T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

BLDG VE CCAR REGULATOR PROTEINLERININ STREPTOMYCES
CLAVULIGERUS ' TA TUNIKAMISIN BIiYOSENTEZi UZERINE
ETKILERI

Lokman BAS

TARIMSAL BiYOTEKNOLOJI ANABILiM DALI

SAMSUN
2016

Her hakki sakhdir.






TEZ ONAYI

Lokman BAS tarafindan hazirlanan “BldG ve CcaR Regiilatér Proteinlerinin
Streptomyces clavuligerus’ta Tunikamisin Biyosentezi Uzerine Etkileri” adli tez
calismas1 23/12/2016 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali’'nda Yiiksek Lisans
Tezi olarak kabul edilmistir.

Damisman Yrd. Dog. Dr. Aslihan KURT KIZILDOGAN
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Jiiri Uyeleri
Baskan Prof. Dr. Sedef TUNCA GEDIK
Gebze Teknik Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Uye Yrd. Dog. Dr. Kiibra OZKUL
Ondokuz Mayis Universitesi
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Uye Yrd. Dog. Dr. Aslihan KURT KIZILDOGAN

Ondokuz Mayis Universitesi
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Yukaridaki sonucu onaylarim. .../.../20...

Prof. Dr. Bahtiyar OZTURK
Enstitii Miidiirii






ETIiK BEYAN

Ondokuz Mayis Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarina uygun
olarak hazirladigim bu tez i¢indeki biitiin bilgilerin dogru ve tam oldugunu, bilgilerin
iretilmesi asamasinda bilimsel etige uygun davrandigimi, yararlandigim biitiin
kaynaklar1 atif yaparak belirttigimi beyan ederim.

23/12/2016

Lokman BAS






OZET

Yiksek Lisans Tezi

BLDG VE CCAR REGULATOR PROTEINLERININ STREPTOMYCES
CLAVULIGERUS 'TA TUNIKAMISIN BiYOSENTEZI UZERINE ETKILERI

Lokman Bas

Ondokuz Mayis Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal1

Danigman: Yrd. Dog. Dr. Aslihan Kurt Kizildogan

Bir niikleozit antibiyotigi olan tunikamisin yapisal olarak diger antibiyotiklerden
oldukga farkli olup urasil, N-asetilglukozamin (GIcNAc), tunikamin adi verilen 11
karbonlu aminoaldoz seker ve farkli uzunlukta N-agil yan zircirlerden olusmaktadir.
Tunikamisin bakteri hiicre duvari sentezinin peptidoglikan onciilii lipit I’ in olusumunu
hedef aldig1 bilinen ilk niikleozit tipi antibiyotik olup ayn1 zamanda 6karyotlarda erken
ara iirlin olan dolisilpirofosforil-N-asetilglukozaminin olusumunu bloke eden protein
N-glikolizasyon inhibitériidiir. Dolayis1 ile protein glikolizasyonunu ve bakteri
peptidoglikan biyosentezini inhibe etmesi bakimindan olduk¢a Onemli bir
antibiyotiktir. Bu ¢alismada, Streptomyces clavuligerus (S. clavuligerus)’ta
tunikamisin biyosentezinde rol oynayan diizenleyici mekanizmalarin belirlenmesi
amaci ile pleiotropik bldG ve yolakta konumlanmis ccaR regiilatér genlerinin
tunikamisin biyosentezi tizerindeki etkileri arastirilmistir. bldG ve ccaR genlerinin
hiicrede yok edilmesinin veya bu genlerin hiicrede ¢oklu ifadeleri/lkromozoma
entegrasyonlarmin tunikamisin biyosentezi ve iiretimi tizerindeki muhtemel etkileri
bunlara ait vektor kontrolleri ve yabanil sus ile kiyaslanarak belirlenmistir. Sadece
bldG geninin ¢oklu kopyasmi igeren S. clavuligerus LB1 ve tek kopyasinin
kromozoma entegre oldugu S. clavuligerus LB2 rekombinant suslari bu ¢aligmada
olusturulmustur. Kullanilan diger manipiile suslar ise daha 6nceki ¢alismalardan elde
edilmistir. Tunikamisin gen kiimesinin ekspresyonunda meydana gelen degismeler
gRT-PCR yontemi ile tespit edilmis, kontrol ve manipiile S. clavuligerus suslarinin
tunikamisin Uretimleri ise biyoassay ve HPLC yontemleri ile karsilagtirilmistir.
Sonuglar 1s18inda, genel anlamda bldG regiilator geninin tunikamisin gen ifadeleri
tizerinde negatif bir diizenlenmeyle alakali bir rol {istleniyor olabilecegi, ccaR
regiilator geninin ise tunikamisin gen ifadesi lizerinde pozitif bir etkiye sahip olma
potansiyeli tasidig1 fikrine varilmistr.

