA soliisyonundan ilave edildi ve 3 dakika vorteks
yapildu.

6. Karigimin lizerine 250 pl perklorikasit eklendi ve 5 dakika vorteks yapildi.
4500 rpm’de 30 dakika santrifiij yapildi.

7. Tiipiin tist kisminda olusan faz alinip viallere aktarildi ve HPLC cihazinda 250
nm dalga boyunda analizi yapildu.

3.10.3 p-karoten, Likopen ve C Vitaminin HPLC ile Analizi

B-karoten, likopen ve C vitamininin tayini Shimadzu DGU- 20As HPLC cihazi
ile 6lciildii. Analizler Firat Universitesi Kimya Béliimii, HPLC laboratuvarinda yapilds.
Karotenoid ve vitaminlerin analizleri Cizelge 3.4’de verilen cihaz parametrelerine gore
gerceklestirildi. Burada 1500 mg/L (1500 ppm)’lik stok p-karoten ¢ozeltisinden,
kalibrasyon i¢in gerekli standartlar 25-150 mg/L (25; 50; 75; 150 ppm) araliginda
hazirlandi. Likopen kalibrasyonu ig¢in 350 ppm stok ¢ozeltisinden 0.75-6 mg/L (0.75;
1.5; 3.0; 6.0 ppm) araliginda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Vitamin C’nin kalibrasyonu
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icin 1000’er mg/L (1000 ppm)’lik stok ¢ozeltisinden 1.5; 3.0; 6.0; 12.0; 24.0 ppm
olacak sekilde seyreltme yapildi. Kalibrasyon egrileri dis standart kullanilarak elde
edildi. Bu kalibrasyon egrileri igin korelasyon katsayilar1 genel olarak > 0.99 diizeyinde
bulunmustur [181-182].

Analizlerde her bir 6rnegin ii¢ tekrari hazirlanarak o6lgiildii ve elde edilen
verilerin aritmetik ortalamalar1 alinarak sonuglar hesaplandi ve HPLC parametreleri

cizelgede verildi (Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4).

Cizelge 3.3 B-karoten ve likopen tayini i¢in HPLC cihaz1 analiz parametreleri

Kolon Nucleosil C18 (4.6 + 150 M9.5um)

Dedektor CBM-20A ve SPD-M20A Diyod Array Dedektér (DAD)

Mobil faz (mL) 1 L dikolorometan, 350 mL asetonitril, 350 mL metanol,
8mL 20 mM amonyum asetat

Mobil faz hiz: (mL/dK) 1.2

Kolon sicakligi (C) 30

Analiz siiresi 5 dakika

Tayin yapilan dalga boyu (nm) 450 ve 470 nm

Hesaplama kriteri Pik alam
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Cizelge 3.4 Vitamin C tayini i¢in HPLC cihazi analiz parametreleri

Parametre Ozellik

Kolon Nucleosil C18 (4.6 « 150 M9.5um)
Dedektor CBM-20A ve SPD-M20A Diyod Array Dedektor
Mobil faz (mL) 500 mL KH,PQO,4, 6 mL metanol, 40 ul HsPO, ve pH
4.0
Mobil faz hizi (mL/dK)
1.2
Kolon sicakligi (C)
30
Analiz siiresi
7 dakika
Analizin yapildigi dalga boyu (hm)
250 nm
Hesaplama kriteri
Pik alam

3.11 Fenazin Uretimi ve Tayini

Fenazinin bakteriyel iiretimi i¢in zengin bir besi ortami olan Luria-Bertani (LB)
(pH 7.0) ve % 0.1 ve % 1 konsantrasyonda farkli karbon kaynagi (glukoz, fruktoz ve
stikroz) ile desteklenmis M9 ortamlar1 kullanildi (Cizelge 3.1 ve 3.2). Besiyerleri 150
mL kapasiteli erlenlerde 50 mL olacak sekilde hazirland1 ve 121°C’de 1 atm basing
altinda 20 dakika otoklav edildi.

Bakterilerin pasaj yapildig1 plaklardan 6ze ile koloniden alinarak 20mL/100 mL
erlenlere ekim yapildi ve gece boyunca calkalamali kosullarda (200 rpm) 37 °C’de
inkiibe edildi. Bu gece kiiltiirlerinden yeni besi ortamlarma % 1 inokulum (Or; 50 mL
LB igeren erlenlere 500 ul gece kiiltiirii) transfer edilerek 200 rpm, 30°C’de 48 saat

inkiibasyona birakildi.

3.11.1 Fenazin Tayini i¢in Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Kiiltiirleri yapilan hiicreler belli zaman siirelerince inkiibe edildikten sonra santrifiij
tiiplerine transfer edildi ve 6.000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi elde edilen peletlere asagidaki ekstraksiyon islemleri uygulandi [161].

1. Farkli zaman parametrelerinde inkiibasyonu yapilan kiilttirlerin 20 mL’si 6.000

rpm ‘de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.
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Siipernatant uzaklastirildiktan sonra peletlerin iizerine 4 mL metanol eklenerek 2
dakika vorteks yapildi.

Ekstratlarin iizerie 4 mL 1 M sodyum asetat tamponu (pH 4.0) ilave edildi.
Karigimin tizerine 2 mL diklorometan eklenerek biri organik biri solvent iki faz
olusmasi beklendi.

Organik faz uzaklastirildiktan sonra, tiiplin dibinde kalan solvent temiz tiiplere
aktarild1 ve solvent buharlastirildi.

Geriye kalan kalintinin {izerine 0.3 mL metanol eklenerek 3-4 saniye
vortekslendi.

Tipiin i¢indeki soliisyon viallere aktarilarak enjeksiyonun yapilmasi i¢in HPLC

cihazina yerlestirildi ve fenazin tayini 252 nm’de yapildi.
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3.11.2 Fenazinin HPLC ile Analizi

Bakteriyal fenazinin tayini HPLC cihaz1 ile yapildi (Agilent 1100 Series; C18
(4.6 x 250 M9)). Analizler Cizelge 3.5’de verilen cihaz parametrelerine gore
gerceklestirildi. Burada 1000 mg/L (1000 ppm)’lik stok fenazin ¢ozeltisinden 50 mg/L
(50 ppm) olacak sekilde standart soliisyon ve Kalibrasyon igin gerekli standartlar 5-50
mg/L (5; 10; 20; 30; 40; 50 ppm) araliginda 50 mg/L (50 ppm) stogundan diliisyonlar
yapilarak hazirlandi. Kalibrasyon egrileri dis standart kullanilarak elde edildi. Bu
kalibrasyon egrileri i¢in korelasyon katsayilari genel olarak > 0.99 diizeyinde elde

edildi.

Cizelge 3.5 Fenazin tayini i¢in HPLC cihazi analiz parametreleri

Parametre Ozellik

Kolon Agilent 1100 Series; C18 (4.6 x 250 mm)

Dedektor DAD (Diyod Array Dedector)

Mobil faz (mL) Solvet A: Fosforik asit/distile su (999:1)
Solvent B: Asetonitril

Mobil faz hizi (mL/dk) 2.0

Kolon sicakligi (C) 20

Analiz siiresi 20 dk

Analiz yapildigi dalga boyu (nm) 252 nm

Hesaplama kriteri Pik alani

3.12 Meropenem Uretimi ve Tayini

Bu kisimda E. herbicola tarafindan sentezlenen ve énemli bir karbapenem olan
meropenemin liretimi ve tayini ¢alismalar1 yapildi. Meropenemin bakteriyel {iretimi igin
LB (pH 7.0) ve farkli karbon kaynaklar1 ihtiva eden M9 (pH 7.0) ortamlar1 kullanildi
(Cizelge 3.1 ve 3.2). Besiyerleri 50 mL/150 mL kapasiteli erlenlerde hazirlandi ve 121
°C’de 1 atm basing altinda 20 dakika otoklav edildi.

Bakterilerin pasaj yapildigi plaklardan 6ze ile koloniden alinarak 20 mL/100 mL

kapasiteli erlenlere ekim yapild1 ve gece boyunca 200 rpm’de 37 °C’de inkiibe edildi.
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Bu gece Kkiiltiirlerinden 50 mL LB igeren 150 mL hacimli erlenlere % 1 inokulum
transfer edilerek 200 rpm, 30 °C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. M9 ortamlari igin

optimal faz 24 saat olarak belirlendi.

3.12.1 Meropenemin HPLC ile Analizi

Kiiltiirler belli zaman stirelerince inkiibe edildikten sonra santrifiij tiiplerine 1.5 mL
transfer edildi ve 6,000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatandan 1’er
mL alindi. Alinan siipernatantlar meropenemin HPLC ile 6l¢iimii yapilana kadar +4
°C’de muhafaza edildi.

Bakteriyal meropenemin tayini HPLC ile yapildi. Analizler Cizelge 3.6’da
verilen cihaz parametrelerine gore gerceklestirildi. Meropenem analizi i¢in oncelikle
1000 mg/L (1000 ppm)’lik stok meropenem ¢ozeltisinden 100 mg/L (100 ppm) olacak
sekilde ara standart soliisyon hazirlandi. Kalibrasyon i¢in gerekli standartlar 5-50 mg/L
(5; 10; 20; 30; 40; 50 ppm) araliginda 100 mg/L (100 ppm) ara stok soliisyonundan
dilisyonlar yapilarak hazirlandi. Kalibrasyon egrileri saf meropenem’in degisik
konsantrasyonlar1 ile elde edildi. Bu kalibrasyon egrileri ig¢in korelasyon katsayilari

genel olarak > 0.99 diizeyinde bulundu.

Cizelge 3.6 Meropenem tayini icin HPLC analiz parametreleri

Parametre Ozellik

Kolon Agilent 1100 Series; C18 (4.6 x 250 mm)

Dedektor DAD

Mobil faz (mL) Fosfat tamponu (KH,PO,) pH:4.0 ve
Metanol (80:20, V/V) karisimi

Mobil faz hizi (mL/dK) 2.0

Kolon sicakligi (C) 20

Tayin yapilan dalga boyu (nm) 298 nm

Hesaplama kriteri Pik alan1
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3.13 ATP Tayini

Calismanin bu asamasinda hiicrelerin i¢inde bulundugu enerjetik durum
hakkinda bilgi edinmek amaciyla E. herbicola’nin yabanil susu ile rekombinant
suglarinin farkli kiiltiir kosullarindaki hiicre igi ATP miktarlar belirlendi. LB (pH 7.0)
ile farkli karbon kaynaklar1 ihtiva eden M9 (pH 7.0) ortaminda hiicrelerin {iirettikleri
ATP miktarlar1 karsilastirildi. Besiyerleri 50 mL besi ortamu igeren 150 mL kapasiteli
erlenlerde hazirlandi ve 121 °C’de 1 atm basing altinda 20 dakika otoklav edildi.

Gece kiiltiirleri i¢in bir koloninin bir kismi alinarak 20 mL LB iceren 100 mL
kapasiteli erlenlere ekim yapildi ve gece boyunca 200 rpm’de 37 °C’de inkiibe edildi.
Bu gece kiiltiirlerinden yeni besi ortamlarina % 1 inokulum transfer edilerek 200 rpm,
30° C’de ve 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. Farkli karbon kaynagmin (glukoz,
fruktoz ve siikroz) kullanildigi M9 ortamlari i¢in yine 30 °C’de ve 37°C’de optimal faz

24 saat olarak belirlendi.

3.13.1 ATP’nin HPLC ile Analizi

Bakteri kiiltlirlerinin tamami belli biiyiime fazlarinda santrifiij tiiplerine transfer
edilip 6.000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras: elde edilen
peletlerin agirligi 0.5 g olacak sekilde ayarlandi ve tizerlerine 2.5 mL perklorik asit ilave
edilip 1 dakika buzda bekletildi. Ekstraksiyon karisimi 6.000 rpm’de +4 °C’de 10
dakika santrifiij edilerek, siipernatanin 2 mL’si 1 M KOH ile pH’s1 6.5-6.8 olacak
sekilde noétralize edildi. Notralize siipernatant 30 dakika buzda bekletildi, boylece
olusan potasyum perkloratin ¢oktiiriilmesi saglanmis oldu. Siipernatant filtreden
gecirildi ve HPLC analizi igin 20 pl enjeksiyon yapilarak 254 nm’de 6l¢iim yapildi
[101].

Hicrelerdeki ATP miktar1 tayini parametreleri Cizelge 3.7’de verilen HPLC
yontemi ile yapildi. Kalibrasyon i¢in gerekli standartlar 0.2-4 mg/L (0.2; 0.5; 1; 2; 4
ppm) araliginda 1000 mg/L (1000 ppm)’lik stok ¢6zeltinin 10 kez diliie dilmis ara stok
soliisyonundan (100 mg/L, 100 ppm) diliisyonlar yapilarak hazirlandi. Standart
kalibrasyon egrisi ticari ATP kullanilarak elde edildi. Bu kalibrasyon egrileri igin

korelasyon katsayisi genel olarak > 0.99 diizeyinde bulundu.
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Cizelge 3.7 ATP tayini i¢cin HPLC cihaz1 analiz parametreleri

Kolon Agilent 1100 Series; ACE 5 C18 (4.6 x 250 mm)

Dedektor DAD

Mobil faz (mL) A: Fosfat tamponu (KH,PO4-K,HPQO,4) pH:7.0; B: Asetonitril
Mobil faz hizi (mL/dK) 1.2

Kolon sicakligi (<C) 20

Tayin yapilan dalga boyu (nm) 254 nm

Hesaplama kriteri Pik alan1

3.14 NAD" (Nikotinamid Adenin Diniikleotid) Tayini

Burada hiicrelerin enerjetik durumu hakkinda bilgi edinmek amaciyla baska bir
parametre olan hiicre i¢gi NAD" iiretimine bakildi. E. herbicola ve rekombinantlarinin
farkli kiiltiir kosullarindaki hiicre ici NAD" miktarlar1 hem LB (pH 7.0) hem de farkli
karbon kaynag: ihtiva eden M9 (pH 7.0) ortamlarinda belirlendi.

Gece Kkiiltiirleri i¢in koloninin bir kismi alinarak 20 mL LB igeren 100 mL
kapasiteli erlenlere ekim yapildi ve gece boyunca calkalamali kosullarda (200 rpm) 37
°C’de inkiibe edildi. Bu kiiltiirlerinden yeni besi ortamlarina % 1 inokulum transfer
edilerek 200 rpm, 30°C’de ve 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. Ayrica % 0.1 ve %
1 konsantrasyonda farkli karbon kaynaginin (glukoz, fruktoz ve siikroz) kullanildigi M9
30°C ve 37°C’de inkiibasyonu yapilan Kkiiltiirlerin NAD" iiretim karakteristikleri

arastirildi.

3.14.1 NAD"’mn HPLC ile Analizi

E. herbicola nin ve rekombinant suslarmin kiiltiirleri tamami alinarak 6.000 rpm 'de
+4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Peletlerin agirhg 0.5 g olacak sekilde ayarland: ve
tizerlerine 1 mL serum fizyolojik eklenerek 4.500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bu
yikama iglemi bir kez daha tekrarlandiktan sonra peletlerin {izerine 0.5 mL % 20’lik
TCA eklendi. Olusan siispansiyonlar ultrasonifikator (Soniks Vibra Cell) ile 40 saniye
sonifikasyon, 20 saniye buz fiizerinde inkiibasyon olacak sekilde toplam 3 dakika

sonifiye edilerek ultrasonik hiicre ekstraktlar1 hazirland1. Hiicre ekstraktlar1 60 °C’lik su
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banyosunda 45 dakika bekletildi. Daha sonra bu karistm 13.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve stipernatanin tamami (0.5 mL) temiz Eppendorf tiiplerine aktarildi.
Bu siipernatanlar 20 mM Tris-HCl ile 50 kat sulandirildi ve HPLC’de 254 nm’de analizi
yapildi [183].

