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Bakteriyofaj T4 Lizozim Geninin (Gen e) PCR Amplifikasyonu ile
Escherichia coli'de Klonlanmas› ve Ekspresyonu
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Özet: Lizozim (EC 3.2.1.17), prokaryotik hücre duvarlar›n›n peptidoglikan heteropolimerlerinde bulunan N-asetilglukozamin (NAG)
ve N-asetilmuramik asit (NAM) aras›ndaki β(1→4) glikosidik ba¤lar›n›n hidrolize olmas›n› katalizleyen bir enzimdir.

Bu çal›flmada, bakteriyofaj T4 lizozim geninin (gen e) PCR ile amplifiye edilerek, pUC18 ve pRS416 vektörleriyle Escherichia coli'de
klonlanmas› ve ekspresyonu amaçlanm›flt›r. PCR amplifikasyonu, 5' uçlar›na Bam HI endonükleaz tan›ma dizileri ilave edilmifl
primerler kullan›larak gerçeklefltirildi. Vektörlerin ve PCR ürününün Bam HI endonükleaz ile kesiminden sonra ligasyon reaksiyonu
ile iki rekombinant plazmid oluflturuldu ve s›ras›yla pUC18L ve pRS416L olarak isimlendirildi. Bu plazmidleri tafl›yan rekombinant E.
coli hücrelerinin gen e'yi eksprese etti¤i yani lizozim E olarak adland›r›lan aktif T4 lizozimini besi ortam›na salg›lad›¤› tespit edildi.
Ayn› zamanda lizozim E'yi üreten E. coli klonlar›n›n L ve LB besi ortamlar›nda lize olmaks›z›n üredi¤i, distile su veya 10 mM'l›k Tris
pH 8,0 gibi hipotonik bir ortama al›nd›klar›nda ise kolayca patlad›¤› görüldü. Rekombinant E. coli'nin hücre duvar›n›n, üretilen
lizozim E'nin etkisi ile zay›flat›lm›fl olabilece¤i fakat besi ortam›ndaki tuz konsantrasyonuyla dengelenen ozmotik bas›nc›n ise duvar›
zarar görmüfl hücreleri lize olmaktan korumufl olabilece¤i düflünülmektedir.

Bu sonuçlar, gen e'yi tafl›yan her hangi bir E. coli plazmid vektörünün, EDTA, lizozim ve SDS gibi hücre duvar› ve hücre zar›n›
parçalay›c› ajanlar kullan›lmaks›z›n, plazmid veya kromozomal DNA izolasyonlar›n› kolaylaflt›rabilece¤ini göstermektedir. pUC18L (E.
coli) ve pRS416L (E. coli - Saccharomyces cerevisiae mekik vektörü) bu amaca yönelik olarak gelifltirilmifl prototip vektörlerdir. 

Anahtar Sözcükler: Gen klonlama, Escherichia coli, PCR, Plazmid vektörler, T4 Lizozim geni (gen e) 

Cloning and Expression of Bacteriophage T4 Lysozyme Gene (Gene e) in Escherichia coli via
PCR Amplification

Abstract: Lysozyme (EC 3.2.1.17) is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of β(1→4) glycosidic bonds between N-
acetylglucosamine (NAG) and N-acetylmuramic acid (NAM), which are present in peptidoglycan heteropolymers of the prokaryotic
cell wall.

The purpose of this study was the cloning and expression of the bacteriophage T4 lysozyme gene (gene e) via PCR amplification in
Escherichia coli using the pUC18 and pRS416 vectors. PCR amplification is carried out by using the primers having Bam HI
recognition sites at their 5' ends. After digesting the vectors and PCR product with Bam HI endonuclease, two recombinant plasmids
were constructed by ligation reaction and named pUC18L and pRS416L respectively. Recombinant E. coli cells harboring these
plasmids expressed the gene e, that is, they secreted the active T4 lysozyme (called lysozyme E) into the culture medium. At the
same time it was observed that E. coli clones producing lysozyme E were grown in L and LB medium without lysis, but burst out
easily in a hypotonic environment such as distilled water or 10 mM Tris-HCl pH 8.0. It is suggested that the cell wall of E. coli may
be weakened by the action of the lysozyme E, but the osmotic pressure balanced by the NaCl concentration in the medium may
protect the damaged cells from lysis.