Aralik 2016, 89 sayfa

Anahtar Kelimeler: Tunikamisin, bldG, ccaR, Streptomyces clavuligerus, gRT-PCR,
HPLC






ABSTRACT

Master’s Thesis

THE EFFECTS OF BLDG AND CCAR REGULATORY PROTEINS IN
TUNICAMYCIN BIOSYNTHESIS IN STREPTOMYCES CLAVULIGERUS

Lokman Bas

Ondokuz Mayis University
Institute of Sciences
Department of Agrricultural Biotechnology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Aslihan Kurt Kizildogan

A nucleoside antibiotic tunicamycin differs structurally from other antibiotics by the
presence of wuracil, N-acetyl-D-glucosamine (GIcNACc), tunicamine, a unique
aminoaldose sugar with 11-carbon atoms, and N-acyl side chains. Tunicamycin is the
first known nucleoside-type antibiotic targeting the formation of peptidoglycan
precursor, Lipid I, in cell wall synthesis. In addition, it is also an N-glycosylation
inhibitor that blocks the formation of dolichyl-pyrophosphoryl-N-acetylglucosamine
(Dol-PP-GIcNACc), an early intermediate in eukaryotes. Therefore, it is a crucial
anitibotic to inhibit protein N-glycosylation in eukaryotes and bacterial peptidoglycan
biosynthesis. In this study, the effects of bldG pleiotropic and ccaR cluster-situated
regulatory genes in the regulation of tunicamycin biosynthesis in Streptomyces
clavuligerus (S. clavuligerus) were investigated with the aim of deciphering regulatory
mechanisms acting on this antibiotic biosynthesis. The possible effects of bldG and
ccaR gene blockage or their multicopy expressions or integrations to the chromosome
on the biosynthesis and production of tunicamycin in S. clavuligerus were determined
by comparison with their respective vector controls and wild type strain. S.
clavuligerus LB1 carrying multicopy bldG gene and S. clavuligerus LB2 that has an
extra copy of bldG integrated into the chromosome have been constructed in this study.
The other manipulated strains used were obtained from previous studies. The changes
in the expression of tunicamycin gene cluster were determined by gRT-PCR.
Tunicamycin production by the wild type and manipulated S. clavuligerus strains were
compared by bioassay and HPLC methods. It can be concluded that in general, bldG
regulatory gene might play a role in negative regulation of the gene expression of
tunicamycin, whereas the ccaR regulatory gene might have the potential to have a
positive effect on expression of tunicamycin gene cluster.

December 2016, 89 pages
Key Words: Tunicamycin, bldG, ccaR, Streptomyces clavuligerus, gRT-PCR, HPLC
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SIMGELER VE KISALTMALAR

SIMGELER

ATTC : Amerikan Tipi Kiltiir Koleksiyon
NRRL : Tarimsal Arastirma Servisi Koleksiyon
dH20 : Distile (Saf) Su

dNTP : Deoksi Niikleotit Trifosfat
EtBr : Etidyum Bromiir

rpm : Dakikada Devir Sayisi

ORF . Acik Okuma Cergevesi

RT : Reverse Transkripsiyon

M : Molar

DMSO : Dimetil Stilfoksit

SDS : Sodyum Dodesil Siilfat

RNA : Riboniikleik Asit

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit
gRT-PCR : Gergek Zamanli PCR

Kb : Kilobaz

be : Baz Cifti

g : Gram

ug : Mikrogram

ul : Mikrolitre

ng : Nanogram

dk : Dakika

sn - Saniye

TAE : Tris-Asetik Asit-EDTA
EDTA : Etilendiamin Tetraasetik Asit
cDNA : Komplementer DNA


https://tr.wikipedia.org/wiki/Asetik_asit
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1. GIRIS

1.1. Streptomyces spp.

Streptomyces, Actinomycetes ailesine tiye olan biiyiileyici bir cinstir. Gram-pozitif,
filamentli, spor olusturan ve zorunlu aerobik olan bu bakteriler yliksek G-C oranina
sahip (%70-74) lineer kromozom tasirlar. Bir¢ok streptomiset, toprakta yasayan
saprofitik mikroorganizmalar olmakla birlikte, deniz ve tatli su gibi habitlarda ve de
ayrica bitki (6rnegin, S. scabies) ve hayvanlar (6rnegin balik akcigerinde hastalik
semptomlarina neden olan S. griseus) iizerinde yasamaya uyum saglamislardir
(Hopwood, 2007; Chater vd, 2010; Kurt, 2011). Bergey’ in Sistematik Biyoloji
kitabina gore yapilan simiflandirma Cizelge 1.1°de verilmektedir (Garrity vd, 2004;
Kurt, 2011).

Cizelge 1.1. Bergey’in Sistematik Biyoloji kitabina dayali olarak yapilan Streptomyces

siniflandirmasi
Domain Bacteria Takim I Actinomycetales
Sube BXIV Actinobacteria Alttakim XIV  Streptomycineae
Siif 1 Actinobacteria Aile | Streptomycetaceae
Altsimif V Actinobacteridae Cinsl Streptomyces

Streptomyces spp. apikal biiyiime, dallanma ve morfogenezleri filamentli funguslara
benzemektedir. Bu cinsin karmagik yasam dongiisii dort evreye ayrilir: (i) Serbest
sporun ¢imlenmesi, (ii) vejetatif miselin olugmasi, (ii1) hava misellerinin gelisimi-gok
cesitli sekonder metabolitleri liretme yeteneginin kazanilmasi ve (iv) spor morfogenezi

(Flardh, 2003; Goriely & Tabor, 2003; Chater, 2006; Kurt, 2011) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. S. coelicolor’ ait gelisimsel yasam dongiisii; (8) Flardh & Buttner (2009), (b)
http://twistedbacteria.blogspot.com/2007/08/streptomyces-theyre-twisted.html