Hiicrelerin iirettikleri NAD" miktariin tayini HPLC cihaz1 ile 6lciildii (Agilent
1100 Series; C18 (4.6 x 250 mm)). Analizler Cizelge 3.8’de verilen cihaz
parametrelerine gdre gergeklestirildi. NAD" analizi igin 6ncelikle 1000 mg/L (1000
ppm)’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Kalibrasyon igin gerekli standartlar 2-10 mg/L (2; 4; 6;
8; 10 ppm) araliginda 100 mg/L (100 ppm) ara stok soliisyonundan diliisyonlar
yapilarak hazirland1. Kalibrasyon egrileri ticari NAD" standart olarak kullanilarak elde
edildi. Kalibrasyon egrileri i¢in korelasyon (r’) katsayilari genel olarak > 0.99

diizeyinde bulundu.

Cizelge 3.8 NAD tayini icin HPLC cihazi analiz parametreleri

Kolon Agilent 1100 Series; ACE 5 C18 (4.6 x 250 mm)
Dedektor DAD

Mobil faz (mL) A: Asetonitril; B: 50 mM Amonyum asetat
Mobil faz hizi (mL/dk) 1.2

Kolon sicakligi (<C) 20

Tayin yapilan dalga boyu (nm) 254 nm

Hesaplama kriteri Pik alam
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3.15 Bakterilerin Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Gériintiileri

Bakterilerin pasajlarinin yapildigi plaklardan koloninin bir kismi alinarak 20 mL LB
iceren 100 mL kapasiteli erlenlere ekim yapildi ve gece boyunca c¢alkalamali kosullarda
(200 rpm) 37 °C’de inkiibe edildi. Bu gece kiiltiirlerinden 20 mL LB besiyerine % 1
inokulum yapilarak inkiibasyona (24 saat, 200 rpm, 37°C) birakildi. Kiiltiirleri yapilan
hiicreler belli zaman siirelerince inkiibe edildikten sonra santrifiij tiiplerine 1.5 mL
edildi ve 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen peletlere
asagidaki islemler uygulandi [184-185]:

1. Peletlere 1.5 mL glutaraldehit eklenip vortekslenerek 1.5 saat fiksasyon yapildi.

2. Glutaraldehit fiksasyonunu takiben 0.1 M fosfat tamponu (NaH,PO,4.2H,0-
Na;HPO4.2H,0, Ph 7.2) ile 4 defa 15’er dakika yikandi.

3. Yikama igsleminden % 1 lik osmonium tetraoksit ile 2 saat siire ile postfiksasyon

yapildi.

4. Postfiksasyonu takiben 0.1 M fosfat tamponu (NaH,PO,4-2H,0- Na,HPO,4-2H,0,
pH 7.2) ile 4 defa 15’er dakika yikandi.

5. Yikama isleminden sonra sirastyla % 30, % 50, % 70, % 90, % 96, % 100 aseton
ile dehidratasyon islemi yapildi. Ornekler her aseton asamasinda 20 dakika
bekletildi.

6. Bakteri peletleri araldit CY212 (regine) igerisinde 1 gece bekletildikten sonra

jelatin kapstilleri igerisine blokland.
7. Araldit bloklardan ultramikrotom ile 60 nm kalinliginda kesitler alindi.

8. Bakir gridler iizerine alinan ince kesitlere, uranil asetat ve kursun sitrat ile

kontrastlama islemi yapildi.

9. Kesitler Zeis Libra 120 TEM ile incelenerek farkli biiyilitmelerde goriintiiler
cekildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 LB Kiiltiirlerinde IAA Uretimi

E. herbicola ve rekombinantlarmin (vgb* ve vgb’) IAA iiretim karakteristikleri
arastirildi. Hiicre kiiltiirleri zengin bir besiyeri olan LB ortamu ile ayni ortamin % 0.1 ve

% 0.5 triptofan ile desteklenmisinde yapildi.

LB ortaminda her {i¢ susun zamana bagl olarak artan IAA tretim profili Sekil
4.1°de goriilmektedir. IAA seviyesinin ilk orneklerin alindig1 12 saat kiiltiirlerinde, son
orneklerin alindign 72 saat kiiltiirlerine kadar tedricen artign belirlendi. Ilk kiiltiir
ornekleri (yani 12 saat) ile son kiiltiir 6rnekleri (yani 72 saat) arasinda IAA seviyesinde

vgb“de % 50, konakg1 ve vgb**de ise sirast ile yaklasik 2 ve 3 Kat artis goriildii.

Tim inkiibasyon peryotlarinda Vitreoscilla hemoglobin genini (vgb) tasiyan
susun (vgb™) diger iki susa (konakg1 ve vgh') gore genel olarak daha yiiksek bir IAA
seviyesine sahip oldugu saptandi. Bu farkin, ileri kiiltiir fazlarinda daha biiyiik oldugu
ve Ozellikle 72 saat kiiltiirlerinde vgb® susunun IAA seviyesinin, konak¢1 ve vgb’

suslarindan sirasi ile yaklasik 2 ve 1.3 Kat fazla oldugu belirlendi.

Bunun yani sira LB ortaminda inkiibasyon siiresi boyunca kiiltlir ortamindaki
canli hiicre sayis1 ve pH’daki degisiklikler de dlgiilmiistiir ve bu degerler ¢izelge 4.1°de
verilmistir. Baslangi¢c pH’s1 7.0 olan kiiltiir ortamlarinin zamanla bazik olarak degistigi
kaydedildi. Canli hiicre sayisinin yabanil susta 12 saatte, rekombinantlarda ise 24 saatte

maksimum degere ulastig1 ve ilerleyen fazlarda azalig gosterdigi belirlendi.
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Sekil 4.1. LB ortaminda IAA iretimi. Her veri noktasi {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata
cubuklar standart hatalari (c,.,) ifade etmektedir

Cizelge 4.1 LB ortaminda canli hiicre sayis1 ve pH degisimi. Her veri noktast ii¢ bagimsiz deneyin
ortalamasi olup, standart sapmalar (cy.;) canli hiicre sayiminda ilgili verinin % 10’undan, pH degerlerinde
ise % 1’inden daha kiiciiktiir (bu nedenle, agiklik i¢in + degerler verilmemistir)

Canh Hiicre SayisiymL

12. saat 24 saat 48.saat 72.saat
E. herbicola 12.05 « 10° 8.16 « 10° 730« 10° 4.21+10°
Eh[puUCS8] 3.65 « 10° 7.34+ 10° 5.76 « 10° 3.68 « 10°
Eh[pUC8:15] 4.80 « 10° 6.88 « 10° 6.24 « 10° 4.00 « 10°
E. herbicola 8.51 8.40 8.55 8.74
Eh[pUC8] 7.65 8.25 8.75 8.82
Eh[pUC8:15] 7.54 8.38 8.71 8.93

Kiiltiirlere % 0.1 oraninda triptofan eklenmesinin IAA {izerindeki indiikleyici
etkisi sadece vgh™ susunda goriildii. Bu susta IAA iiretiminde zamana bagli bir artis
gozlenirken, en yliksek TAA seviyesinin kaydedildigi 72 saat kiiltiirlerinde baslangig¢ (12
saat) kiiltiiriine gore yaklasik 2 kat artis belirlendi. Diger iki susta ise tersine TIAA

iiretiminde genel olarak zamana bagh bir diisiis gozlendi (Sekil 4.2). Tim kiltiir
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periyotlarinda vgb® susunun diger iki susa gore yaklasik 3 kata varan yiiksek IAA

seviyelerine sahip oldugu belirlendi.

12 woolpees E herbicola (vabaml)

— = @ = E herbicola [pUCS]
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Sekil 4.2. Triptofan destekli LB ortaminda IAA firetimi. Triptofan kiiltiir ortamina 6. saatte % 0.1
oraninda eklenmistir. Her veri noktasi ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklari standart
hatalar1 (o) ifade etmektedir

Cizelge 4.2. Triptofan destekli LB ortaminda canli hiicre sayis1 ve pH degisimi. Triptofan kiiltiir ortamina
6. saatte % 0.1 oraninda eklenmistir. Her veri noktasi ti¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, standart
sapmalar (o) canlt hiicre sayiminda ilgili verinin % 10’undan, pH degerlerinde ise % 1’inden daha
kiigiiktiir (bu nedenle, agiklik i¢in & degerler verilmemistir)

Canh Hiicre SayisymL

12.saat 24 saat 48.saat 72.saat
E. herbicola 10.16 « 10° 10.24 « 10° 8.05 « 10° 3.68 « 10°
Eh[pUC8] 1.68 « 10° 3.48 «10° 6.08 « 10° 3.84+10°
Eh[pUC8:15] 1.86 « 10° 2.72 « 10° 4.80 « 10° 2.56 +10°
E. herbicola 8.25 8.45 8.55 8.64
Eh[pucs] 8.10 8.56 8.45 8.82
Eh[puUC8:15] 8.15 8.48 8.71 8.93

Bu kiiltiirlerde konake1 hiicre genel olarak diger iki rekombinanta gore daha
yuksek hiicre yogunlugu gosterdi (Cizelge 4.2). Bu farkin 12 ve 24 saat kiiltiirlerinde

daha bariz oldugu goriildii. Baslangi¢ 12 saat kiiltiirleri harig, tiim kiiltiir periyotlarinda
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vgb" rekombinantinin canl hiicre sayis1 diger iki susa gore daha diisiik gozlendi. Ortam
asiditesinin degisiminin bir gdstergesi olarak alman kiiltiir pH’larinda ise kiiltiir

boyunca énemli bir degisiklik kaydedilmedi.

Triptofanin % 0.5 oraninda kullanildig: kiiltiirlerde ise bu amino asitin etkisi
vgb™ susu dahil her ii¢ susta da IAA iiretimini baskilayici rol oynamistir (Sekil 4.3). Bu
ortamda konakg¢1 canli hiicre sayis1 6zellikle 12 ve 24 saat kiiltiirlerinde daha yiiksek
bulunurken, en diisiik hiicre yogunlugu tiim kiiltiir fazlarinda vgb™ susunda gozlendi
(Cizelge 4.3). Kiiltlir pH’larindaki degisim, en agik sekilde pH degeri 7.0 olan baslangig
kiiltiirlerinin pH degeri 8’lerin {izerine ¢iktig1 12 saat kiiltiirlerinde goriildii ve bu kiiltiir

fazindan sonra pH degerlerinde ¢ok az bir artis kaydedildi.
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Sekil 4.3. Triptofan destekli LB ortaminda IAA iretimi. Triptofan kiiltiir ortamina 6. saatte % 0.5
oraninda eklenmistir. Her veri noktasi ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata g¢ubuklari standart

hatalar1 (c,.1) ifade etmektedir
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Cizelge 4.3. Triptofan destekli LB ortaminda canli hiicre sayisi ve pH degisimi. Triptofan kiiltiir ortamina
6. saatte % 0.5 oraninda eklenmistir. Her veri noktas: ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, + degerler
standart sapmalari (o,.1) gostermektedir

Canh Hiicre SayisymL

Sus 12.saat 24 saat 48.saat 72.saat

E. herbicola  4.48 « 10°+ 0.90 75210°£1.02  4.80+10°+0.51 3.52+10%+0.49
Eh[pUC8] 1.60 « 10°+ 0.41 320+10°+1.12  3.04+10°+0.64 2.40+10°+0.41
Eh[pUC8:15] 2.24+10°%0.73  4.80+10°%+0.48  4.96+10°+0.50 3.20 * 10°%+ 0.89

E. herbicola  8.52 +0.09 8.67+0.07 8.96 +0.03 9.24+0.05
Eh[pUC8] 8.60+0.05 8.86+0.08 8.93+0.07 9.11+0.09
Eh[pUC8:15] 8.57 +0.04 8.78 +£0.04 9.11+0.17 9.18+0.04

4.2 MO Kiiltiirlerinde IAA Uretimi

Calismanin bu kisminda hem diisik (% 0.1) hem de yiiksek (% 1)
konsantrasyonda glukoz, fruktoz ve siikrozun bulundugu M9 ortamindaki kiiltiirlerin
IAA iretim karakteristikleri arastirilmistir. Bu ortamlarda sadece 24 saat kiiltlirlerinde

IAA tretimleri ¢alisildi.

Glukoz iceren ortamlarda, konake¢i hiicre kiiltiirleri hari¢, glukozun farkli
konsantrasyonlar1 IAA iiretimi {izerinde oldukca farkli etki gosterdi. Ozellikle vgb*
susunda % 1 glukoz igeren M9 ortaminda, % 0.1 glukoz igeren ortama gore 8 kat IAA
artis1 gozlendi (Sekil 4.4). Canlt hiicre sayis1 konake1 hiicre kiiltiirlerinde diger iki susa
gore yaklasik 5 kata varan oranlarda yiiksek bulundu. Yiiksek glukoz konsantrasyonu
rekombinantlarin hiicre sayis1 iizerinde negatif bir etki yarattigi goriildii. Bu ortamlarda
pH degeri diisiik glukoz ortaminda nispeten degismezken, yiiksek glukoz ortaminda
dramatik bir diislis gosterdi (Cizelge 4.4).



7,5 4

! W E. herbicola (vabanil)
~ B E. herbicola [pUCS]
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Sekil 4.4. Glukoz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde IAA {iretimi. Her veri noktasi ii¢ bagimsiz
deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar1 standart hatalar (o,.;) ifade etmektedir

Cizelge 4.4 Glukozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde canli hiicre sayist ve ortam
asiditesindeki degisim. Her sus i¢in, Ustteki degerler % 0.1, alttaki degerler ise % 1 glukoz igeren ortami
ifade etmektedir. Her veri noktasi ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, + degerler standart sapmalari
(on-1) belirtmektedir.

Sus Canl1 Hiicre/mL pH Degerleri
E herbicola 330" 10} 0.40 6.64 +0.01
3.46 + 10°+£ 0.24 4.29+0.01
TSI .
EMPUCEIS] G0 105 009 182002

Kiiltlir ortamina fruktozun eklenmesi, konaker1 ile rekombinantlar iizerinde farkli
etki ile kendini gosterdi. Yiiksek fruktoz konsantrasyonu konaker hiicrede yiiksek TAA
seviyesine sebep olurken, rekombinantlarda tersi durum goriildii. Konakg1 hiicrede IAA
seviyesi yiiksek fruktoz ortaminda diisiik fruktoz ortamina gore yaklasik 5 kat yiiksek
belirlendi. vgh™ ve vgb™ suslarinda ise, yiiksek fruktoz ortaminda IAA seviyesinde sirasi
ile 2.3 ve 2 kat azaldig1 saptand1 (Sekil 4.5).
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Ayni ortamda canli hiicre sayilarinda fruktozun yiiksek konsantrasyonlarinda
genel olarak bir artis goriildii. Bu ortamlarda sadece konake¢i hiicrenin ortam pH’si
yiiksek fruktozda onemli oranda diiserken, diger iki susta bariz bir fark goriilmedi

(Cizelge 4.5).