These results show that any E. coli plasmid vectors bearing gene e may facilitate the isolation of plasmid or chromosomal DNA
without using cell wall and cell membrane disruptive agents such as EDTA, lysozyme and SDS. For this purpose, pUC18L (E. coli)
and pRS416L (E. coli - Saccharomyces cerevisiae shuttle vector) are constructed as prototype vectors.
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Girifl

Gram pozitif bakterilerde plazma zar›n›n üzerinde,
gram negatiflerde ise plazma zar› ile d›fl zar aras›nda
peptidoglikan (mürein) tabakas› olarak da adland›r›lan
hücre duvar› yer al›r. Peptidoglikan, birbirlerine glikosidik
ba¤larla ba¤l› N-acetylglucosamine (NAG) ve N-
acetylmuramic acid (NAM) ile bunlara ba¤l› 4'er amino
asitlik (aa) yan zincirlerden oluflmufltur. Do¤al bir
antimikrobiyal ajan olan lizozim, NAM ve NAG aras›ndaki
β(1→4) ba¤lar›n› hidrolize ederek peptidoglikan
tabakas›n›n parçalanmas›n› sa¤lar (1).

Lizozim bir çok canl›n›n antibakteriyel savunma
mekanizmas›nda yer alan önemli bir enzimdir.
Bakteriyofajlar›n genomunda bulunan lizozim ise litik
döngüde hücre duvar›n› eritir ve bakterilerin parçalanarak
faj partiküllerinin serbest kalmas›n› sa¤lar (2, 3).
Bakteriyofaj T4 lizozimi globular monomerik bir protein
olup 164 amino asitten oluflmaktad›r. Konakç› hücrenin
peptidoglikan tabakas›n› muhtemelen stoplazmik taraftan
bozarak hücrenin patlamas›n› ve virüs partiküllerinin
serbest kalmas›n› sa¤lar (4).

Lizozim, tripsin, kimotripsin ve pepsinden etkilenmez.
Bu özelli¤inden dolay› ülser, multiple sklerozis, baz› deri
hastal›klar› ve ameliyat sonras› enfeksiyonlar›n
tedavisinde kullan›labilece¤i tavsiye edilmektedir. Ayr›ca,
analjezik, antitümör, antimetastatik ve antiinflamatör
aktiviteleri oldu¤u da yap›lan çeflitli çal›flmalarla
gösterilmifltir (5, 6, 7, 8, 9).

Lizozim, Listeria monocytogenes gibi g›da bozulmas›
ve bunlara ba¤l› hastal›klara sebep olan bakterilere de
oldukça etkilidir. Peynirde Clostridium kökenli butirik asit
fermantasyonunu kontrolde lizozimin potansiyeli 1966'
larda gösterilmifl ve daha sonra da bir çok peynir
çeflitlerinde gaz birikimini önlemek ve tat artt›rmak için
uygulamalar gelifltirilmifltir (10).

Bu çal›flmada, bakteriyofaj T4 lizozim geninin, faj
genomundan PCR ile izole edilerek pUC18 ve pRS416
plazmid vektörleriyle Escherichia coli'de klonlanmas› ve
ekspresyonu amaçlanm›flt›r. 

Materyal ve Metot

Materyal

Primerler ‹yontek'den (Bursa), vektör molekülleri ve
konakç› bakteri (Escherichia coli XL1 Blue MRF)
Stratagene'den, restriksiyon endonükleazlar, agaroz

ar›tma kiti ve Taq DNA polimeraz Boehringer Mannheim
(Roche)'dan, besi ortamlar› Merck'den, T4 DNA
(Escherichia coli B, ATCC 11303 kaynakl›), Lamda faj
DNA (Escherichia coli W3110 kaynakl›), PCR
optimizasyon kiti ve kullan›lan di¤er kimyasallar›n ço¤u
Sigma'dan sat›n al›nm›flt›r.