Sporlar u¢ kisimlarindaki uzantilar ile ¢imlenerek uzun filamentli hifleri meydana
getirirler. Bu hiflerin bir kism1 besin icerisinde biiyiimekle birlikte bir kismi ise
besinlerin ylizey kisminda biiyiiyerek dallanirlar ve substrat miselyumunu olustururlar
(vejetatif iireme evresi). Bu evreyi hava misellerinin gelisimi takip eder. Kati
besiyerinde iireyen mikroorganizma bu gelisim doneminde herhangi bir besin yoklugu
veya diger sinyal/uyarilara bagli olarak sekonder metaboliteleri iiretir. Siv1 kiiltiirlerde
ise sekonder metabolitlerin iiretimi genellikle tiremenin durgunluk faziyla sinirh olup
cogu kez besin sinirlanmasinin bir gostergesi olarak ortaya ¢ikar. Bu yasam dongiisii,
hava hiflerinin hiicre bdliinmesine ugramasi1 ve gri pigment karakteristigine sahip
serbest sporlar1 olusturmasi ile tamamlanir (Goriely & Tabor, 2003; Flardh & Buttner,
2009; Chater vd, 2010; Kurt, 2011) (Sekil 1.2).


http://twistedbacteria.blogspot.com/2007/08/streptomyces-theyre-twisted.html

Sekil 1.2. S. lividans’ a ait koloni gelisim safhalarinin taramali mikroskop altinda goriiniimii
(a) Geng vejetatif misel, (b) Hava dallar1 olusturan olgun vejetatif miseller, (c)
Prespor formunu veren hava hifleri, (d) Olgun spor zincirleri (Hopwood, 2006)

Streptomyces spp. antibakteriyel ve antifungal antibiyotikleri, sideroforlari, antitimaor
ajanlarini, bitki bliyiimesini tesvik eden faktorleri, herbisit ve immunosiippressor gibi
bircok biyolojik agidan aktif sekonder metabolitleri, ayrica enzim ve enzim
inhibitorleri gibi ¢ok gesitli maddeleri tiretebilen oldukg¢a 6nemli bir cinstir (Oskay,
2009). Simdiye kadar kesfedilen tiim sekonder metabolitlerin %66’s1 Actinomycetes
tarafindan tretilmekte ve bunlarin da %70-80 oranindaki kismi Streptomyces cinsi
tarafindan tretilmektedir (Challis & Hopwood, 2003). Streptomyces’in karakteristik
misel olusumu biiyiik 6lg¢ekli fermantasyonlarda sekonder metabolit iiretim
verimliligini etkileyen 6nemli bir faktordiir (Flardh, 2003; Kurt, 2011).

Actinomycetes grubu 5 ila 9 megabazlik (Mb) biiyiik bir genoma sahip olup bu
genomun %5-10’ u sekonder metabolit biyosentezinde gorev almaktadir (Baltz, 2008).
Streptomyces’ lerin bir diger ¢arpicit 6zelligi ise biiyiik bir linear koromozoma sahip
olmalaridir. Bu kromozomlar yapisal genleri igeren bir c¢ekirdek bolgesinden ve
horizontal gen transferi ile kazanilmis kosullu adaptif genlerden olusan iki “kol”
kismindan meydana gelmektedir. Ayrica, Streptomyces’ te 12 kb’dan yiizlerce kilobaz
(kb) biiyiikliigiine kadar degisik boyutlarda olabilen dairesel ve lineer plazmitler
bulunmaktadir ve lineer plazmitler sekonder metabolit iiretiminde rol almaktadirlar
(Hoch vd, 1993; Chang & Cohen, 1994; Kieser, 2000; Kurt, 2011). Streptomyces’ te
replikasyon oriC adi verilen tipik bir merkezi orijinden iki yonlii olarak
gerceklesmektedir. Lineer plazmit ve kromozomlarin replikasyonu sirasinda kesintili
zincirdeki replikasyon bu zincirin 5’ ucunda bulunan terminal proteinin varlig: ile
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saglanmaktadir. Ayrica, lineer kromozom ve plazmitlerin her iki u¢ kisminda,
biiyiikliigii 1 ila 550 kb arasinda degisen ve palindromik dizilerden olusan terminal
tekrarlar (terminal inverted repeats-TIRs) bulunmaktadir (Huang vd, 1998; Hopwood,
2006). Streptomyces lineer kromozumunda, TIR’ ler yardimiyla u¢ bolgelerindeki
niikleotit dizilerinde gergeklesen rekombinasyonun ardindan devingen diizenlenmeler
sonucunda dairesel kromozomlarin olustugu ve ayrica oransiz krossing over yoluyla
biiyiikk terminal kopmalar ve g¢ogalmalar gergeklestigi tespit edilmistir (Volff &
Altenbuchner, 1998).

Streptomyces spp. sahip oldugu gii¢lii restriksiyon bariyerlerinden dolay1
transformasyonu oldukga zor olan bir cinstir. Bu restriksiyon bariyer sistemi farkli
bakterilere ait DNA’ nin Streptomyces konakgisina transferini zorlastirir (Matsushima
vd, 1987; Kurt, 2011).

Streptomyces coelicolor (A3) (Bentley vd, 2002), S. avermitilis (lkeda vd, 2003),
S. clavuligerus ATCC 27064 (Medema vd, 2010) ve S. clavuligerus NRRL 3585 (Song

vd, 2010)’a ait genom dizileri yayimlanmistir. Bu bakterilerin genom biiyiikliikleri
sirasiyla 8.8, 9, 6.8 ve 6.7 Mb ’dur.