0,5 +
M E. herbicola (vabanil)
B E. herbicola [pUCS]
o 04 - B E. herbicola [pUC8:15]
[—] :
—
-
"E: 03
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= 0,2
=
- 01 -
-
-
o -

%0 0.1 Fruktoz %0 1 Fruktoz

Sekil 4.5. Fruktozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde IAA iiretimi. Her veri noktasi ii¢
bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata gubuklar standart hatalar1 (on.) ifade etmektedir

Cizelge 4.5 Fruktozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde canli hiicre sayisi ve ortam
asiditesindeki degisim. Her sus i¢in Ustteki degerler % 0.1, alttaki degerler ise % 1 fruktoz i¢eren ortami
ifade etmektedir. Her veri noktasi li¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, + degerler standart sapmalari

(on-1) belirtmektedir.

Sus Canli Hiicre/mL pH Degerleri
E_herbicola 3.04-10%5 0.57 6.66+0.01
3.68+ 107+ 0.64 4.49 £0.07
ST S
ENIPUCH15] 33020 s &722001

Siikroz igeren M9 ortaminda, siikroz konsantrasyonuna bagli olarak her ii¢ susta
da TAA seviyesinde onemli artis gézlendi. Stikrozu % 0.1 oraninda igeren ortam ile
kiyaslandiginda, % 1 siikroz iceren ortamda IAA seviyesi konakgi, vgh™ ve vgb®
suglarinda sirast ile 3.5, 1.8 ve 5 kat daha fazla oldugu tespit edildi. En yiiksek IAA
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seviyesi, vgbh™ susunda goriiliirken, vgb™ susunun nispeten diisiik bir IAA diizeyine
sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.6).

Bu ortamin yiiksek ve diisiik konsantrasyonda siikroz igeren kiiltiirlerinde canli
hiicre sayis1 genel olarak biiylik bir degisiklik goriilmedi. Konak¢imin kiiltir pH’s1
yuksek siikrozda dramatik bir sekilde diiserken, diger iki susta pH’da Onemli bir
degisiklik gozlenmedi (Cizelge 4.6).

0,1 - M E. herbicola (vabanil)
b E. herbicola [pUcCS]
D;-\ 0,08 - M E. herbicola [pUC815]
Z I
"E: 0,06 -
'é 0,04 -
=
- 0,02 -+
-
-
o -

04 0.1 Siikroz 04 1 Siikroz

Sekil 4.6. Siikroz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde IAA iiretimi. Her veri noktasi ii¢ bagimsiz
deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklari standart hatalar1 (c,.,) ifade etmektedir

Cizelge 4.6 Siikrozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde canli hiicre sayisi ve ortam
asiditesindeki degisim. Her sus i¢in iistteki degerler % 0.1, alttaki degerler ise % 1 fruktoz iceren ortami
ifade etmektedir. Her veri noktasi li¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, + degerler standart sapmalar
(on.1) belirtmektedir

Sus Canli Hiicre/mL pH Degerleri
E herbicola  3-30° 10:i 0.24 6.65 £ 0.07
4.21+10°+0.48 4.56 =0.02
EHPUCS] S ek 00 S
EHpUCS15] 54610 0 G001
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4.3 LB Kiiltiirlerinde p-karoten Uretimi

Calismanin bu asamasinda, LB ortaminda farkli inkiibasyon zamanlarindaki -
karoten tiretimi aragtirildi. Konakg¢inin en yiiksek B-karoten tiretimi 48 saat kiiltiirlerinde
goriiliirken, rekombinant suslarda 24 saat kiiltiirlerinde kaydedildi. Konakg¢1 hiicrenin
baslangic¢ (12 saat) kiiltiirlerine gore, 48 saat kiiltlirlerinde yaklasik 3 kat daha fazla -
karoten belirlendi. vgb® rekombinant susunun iirettigi B-karoten miktar1 24 saat
kiiltirlerinde, yabanil sustan ve vgh™ rekombinant susundan sirasi ile yaklagik 1.5 ve 1.2

kat daha yiiksek kaydedildi (Sekil 4.7).

2,5 - see-@ev E herbicola (vabanil)
==B== E herbicola [pUCS] i
=—tr— F. herbicola [pUC815] .
2
3
£
E-j'l 1!5 B
=
z
s 17
=
2
& 05 -
0 T T T T 1
0 12 24 36 48 60

Zaman (saat)

Sekil 4.7. LB ortaminda B-karoten iiretimi. Her veri noktasi {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata
cubuklar standart hatalari (c,.1) ifade etmektedir

mAL Mo Intonsty @ 92 2385
44 500vm dren (1 O0)

f-karoten

75+

0.0 10 20 30 40 min

Sekil 4.8. B-karoten icin HPLC kromotogrami
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4.4 M9 Kiiltiirlerinde p-karoten Uretimi

M9 Kkiiltiirlerinde yiiksek konsantrasyonda glukoz, konake¢i hiicrede PB-karoten
tretiminde yaklasik 1.5 artisa neden oldu. Rekombinant suglarda ise [-karoten

tiretiminin yiiksek glukoz ortaminda nispeten azaldig1 gézlendi (Sekil 4.9).

27 I A E. herbicola (vabanil)
HE. herbicola [pUcCS]
-~ M E. herbicola {pUC8:15]
=15 -
Elu -
=
g 1
'
2
1
£
©L 05 -
o -

% 0.1 Glukoz % 1 Glukoz

Sekil 4.9. Glukoz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde B-karoten iiretimi. Her veri noktas1 {i¢
bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar standart hatalar1 (o,.1) ifade etmektedir

Fruktoz ile desteklenmis M9 Kkiiltiirlerinde her ii¢ susta da P-karoten iiretiminin
yuksek fruktoz konsantrasyonunda arttigi belirlendi. Yiiksek konsantrasyonda fruktozun
konak¢ida B-karoten iiretimini yaklasik 3.6 kat artirken, vgb™ ve vgb® rekombinant

suslarinda ise sirastyla 1.3 ve 1.2 kat artirdig1 gozlendi (Sekil 4.10).
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I A E. herbicola (vabanil)

_ HE. herbicola [pUcCS]
né 1,5 - B E. herbicola [pUC815]
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% 0.1 Fruktoz % 1 Fruktoz

Sekil 4.10. Fruktoz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde p-karoten tiretimi. Her veri noktasi g
bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar standart hatalar1 (o,.1) ifade etmektedir

Karbon kaynagi olarak M9 ortamina siikrozun kullanilmas1 diger karbon
kaynaklar1 (glukoz ve fruktoz) gibi diisiik ve yiiksek konsantrasyonda B-karoten tiretimi
tizerinde farkli etkiler gosterdi. Siikrozun yiiksek konsantrasyonu her {i¢ susta da negatif
bir etki gosterdi. Ozellikle bu durum konakc¢ida daha belirgindi. Konake1 hiicre
kiiltiriinde yiiksek siikroz B-karoten iiretiminin yaklasik olarak 3.7 kat azalmasina sebep
olurken, vgb™ ve vgb* rekombinant suslarinda sirasiyla yaklasik 1.7 ve 1.4 kat bir
azalmaya neden oldu (Sekil 4.11).

2,5
T U E. herbicola (vabanil)
- 5 b E. herbicola [pUcCS]
é B E. herbicola [pUCS815]
= 15 4
-
T
'
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1
¥ T
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% 0.1 Siikroz % 1 Siikroz.

Sekil 4.11. Siikroz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde p-karoten tiretimi. Her veri noktasi ii¢
bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar standart hatalari (o,.1) ifade etmektedir
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45 LB Kiiltiirlerinde Likopen Uretimi

LB ortaminda likopen iiretimine bakildiginda konakg¢1 hiicrede tiretimin genel
olarak daha fazla oldugu saptandi. Konak¢min 48 saat kiiltiirlerindeki likopen
miktarmin, 12 saat kiiltiirlerine gore yalasik 10 kat yiiksek oldugu tespit edildi. vgh™ ve
vgb® rekombinant suslarinin likopen seviyesi ise 12 saat kiiltiirlerine gore 48 saat
kiiltiirlerinde sirasiyla yaklasik 2.4 ve 2.1 kat daha ytiksekti (Sekil 4.12).

0,048 - wees@ees E herbicola (vabanil)
==B==E herbicola [pUCS]
— 004 - =iy F. herbicola [pUCS8:15]
— ! i
s 0,032 -
=
a 0,024 -
Q
-4
= 0,016 -
0,008 -
0 T T T T 1
0] 12 24 36 48 60

Zaman (saat)

Sekil 4.12. LB ortaminda likopen tiretimi. Her veri noktasi ti¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata
cubuklar1 standart hatalar (c,.1) ifade etmektedir

Max Iensty 74 569

Sekil 4.13. Likopen i¢in HPLC kromotogrami
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4.6 M9 Kiiltiirlerinde Likopen Uretimi

Bu kisimda M9 ortminda diisiik ve yiiksek konsantrasyonda glukoz eklenmis
kiiltiirlerde likopen tiretimi arastirildi. Yiiksek konsantrasyonda glukoz konakg1 hiicrede
likopen iiretimini yaklasik 1.8 kat arttrirken, vgb™ ve vgb*rekombinant suslarinda tersine
sirast ile 1.3 ve 1.2 kat azalma kaydedildi (Sekil 4.14).

4 E. herbicola (vabanil)
b E. herbicola [pUcCS]
0,012 - M E. herbicola {pUC8:15]
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% 0.1 Glukoz % 1 Glukoz

Sekil 4.14. Glukoz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde likopen tiretimi. Her veri noktasi g
bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata gubuklar1 standart hatalar1 (c,.1) ifade etmektedir

Yiiksek konsantrasyonda fruktoz ile desteklenmis konake¢r hiicre M9
kiiltiirlerinde likopen tiretiminin disiik fruktoz ortamima gore yaklasik 3.5 kat arttigi

gozlenirken rekombinant suslarda ise nispeten bir azalma kaydedildi (Sekil 4.15)
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Sekil 4.15. Fruktoz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltirlerinde likopen tiretimi. Her veri noktas1 g
bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata gubuklar1 standart hatalar1 (c,.1) ifade etmektedir

M9 ortamina yiiksek siikroz, konaker1 hiicrede likopen tiretiminin yaklasik 1.3
kat azalmasina neden olurken, rekombinant suslarda ise bu artis ¢ok daha diisiik
oranlarda oldu (Sekil 4.16).

0,02 +
A E. herbicola (vabanil)
B E. herbicola [pUcCS]
5\ M E. herbicola [pUC815]
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=
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% 0.1 Siikroz % 1 Siikroz

Sekil 4.16. Siikroz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde likopen iiretimi. Her veri noktasi {i¢
bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklari standart hatalari (o,.;) ifade etmektedir
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4.7 LB Kiiltiirlerinde C Vitamini Uretimi

LB kiiltiirlerinde C vitamini {iretiminin 6zellikle vgh* rekombinant susunda diger
iki susa gore daha yiiksek oldugu saptandi. vgb® rekombinant susunun 48 saat
kiltlirlerinde C vitamini seviyesi, kiiltiiriin baslangi¢ (12 saat) fazina gore yaklasik 3 kat
yiiksek belirlendi. Konak¢1 ve vgb™ rekombinant suslarinda ise C vitamini 48 saat
kiiltiirlerinde benzer seviyede iken, baslangi¢ kiiltlirline gore 24 saat kiiltiirlerinde

konakgida azalig vgb™ rekombinantinda ise bir artis gozlendi (Sekil 4.17).

Ayni ortamin 12 ve 24 saat kiiltiirlerinde konakg1 hiicrenin canli hiicre sayisinin
rekombinant suslara gére daha fazla oldugu kaydedildi. Ancak, vgh* susunun 48 saat
kiiltiirlerinde canli hiicre sayisinin diger iki sustan nispten yiiksek oldugu saptandi.

Baslangi¢c pH’s1 7.0 olan biiylime ortaminin zamanla bazik olarak degistigi saptandi
(Cizelge 4.7).

0,15 - woos@pees E herbicola (vabaml)
==0==E. herbicola [pUCS]
S 0,12 1 =t F. herbicola [pUCS8:15]
E
s 0,09 -
=
@]
£ 0,06 -
E —’-i. ------------
= 0,03 ; Lo et ]
0 T T T T 1
0] 12 24 36 48 60

Zaman (saat)

Sekil 4.17. LB ortaminda C vitamini iiretimi. Her veri noktasi ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata
cubuklar1 standart hatalar1 (1) ifade etmektedir
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Sekil 4.18. C vitamini i¢in HPLC kromotogrami

Cizelge 4.7. LB ortaminda canli hiicre sayist ve pH degisimi. Her veri noktasi ii¢ bagimsiz deneyin

ortalamast olup, standart sapmalar (c,.1) ¢izelgede verilmistir

Canli Hiicre SayisymL

Sus 12.saat 24.saat 48.saat
E. herbicola 8.16 « 10°£0.54  7.52+10°+0.23  4.80+10°+0.51
Eh[puUCS8] 4.88+10°+0.24 6.40+10°+0.44 3.04-10°+0.47

Eh[pUC8:15] 3.20+10°+0.31 5.60+10°+0.37 4.96+10°+0.28

E. herbicola 8.06 +0.03 8.27+0.02
Eh[pUCS8] 8.25+0.01 8.36 £0.04
Eh[pUCB8:15] 8.17+0.02 8.39 +0.04

8.65+0.03
8.61 £0.01
8.70 £ 0.01

4.8 MO Kiiltiirlerinde C Vitamini Uretimi

Calismanin bu kisminda diisiik ve yliksek konsantrasyonda glukoz, fruktoz ve

stikrozla desteklenmis M9 ortamindaki kiiltiirlerin C vitamini tiretimi arastirildi. Farkli

karbon kaynaklarinin C vitamini tiretimi tizerinde farkli etkileri oldugu saptandi.

Yiiksek glukoz her {i¢ susta da C vitamin {iretimini azalttr. Bu durumun, sirasi

ile 4.7 ve 5 kat azalmanin oldugu konakg1 ve vgb™ susunda daha bariz oldugu gériildii.

vgh™ susunda ise C vitamini seviyesinde her iki glukoz konsantrasyonunda da bariz bir

degisiklik goriilmedi (Sekil 4.19).



Yiiksek konsantrasyonda glukoz ortaminda konak¢inin canli hiicre sayisi

artarken, rekombinant suslarda azaldig1 goriildii. Kiiltirlerdeki pH nin da yiiksek glukoz

ortaminda 6nemli oranda azaldig belirlendi (Cizelge 4.8).

0,18 -
~ 0,15 -
E
S 0,12 -
S
v 0,09 -
g
3 0,06 -

0,03 -

0 -

|E. herbicola (vabanil)
B E. herbicola [pUCS]
B E. herbicola [pUCS8:15]

I

% 0.1 Glukoz

% 1 Glukoz

Sekil 4.19. Glukoz destekli M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde C vitamini iiretimi. Her veri noktasi lig
bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar standart hatalari (o,.1) ifade etmektedir

Cizelge 4.8 Glukozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde canli hiicre sayis1 ve ortam
asiditesindeki degisim. Her sus icin, Uistteki degerler % 0.1, alttaki degerler ise % 1 glukoz igeren ortami
ifade etmektedir. Her veri noktasi ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, + degerler standart sapmalari

(on-1) belirtmektedir

Canli1 Hicre/mL

E. herbicola
Eh[pUCS8]

Eh[pUC8:15]

3.73+10%+0.24
4.16 + 10°%£0.16
2.08 + 10°+ 0.32
1.70 « 10°+ 0.24
1.81 « 10°+ 0.33
1.38 « 10°+0.18

pH Degerleri

6.65+0.01
448 £0.01
6.72 £ 0.01
5.32+0.01
6.72 £ 0.02
4.08 £0.01

M9 ortamina % 1 oraninda ilave edilen fruktoz, konak¢ida C vitamini tiretiminde

1.3 Katlik bir artis saglarken, vgb™ ve vgb™ suslarinda sirasiyla 2 ve 1.3 kat oraninda bir

azalmaya neden oldu (Sekil 4.20).
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Yiiksek fruktoz igeren ortamda konak¢inin canli hiicre sayist arttarken,
rekombinant suslarda azaldi. Hem yiiksek hem diisiik fruktoz i¢eren ortamlarda, genel
olarak ortam pH’st hemen hemen nétr kalirken, sadece yiiksek konsantrasyondaki

fruktoz ortaminda konakge1 hiicrede asidik pH degerleri kaydedildi (Cizelge 4.9).