Metot

a) Primer Seçimi ve PCR

T4 lizozim genine ait DNA dizi analizi (11)
"Restriction Mate" (12) program› ile taranarak gen içinde
tan›ma dizisi olan restriksiyon endonükleazlar tespit
edildi. Gen bölgesine ait dizi analizi incelenerek
amplifikasyon için uygun primer dizileri belirlendi.
Amplifikasyon sonras›nda vektör molekülü ile kolay ve
istenen bir flekilde ligasyon olabilmesi için bu dizilerinin 5'
uçlar›na gen içinde kesim bölgesi olmayan
endonükleazlardan birine (Bam HI) ait tan›ma dizisi
(GGATCC) ilave edildi (haz›rlanan primer dizileri afla¤›da
verilmifltir).

Primer A: 5'CGGATCCCTTCTATAAATACTTA3’

Primer B: 5'CGGATCCAAGAGAAAGTAAACA3’

PCR amplifikasyonu, Tablo'da verilen protokol ve
programa göre gerçeklefltirildi. Primerlere ilave edilen
Bam HI tan›ma dizisinin kal›p DNA üzerinde
komplementeri olmad›¤› için sark›k uçlar oluflaca¤›ndan
annealing s›cakl›¤› ilk iki döngüde 40ºC, di¤er döngülerde
ise 59ºC olarak al›nd›.

b) Ligasyon, Transformasyon ve Koloni Seçimi

PCR ürünü %1'lik agaroz jelde elektroforeze tabi
tutuldu ve T4 lizozim genine ait 552 baz çift (bp)'lik
amplikon (PCR ile amplifiye edilen DNA parças›) jelden
al›narak "Agarose Gel DNA Extraction Kit" ile agarozdan
ar›t›ld›. PCR amplikonu ve klonlama vektörleri (pUC18 ve
pRS416) Bam HI endonükleaz ile kesildikten sonra 500
ng vektör molekülü, 100 ng amplikon ile 15 ºC'de ~ 10
saat süreyle ligasyona b›rak›ld›. Ligasyon s›v›lar›ndan 5'er
µl al›narak CaCl2 ile kompetent hale getirilen E. coli XL-1
Blue MRF sufluna transforme edildi (13) ve LB/amp-X-gal
plaklar›na ekilerek 37 ºC'de bir gece inkübasyona
b›rak›ld›. Plaklarda oluflan beyaz renkli koloniler
(rekombinantlar) ayn› özelliklerdeki kat› besi yerlerine
pasajland›. Burada da beyaz renkli olarak geliflen
kolonilerden plazmid izolasyonlar› yap›ld› (14) ve Bam HI
(lizozim insörtünü ç›kartmak için) ve Hind III (lineer hale
getirmek için) endonükleazlar ile kesilerek karakterize
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B : Termal Cycler Program›:

S›cakl›klar Süre Döngü Say›s›

Ön Denatürasyon 95 ºC 35 saniye 1
Denatürasyon 94 ºC 1 dakika
Annealing 40 ºC 1 dakika 2
Sentez 72 ºC 1 dakika

94 ºC 1 dakika
59 ºC 1 dakika 25
72 ºC 1 dakika
72 ºC 7 dakika 1

4 ºC Bekleme 1

edildi. Jeller, "UVIdoc Gel Documentation System (UVItec
Limited, U.K.)" ile görüntülendi. Genin vektöre entegre
oldu¤unu do¤rulamak için rekombinant plazmidler kal›p
olarak kullan›larak ayn› primerlerle kontrol
amplifikasyonu da yap›ld›. Uygulanan yöntemlerin baz›lar›
fiekil 1'de flematize edilmifltir.

c) Ekspresyon Çal›flmalar›

Klonlanan genin aktivitesinin belirlenmesi amac›yla
yumuflak agar (%0,45 w/v) içine homojen bir flekilde
yay›larak ekilmifl olan Micrococcus luteus üzerine
rekombinant ve non-rekombinant E. coli hücrelerine ait
üreme ortamlar› damlat›ld› ve 37 ºC'de bir gece inkübe
edildi. M. Luteus'un üremesinin engellenip engellenmedi¤i
kontrol edildi.