1.2. Biyoteknolojik Acidan Onemli Bir Antibiyotik Ureticisi Olan Streptomyces

clavuligerus (S. clavuligerus)

Streptomyces clavuligerus ilk kez Giiney Amerika’daki bir toprak 6rneginden izole
edilmis ve izole edilen 1852 sus arasindan sefalosporin iireticisi olarak karakterize
edilmistir. Kulup seklindeki yan zincirlerinin varligindan dolayr “kiiciik kuluplar
tasiyan” anlamina gelen “clavuligerus” adi verilmistir. Bu tiir, Tarimsal Arastirma
Servisi Koleksiyonu tarafindan NRRL3585 ve Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonunda
ise ATCC27064 olarak kayit altina alimmistir. Tip sug NRRL3585 (=27064)" dir
(Higgens & Kastner, 1971).

Yapilan antibiyotik arastirmalart sonucunda S. clavuligerus 20’den fazla
sekonder metabolit iiretebilme kabiliyeti onun biyoteknolojik a¢idan ¢ok 6nemli bir
kaynak olarak degerlendirmesini saglamigtir. Bunlardan bir kismi (-laktam
antibiyotikleri, antitimdr ajanlari, antifungaller ve pB-laktamaz- inhibitorleridir (Thai
vd, 2001) (Sekil 1.3). Ayrica S. clavuligerus, tibbi acidan ¢ok degerli bir sekonder

metabolit olarak bir niikleozit antibiyotigi tunikamisini tiretmektedir.
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Sekil 1.3. S. clavuligerus tarafindan iiretilen sekonder bilesiklerin bazilar1 (Thai vd, 2001,
Price & Tsvetanova, 2007)

1.3. Tunikamisin; Genel Ozellikleri, Yapisi ve Etki Mekanizmasi

1.3.1. Genel ozellikleri

Tunikamisinler niikleozit antibiyotikleri grubu ftiyesidirler. Bakteri peptidoglikan
biyosentezinin ve okaryotlarda N-baglantili protein glikolizasyonun inhibisyonunu

saglamaktadirlar (Wyszynski, 2010).

Tunikamisin ilk defa 1971 yilinda Takatsuki ve arkadaslari tarafindan
antibiyotik aktivitelerini belirlemek tizere taranan 4000 iizerinde Actinomycetes
susunun arasindan Streptomyces lysosuperificus tiirti toprak bakterisinden izole
edilmistir (Takatsuki vd, 1971; Wyszynski, 2010). 1979 yilinda ise ayn1 antibiyotigin
‘S. clavuligerus’  tarafindan Tretildigi belirlenmistir. Ardindan, 1980 yilinda

tunikamisin Streptomyces chartreusis suslarindan izole edilmistir (Wyszynski, 2010).

1.3.2. Tunikamisin yapisi

Tunikamisin yapist; urasil, N- asetilglukozamin (GlcNAc), olagandis1 bir yapi olan 11
karbonlu 2-aminodialdoz sekeri (tunikamin) ve degisik uzunluklu bir N- agil yag asidi
zincirinden olugmaktadir. Biitiin tunikamisin ailesi tiyelerinin ¢ekirdek yapisi siradisi
bir 6zellige sahiptir. Siradisi yapi; bir C-C bagiyla kuyruk kuyruga baglanmis riboz ve

6-deoksi-galaktozamin rezidiilerinden olusan benzersiz 11 karbon-dialdoz tunikamin
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olarak bilinir. Bu psododisakkaritin bir ucunda N-glikozidal bagli bir urasil grubu,
digerinde ise a, B-trehaloz olarak da bilinen, indirgemeyen (non-reducing) a, p-1,1
glikozidik bag ile baglanmis bir N asetil- D-glukozamin (GIcNAc) rezidiisti bulunur.
Tunikamisin ailesinin c¢esitliligi, bu ortak tunikamisin iskelet yapisinin azotuna
baglanmis (N-bagli) a¢il halkasinin dogasindan ileri gelmektedir Dogal tunikamisin
kompleksi, 10 ya da daha fazla sayida farkli N-bagl agil zincirlerinin kombinasyonu
ile meydana gelir. Tunikamisin homologlar1 yag asidi yan zincirlerinin uzunluk,
dallanma ve saturasyon bakimindan varyasyonu ile olusmaktadir (Tsvetanova & Price,
2001; Price & Tsvetanova, 2007) (Sekil 1.4). Dogal tunikamisin ailesi
antibiyotiklerinin, (mikosposidinler, streptoviriidinler, MM 19290 ve korinetoksinler)
N-acil zincirlerindeki farkliliklar ve/veya 5,6-dihidrourasilin uragille yer degistirmesi
haricinde, tiim tiirevleri yapisal olarak benzerdir ve biiyiik olasilikla, benzer
biyosentetik metabolik yolaklara sahiptirler (Eckardt, 1983; Price & Tsvetanova,
2007).