0,05 | E. herbicola (yvabanil)
®E. herbicola [pUCS]

g 0,04 - B E. herbicola [pUCS8:15]
2 003 -
R
U
E 0,02 -
= I
~ 0,01 - I

o -

% 0.1 Fruktoz % 1 Fruktoz

Sekil 4.20. Fruktozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde C vitamini iretimi. Her veri
noktasi li¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata gubuklari standart hatalari (o,.;) ifade etmektedir

Cizelge 4.9 Fruktozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde canli hiicre sayis1 ve ortam
asiditesindeki degisim. Her sus igin, iistteki degerler % 0.1, alttaki degerler ise % 1 glukoz igeren ortami
ifade etmektedir. Her veri noktas1 ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, + degerler standart sapmalari
(on.1) belirtmektedir

Sus Canl1 Hiicre/mL pH Degerleri
E_herbicola 4.37 « 10°+ 0.40 6.67 +0.02
' 4.69 « 10°+ 0.29 4.50 + 0.07
2.56 « 10°+ 0.27 6.77 +0.01
Eh[pUCB] 5 58+ 10% 0.33 6.68 + 0.03
2.29 « 10°+ 0.56 6.78 + 0.01

ER[pUC8:15] 4 ae . 10% 0.25 6.70+0.01

Yiiksek konsantrasyonda siikroz, konake¢1 ve vgh™ susunda C vitamini iiretimini
sirasi ile 1.7 ve 1.1 kat azalma yaratirken, vgb™ rekobinant susunda yaklasik 4 kat artisa

sebep oldu (Sekil 4.21).
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Her ii¢ susun canli hiicre yogunlugunun ytiiksek siikrozda arttig1 kaydedildi. Bu
fark, 1.4 kat artisin oldugu vgh™ rekobinantinda daha agik gdriildii. Siikrozun her iki
konsantrasyonu her ii¢ susun kiiltiir pH’sinda nispeten diisiise sebep olurken, bu diisiis
konakgida yiiksek siikrozla daha barizdi (Cizelge 4.10).

0,06 U E. herbicola (vabanil)

M E. herbicola [pUCS]
0,05 -+

B E. herbicola [pUCS8:15]
0,04 -
0,03

0,02 -

Vitamin C (ng/mL)

0,01 A

% 0.1 Siikroz % 1 Siikroz

Sekil 4.21. Siikrozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde C vitamini iiretimi. Her veri
noktasi li¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata gubuklari standart hatalar (c,.;) ifade etmektedir

Cizelge 4.10 Siikrozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde canli hiicre sayisi ve ortam
asiditesindeki degisim. Her sus i¢in, iistteki degerler % 0.1, alttaki degerler ise % 1 glukoz igeren ortami
ifade etmektedir. Her veri noktasi li¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, + degerler standart sapmalar
(on.1) belirtmektedir

Sus Canl1 Hiicre/mL pH Degerleri
E herbicola 3.14 - 10° 0.24 6.67 +0.04
' 3.52+10%0.16 457 +0.02
2.13+10°:0.18 6.80 + 0.03
Eh[puCs] 2.66+10% 0.41 6.76 + 0.02
1.71.10°+ 0.32 6.83 +0.02

Eh[pUC8:15] 2.40 » 10%+ 0.69 6.78 +0.01
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4.9 LB Kiiltiirlerinde Fenazin Uretimi

LB ortaminda vgb" susunun iirettigi fenazin miktarmin biitiin kiiltiir fazlarinda
diger iki susa gére daha fazla oldugu belirlendi. En yiiksek fenazin iiretimi vgb®
rekombinantinin 24 saat kiiltiirlerinde kaydedildi. Bu kiitliilerde vgh* susunun iirettigi
fenazin miktarinin, 12 ve 48 saatteki kiiltiirlere gore sirasiyla 2 kat ve 1.5 kat fazla

oldugu saptandi (Sekil 4.23).

DAD1 A, Sig=252.4 Ref=360,100 (ASLME051100.0)
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Sekil 4.22. Fenazin eklenmis numune standardi (alttaki pik) ve drnekteki fenazinin ayni1 yerde pik veren
(tistteki pik) HPLC diyargrami
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Sekil 4.23. LB ortaminda fenazin iiretimi. Her veri noktasi ii¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata
cubuklari standart hatalar1 (c,.;) ifade etmektedir

4.10 M9 Kiiltiirlerinde Fenazin Uretimi

Burada farkli karbon kaynagi (glukoz, fruktoz ve siikroz) ile desteklenmis M9
ortaminda Kkiiltlirlerin fenazin iretimi arastirildi. Yiiksek konsantrasyonlu glukoz
ortaminda her ii¢ susun trettigi fenazin miktarlarinda kismi bir azalma goriildi (Sekil
4.24). Konakg¢1 ve vgh™ susu benzer fenazin seviyelerine sahipken, en yuksek fenazin

degerleri vgb® susunda kaydedildi.
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Sekil 4.24. Glukozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde fenazin iiretimi. Her veri noktast
ii¢c bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata gubuklar1 standart hatalari (c,.1) ifade etmektedir

Hem diisiik hem de yiiksek konsantrasyondaki fruktozun vgb® rekombinant
susunda fenazin {retimini Onemli oranda indiikledigi gorildii. Fenazin {iiretimi
fruktozun her iki konsantrasyonunda da konakg¢i ve vgh™ susunda onemli bir degisiklik
yapmazken, yiiksek fruktoz vgh® rekombinant susunda bu antibiyotigin 2 kat artigina
sebep oldu (Sekil 4.5).

2 -
|E. herbicola (vabamnil)
16 - M E. herbicola [pUcC8]
E[\ B E. herbicola f[pUcC8:15]
212
-
i
E
T 0,8
=
0,4 -
o -

% 0.1 Fruktoz % 1 Fruktoz

Sekil 4.25. Fruktozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde fenazin iiretimi. Her veri noktasi
i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata gubuklari standart hatalar (c,.;) ifade etmektedir
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Hem diisiik hem yiiksek konsantrasyonda siikrozun, konake1 ve vgb* rekombinant
susunda fenazin tiretimini 6nemli oranda degistirmedigi, diger taraftan vgbh™ susunda ise

yiiksek konsatrasyonda siikrozun fenazin tliretimini azalttig1 kaydedildi (Sekil 4.26).

0,25 +
| E. herbicola (vabanil)
E E. herbicola [pUCS]
0,2 M E. herbicola [pUC8:15]
-
2 0,15 -
-
=
i
g
T 0,1 -
=
0,05
0]

% 0.1 Siikroz % 1 Siikroz

Sekil 4.26. Siikrozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde fenazin iiretimi. Her veri noktasi
i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklari standart hatalar (c,.;) ifade etmektedir

4.11 LB Kiiltiirlerinde Meropenem Uretimi

Bu boliimde onemli bir karbapenem olan meropenem antibiyotiginin LB
kiiltiirlerindeki tiretimi arastirildi. LB ortaminda kiiltir ortamina salinan en yiiksek
meropenem diizeyinin 24 saat kiiltiirlerinde ve vgb® rekombinant susunda oldugu

kaydedilirken, diger iki susta bu antibiyotigin seviyesi kiiltiir boyunca bezer seviyelerde
seyretti (Sekil 4.28).
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Sekil 4.27. Meropenem standard: (alttaki pik) ve d6rnekteki meropenem ayni yerde pik veren (iistteki pik)
HPLC diyargrami

Bu ortamda yabanil susun canli hiicre sayisi inkiibasyon siiresi boyunca,
rekombinant suslara gore daha yiiksek gozlendi. Kiiltiir ortamlarinin 7.0 olan baslangig

pH’sinin inkiibasyon periyodu boyunca bazik yonde degistigi goriildii (Cizelge 4.11).

oo vl oo E herbicola (vabanil)

4,5
4 = B = E herbicola [pUCSE]
—_ el E. herbicola [pUC8:15]
= 3,5 -
—
=Ra! 3 -
g
%E 2,5 -
z 27
= E
5 151
S 1
0,5 -
0 T T T T T T
0] 12 24 36 48 60 72
Zaman (saat)

Sekil 4.28. LB ortaminda iiretilen meropenem iiretimi. Her veri noktasi {i¢ bagimsiz deneyin ortalamast
olup, hata ¢ubuklar1 standart hatalar1 (o,.,) ifade etmektedir
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Cizelge 4.11 LB ortaminda canli hiicre sayist ve pH degisimi. Her veri noktasi 3 bagimsiz deneyin
ortalamasi olup parantez i¢indeki degerler * standart sapmalari (oy,.;) ifade etmektedir

Canh Hiicre SayisymL

12.saat 24 saat 48.saat 72.saat
E. herbicola  10.34+10°+0.23  6.99+10°+ 0.64 7.68:10°+£0.34  4.42¢10°+0.48
Eh[puUCS8] 3.79-10°+ 0.64  4.8010°+0.56 4.05410°+0.66  2.02+10°+0.33
Eh[pUC8:15] 3.73+10°+ 0.24  6.02¢10°+ 0.60 3.41:10°+0.89  2.08+10°+ 0.63
E. herbicola 8.57 £0.06 8.60 +£0.03 8.55+0.04 8.73+0.05
Eh[pUCS8] 7.75+0.08 8.34+£0.08 8.75+0.14 8.81£0.06
Eh[pUC8:15] 7.73 £0.07 8.47+0.05 8.71+0.12 8.92+0.07

4.12 M9 Kiiltiirlerinde Meropenem Uretimi

Degisik konsantrasyonlarda (% 0.1 ve % 1) farkli karbon kaynaklar1 (glukoz,
fruktoz ve siikroz) iceren M9 ortaminda 30 °C kiiltiirlerin meropenem fiiretimi bu
boliimde aragtirildi. Diisiik glukoz igeren M9 ortami ile kiyaslandiginda, meropenem
tiretiminin yiiksek glukoz konsantrasyonunda daha yiiksek oldugu belirlendi. Her iki
konsantrasyonda da glukozun ozellikle yabanil susta yiiksek pozitif bir etki yarattigi,
yiiksek glukozun konak¢i hiicrede meropenem iiretimini yaklasik 2.3 kat arttirdigi
saptandi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Glukozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde meropenem tiretimi. Her veri
noktasi {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklari standart hatalari (c,.;) ifade etmektedir

Yiksek konsantrasyonda fruktozun her ii¢ susta meropenem iiretimini pozitif

yonde etkiledigi goriildii. Yiiksek konsantrasyonda fruktoz, diisiik konsantrasyondaki

fruktoza gére meropenem iiretimini, vgb* rekombinant susunda yaklasik 43.6 kat, vgh

susunda 4.2 ve yabanil susta ise yaklasik 18 kat arttird1 (Sekil 4.30).
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=
=]
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l

% 0.1 Fruktoz % 1 Fruktoz

Sekil 4.30. Fruktozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde meropenem firetimi. Her veri
noktasi li¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar standart hatalari (c,.;) ifade etmektedir
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Stikrozlu M9 ortaminda kiiltiirii yapilan hiicrelerin meropenem miktarinin yiiksek
slikroz ortaminda daha fazla oldugu saptandi. Yiiksek siikroz, konaker hiicre, vgb™ ve
vgb" rekombinant suslarinda meropenem iiretimini diisiik konsantrasyona gore sirastyla

4.3, 2 ve 6.4 kat arttird1 (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Siikrozla desteklenmis M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde meropenem iiretimi. Her veri
noktasi li¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata gubuklari standart hatalar (c,.;) ifade etmektedir

Degisik konsantrasyonlarda farkli karbon kaynaklari iceren M9 ortaminda 30°C
kiiltiirlerin meropenem tiretimi burada arastirildi. Farkli karbon kaynaklarini % 0.1
konsantrayonda igeren M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerin canli hiicre sayist ve pH
degerleri Cizelge 4.12°de verilmistir. Birim kiiltiir miktar1 basina konakg1 her {i¢ karbon
kaynag1 ile benzer diizeyde canli hiicreye sahipken, vgb™ rekombinantinda en yiiksek
hiicre yogunlugunun siikroz, vgh® rekombinantinda ise glukoz ortaminda oldugu
goriildii. Diistik konsantrasyonda karbon kaynaginin kullanildigi kiiltiirlerde her {i¢
sustaki ortam pH’sinin, baslangic pH’sina (7.0) gore 0.5 pH degerini bulan oranlarda
diistiigii kaydedildi (Cizelge 4.12).

Yukardaki ortamin % 1 konsantrasyonda glukoz, fruktoz ve siikroz ilave edilmis
kiiltiirlerinde canli hiicre sayisinin konakgi hiicrede fruktoz ve siikrozdaki kiiltlirlerde

yiiksek oldugu, vgh ve vgh® rekombinantlarinda ise en yiiksek hiicre yogunlugunun
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glukoz ortaminda oldugu goriildii. Yiiksek konsantrasyonda glukoz iceren ortam kiiltiir

pH’sinin her ti¢ susta 4’lere kadar diistiigii gozlendi (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.12. M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde canli hiicre sayis1 ve pH degisimi. Karbon kaynaklar1 %
0.1 oraninda kullanilmigtir. Her veri noktasi 3 bagimsiz deneyin ortalamasi olup parantez igindeki
degerler + standart sapmalari (o,.1) ifade etmektedir

Canl1 Hiicre/mL pH Degerleri C Kaynagi
E. herbicola 3.52+10°+0.16 6.45+0.02 .
Eh[pUC8] 1.97 + 10°+ 0.40 6.60 + 0.05 E
EH[PUC8:15] 2.08 + 10°+ 0.32 6.63 +0.02 g
E. herbicola 3.41+10°+0.24 6.66 +0.01 S
Eh[pUCS8] 1.60 » 10°+ 0.27 6.74 + 0.03 £
Eh[pUC8:15] 1.12 +10°+0.32 6.79 + 0.02 >
E. herbicola 3.84+10°+0.16 6.55 + 0.04 N
Eh[pUC8] 3.36+10°+0.42 6.56 +0.03 g
Eh[pUC8:15] 1.76 « 10°+ 0.42 6.63 +0.02 a

Cizelge 4.13. M9 ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde canli hiicre sayis1 ve pH degisimi. Karbon kaynaklar1 %
1 oraninda kullanilmistir. Her veri noktasi 3 bagimsiz deneyin ortalamasi olup parantez i¢indeki degerler
+ standart sapmalari (o, ;) ifade etmektedir

Sus Canli Hiicre/mL pH Degerleri C Kaynagi
E. herbicola 3.78 + 10°+0.66 417+0.21 N
Eh[pUC8] 2.45+10°£0.60 4.46 +0.04 £
Eh[pUCB8:15] 3.46 + 10°+0.40 421+0.21 ©
E. herbicola 4.05+10°+0.40 4.21+0.09 N
EE[DUCBI_I 2.02 +10°+0.33 6.56 + 0.03 g
Eh[pUC8:15] 1.97 « 10°+ 0.34 6.63 + 0.02 E
E. herbicola 421 +10°+0.48 4,56 +0.02 .
Eh[pUC8] 2.08 + 10°20.16 6.75 0.02 &
Eh[pUC8:15] 1.06 + 10°+0.24 6.78 + 0.01 a
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4.13 LB Kiiltiirlerinde ATP ve NAD Uretimi

LB ortaminda 37 °C’de, vgb™ ve vgh® susundaki hiicre i¢ci ATP degerlerinin
birbirine yakin oldugu ve genel olarak ATP diizeyinin konak¢i hiicreye gore daha
yuksek oldugu kaydedildi. Rekombinant suslarda 24 saat kiiltiirlerinde ATP diizeyi
maksimum degere ulast1 ve kiiltiiriin daha sonraki safhalarinda giderek azaldi. Konakgi,
vgb ve vgb® suslarmin 72 saat kiiltiirlerinde iirettigi ATP diizeyinin, 24 saat kiiltiirlerine
gore sirastyla 8.5, 3 ve 4.4 Kat azaldi (Seki 4.32 (a)). vgh* rekombinant susun 30 °C’de,
urettigi ATP miktarinin diger iki susa gore genel olarak diisiik oldugu goriildii. Her ii¢
susta en yliksek ATP diizeyi 12 saat kiiltiirlerinde, en diisiik ATP diizeyinin ise 72 saat
kiiltiirlerinde saptandi. Konak¢i 72 saat kiiltiirlerindeki ATP diizeyinin 4.3 Kat,
rekombinant suslarinda ise yaklagik 2.4 kat azald1 (Seki 4.32 (¢)).