Rekombinant ve non-rekombinant bakteri
kültürlerinde normal flartlarda hiçbir fark
gözlenmemesine ra¤men, üretilen lizozimden dolay›
rekombinant bakterilerin hücre duvar›n›n zay›flat›lm›fl
olmas› ve hipotonik bir ortama (saf su veya 10 mM tris,

pH 8,0) al›nd›klar›nda lize olmalar› beklenmektedir. Bu
amaçla bir gece üretilmifl olan bakteri kültürlerinin (E.
coli+pRS416 ve E. coli+pRS416L) 600 nm'deki optik
densiteleri tespit edilip, orant›l› olarak ~5'er ml al›nd› ve
4500 rpm'de santrifüjlenerek bakteriler çöktürüldü.
Bakteri peletleri üzerine 10 mM'l›k Tris'den (pH 8,0) 500
µl ilave edilip pipetlendikten sonra 15000 rpm'de 10
dakika santrifüjlendi ve s›v› faz baflka bir tüpe al›nd›. Lize
olan bakterilerden ortama geçen nükleik asitleri
göstermek amac›yla bu s›v›lardan 25'er µl al›narak %1'lik
agaroz jelde elektroforez yap›ld›. 

Bulgular

Lizozim geninin (gen e) amplifikasyonu için
bakteriyofaj T4 DNA's›n›n kal›p olarak kullan›ld›¤› PCR
çal›flmas›na ait agaroz jel elektroforezi fiekil 2 A'da
görülmektedir. Bu reaksiyonla lizozim genini içeren 552
bp'lik DNA fragmenti elde edilmifltir.
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Tablo : PCR protokolü ve Termal Cycler program›.

A : PCR Protokolü: Kar›fl›m›n;

Cinsi Stok Kon. Al›nan Miktar

Su (saf ve steril) - 39,5 µl
T4 DNA (kal›p) 200 ng/µl 1 µl
Primer A 200 ng/µl 1 µl
Primer B 200 ng/µl 1 µl
dNTP kar›fl›m› 10 mM 1 µl
Üniversal Tampon 50X 1 µl
Reaksiyon tamponu 10X 5 µl
Taq DNA polimeraz 5 U/µl 0,5 µl

Toplam 50 ml
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fiekil 1. Lizozim geninin PCR ile

amplifikasyonu ve klonlama
stratejisi.



Rekombinant kolonilerden izole edilen plazmidlerin
(pUC18L ve pRS416L) Bam HI endonükleazla kesimi
sonucu ortaya ç›kan lizozim genine ait insört bantlar› (jel
üzerinde oklarla iflaretli) gözlenmifltir (fiekil 2 B ve C).

Rekombinant plazmidlerle yap›lan klonlamay›
destekleyici PCR çal›flmas›nda ise, kontrolle (T4
DNA's›ndan elde edilen amplikon) ayn› büyüklükte PCR
amplikonlar› elde edilmifltir (fiekil 2 D).

Rekombinant bakterilere ait kültür süpernatant› M.
luteus ekili plaklara damlat›larak, üretilen lizozimin
aktivitesi test edilmifltir. Rekombinantlara ait kültür

s›v›lar›n›n damlat›ld›¤› yerlerde M. luteus'un üremedi¤i
(zon olufltu¤u), dolay›s›yla eksprese edilen lizozimin
(Lizozim E) aktif oldu¤u, non-rekombinant bakterilere ait
kültür s›v›lar›n damlat›ld›¤› yerlerde ise herhangi bir
de¤iflim olmad›¤› gözlenmifltir (fiekil 3).

Hipotonik ortam ilave edilen rekombinant bakterilerin
hemen lize oldu¤u (viskos bir yap› olufltu¤u), non-
rekombinantlarda 1 gün bekletildi¤i halde hiçbir de¤iflim
olmad›¤› gözlenmifltir. Rekombinant bakterilere ait lizat
s›v›s›n›n agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmas› ile elde
edilen sonuç fiekil 4'de gösterilmifltir. fiekil incelendi¤inde
E. coli pRS416L bakterilerine ait lizatta hem kromozomal
DNA (3. sütun 1. bant) hem de plazmid DNA (3. sütun 2.
bant) bantlar› gözlenirken E. coli pRS416 s›v›s›nda da
böyle bir sonuç gözlenmemifltir (4. Sütun)*.

Tart›flma

Yap›lan bu çal›flma ile T4 lizozim geni (gen e) faj
DNA's›ndan PCR ile izole edilerek hem pUC18 hem de
pRS416 plazmid vektörlerine aktar›lm›fl ve konakç›
hücrenin (E. coli XL-1 blue MRF) ilgili genden aktif bir
flekilde lizozim sentezledi¤i gösterilmifltir. 