131"

Sekil 1.4. Tunikamisin yapisi ve numaralandirma sistemi, A; a-bagli D-GICNAc, B; B—bagh
psodo-GalNAc, C; psédo D-ribosil, D; N-bagli urasil (Price & Tsvetanova, 2007)



1.3.3. Tunikamisinin etki mekanizmalari

1.3.3.1. Antiviral etki

Tunikamisin hayvan ve bitki viriislerine, gram pozitif bakterilere, maya ve funguslara
kars1 aktif bir glukozamin antibiyotigidir. Tunikamisinin hiicre kiiltiirlerindeki
Newcastle Hastalik viriisii ve herpes simplex viriisiiniin ¢ogalmasini inhibe ettigi ve
ayrica tiitlin yapraklarinda tiitiin mozaik viriisiiniin neden oldugu lezyon olusumunu
baskiladig1 yapilan ilk karakterizasyon caligmalarinda tespit edilmistir (Takatsuki,
1971). DNA, RNA ve protein sentezi dahil olmak iizere, viriisiin yasam dongiisiiniin

farkli agamalari, antibiyotik i¢in birer hedef olarak sirali bir sekilde agiga ¢ikarilmistir.

1.3.3.2. Antibakteriyel etki

Tunikamisinler bakteri hiicre duvari sentezinin giiglii inhibitorleridirler. Gram-pozitif
ve Gram-negatif bakterilerin hiicre duvari peptidoglikandan olusur. Peptidoglikan,
birbirini izleyen N-asetil miiramik asit (MurNAc) ve N-asetil glukozaminin (GIcNAc)
B-1,4-glikozidik bagl polisakkaritinden meydana gelmektedir. MurNAc, bir 3-O-laktil
yan zinciri tagiyan GIcNAc rezidiisinden olusmaktadir (Sekil 1.5). Bakterilerde
peptidoglikan  biyosentezindeki  ilk asama, sitoplazmada UDP-MurNAc
pentapeptidinin  olusturulmasidir. UDP-MurNACc’in  olusturulmast  i¢in
fosfoenolpiruvat (PEP) metabolik onciilii olan UDP-GIcNAc'ye pargalanir. Hiicre igi
peptidoglikan olusumu Mur A ve Mur B enzimleri tarafindan katalizlenen ve UDP-

UDP-GIcNACc’ in UDP-MurNACc’ e dontisiim reaksiyonu ile devam eder.
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Sekil 1.5. Peptidoglikan biyosentez yolagi (Winn vd.,2010)

L-alaninden bagslayarak ardarda bes aminoasit UDP-MurNAc’in laktil
altyapisina baglanir ve Mur C tarafindan katalize edilen reaksiyon iiriinii olarak UDP-
Mur-NAc-L-Ala meydana gelir. Ardindan, UDP-Mur-NAc-L-Ala’ nin UDP-
MurNAc-pentapeptit’ e doniismesinde ATP-bagimli ligazlar olan Mur D, Mur E ve
Mur F rol oynamaktadir. Son olarak, UDP- MurNAc-pentapeptit membrana-bagli lipit
ag1 undekaprenil (Un) fosfata baglanir ve lipit]’i meydana getirir. Bu reaksiyon bakteri
membran proteini translokaz I (MraY) aracigiyla gerceklestirilir. Translokaz II (Mur
G) tarafindan katalize edilen diger GlcNAc biriminin eklenmesi lipit II’yi olusturur ve
peptidoglikan biyosentezinin hiicre i¢i kismini tamamlar. Daha sonra, bir flipaz
proteini bu ileri diizey ara liriinii, transglikozilaz enzimleri (penisilin baglama protein
ailesinin bir kismi) tarafindan polimerize edildigi yer olan sitoplazmik membranin
diger tarafina gotiiriip getirir. Undekaprenol fosfat lipit tasiyicist bu noktada serbest
kalir ve hiicreye geri doner. Olusan polisakkaritlerin karsilikli baglanmasi
transpeptidazlar (penisilin baglama protein ailesinin bir kismi) sayesinde gerceklesir.
Hiicre dist kisimda peptidoglikan olusumu belirtildigi gibi trans-glikolizasyon ve
transpeptidasyon reaksiyonlariyla tamamlanir (Wyszynski, 2010).

Tunikamisinler, bakteri hiicre duvari sentezi tizerindeki gii¢lii inhibitor etkilerini
Kilit roldeki peptidoglikan Onciilii  undekaprenil-pirofosforil-N-asetilmiiramil
pentapeptit (Lipit I) olusumunu katalize eden MraY’i hedef alarak gosterirler. Yapilari
substrat analogu gibi rol oynar ve aktif bolgeyi engelleyerekn transfer reaksiyonunun
gecis durumunu taklit eder (Kimura & Bugg, 2003; Xu vd, 2004; Winn vd, 2010)
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(Sekil 1.6). MraY'nin diger inhibitorleri genellikle uridilpeptit ve yag acil niikleozit
antibiyotiklerinden olusur (Tkacz & Lampen, 1975; Wyszynski, 2010).
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Sekil 1.6. MraY tarafindan katalizlenen lipit I sentezi (Wyszynski, 2010)

Peptidoglikan biyosentezine karsi aktivite gosteren vankomisin, teikoplanin,
moenomisin ve P-laktamlar gibi dogal iriinlerin kesfi ve karakterizasyonu,
tunikamisinlerin etki mekanizmalarinin anlasilmasi agisindan katki saglamaktadir
(Chen vd, 2010; Wyszynski vd, 2010).

1.3.3.3. Okaryotlarda N-bagh glikoprotein biyosentezini inhibisyonu

Proteinlerin N-bagli glikozilasyonu, tiim okaryotlarda ve birgok arkea'da en yaygin
kovalent protein modifikasyonu iken, bakterilerde bu olay nadiren gozlenir. Dolayisi
ile tunikamisin bir¢cok farkli biyolojik sistemdeki glikoproteinlerin calisilmasi igin
olduk¢a Onemli bir ara¢ haline gelmistir. Ancak, protein N glikozilasyonun ilk
asamasinda rol oynayan dkaryotik GPT'nin inhibisyonu ile iligkili olarak memelilerde
sitotoksisiteye yol agmalar1 sebebiyle antibakteriyel ajan olarak kullanimlar1 oldukga
siirhdir (Kimura & Bugg, 2003; Winn vd, 2010).