Rekombinant suslarda 37 °C’de NAD seviyesi 24 saat kiiltiirlerinde, yabanil
susta ise 12 saat kiiltiirlerinde en yiiksek degerine ulast1. vgb* rekombinantinin 12 saat
kiltlirleri harig, biitiin kiiltiir fazlarinda diger iki susa gore daha fazla NAD iirettigi
belirlendi. En diisiik NAD seviyeleri her ii¢ susta da 72 saat kiiltiirlerinde gozlendi (Seki
4.32 (b)). NAD diizeyinin 30 °C’de, 24 saat kiiltiirlerinde her {i¢ sus i¢in en yiiksek
degerine ulastig1 ve 72 saate dogru gidildikge iiretimin azaldigi tespit edildi. vgb”
rekombinanitinin 12 saat kiiltlirlerinde iirettigi NAD diizeyi, yabanil susa gore 1.4 kat
diisiik iken, 72 saat kiiltiirlerinde ise yaklasik 2.7 kat daha yiiksek oldugu saptand: (Seki
4.32 (d)).
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Sekil 4.32. LB ortaminda 37°C’deki ATP (a) ve NAD (b) ile 30°C’deki ATP (c) ve NAD (d) tiretimi. Her
veri noktasi {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar standart hatalari (o,.1) ifade etmektedir
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Sekil 4.33. ATP i¢in HPLC kromotogrami. Standart (iistteki pik) ve drnekteki ATP (alttaki pik)
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Sekil 4.34. NAD i¢in HPLC kromotogrami. Standart ({istteki pik) ve 6rnekteki NAD (alttaki pik)
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4.14 M9 Kiiltiirlerinde ATP ve NAD Uretimi

Burada konkagi ve onun rekombinant suslarinin % 0.1 ve % 1 glukoz, fruktoz ve
siikroz ile desteklenmis M9 ortaminda 37°C ve 30°C’deki ATP ve NAD iiretimleri
aragtirildi.

Yiiksek konsantrasyonda glukozun 37°C’de her ii¢ susun ATP seviyesini arttrdigi
goriilmiistiir. vgb® rekombinant susunda % 1 oraninda glukoz, ATP iiretimini 3 kat
arttirirken, konakg¢i hiicrenin  ATP seviyesini ise 1.5 kat arttirmustr. Yiiksek
konsantrasyonda glukozun, 30°C’de de benzer sekilde ATP seviyesini arttirdig1 ve bu
artisin konakg1, vgb™ ve vgb® susunda sirasi ile 1.5, 3.2 ve 1.2 kat oldugu saptand (Sekil
35 (a)). Yiksek konsantrasyonda glukozun 37°C’de rekombinant suslarda NAD
seviyesini arttirdig1 kaydedildi. vgb® rekombinant susunda bu artis orammnin 3.2 Kat
oldugu goriiliirken, diger taraftan ayn1 konsantrasyondaki glukozun, konakg¢idaki NAD
seviyesini ise yaklasik 1.5 kat azalttig1 kaydedildi. Bununla birlikte 30°C’de konakgida
yiiksek konsantrasyonda glukozun, yine rekombinant susunda NAD diizeyini arttirdigi,

konakgida ise yaklasik 1.7 kat azalttig1 belirlendi (Sekil 35 (b)).
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Sekil 4.35. Glukoz destekli M9 ortaminda 30°C ve 37°C’de 24 saatteki ATP (a) NAD iiretimi (b). Her
veri noktasi {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar standart hatalar1 (o,.1) ifade etmektedir

Fruktoz ilave edilen M9 ortaminda 37°C’deki kiiltiirlerde, yiiksek
konsantrasyonda fruktozun, ATP diizeyleri tizerinde pozitif bir etkisi sagladigi gorildii.
Yiiksek fruktoz, konakcida ATP seviyesinin yaklasik 2.2 kat, vgb® susunda ise 1.5 kat
artmasina sebep oldu. Benzer sekilde yiiksek fruktoz, 30°C’deki M9 kiiltiirlerinde her ii¢
susun ATP seviyesinin artmasina neden oldu. vgb™ susunda yiiksek fruktoz, ATP
iiretimini 3.5 kat daha fazla arttirdi. vgb* susunda ise ATP iiretiminin degismedigi
belirlenmigtir (Sekil 36 (a)). M9 ortaminda 37°C’deki kiiltiirlerde, yliksek
konsantrasyonda fruktozun, NAD diizeyleri ilizerinde de pozitif bir etkisi sagladigi
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goriilmiistiir. Yiiksek oranda fruktozun, konakg1 hiicredeki NAD seviyesini yaklasik 1.4
kat artarken, vgb* susunda bariz bir degisim yapmadig1 saptand1 (Sekil 36 (a)). Benzer
sekilde yiiksek fruktoz, 30°C’de ise NAD iiretimini 3 kat arttirdi. vgbh™ susunda ayni
konsantrasyonda NAD {iretiminin 2.5 kat arttig1 goriildi (Sekil 36 (b)).

a)
E30°C
E. herbicola
0,18 7 (vabaml) |37C
0,16 -
0,14 -
0,12 - E. herbicola
(vabaml) )
A B 0,1 - E. herbicola  E. herbicola
B e ' (pUcs) (pUC8:15)
< Ef 0,08 - E. herbicola E.herbicola
(pucs) (pUC8:15)
0,06 -
0,04 4
0,02 4
0
%00.1 Fruktoz %01 Fruktoz
b)
H30°C
0,35 i
E. herbicola B37°C
0,3 (vabanil)
E. herbicola
0,25 4 (vabaml)
a a 0,2
=
z g’ 0,15 E. herbicola E. herbicola

(pucCs) (pUC8:15)

E_ herbicola E. herbicela
(pUC8)  (pUCS:15)

%2 0.1 Fruktoz %1 Fruktoz

Sekil 4.36. Glukoz destekli M9 ortaminda 30°C ve 37°C’de 24 saatteki ATP (a) NAD iiretimi (b). Her
veri noktasi {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar standart hatalar1 (o,.1) ifade etmektedir
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M9 Kkiiltiirlerinde 37°C’de, yiiksek siikroz, konak¢ida ATP seviyesinin yaklasik
1.3 kat azalmasina sebep olurken, rekombinant suslarda bir artisa sebep oldu. Bu
ortamdaki vgb™ susunda ATP diisiik siikroz konsantrasyonuna gore 3 kat kat artti. Diger
taraftan vgh* rekombinantinda yiiksek konsantrasyonda siikroz, ATP seviyesini 5 Kat
arttirdig1 kaydedildi. M9 kiiltiirlerinde 30°C’de ise yiiksek konsantrasyonda siikrozun
konakcida ve vgb™ susunda ATP diizeyini degistirmedigi goriildii. vgb™ rekombinantinda
ise yiiksek siikroz konsantrasyonu, ATP diizeyini 10 kat arttird1 (Sekil 37 (a)). Yiiksek
konsantrasyonda siikroz, 37°C’de konakgida NAD seviyesinin yaklasik 1.3 Kkat
azalmasina sebep olurken, rekombinant suslarda bir artisa sebep oldu. Bu ortamdaki
vgb™ susunda NAD iiretimi diisiik siikroz konsantrasyonuna gore 2 kat artti. Diger
taraftan vgb* rekombinantinda yiiksek konsantrasyonda siikroz, NAD iiretiminde bariz
bir degisim yapmadi. 30°C’de ise yiiksek konsantrasyonda siikrozun konakg¢ida
hiicredeki NAD seviyesinde kismi bir artisa sebep oldugu goriildii. vgb™ susunda ise
yiiksek siikrozun NAD iiretimini degistirmedigi saptandi. vgb® rekombinantinda ise

yiiksek siikroz konsantrasyonunun, NAD seviyesini 3 kat arttirdigigorildii (Sekil 37

(0)).
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Sekil 4.37. Siikroz destekli M9 ortaminda 30°C ve 37°C’de 24 saatteki ATP (a) NAD iiretimi (b). Her
veri noktasi {i¢ bagimsiz deneyin ortalamasi olup, hata ¢ubuklar standart hatalari (c,.1) ifade etmektedir
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4.15 Bakterilerin Oksijen Tiiketim Karakteristikleri

Bakterilerin oksijen tliketim karakteristikleri Sekil 4.36’da gosterilmistir. E.
herbicola ve bu bakterinin rekombinant suslarmin oksijen kullanim karakteristikleri
karsilastirildiginda, vgb™ ve vgb® rekombinantlarin ii¢ kiiltiir fazinda da konakg:
hiicreye gore daha fazla oksijen tiikettigi goriildii. vgb™ ve vgb* suslarmin oksijen
alimmin 6 saat kiiltiirlerinde en yiiksek oldugu ve 9 ile 12 saateki kiiltiirlere dogru
gidildiginde bir azalma oldugu goriildii. Rekombinant suglarin 12 saat kiiltlirlerineki

oksijen tiiketimi 6 saat kiiltiirlerine gore yaklasik 4 kat diistii.

Ozellikle kiiltiirlerin erken logaritmik fazlarinda (6 saat) vgh™ susunun bariz
bigimde daha fazla oksijen tiikettigi belirlendi. Bu fazda (6 saat) vgb™ rekombinantinin
konakg1 hiicreden 9.2 kat fazla oksijen tiikettigi belirlendi. Ancak, vgh™ susunun da
konakg1 hiicreden 8.1 kat daha fazla oksijen tiikettigi gortldi.

25
==#==F. herbicola (vabanil)

««osBl-++ E herbicola [pUCS
20 A [pucs]

=—tdr— F. herbicola [pUC8:15]

Oksijen alinm
(umol/bakteri/dakikax101%)

Zaman (saat)

Sekil 4.38 LB ortaminda degisik kiiltiir fazlarinda oksijen alimi
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Kiiltiir fazindaki uzama (9 ve 12 saat) ile birlikte konak¢1 ve rekombinantlarinin
oksijen kullaniminda azalma oldugu gozlendi. Bu fazlarda rekombinant suslar, benzer
diizeyde oksijen tiiketim degerleri gosterdi. Buna tek istisna konakg¢ida en diisiik oksijen
tilketiminin 12 saat kiiltiirlerinde olamasi idi. Konakg¢inin ortam canli hiicre sayisinin 9
ve 12 saatlerde rekombinant suslardan belirgin bigimde fazla oldugu goézlendi (Cizelge
4.14).

Cizelge 4.14. Degisik kiiltiir fazlarindaki oksijen aliminda LB ortaminda biyokiitle olusumu, canli hiicre

say1st ve pH degisimi
Canh Hiicre SayisymL
6. saat 9. saat 12. saat
E. herbicola 7.72 +10% 0.24 8.16 « 10° + 0.33 12.05 + 10° + 0.48
Eh[puUCS8] 1.60 » 10°+0.13 3.04+10°+0.42 4.80 « 10° + 0.27
Eh[pUC8:15] 2.24+10°+0.20 480+ 10°+0.31 4.96 + 10° + 0.55
E. herbicola 7.2+0.13 7.9+0.04 8.5+0.02
Eh[puUCS8] 73+0.07 7.5+0.11 7.7 +0.08
Eh[pUC8:15] 7.2+0.05 7.4+0.08 7.6+0.15

4.16 Farkh Kiiltiir Ortamlarindaki Bakterilerin Morfolojik Goriiniimleri

E. herbicola ve rekombinantlarinin LB besiyerinde farkli sicakliklarda ve
calkalamali kosullarda kiiltiirleri yapildi. LB ortaminda 37°C ve 30°C, kiiltiirii yapilan
bu hiicrelerin farkli pigmentasyon yaptig1 gozlendi. Konakg1 hiicrenin sar1, vgb ‘nin agik

yesil ve vgb*’nin ise koyu yesil bir pigmentasyon gésterdigi saptand1 (Sekil 4.39).
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37°C 30°C

Sekil 4.39. LB ortaminda degisik sicakliklarda kiiltiirii yapilan kiiltiirii yapilan E. herbicola-yabanil (a),
E. herbicola [pUCB8] (b) ve E. herbicola [pUC8:15] (c) nin morfolojik goriiniimleri

Bakterilerin glukoz iceren M9 kiiltiirlerinde 200 rpm, 24 saat kiiltiirleri hem
37°C ve hem de 30°C’de yapildi. Her iki sicakhikta % 0.1 glukoz igeren Kkiiltiir
ortaminda yabanil susun pigentasyon yapmadigi, rekombinant suslarin ise yine yesil
pigmentasyon gosterdigi gozlendi (Sekil 4.40). Diisiikk glukozda 37°C’de yesil bir
pigmentasyon gosteren vgb® rekombinant susunun, yiiksek glukozda (yani, % 1

glukozda) kiremit kirmizi bir pigmentasyon gosterdigi saptandi (Sekil 4.41).

37°C 30°C

Sekil 40. Glukoz destekli M9 ortaminda degisik sicakliklarda kiiltiirii yapilan E. herbicola (a), E.
herbicola [pUC8] (b) ve E. herbicola [pUC8:15] (c)’nin morfolojik gértiniimleri. Glukoz ortama % 0.1
oraninda ilave edilmistir
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37°C 30°C

Sekil 4.41. Glukoz destekli M9 ortaminda degisik sicakliklarda kiiltiirii yapilan E. herbicola (a), E.
herbicola [pUC8] (b) ve E. herbicola [pUC8:15] (c)’nin morfolojik gériiniimleri. Glukoz ortama % 1
oraninda ilave edilmistir

Fruktoz iceren kiiltiir ortaminda ise hem diiclik ve hem de yiiksek fruktoz
ortaminda yukarida glukoz i¢in goriilen pigmentasyon derecesinin azaldigi saptandi

(Sekil 4.42 ve Sekil 4.43).