Escherichia coli T4 bakteriyofaj›na ait lizozim geni
(gen e) daha önce klonlanarak restriksiyon enzim haritas›
ç›kar›lm›fl (15, 16) ve gen e'ye ait DNA baz dizileri de
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fiekil 2. Lizozim geninin amplifikasyonu için yap›lan PCR çal›flmalar› ve lizozim genini tafl›yan vektör moleküllerine ait agaroz jel görüntüleri. Jellerin
hepsinde marker (M) olarak Lamda DNA/Hind III kesimi kullan›lm›flt›r.

A) M: Marker, 1: T4 DNA'n›n kal›p olarak kullan›lmas›yla elde edilen, lizozim genine (gen e) ait 552 baz çifti (bp) büyüklü¤ündeki PCR amplikonu.
B) M: Marker, 1: Lizozim geni PCR amplikonu (kontrol), 2: Rekombinant koloniden izole edilen pUC18L plazmid DNA/Hind III kesimi, 3: Rekombinant

pUC18L plazmid DNA/Bam HI kesimi (pUC18 ve lizozim insörtü bantlar›), 4: pUC18 DNA/Hind III kesimi (kontrol).
C) M: Marker, 1: Lizozim geni PCR amplikonu (kontrol), 2: pRS416 plazmid DNA/Hind III kesimi (kontrol) 3: Rekombinant pRS416L plazmid

DNA/Bam HI kesimi (pRS416 ve lizozim insörtü bantlar›), 4: pRS416L plazmid DNA/Hind III kesimi.
D) M: Marker, 1: Lizozim geni PCR amplikonu (kontrol), 2: pUC18L plazmid DNA's›n›n kal›p olarak kullan›ld›¤› PCR amplifikasyonu, 3: pRS416L

plazmid DNA's›n›n kal›p olarak kullan›ld›¤› PCR amplifikasyonu.

fiekil 3. Lizozim aktivitesinin M. luteus üzerinde denenmesi.
A) Yumuflak agar içine ekili M. luteus üzerine rekombinant E. coli

pRS416L'nin üreme ortam› damlat›lm›fl plak.
B) Yumuflak agar içine ekili M. luteus üzerine E. coli pRS416'n›n

üreme ortam› damlat›lm›fl plak (kontrol).



okunarak yay›nlanm›flt›r (11). Bu nedenle, gen e'nin T4
faj genomundan restriksiyon endonükleazlar yard›m› ile
do¤rudan klonlanmas› yerine, bunun PCR ile direk
amplifikasyonunun daha uygun olaca¤› düflünülmüfltür.
T4 bakteriyofaj lizozim genini (gen e) içinde tafl›yan 552
bp'lik DNA parças› uygun primerler seçilerek PCR ile ilk
kez bu çal›flmada ço¤alt›lm›flt›r. PCR ile amplifikasyonu
yap›lan DNA parças› pUC18 ve pRS416 vektörlerine
klonlanmas›n› kolaylaflt›rmak amac›yla gen e içerisinde
kesim noktas› bulunmayan bir endonükleaza (Bam HI) ait
tan›ma dizileri, seçilen primer dizilerinin 5' uçlar›na ilave
edilmifltir. Böylece PCR ile amplifiye edilen lizozim geni,
Bam HI enzimiyle kesilerek yap›flkan uçlar elde edilebilmifl
ve ayn› enzimle kesilen vektörlere kolayca
kaynat›labilmifltir.

Gen e'nin pUC18 vektörüne tak›lmas› ile E. coli'de T4
lizozim enziminin (lizozim E) üretimi amaçlan›rken,
pRS416 vektörüne tak›lmas› ile de genin ilerde S.
cerevisiae'de eksprese edilmesi hedeflenmifltir. Bilindi¤i
üzere pRS416 E. coli ve S. cerevisiae'de replike olabilen
bir mekik (shuttle) vektördür.

Gen e'yi tafl›yan rekombinant plazmidler (pUC18L ve
pRS416L) E. coli bakterilerine transforme edilmifller ve
rekombinant E. coli klonlar›n›n L ve LB besi ortamlar›nda
üremeleri normal olarak seyretmifltir. 