Tunikamisinler okaryotlarda tunikamisin N-baglantili protein

glikolizasyonundaki ilk basamagi katalize eden, UDP-N-asetilglukozamin dolikol



fosfat GIcNAc-1-P-transferaz (GPT) nin transisyon durum analogu (GlcNAc-1-P)’nu
taklit ederler (Sekil 1.7). Boylelikle, N-baglantili protein glikolizasyonun dolikol
yolagindaki ilk asamayi, membran bagli N-asetil glukozamin pirofosforil dolikol
(GIcNACc-PP-Dol) olusumunu inhibe ederler. Bu inhibisyon, erken asamada protein N-
glikozilasyonunu sonlandirdigindan 6nemli post-translasyonel modifikasyonlarin
calisilmasina olanak tanimaktadir. Ayni zamanda, tunikamisin, kullanilan memeli
hiicre hatlarinda iiretilen hedef proteinlerin homojenitesinden emin olmak i¢in hiicre
kiltiri uygulamalarinda kullanilir (Elbein, 1987; Wyszynski, 2010). Ayrica,
tunikamisinlerin palmitoyltransferazi durdurarak acil-proteinlerin N
palmoytilasyonunu bloke ettikleri gosterilmistir (Patterson & Skene, 1994; Liang vd,
2002; Price & Tsvetanova, 2007). Palmitoyltransferaz, yag asitlerinin proteinlerin
sistein kisimlarina baglanmalarini ve membrana bagli olan proteinlerin lipofilitelerinin

artirtlmasini saglayarak islev gérmektedir.
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Sekil 1.7. Tunikamisinin GPT tarafindan katalizlenen reaksiyon ile iliskisi (Wyszynski, 2010)

Tunikamisin 0.05-0.1 pg/ml ICso degerine sahip GPT ihibitoriidiir, inhibisyonunun

geri-dondiiriilebilir oldugu ve her iki substrata gore yarismali olmadigr bildirilmistir.

Bunun aksine 44 pg/ml'de MraY'nin inhibisyonu 500 kat daha disiiktiir ve niikleotit

substrata gore yarigmali, lipit fosfata gore yarismasizdir (Brandish vd, 1996;

Wyszynski, 2010). ki olayda da tunikamisinin es aksiyon modu ve iki enzimin
10



benzerligi disiiniildiigiinde dikkat g¢ekicidir. Bu farkliliklar tunikamisinin MraY
tarafindan kullanilan pentapeptit-igeren UDP-MurNAc’yi taklidinin GPT’nin UDP-
GlcNAc substrati kadar iyi olmamasindan kaynaklanmasi muhtemeldir (Wyszynski,
2010).

Tunikamisin birgok memeli tiimdr hiicre kiiltiiriine kars1 sitotoksik bir etki
gostermektedir. Timorlerin beslenmesini ve iiremesini saglayan vaskiilarizasyonu
engelleyici anti-angiogenik etkisi sebebiyle meme kanseri tedavisinde kullanilmistir
(Banerjee vd, 2011). Ayrica tunikamisinin antikanser ilaglar1 ile birlikte kullanimi
¢oklu ilag direncine sahip yumurtalik cystadenocarcinoma hiicrelerinin ilaca olan
hassasiyetini artirmaktadir (Hiss vd, 2007). Tunikamisin, N-glikanlarin sentezini
inhibe ettigi ve G1 fazinda hiicre dongiisiiniin duraklamasina neden oldugu i¢in diyabet
gibi otoimmiin hastaliklarinin tedavisinde de fayda saglayabilmektedir (Shaabani vd,
2012).

1.4. Tunikamisin Biyosentezi

Tunikamisin yapisinda yer alan siradis1 11-karbonlu seker, tunikamin ve a, B-1",11'-
glikozidik baginin nasil olustugunu agiklamak ve tunikamisin biyosentez yolagindaki
molekiiler mekanizmanin aydinlatilmasi yolunda yogun arastirmalar yapilmustir. Tk
olarak 2007 yilinda Price & Tsvetanova, uridin ve UDP-GIcNAc’den tunikamisin
biyosentezi i¢in bes enzimin yeterli oldugunu ileri siirmislerdir. Ancak, daha sonraki
yillarda yapilan caligmalarla tunikamisin biyosentez yolaginda daha fazla sayida

enzimin gorev aldig tespit edilmistir (Wyszynski vd, 2012) (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. Tunikamisin biyosentez yolagi (Wyszynski vd, 2010)