37°C 30°C

Sekil 4.42. Fruktoz destekli M9 ortaminda degisik sicakliklarda kiiltiirii yapilan E. herbicola (a), E.
herbicola [pUC8] (b) ve E. herbicola [pUC8:15] (c)’nin morfolojik gértiniimleri. Glukoz ortama % 0.1
oraninda ilave edilmistir
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37°C 30°C

Sekil 4.43. Fruktoz destekli M9 ortaminda degisik sicakliklarda kiiltiirii yapilan E. herbicola (a), E.
herbicola [pUC8] (b) ve E. herbicola [pUC8:15] (c)’nin morfolojik gériiniimleri. Fruktoz ortama % 1
oraninda ilave edilmistir

Siikroz igeren M9 ortaminda ise 37°C her ii¢ susun pigmentasyonun olduk¢a
diisiik oldugu ve benzer seviyelerde goriildiigii kaydedildi. Aym kiiltiirlerin 30°C’de, ise
bira daha pigmentasyon gosterdikleri belirlendi (Sekil 4.44 e Sekil 4.45).

Sekil 4.44. Siikroz destekli M9 ortaminda degisik sicakliklarda kiiltiirii yapilan E. herbicola (a), E.
herbicola [pUC8] (b) ve E. herbicola [pUC8:15] (c)’nin morfolojik goriiniimleri. Sitkroz ortama % 0.1
oraninda ilave edilmistir
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37°C 30°C

Sekil 4.45. Siikroz destekli M9 ortaminda degisik sicakliklarda kiiltiirii yapilan E. herbicola (a), E.
herbicola [pUC8] (b) ve E. herbicola [pUC8:15] (c)’nin morfolojik goriiniimleri. Siikroz ortama % 1
oraninda ilave edilmistir

112



4.17 LB Kiiltiiriinde Uretilen Bakterilerin TEM Goriintiileri

LB ortaminda kiiltiirii yapilan E. herbicola ve rekombinantlarinin TEM
goriintiileri Sekil 4.46°da ve Sekil 4.47°de gosterilmistir. Ayni1 biiylitmelerde yabanil sus
ile rekombinant suslar arasinda biiyiiklik bakimindan bir farklilik oldugu, yabanil

suslarin rekombinant suslara gore daha biiyiik oldugu gozlendi.

Sekil 4.46. E. herbicola (a), Eh[pUC8] (b) ve Eh[pUC8:15] susunun (c) TEM goriintiileri (10,000
biiyiitme)
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Yabanil sustaki hiicrelerin belirli bolgelerinde koyu ve agik kisimlar oldugu
goriildil (Sekil 4.47). Acik goriinen bolgeler yabanil susta daha fazla iken, rekombinant
suglarda bu bolgelerin daha az oldugu saptandi. Ayrica rekombinant suslarda
membranin daha belirgin oldugu ve bu hiicrelere genel olarak bakildiginda koyu
bolgelerin homojen olarak dagildigr gézlendi (Sekil 4.47 (b) ve (c)).

(a) (b)

Sekil 4.47. E. herbicola (a), En[pUC8] (b) ve Eh[pUC8:15] susunun TEM goriintiileri (c) (63.000
biiyiitme)
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5. TARTISMA SONUC

Bu ¢aligsmada E. herbicola, bu bakterinin pUC8 plazmidi tagiyan (Eh[pUC8] ve ayni
plazmid tizerinde vgb geni tasiyan (Eh[pUC8:15]) rekombinant suslarmin ¢esitli ikincil
metabolitleri tiretim karakteristikleri ¢alisildi. Burada, E. herbicola tarafindan dogal
olarak tiretilen ve ¢esitli endiistrilerde 6nemli kullanimlar1 ikincil metabolitler IAA, B-
karoten, likopen, C vitamini, fenazin ve meropenem calisilmistir. Ayrica bu bakterilerin
hiicre metabolizmasinin enerjetik durumunun anlasilmasi i¢in ATP/NAD seviyesindeki
degisimler, oksijen tiikketim 6zellikleri ve canli hiicre yogunluklari karsilastirmali olarak

arastirilmistir.

VHb/vgb sisteminin, ortam oksijenini tamponlamadaki roli ve kiiltiiriin ileri
fazlarinda oksijeni membran transferazlarina aktararak yasl hiicrelere daha iyi bir
solunum, biiyiime ve ¢ogalma yetenegi kazandirarak oOzellikle ikincil metabolit
tiretiminde yardimci oldugu bilinmektedir [30, 186]. IAA, B-karoten, likopen, C
vitamini, fenazin ve meropenemin VHb/vgb sistemini igeren rekombinant

mikroorganizmalar kullanilarak iiretimi ilk kez bu ¢alismada arastirtlmistir.

VHb’nin E. herbicola’da farkli metabolitler i¢in farkli etkilerle kendini gosterdigi
saptandi. Bazi metbolitlerin tiretiminde VHb varliginda 6nemli artig gozlenirken diger
metabolit sentezinin ise neredeyse tamamen baskilandigi goriildii. Benzer sekilde, bu
hiicrelerin ATP, NAD seviyesi ve oksijen tiiketim 6zelliklerinin de farkli oldugu ortaya

kondu.

Hem LB ortaminda ve hem de ii¢ karbon kaynaginin (glukoz, fruktoz, siikkroz) iki
farkli konsantrasyonda (% 0.1 ve % 1) kullanildigt M9 ortaminda E. herbicola ve bu
rekombinantlarinin kendine 6zgii bir metabolit profili gdsterdikleri belirlendi. Sonugclar,
aerobik ve mikroaerofilik sartlarda belli global transkripsiyon regiilatorleri (ArcAB,
FNR ve CRP) tarafindan diizenlendigi bilinen vgb geninin etkisi ile uyumlu
bulunmustur [114]. vgb ve aym1 zamanda plazmid varliginin biyokiitle olusturmasina,
oksijen tliketimine, farkli pigmentasyona ve ortam pH’sinin farklilik géstermesine genel

olarak yansidig1 goriildii.
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51 IAA Uretimi

Indol-3-asetamid (IAM) yolagi, bakterilerde iyi karakterize edilmis olan bir yolaktir.
Iki basamakl1 bu yolakta triptofan éncelikle iaaM geni tarafindan kodlanan triptofan-2-
monooksigenaz (IaaM) enzimi tarafindan I[AM’ye donistirilir.  Triptofan-2-
monooksigenaz enziminin Kkatalizledigi bu reaksiyonda 1 mol triptofan ve 1 mol O,
tiikketilirken, 1 mol IAM ve 1 mol CO; iiretilmektedir. Ikinci basamakta IAM, iaaH geni
tarafindan kodlanan IAM hidrolaz (IaaH) enzimi tarafindan IAA’ya donistiirtliir [62].

LB ortaminda vgb* rekombinantinin genel olarak diger her iki sustan da yiiksek
IAA seviyelerine sahip bulundugu belirlenirken, bu farkin 72 saat kiiltiirlerinde bariz
bi¢imde artarak konake¢i ve vgb™ rekombinantina gore sirasiyla 2 kat ve 1.3 kat oldugu
gozlendi. L-triptofanin, IAA olusumunda Onciil olmasi ve IAA biyosentezinde rol
oynayan enzim sistemlerini indiiklemesi sebebiyle LB besiyerlerine bu amino asitin L-
formu diisiik (% 0.1) ve yiiksek konsantrasyonda (% 0.5) eklenmistir. Diisiik triptofan
ortaminda IAA seviyesinde her ii¢ susta da genel bir artis goriiliirken, LB ortaminda
goriildiigii gibi vgh™ rekombinant1 kiiltiir boyunca diger iki susa gore daha yiiksek IAA
iiretimi sergiledi. LB ve diisiik triptofan ortamlarinda vgh* susunda IAA seviyesinin
ozellikle 72 saat kiiltiirlerinde diger iki susa gore yiiksek olmasi, ortam oksijeni ile
regiile olan boyle bir metabolitin [62, 187] yine hiicrelere yiiksek bir oksijen alim
kapasitesi sunan VHb/vgb sisteminden pozitif yonde etkilendigi goriilmiistiir. Diistik bir
hiicre yogunlugu ile kendini gdsteren vgh™ rekombinantmin bu yiiksek IAA seviyesi,
hiicre yogunlugu ile TAA iiretimi arasinda onemli bir korelasyon oldugunu bildiren
calisma ile ortiismemektedir [188]. Ancak tersine, yiiksek triptofan ortaminda bu susun
(yani vgbh™ rekombinant1) IAA seviyesinin oldukea baskilandig1 goriildii. Bakteriyel IAA
sentezinde triptofanin temel bir 6nciil oldugu bilinmekte olup, bu amino asitin yiiksek
konsantrasyonlarinin IAA iiretimini olumsuz etkiledigi rapor edilmistir [42, 188-189].
Bunun nedeni, ortamdaki IAM birikiminin L-triptofan < IAM donisiimiini

katalizleyen enzim sistemini inhibe etmesi olabilir.

Mikroorganizmalarin besinsel ve cevresel ihtiyaglarinin belirlenmesi biyoproses
calismalari i¢in en 6nemli adimi olusturur. Diistik ve yiiksek konsantrasyonda glukoz,
fruktoz ve siikrozun, TAA tretimini farkli diizeylerde etkiledigi goriilmiistiir. Bu

calismada gerek diisiik gerekse yliksek konsantrasyonda glukoz ve fruktoz ortaminda
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vgb® rekombinanti konak¢iya gére daha yiiksek IAA iiretimi sergilerken, siikroz
ortaminda tersi bir durum gézlenmistir. Farkh kiiltiir kosullarinda vgh™ rekombinant
susunda en fazla [AA {iretimin goriildiigii ortam yiiksek konsantrasyonlu glukoz ortami
olmustur. vgb* susundaki bu iiretimin fruktoz ortamina gore 30 Kat; siikroz ortamma
gore 116 kat ve LB ortamina gore ise yaklasik 6 kat fazla oldugu belirlenmistir.
Buradan yola cikarak vgb™ rekombinant susunda IAA iiretimi icin en ideal karbon
kaynagimin glukoz oldugunu sdylemek miimkiindiir. Yapilan bir ¢aligmada, karbon
kaynagi olarak glukozun kullanildigi M9 ortaminda kiiltiirii yapilan hiicrelerde 1AA
tiretiminin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir [166]. Bu durum, bizim ¢alismamizdaki

bulgular bulgular ile 6rtiismektedir.

5.2 p-karoten Uretimi

LB ortamindaki 12 saat ve 24 saat kiiltiirlerinde vgh™ rekombinant susunun diger
iki susa gore Onemli oranda yiiksek [-karoten seviyesine sahip oldugu belirlendi.
Ozellikle, hiicre bagina iiretilen B-karoten miktarina bakildig1 zaman, 12 saat kiiltiirlerde
vgb® rekombinantinin diger iki bakteri susuna gore 4 kata varan oranlarda daha yiiksek
B-karoten sentezledigi saptandi. Ancak, Kiiltiiriin bundan sonraki fazlarinda her ii¢ susun
da ortam hiicre yogunlugu benzer olmasina ragmen rekombinant suslara kiyasla,
konakg¢ida B-karoten sentezinde onemli artis oldugu belirlenmistir. Kiiltiir pH’larinda
baslangi¢ pH’sina gore 2 {liniteye varan artislar goriiliirken, oksijen tiikketimin 6zellikle
rekombinantlarda erken kiiltiir fazinda geng hiicrelerde oldukga yiiksek oldugu goriildii.
Kiiltiirlerin 6 saat fazinda benzer oksijen tiikketimi gdsteren rekombinantlarla konakgi
hiicre arasinda yaklasik 10 kat bir fark goriilmiistiir. Ancak, yiiksek oksijen aliminin
yiiksek B-karoten iiretimi ile iliskisi sadece vgh* rekombinantinda goriildii. Bu da erken
faz (yani 12 ve 24 saat) kiiltiirlerinde, P-karoten diretiminin, plazmidin hiicreye

uyguladigi yiikten degil, VHDb nin pozitif etkisinden kaynaklandigin1 géstermektedir.
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Genel olarak bakildiginda farkli karbon kaynaginin bulundugu M9 ortaminda
kiiltiiri yapilan rekombinant suslarin sentezledigi -karotenin, LB ortamina goére diisiik
oldugu, diisiik fruktozlu M9 hari¢ konakg1 hiicrede B-karoten iiretiminin M9 ortaminda
genel olarak yiiksek oldugu kaydedilmistir. M9 kiiltiirlerinde konakgida [B-karoten
tiretiminin en yiiksek, vgb®™ rekombinant susunda ise en diisik degerde oldugu
goriilmiistiir. Her ne kadar rekombinantlarin hiicre sayis1 konakgiya gore 2 kata varan
oranlarda daha diisiikse de, dzellikle vgb™ rekombinant susunun oldukca diisiik olan -
karoten seviyesi sadece bu faktore baglanamaz. Bu da gostermektedir ki, VHb/vgb
sistemi B-karoten iizerinde baskilayict bir rol oynamaktadir. Bu durum, glukozun vgb
tizerindeki katabolit baskilanmasi ile de uyumludur [190]. Yiiksek konsantrasyonda
glukoz ve fruktoz, konake¢i hiicrede [-karoten sentezinde indiikleyici bir etki
gosterirken, ayni konsantrasyondaki siikroz aksine baskilayici bir durum sergilemistir.
Ayrica yiiksek glukoz konsantrasyonunda her ii¢ susta ortam pH’sinin asidiklestigi
goriilmiistiir. Bu durum, ortamda hiicre biiylimesi ve enerji ihtiyacindan fazla bulunan
glukozun fermentatif yollarla asidik bilesiklere donistiiriildiigiinii gostermektedir.
Benzer sekilde, Vitreoscilla hemoglobin geninin kullanildigi bir ¢alismada yiiksek
konsantrasyonda glukozun ortam pH’sin1 diistirdiigii rapor edilmistir [186].

5.3 Likopen Uretimi

Likopen, yiiksek antioksidan 6zelligi ile bilinen Onemli bir Kkaretenoid
molekiiliidiir [72]. Endiistriyel a¢idan 6nemli kullanim alanlarma sahip likopenin
tiretiminde, dogal bir kaynak olarak mikroorganizmalarin ve ucuz substratlarin
kullanilmast olduk¢a onemlidir. LB ortaminda konakgidaki likopen iiretimi, diger iki
susa gore daha yiiksek iken, bu fark vgb® ile kiyaslandiginda daha belirgindir. Birbirine
doniisebilen pigmentler olan likopen ve [-karotenin LB kiiltiirlerinde VHb/vgb
sisteminden etkilenmeleri benzer olmustur. Bu da, gdostermektedir ki yiiksek oksijen
alim ozelligi gosteren rekombinantlarda bu durum, en azindan ileri kiiltiir fazlarinda
diisiik pigment olusumuna sebep olmaktadir. Konake1 hiicrede zaman i¢inde her ikisinin
seviyesinde bir artig gozlenirken, rekombinantlarda ise en yiiksek degere 24 saat
kiiltiirlerinde ulsilmis ve daha sonra her iki pigmentin seviysinde kismi diisiisler
gozlenmistir. Konakginin 48 saat kiiltiirlerindeki likopen miktarinin, 12 saat kiiltiirlerine
gore yaklasik 10 kat fazla oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan diisiik ve yiiksek

konsantrasyonda glukoz, fruktoz ve siikrozun konakgi ve rekombinantlardaki likopen
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sentezini oldukea farkl etkiledigi saptanmistir. Genel olarak bakildiginda LB ortaminda
likopen tiretimi M9 ortamlarina gore rekombinantlarda daha fazla iken, konak¢ida LB
ve farkli karbon kaynagi tasiyan M9 ortamlarinda bu pigmentin seviyesi benzerlik
gostermistir. M9 ortamlarindaki kiiltiirlerde likopen tiretimi konake1 susta diger iki susa
kiyasla oldukga yiiksek bulunmustur. Stikrozlu M9 ortamindaki glukoz ve fruktozun her
iki konsantrasyonunda iiretilen likopenin ise vgb* rekombinant susunda birbirine yakin
oldugu ve bu deger, yiiksek konsantrasyonda konakgiya gore sirasi ile 4 ve 8 kat diisiik
kaydedilmistir. Buradan da anlasildig:1 {izere, yiiksek konsantrasyonda glukoz ve
fruktoz, vgb® rekombinant susunda likopen iiretiminde bariz bir baskilamaya neden

olmustur.