Gen e'nin kodlad›¤› lizozimin E. coli hücrelerine toksik
bir etki göstermedi¤i, hatta lac promotoru ard›nda IPTG
maddesiyle uyar›larak enzim sentezinin artt›r›lmas›
durumunda bile bakterilerin lize olmadan normal flekilde
üredikleri görülmüfltür (15). Ayn› durum E. coli
bakterilerini konakç› olarak kullanan T7 faj›na ait lizozim
geninin pBR322 plazmidinde phi 10 promotoru ard›nda
güçlü bir flekilde sentezlenmesi sonucunda da
gözlenmifltir (17). Bu aç›klamalardan T4 ve T7 lizozim
genlerinin bakteriyel hücre duvarlar›n› parçalamada tek
bafl›na yeterli olmad›klar› görülmektedir. Fajlar›n E. coli'yi
enfeksiyonunun son aflamas›nda söz konusu lizozim
enzimleri d›fl›nda baz› moleküllerin de görev ald›¤›
anlafl›lmaktad›r. T4 faj›n›n, gen e'nin kodlad›¤› lizozim
d›fl›nda birisi de gen 5 taraf›ndan kodlanan iki farkl›
lizozime sahip oldu¤u bildirilmifltir (18). Kan›m›zca,
lizozim E peptidoglikan yap›s›ndaki hücre duvar›n›
zay›flatmakta ancak zay›flam›fl hücre duvar›, hücre zar› ve
d›fl membran›n da deste¤i ile L ve LB besi yerlerindeki tuz
sayesinde ortamdaki ozmotik bas›nca karfl› mukavemet
edebilmektedir. Bilindi¤i üzere L ve LB besi yerleri
s›ras›yla %0.5 ve %1 (w/v) NaCl içermektedir.
Hipotezimizi test etmek amac›yla rekombinant bakteriler
önce L ve LB ortamlar›nda üretilmifl, sonra da
santrifüjlenerek bakteriler çöktürülmüfl ve besi ortam›
uzaklaflt›r›l›p pelet üzerine hipotonik ortam (saf su veya
10mM tris pH: 8,0) ilave edilerek hücre lizisi
gözlenmifltir. Hücrelerin lize olduklar› ise ortamda nükleik
asitlerin belirlenmesi ile tespit edilmifltir.

T4 ve T7 fajlar›ndan lizozim genlerini daha önce E.
coli'de klonlayan araflt›r›c›lar ortamda bulunan tuzun
bakteriler üzerine önemli izotonik bir etkide bulundu¤unu
fark edememifller dolay›s›yla hücreleri dondurup çözerek
veya kloroform kullanarak lize etmifllerdir (15, 17). Bu
çal›flmada ilk kez lizozim E'nin hipotonik ortamda tek
bafl›na E. coli hücrelerini lize etmede yeterli oldu¤u
gösterilmifltir. Hipotonik ortam olarak kullan›lan 10 mM
tris'in, saf suya oranla santrifüj sonras›nda daha berrak
bir lizat oluflturdu¤u da tespit edilmifltir. Öte yandan
lizozim E'nin izotonik ortamda M. luteus'u lize etmeye tek
bafl›na yeterli oldu¤u da gösterilmifltir. Bu durum söz
konusu mikroorganizman›n hücre duvar›n›n lizozime son
derece hassas olmas›n›n do¤al bir sonucudur. Çünkü M.
luteus ATCC 4698 suflu lizozim aktivitesinin ölçülmesinde
genellikle standart olarak kullan›lmaktad›r (19).
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fiekil 4. E. coli pRS416L (rekombinant) ve E. coli pRS416
bakterilerinin hipotonik ortama al›nd›ktan sonra oluflan
s›v›n›n %1'lik agaroz jeldeki elektroforez sonucu.

M: Lamda DNA/Hind III, 1: kesilmemifl pRS416L (kontrol), 2:
pRS416L/Hind III (kontrol), 3: hipotonik ortama al›nan E. coli
pRS416L bakterisine ait lizat s›v›s› (1. Kromozomal, 2. plazmid DNA
bantlar›d›r), 4: hipotonik ortama al›nan E. coli pRS416 bakterisine
ait s›v›.

* Görülen zay›f DNA band› muhtemelen do¤al yolla lize olmufl bakterilere
ait artifakt›r.
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