Tunikamisin biyosentez yolagindaki erken basamaklarinda Tun A, Tun B, Tun
F ve Tun G olarak adlandirilan dort enzim gorev yapmaktadir. Bunlardan Tun A ve
Tun F’ nin bu antibiyotigin biyosentezinin ilk basamaginda yer aldig1 ve tunikamisin
tunikamin biriminin olusturulmasinda rol aldigi belirlenmistir. Tun A, bir UDP-
GIcNACc 5,6-dehidrataz “ekzo glikal sentaz” olup UDP-GICNAC’yi ekzo-glikal UDP-
4-keto-5,6-ene-GIcNAC’ye cevirir. UDP-GalNAC lizerinde aktivite gostermez. Tun F,
seker-4-epimeraz olup (UDP-GIcNAcC 4-epimeraz) alisilmadik bir substrat toleransina
sahiptir ve bu 6zelligi yolak siralamasini sekillendirmesine yardimci olur (Wyszynsky
vd, 2012). Tun F, genis spektrumlu bir 4-epimeraz aktivitesi sergilemekte olup, UDP-
GIcNAc ve UDP-6-deoksi-GIcNAc-5,6-ene’i galakto epimerlerine doniistiirmektedir.
Kinetik analizler TunF enziminin bir ‘ekso glikal epimeraz’ olarak ekso-glikal substrat
yoniinde UDP-GIcNAc’den yedi kat daha aktif oldugunu gostermistir. Bu sonuclara
dayali olarak, daha oOnceki calismalarda tunikamin c¢ekirdeginin biyosentezini
aciklayan bilgiler revize edilerek tunikamisin biyosentez yolagi su sekilde
aciklanmistir: Tun A 6nce UDP-GIcNAc lizerinde etki gostermektedir. Ardindan, Tun
F, meydana gelen iirtinii C-4" pozisyonunda epimerize ederek UDP-6-deoksi-GalNAc-
5,6-ene’  nin olusumunu saglamaktadir. Bu asama 11-karbonlu tunikamin
olusumundaki ardisik C-C bagimin olusmasi bakimindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Kararli bir ekso-glikal enol eter olarak bu anahtar roldeki kuyruk- kuyruga eslesme
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olayinda monosakkarit-tiirevli ciftlerden birinin tespiti, iiridin-tiirevi eslesme
partnerlerinin 6zellikleri ve eslesme islemine katildiklari tahmin edilen Tun B ve Tun
M enzimlerinin rollerini anlama konusunda fikir vermektedir. Tun B, bir¢ok radikal
reaksiyonlar1 katalizleyen FesS4 redoks merkezine sahip S-adenozil metiyonin (SAM)
enzimidir. tunB mutantlarinda tunikamisin {iretiminin durmasi bu gen tarafindan
kodlanan enzimin tunikamisin biyosentezi i¢in hayati 6nemini ortaya koymaktadir
(Wyszynski vd, 2012).

Tunikaminil urasil ¢ekirdeginin olusumu, bir metil transferaz olan Tun M
tarafindan katalizlenen C-C bagiyla uridin ve galaktozamin tiirevlerinin kuyruk
kuyruga eslesmesi ile olusmaktadir. Gereken uridin sirasiyla Tun N (nukleotit
pirofosfataz) ve Tun G (niikleotit monofosfat fosfataz)’nin ardisik aktivitesi
sonucunda UTP’den elde edilir. Tun H, ardindan Tun N ve Tun G tarafindan islenerek
metabolik yolak boyunca serbest birakilan UDP, uridinin kaynagi olarak hiicresel
UTP’nin yerine de goérev alabilir. Nukleotit-seker pirofosfatazi Tun H, UDP’ nin
psododisakkarit tunikaminil urasil ¢ekirdeginden hidrolizini katalize eder ve GIcNAc’
nin serbest anomerik pozisyona transferini saglar. Bu basamak GT-1 ailesi
glikoziltransferazi olan Tun D tarafindan katalizlenmektedir. Ve bu olay sonucunda
a,pB-1,1 glikozidik bagindaki iki yeni stereoesterin es zamanli olusumuyla
tunikamisinlerin ¢ekirdek psodotrisakkarit iskelet kismi olusur. Bu iskeletin son
modifikasyonu, simdiye kadar tanimlanmis olan 18 farkli tunikamisin homologunu
olusturmak iizere bir seri agil zincirlerinin yapiya katilimi ile ger¢eklesmektedir.
Tanimlanan gen kiimesinde heniiz yag asidi sentezi ile ilgili bir genin olmayisi
tunikamisin biyosentezi i¢in gereken a¢il zincirinin, teikoplanin biyosentezinde oldugu
gibi, hiicrenin yag asidi havuzundan karsilandig1 diisiiniilmektedir (Wyszynsky vd,
2010). Putatif bir tip 2 fosfatidik asit fosfataz (PAP2) olan Tun L, iiretici
mikroorganizmada lipit sentezinin diizenlenmesinde rol almaktadir. Hiicre fosfatidik
asidi seviyelerini diisiiriip ve onun ayrilma iirlinii olan diagilgliserolin seviyesini
artirarak fosfolipit biyosentezi baskilanir ve hiicresel yag asidi havuzunun B-oksidatif
degredasyon yolag1 yoluyla tunikamisin biyosentezinde kullanimina yonlendirilebilir
(Carman & Han, 2009; Wyszynski vd, 2010). Tunikamisin iireten organizmalar
yasamsal Oneme sahip hiicre fonksiyonlarin1 olumsuz yonde etkilemeden lipit
metabolizmasini diizenleyen karmasik regiilasyon yolaklarina miidahale ederek

tunikamisin biyosentezini artirmaktadirlar.
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Daha sonra, bir agil tastyict protein olan Tun K, tun gen kiimesinde ligaz
olmadigindan muhtemelen primer metabolizmadan bir yag acil-ACP ligaz aktivitesi
yoluyla ardisik agillenmelerle miiteakip yag asitlerini aktive ederler. Tunikamisin
¢ekirdek iskeleti, putatif bir GlcNac N-de asetilaz ailesinin bir iiyesi olan Tun E ile N-
deasetilasyona ugrar. Ardindan, Tun C, N-asetil transferaz olarak gorev yaparak
siralanmig Ve aktive olmus yag asitlerini ¢ekirdek yapiya tasir. Bu sekilde tiim

tunikamisin homologlarinin olusmasini saglar.