VHb sentezinin diisiik oksijenli sartlar altinda global regiilator faktorler olan FNR
(Fumarat nitrat rediiksiyon) ve cAMP reseptdr protein (CRP) araciligi ile indiiklendigi
bilinmektedir [191]. Buna bagli olarak sentezi oksijenle regiile olan birgok metabolitin
tiretiminin VHb aktarilan heterolog organizmalarda iiretimin arttigi rapor edilmistir
[192]. Buna karsin B-karoten ve likopen gibi karotenoidlerin, yiiksek oksijen kosullar
altinda oksidasyona ugradiklari bilinmektedir [193].

5.4 C Vitamini Uretimi

LB Kkiiltiirlerinde C vitamini seviyesinin vgb® rekombinant susunda kiiltiiriin
biitiin fazlarinda diger iki susa gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. vgh®
rekombinant susunun {irettigi C vitamini miktarinin 48 saat kiiltlirlerinde en yiiksek
diizeyine ulastig1 ve bu iiretim oraninin benzer vitamin seviyleri gosteren diger iki susa
gore 4 kat yiiksek oldugu gortilmiistiir. Diger iki susa gore 12 ve 24 saat kiiltlirlerinde
daha az canli hiicre sayisma sahip olan vgh® rekombinantinin, bu inkiibasyon
peryodunda (yani 48 saat kiiltiirlerinde) hiicre yogunlugunun diger iki susa gore yiiksek
oldugu kaydedilmistir. Kiltiir ortamlarinin pH’sinin, baslangic pH’sina gdre nispeten
bazik yonde degismesi hiicre sayisinin kiiltiir boyunca yiiksek seyretmesini saglamustir.
Bunun tersine, yiiksek konsantrasyonda karbon kaynaginin kullanildigi M9 ortaminda
zamana bagh pH disilisii ise hiicre yogunlugu iizerinde olduk¢a negatif bir etki
yaratmistir. M9 ortamindaki maksimum C vitamini tiretiminin diisiik glukoz ortaminda
goriilmiis olup yiiksek glukoz konsantrasyonunda vitamin iiretiminin baskilandigi
saptanmistir. Bu durum, yiiksek glukoz konsantrasyonundaki kiiltiirlerin ortam pH’simin
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diismesi ile ilgili olabilir. Diisiik glukozlu ortamda 6zellikle vgh®™ rekombinantinin
tirettigi C vitamini miktari, hem LB hem de fruktoz ve siikroz ortamlarina gore bariz
sekilde yiiksek kaydedilmistir. Yiiksek konsantrasyonda glukoz ve fruktoz iceren M9
ortaminda vgb” susunun iirettigi C vitamini, diisiik konsantrasyona gére sirasiyla 5 ve
1.2 kat baskilanirken, yiiksek konsantrasyonda siikrozun bu sustaki C vitamini iiretimini
4 kat indiikledigi belirlenmistir. Dolayis1 ile vgb® susunda en fazla C vitamini
tiretiminin diisiik glukoz ortaminda ve en yiiksek baskilanmanin da yiiksek glukoz
ortaminda oldugu gozlenmistir. Glukoz bakterilerde enzim ve metabolit iiretiminde en
yaygin kullanilan karbon kaynagi olmasina ragmen, ozellikle bazi bakterilerde bu
karbonhidratin yiiksek bir katabolit inhibisyona neden oldugu gosterilmistir. Yiiksek
glukozlu ortamlarda metabolit sentezinin inhibisyonunun sadece glukozun katabolit
represyonundan kaynaklanmadigi, ayn1 zamanda glukozun metabolizmasi sonucu ortam
pH’sinin diismesinden dolay1 olabilecegi rapor edilmistir. [194-195]. Bu baglamda, bu
calismalardan elde edilen sonuglar ile bizim c¢alismamizdaki buldular Ortiistigii
goriilmektedir. Benzer sekilde ¢alismamizda konake1, vgb™ ve vgb™ suslarinin C vitamin
biyosentezinin yiiksek gukoz ortaminda baskilandigi belirlenmistir. Boyle bir etkinin
nedeni yiiksek glukoz konsantrasyonunda ortam pH’sinin baslangi¢c pH’sina gore diistik
olmasina baglanabilir. Enterobacteriacae dahil birgok bakterinin oksijenin sinirlandigi
ileri kiiltlir fazlarinda fermentasyon asitleri lrettigi ve buna bagh ortam pH’sinin
diismesinin zar gegirgenliginden ATP iiretimine kadar hiicrenin bircok metabolik ve
fizyolojik o6zelligini etkileyerek biiyiime ve ¢ogalmayi etkiledigi beilinmektedir [196-
198].

5.5 Fenazin Uretimi

Fenazinler ¢ok ¢esitli uygulamalarda elektron alicist ve vericisi olarak, yakit
hiicrelerinin bilesenleri olarak, ¢evre sensorleri ve biyosensorler olarak, antitimor
bilesiklerin merkezi bilesenleri olarak kullanilmaktadir [82]. Son zamanlarda yapilan
calismalar fenazin antibiyotiklerinin E. herbicola (Pantoea agglomerans) tarafindan da
sentezlendigini gostermistir. E. herbicola tarafindan sentezlenen fenazinlerin, genis
spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 ve &zellikle Gram-pozitif
patojenlere kars1 aktivite gosterdikleri rapor edilmisir [199]. Calismamizda, LB
ortaminda vgb" rekombinant susunun kiiltiiriin biitiin fazlarindaki hiicre yogunlugunun,

konakgiya gore 3 kata kadar varan oranlarda daha diisiikk oldugu bulunmustur. Buna
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ragmen ayn1 ortamda vgb* susunun fenazin iiretiminin diger iki susa gore yiiksek oldugu
bulunmustur. vgb* susunun iirettigi maksimum fenazin miktarinin 24 saat kiiltiirlerinde
oldugu saptanmistir. Ayrica, LB ortamindaki kiiltlir pH’sinin zamanla baziklige kaydig:
goriilmiistiir. Bakterilerde fenazin iiretimin ortam asiditesi ile etkilendigi ve ortam

havalandirmasinin bu antibiyotigin tiretimini arttirdig1 rapor edilmistir [200].

M9 ortaminda hem diisiik hem de yiiksek konsantrasyondaki fruktozun, vgb*
rekombinant susunda fenazin iiretimini 6nemli oranda indiikledigi goriiliirken, diger iki
susun fenazin seviyesi glukoz ve siikrozdakine benzer bigimde diisiikk seviyelerde
kaydedilmistir. Ozellike yiiksek konsantrasyondaki fruktoz ortaminaki fenazin
miktarmin LB ortamindakine gore yaklasik 1.6 kat yiiksek oldugu belirlenmistir. Diisiik
konsantrasyonda fruktoz ortaminda, vgb® rekombinant susunun hiicre yogunlugu
konakc¢iya gore 3 kat, yiiksek konsantrasyonda ise 2 kat yiiksek kaydedilirken, diger
taraftan vgb® rekombinant susunun diisiik ve yiiksek fruktoz ortamindaki fenazin
tiretiminin konakgiya gore sirasiyla 4.6 ve 12.4 Kkat yiiksek oldugu kaydedilmistir. Bu
sonuglar bize, fenazin iiretiminde VHb hemoglobini a¢isindan 6nemli bir pozitif
regiilasyon gosterildigini ortaya koymaktadir. Yapilan ¢aligmalarda VHb/vgb sistemine
sahip bakterilerde antibiyotik {iretiminin arttigi rapor edilmistir [36, 129]. Ayrica VHb
aktarilan hiicrelerin, konakgilarina oranla daha yiiksek oksijen alinimina sebep oldugu
bildirilmistir [201]. Bu bulgular, bizim ¢alismamizla ortiismektedir. Dolayisi ile E.
herbicolanin da benzer sekilde VHb/vgb sistemine sahip olmasi, fenazin
antibiyotiginin biyosentezi lehinde bir durum sergilemekte olup, fenazin antibiyotik

tiretiminin bu kosullar altinda pozitif yonde bir regiilasyon gosterdigi goriilmiistiir.

5.6 Meropenem Uretimi

Meropenem bir karbapenem antibiyotigi olup Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilere karsi genis spekturumlu bir aktiviteye sahiptir [202]. Karbapenem
antibiyotik tiretimi ¢aligmalarinda hizli iremeleri ve genetik ¢alismalara yatkin olmalari
nedeniyle Serratia ve Erwinia tiirlerini cazip hale getirmistir [80]. Bu acidan
bakildiginda E. herbicola nin hizli iireyen ve iiretimi son derece kolay olan bir bakteri
olup endiistriyel agidan 6nemli boyle antibiyotiklerin sentezinde rahatlikla kullanim
potansiyeli olan model bir bakteri olabilecegini diisiinmektedir. LB ortaminda kiiltiiriin

gec (48 saat) fazlarina kadar meropenem iiretiminin vgb* rekombinantinda diger iki susa
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gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kiiltiiriin ileri fazlarinda (24 saat) meropenem
miktarmin her ii¢c susta en yiiksek degerlerini aldig1 ve 6zellikle vgb® rekombinant
susunda bu artisgin daha bariz oldugu goriilmistiir. Dolayisiyla LB ortaminda
meropenem Uretimi tizerinde VHb’ nin pozitif bir etki sagladigi kayedilmistir. Kiiltiiriin
bu fazinda vgb* rekombinantinin iirettigi antibiyotik miktar1, diger iki susa gore yaklasik
2 kat yiiksek bulunmustir. Kiiltiriin bundan sonraki fazlarinda ise meropenem
tiretiminin azaldig1 ve 48 saatten sonra her ii¢ sustaki antibiyotik iiretimin benzer
diizeylere ulastig1r gozlenmistir. Daha onceki ¢aligmalar antibiyotik iiretiminin hiicre
yogunlugunun en yiiksek diizeyde oldugu logaritmik fazin sonu ile durgun fazin
baslarinda gergeklestigini gostermistir [100]. Diger bir ¢alismada ise E. herbicola’da
karbapenem {iretiminin, ortamdaki bakteri yogunluguna bagli oldugu rapor edilmistir
[99]. Yine baska bir ¢alismada ise Erwinia MS1 susunda aerobik ve anaerobik kosullar
altinda  karbapenem iiretimi arastinlmis ve oksijenli kosullardaki kiiltiir
siipernatantlarinda karbapenem tiretimi goriiliirken, oksijenin sinirlandirildigi kosullarda
ise Uretiminin goriilmedigi rapor edilmistir [203]. Bu calismalarla uyumlu olarak,
calismamizda LB ortaminda 24 saat kiiltiirlerinde maksimum meropenem {iretiminin
oldugu ve kiiltiiriin bundan sonraki fazlarinda ise bu antibiyotigin tretiminin azaldig
belirlenmigtir. Oksijenin sinirli oldugu kiiltiirlerde hiicre yogunlugu diisiik oldugu i¢in
buna bagl olarak antibiyotik iiretiminin de azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica, diisiik oksijen
kosullarinda aktif olarak caligan vgb geni, kiiltiiriin ileri fazlarinda oksijenin azaldigi
durumlarda daha iyi ifade edilmekte ve hiicrelere daha iyl solunum olanag:
saglamaktadir. Meropenemin oksijenle regiile oldugu gbéz Oniine alindiginda, bu
antibiyotigin tiretiminin 6zellikle VHb ekspresyonu yapan susta daha yiiksek olmasi,
VHb’nin meropenem iiretimini olumlu yonde etkiledigini gostermektedir. Ancak,
kiltliriin ge¢ fazlarinda VHb ekspresyonu yapan susta oksijen alimi yiiksek olsa dahi
hiicre yogunlugu azaldigindan meropenem {iretiminin de buna bagh olarak azalma

gostermistir.

Farkli karbon kaynaklarinin meropenem iiretimi iizerindeki etkisinin ise farkl
sekillerde oldugu goriilmiistiir. Her ii¢ susta 6zelikle yiiksek konsantrasyonda fruktoz ve
siikrozun meropenem iretimini LB oramina gore bariz bir sekilde arttirdig
goriilmiistiir. Yine her ti¢ susta glukoz ortamindaki meropenem iiretiminin, LB

ortamindaki ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Yiiksek glukoz ortaminda vgb’®
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rekombinant susun iirettigi meropenem miktarinin, konak¢iya gore yaklasik 6 kat daha
az oldugu saptanmistir. Bu durum, VHb’nin glukoz ortaminda baskilandigint ve
dolayistyla meropenem antibiyotiginin iiretimin de bu durumdan olumsuz etkilendigini
gostermektedir. Yapilan calismalarda glukozun, antibiyotik iiretebilen bakterilerin
liremesi i¢in en uygun karbon ve enerji kaynagi olarak is goérmesine ragmen bir¢ok
antibiyotigin sentezini olumsuz yonde etkiledigi de bildirilmistir. Bu baglamda, P.
chrysogenum’da asir1 glukoz kullaniminin penisilin miktarinda 6nemli oranda azalmaya
sebep oldugu rapor edilmistir [204]. Benzer bir durum C. acremonium’ da sefalosporin
tretiminde de goriismiis ve glukoz ve gliserol gibi karbon kaynaklarinin sefalosporin
tiretimini olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir [205]. Bu ¢alismalarla uyumlu olarak,
bu ¢aligmada da hem diisiik hem de yiliksek konsantrasyonda glukozun, rekombinant

suslarda meropenem iiretimini azalttig1 gdzlenmistir.

Karbapenem biyosentezinin sadece genetik faktorler tarafindan degil ayni
zamanda ¢esitli cevresel faktorler (sicaklik, karbon kaynagi ve NaCl gibi) tarafindan da
etkilendigi belirtilmistir [160]. Ayrica karbon kaynagi olarak kullanilan maltoz ve
gliseroliin karbapenem {iretimini negatif yonde etkiledigi, fruktozun ise karbapenem
tiretimini tesvik ettigi rapor edilmistir. Ayrica, fruktoz iceren besiyerinde antibiyotik
tiretiminin glukoz ve siikroz iceren ortamlara gére daha fazla oldugu saptanmistir. Yine
kisitli oksijen kosullarinda bakteri gelisiminin ¢ok yavas oldugu, buna bagl olarak da
karbapenem iiretiminin olmadigi rapor edilmistir [160]. Bu g¢alismadan elde edilen
bulgularla bizim sonuglarimiz ortiismektedir. Calismamizda yiiksek konsantrasyonda
fruktozun konake1, vgb™ ve vgb® suslarindaki meropenem iiretimini pozitif yonde regiile
ettigi ve LB ortamindaki meropenem iiretimi ile kiyaslandiginda sirasiyla yaklasik 5.6,
1.2 ve 4.2 ve kat yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla beraber yiiksek fruktoz
ortamindaki meropenem iiretiminin, diisiikk ortama gére 6zellikle vgb® rekombinant
susunda yaklagik 44 kat arttigi kaydedilmistir. Dolayist ile yiiksek konsantrasyonda
fruktozun meropenem iiretiminde indiikleyici rol oynadigi ve bu konsantrasyondaki

fruktozun VHDb ekspresyonunu pozitif yonde regiile ettigi sdylenebilir.

Calismamizda karbon kaynagi olarak siikrozun kullanilmasi halinde her {i¢ susta
da meropenem diretiminin arttigi, ozellikle yiiksek siikkroz konsantrasyonunda bu
{iretimin bariz sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir. vgb® susunun yiiksek siikroz
ortaminda {irettigi meropenem miktarinin, yine yiiksek fruktoz ortamindakine gore

123



yaklagsik 2.6 kat, yiiksek glukoz ortamina gore 27 kat ve LB ortamina gore ise yaklasik 3
kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Diger iki sus i¢in de benzer durumda {iretimler
gozlenmistir. Bu durum bize, meropenem iiretiminde farkli karbon kaynaklar1 i¢erisinde
ozellikle yiiksek konsantrasyonda siikrozun, daha sonra fruktozun o6zellikle VHb
eksprasyonu yapan susta pozitif yonde etki yarattigin1 gdstermistir. Ilgili bir calismada
karbapenem sentezinde siikrozun, glukoz ve gliserole gore etkili oldugu ortaya
konustur. Siikroz ortaminda daha fazla karbapenem iiretildigi rapor edilmistir [203].

[lk kez tarafimizdan bu calisma icin olusturulmus olan Eh[pUC8:15]
rekombinantinda VHb/vgb sisteminin, kiiltiirtin ileri fazlarinda hiicrelerin ortamdaki
oksijeni membran transferazlarina aktarilmasinda yardimici oldugu ve yash hiicrelere
daha iyi bir solunum, biiylime ve c¢ogalma yetenegi kazandirarak meropenem

antibiyotiginin liretimi pozitif yonde diizenledigi belirlenmistir.

5.7 ATP ve NAD Seviyeleri

Kiiltiirlerin ortam besinlerini enerjetik amaglami kullandiklar1 yoksa biyokiitle
olusturmayami yonlendirdikleri, hiicrelerin i¢inde bulunduklari metabolik durumla
ilgilidir. Enerji ihtiyac1 biyokiitle olusturmadan 6nce gelir ve sinirli miktarda besin
tagiyan ortamlarda hiicreler yavas biiyliylip ¢ogalirken, besinin 6nemli kismi enerji
tretimine yonlendirilir ve bu enerjetik yolaklarda ikincil metabolitlerin yapimi esas
ortaminda mikroorganizmalar1 liretmek ve hiicrelerin kendi dogal habitatlarinda nasil
bir yasam siirdiirdiiklerini anlamak igin gereklidir. Bu baglamda, bu ¢alismada gerek
genetik (vgb) ve ¢evresel kosullarinin ATP ve NAD fiiretimindeki etkisi aragtiritlmistir.
LB ortaminda 37 °C’de, vgb* rekombinant susunun ATP seviyesinin konake1 hiicreye
gore genel olarak daha yiiksek oldugu kaydedilmistir. Bu durum bize ATP seviyesi
bakimindan VHb ekspresyonu yapan susun daha avantajli oldugunu gostermekte olup
onceki calismalarla da desteklenmektedir [116, 206]. Ancak, vgh® rekombinant susun
30 °C’de iirettigi ATP diizeyinin ise diger iki susa gore genel olarak diisiik oldugu
goriilmiistiir. Diisiik ortam sicakligmin vgb® rekombinant susunda sebep oldugu bu

durumun nedeni heniiz anlagilamamustir.

Rekombinant suglarda 37 °C’de NAD diizeyinin, 24 saat kiiltiirlerinde en yiiksek

degerine ulastig1 ve ilerleyen fazlarda genel olarak her ii¢ susta da bir azalma oldugu
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kaydedilmistir. Ayrica vgb® rekombinantiin 12 saat kiiltiirleri harig, biitiin kiiltiir
fazlarinda diger iki susa gore daha fazla NAD iirettigi belirlenmistir. NAD diizeyinin 30
°C’de ise yine 24 saat kiiltiirlerinde her {i¢ sus i¢in en yiiksek degerine ulastigi ve 72

saate dogru iiretimin azaldig tespit edilmistir.

Calismamizdan LB ortaminda farkli sicakliklarda (37°C ve 30°C) kiiltiirii yapilan E.
herbicola ve rekombinant suslarin trettigi NAD diizeylerinin genel olarak ATP
seviyesinden c¢ok daha fazla oldugunu gostermistir. Bu durum, hiicrelerin enerji
(ATP)’den ¢ok ortam besinlerini biyosentetik yolaklara sokarak hiicreleri biiyime ve
cogalmaya tesvik ettigini gostermektedir. Aktif olarak biiylimekte olan hiicrelerde ATP
konsantrasyonun oldukga diisiik oldugu (2 mM) rapor edilmistir [103]. Calismamizdaki
E. herbicola ve rekombinant suslarininda ATP konsantrasyonunun diisiik olmasi, bu
hiicrelerde ATP’nin fazlasinin yapim yoniinde kullanildigimi sdyleyebilirz. Bizim
yaptifimiz ¢alismada Ozellikle LB ortaminda baslangic pH’st 7.0 olan biiylime
ortamlarinin zamanla bazik oldugu kaydedilmistir. Bu agidan bakildiginda gerek
37°C’de gerekse 30°C’de LB ortamindaki ATP ve NAD sentezinin zamana bagl olarak
azalmasinin nedeni, hiicrelerin yaslanmasi ve pH’daki artisa bagli olabilir. Yapilan
benzer bir ¢alismada, ATP sentezinin pH 6.5’da gerceklestigi fakat pH 8.5’te sentezin
onemli derecede inhibe oldugu bildirilmistir [174].

Bir cok biyoproseste oksijen konsantrasyonunun belli kritik seviyelerin altina
diismesi kritik bir faktdr olup, bdyle sistemlerde hiicrelere etkin bir oksijen alim ve
tamponlama o&zelligi kazandiran Vitreoscilla hemoglobininin kullanilmasinin 6nemli
avantaj saglayacagi distintilmistir [29, 190, 207]. Genel olarak degerlendirildiginde
LB ortaminda NAD diizeyinin farkli karbon kaynag: ile desteklenmis M9 ortamlarina
gore bariz derecede yiiksek oldugu kaydedilmistir. VHb’nin E. herbicola’da ATP ve
NAD diizeylerini farkli sekillerde etkiledi goriilmistiir. Yiiksek konsantrasyonda
glukozlu M9 kiiltiirlerinde her ii¢ susun trettigi ATP seviyelerinin arttigi goriilmistiir.
Bu calismada yiikek konsantrasyonda glukozun 6zellikle 37°C’deki kiiltiirlerde vgh®
rekombinant susunda ATP diizeyini pozitif yonde regiile ettigi kaydedilmistir. Diger
taraftan yine yiiksek glukoz ortaminda rekombinant suslarin NAD diizeylerinin arttigi,
ancak konakgida ise azaldigi gozlenmistir. Yiiksek konsantrasyonda fruktozun ise, her
ti¢ sustaki hem NAD ve hem de ATP diizeyini pozitif yonde etkiledigi belirlenmistir.
Siikroz ortaminda hem ATP hem de NAD diizeylerinin 6zellikle yabanil susta yiiksek
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oldugu, rekombinant suslarda bariz derecede diisiik oldugu belirlenmistir. Ayrica, E.
herbicola ve onun rekombinantlarinda genel olarak en diisik ATP ve NAD
seviyelerinin 30°C’deki sicakliklarda goriildiigii saptanmustir. Bu durum, mezofilik bir
bakteri olan E. herbicola’da belli sicakliklarin altinda diisik ATP ve NAD seviyelerine
sahip oldugu ile agiklanabilir.

5.8 Bakterilerin Oksijen Tiiketim Karakteristikleri

Iyi bir havalandirmanm, bazi bakterilerde sekonder metabolit sentezini
indiiklerken bazilarinda ise inhibe ettigi bilinmektedir. VHb/vgb sisteminin, ortam
oksijenini tamponlamadaki rolii ve kiiltiiriin ileri fazlarinda membran transferazlarna
aktarilarak yasli hiicrelere daha iyi bir solunum, biiylime ve ¢cogalma yetenegi sagladigi
bilinmektedir. Cesitli biyo iretimlerde oksijen konsantrasyonunun belli kritik
seviyelerin altina diismesi en 6nemli belirleyicisi olup, boyle sistemlerde hiicrelere etkin
bir oksijen alim ve tampon oOzelligi kazandiran Vitreoscilla hemoglobininin

kullanilmasiin 6nemli avantaj saglayacagi diistintilmiistiir.

E. herbicola ve bu bakterinin rekombinant suslarinin oksijen kullanim
karakteristikleri karsilastirildiginda, vgb™ ve vgb* rekombinantlarin ii¢ kiiltiir fazinda da
konakg1 hiicreye gore daha fazla oksijen tiikettigi goriilmektedir. Ozellikle kiiltiirlerin
erken logaritmik fazlarinda (6 saat) E. herbicola’ nin Vitreoscilla hemoglobini
sentezleyen susunda bariz bigimde daha fazla oksijen tiikettigi goriilmektedir. Bu fazda
(6 saat) E. herbicola’nin vgb iceren (vgb*) ve vgb igermeyen (vgb?) rekombinant
suglarinin oksijen tiiketimi yabanil sus ile kiyaslandiginda sirasi ile 9.2 kat ve 8.1 kat
daha fazla oldugu gorilmiistir. Bu durumun rekombinantlarda sadece VHb ile
saglanmadigini ayn1 zamnda plazmid tarafindan yiiklenmis olan ekstra metabolik yiikle
de ilgili olabilmektedir [208-210]. Yapilan ¢alismalarda VHb eksprasyonu yapan
rekombinant bakterilerde oksijen aliminin konak¢isina gore daha fazla oldugu ortaya
konmustur [177]. VHb’nin oksijenin sinirli oldugu kosullar altinda daha ¢ok
sentezlendigi, ancak tamamen oksijensiz kosullarda ise sentezinin durudugu
bilinmektedir [28, 212]. E. herbicola’da okisijenle regiile olan metabolitlerin sentezinin
gerceklesebilmesi icin kritik seviyede bir oksijene gereksinim vardir. Cilinkii bu
kosullarda, bu VHb hemoglobin genini (vgb) regiile eden global regiilator faktorler olan
FNR ve cAMP reseptér protein (CRP) indiikklenmektedir [108, 115, 190, 211].
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Calismamizda, canli hiicre sayisinda ise, E. herbicola min yabanil susunun 6 saat
kiiltiirlerinde vgb™* rekombinant susundan yaklasik 3.5 kat daha fazla hiicre yogunluguna

ulastig1 kaydedilmistir.

Bu c¢aligma sonuglar1 gostermistir ki, aktarilmis oldugu hiicrelere etkin bir oksijen
alim yetenegi kazandiran VHb’nin E. herbicola’da sekonder metabolitlerin sentezini
kullanilan karbon kaynagi ya da besi ortamima bagli olarak ya baskinladigi ya da
indiikledigi goriilmiistiir. VHb ile saglanan fazla oksijen bazi durumlarda bakteride
metabolit {iretimi i¢in bir dezavantaj yaratip metabolit sentezini baskilarken, bazi
durumlarda ise daha yiiksek metabolit sentezinin gergeklesmesine imkan tanimstir. E.
herbicola’da metabolik akis profilinin farkli sekillerde regiile olmasi, bu bakteride
karbon akisinin regiilasyonunun ve indiikleyici kontroliin farkli olmasindan
kaynaklanabilir. Bu tiir bakterilerin glukoz metabolizmasi igin alternatif glikolitik
yollart kullandigi bilinmektedir [212].

Calismamizda E. herbicola konakcist ve onun vgb™ ve vgbh®™ rekombinant
suslarinin TEM goriintiileri bize yabanil sus ile rekombinant suglar arasinda biiyiiliik
bakimindan 6nemli farklilik oldugunu, yabanil suslarin rekombinant suslara gore daha
biiyiik oldugunu gostermistir. Prokaryotik hiicrelerin boyutlari ve hacimlerinin biiyiik
Olciide degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Difiizyon ve metabolizmadaki sinirlamalar,
prokaryotik hiicre boyutlarin iist sinirin1 belirlemektedir. Bir hiicrenin metablik hizi,
onun biiylikliigliniin karesi ile ters olarak degismektedir. Dolayisiyla ¢ok biiyiik bir
hiicrede diflizyon olay1 metabolizmay1 kisitlayabilir. Boyle bir hiicrenin daha uzun siire
rekabet edebilmesi miimkiin degildir. Bircok prokaryotun c¢ok kiigiik olmasinin en
muhtemel nedeni, kiiciik olmanin bazi énemli avantajlarinin olmasidir. Ornegin, besin
maddeleri ve atik {iriinler kii¢iik hiicrelerde biiyiik hiicrelere gore, iceri ve disar1 dogu
daha hizli ge¢mektedir. Bdylece hiicre metabolizmasi ve bilylime hizlanmig olur.
Ayrica bu durum hiicrelerin degisen ortam kosullarina cabuk adapte olmalarini

saglamaktadir [103].

Bu calismada, VHb’nin se¢ilmis olan metabolitlerin {iretimi {izerine etkisinin
degisik kiiltiir sartlarinda degisik oldugunu, bazi kosullarda beklendigi gibi metbolit
iiretiminde 6nemli artis gbézlenirken bazi durumlarda metabolit sentezinin neredeyse

tamamen baskilandigini1 gostermistir. Asagidaki cizelge bu ¢alismanin bir 6zetini teskil
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etmektedir ve VHb hemoglobininin farkli kiiltiir kosullarinda metabolit iiretimi ve
oksijen alimi iizerindeki etkisi verilmistir. Metabolit artis ve azaliglar1 yabanil sus ile
karsilastirilmistir ve artislar (+) ile azalislar ise (-) ile belirtildi. vgb* rekombinantinda
metabolit iiretiminin LB ortaminda pozitif etkiledigi kaydedildi. Yine vgb® susunda, C
vitamini ve fenazin iiretimi lizerinde tabloda belirtilen kiiltiir ortamlarinin olumlu etkisi

oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 5.1. E. herbicola’da vgb/VHDb’nin metabolit iiretmi {izerine etkisi

Farkl Karbon ve Konsantrasyonlarinda VHb’nin Etkisi

Metabolit % 0.1 % 1 % 0.1 % 1 % 0.1 % 1
Glukoz Glukoz Fruktoz Fruktoz Siikroz  Siikroz

144 (Indol-3-asetik asit | + + - + + - -
f-karoten + - - - - - -
Likopen + - - - - - -
C vitamini + + + + + + +
Fenazin + + + + + + +
Meropenem + - - - - + +
ATP + - - - - - -
NAD + - - - - - -

Sonug olarak, VHb/vgb sistemini igeren rekombinant mikroorganizmalar
kullanilarak ¢esitli metabolitlerin (IAA, B-karoten, likopen, C vitamini, fenazin,
karbapenem) firetimi ve enerjetik molekiillerin (ATP ve NAD iiretimlerindeki
degisimler) seviyesi ilk kez bu ¢alismada arastirilmis olup, vgb/VHb’nin iizerindeki
etkisinin ortam kosullarina bagli bir seyir gosterdigini ve biiyiikk 6lgeklerde yapilacak
her ¢alisma i¢in bu sartlarin ilgili metabolit icin optimize edilmesi gerektigini ortaya

koymustur.
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