Tunikamisin gen kiimesinde yer alan ve tunikamisin biyosentezine dogrudan
katki saglamayan iki gen trtiinii Tun | ve Tun J {retici organizmanin tunikamisine
direncini ve tasimimini saglamaktadir. Ikisi de ABC transportdriinii kodlamakta olup
hizli bir sekilde putatif ABC tagima sistemi ile tunikamisinin hiicre disina salinnmindan
sorumludur. Tunl proteini ATPaz olarak gérev yaparak fosforilasyon ile tunikamisini
inaktive eder, fosforlanmis tunikamisin hiicre digina tasinir ve burada Tun J ve Tun L

tarafindan fosforu uzaklastirilir (Chen vd, 2010; Wyszynsky vd, 2010).

1.5. Tunikamisin Gen Kiimesi

Tunikamisin gen kiimesi 12 kb biiyiikliigiinde olup ge¢mis yillarda bes genin bu
sekonder metabolitin biyosentezi i¢in yeterli olabilecegine dair fikirler son
calismalarla yenilenmis ve dokuz yeni genin daha bu gen kiimesinde yer aldigi
belirlenmistir. Once, Chen vd (2010), S. clavuligerus ATCC 27064 ve Actinosynnema
mirum (A. mirum) DSM 43827°da tunikamisin gen kiimelerini tespit etmisler ve bu
bilgiyi S. chartreusis’deki tunikamisin gen kiimesini bulmak i¢in kullanmislardr. ilgili
gen kiimesi daha sonra bu metaboliti iiretmeyen S. lividans’a klonlanmis ve
rekombinant bakteride tunikamisin biyosentezi gerceklesmistir. Grup dogrulama
caligmalarini, tunA genini susturup tunikamisin biyosentezini sonlandirarak
tamamlamiglardir. Boylellikle, tunikamisin gen kiimesinin tunA-tunL olmak tizere 12
genden olustugunu rapor etmislerdir. Ardindan Karki vd (2011), genom tarama
caligmalart ile S. clavuligerus’ta potansiyel tunikamisin-benzeri gen kiimesini
belirlemis ve ayn1 sekilde bu genetik bilgiyi S. chartreusis’ taki potansiyel tunikamisin
gen kiimesini izole etmek i¢in kullanmistir. S. clavuligerus genomunda tunikamisin
gen kiimesinin tunl (SCLAV_4287)-tunl12 (SCLAV_4276) olmak iizere toplam 12
genden meydana geldigi rapor edilmistir. Her iki bakteride bu gen kiimesine ait

genlerin aminoasit homolojileri %70-95 arasinda bulunmustur (Karki vd, 2011). Yine
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benzer tarihli farkli bir ¢alismada Wyszynski vd (2010), yukarida adi gegen ii¢
bakteriye ait tunikamisin gen kiimesi ileri biyoinformatik yontemlerle yeniden
belirlenmis ve bu gen kiimesinin S. coelicolor’da heterolog ifadesiyle tunikamisin
biyosentezi saglanmistir. Bu {i¢ gen kiimesi ufak farkliliklar gostermekte olup S.
chartreusis’e ait tunikamisin gen kiimesi tarafindan kodlanan proteinlerin aminoasit
dizi 6zdeslikleri S. clavuligerus’ takiler ile %50-90 araligindadir. Bu benzerlik ve
Ozdeslikler, ti¢ bakteri arasinda yakin bir zamanda olmus olmas1 muhtemel bir evrimsel
genetik tagimimi isaret etmektedir. Wyszynski vd (2010) tarafindan rapor edilen bu
caligmada, tunA-tunL disinda tunM ve tunN adi verilen iki yeni genin tunikamisin gen
kiimesinde yer aldigi ve biyosentez yolagma katildigi tespit edilmistir (Sekil 1.9).
Ayrica, tunl ve tunJ gen tiriinlerinin birlikte gérev yaparak tunikamisin antibiyotiginin
hiicre disina salinimindan sorumlu oldugu gosterilmistir.
ﬁreptomyces chartreusis NRL3882
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Sekil 1.9. Tunikamisin biyosentetik gen kiimesinin S. chartreusis’ taki genetik organizasyonu
ve S. clavuligerus ile A. mirum’daki homologlart (Wyszynski vd, 2010)

Sonug olarak, son bilgiler 1s18inda SCLAV_4274-SCLAVA4287 arasinda yer alan
proteinlerin kodlandig1 genler S. clavuligerus’ta tunikamisin benzeri antibiyotik olan
MM19290 biyosentezinden sorumlu genlerdir. Bu antibiyotigin yapist heniiz rapor
edilmemekle birlikte, yiiksek aminoasit homolojisinin varligt MM19290’nin
streptoviriidin ve korinetoksin gibi, tunikamisin ile karbonhidrat iskeletlerinin benzer

oldugunu gostermektedir (Wyszynski vd, 2010).
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1.6. 8. clavuligerus’ta Antibiyotik Biyosentezinin Diizenlenmesi

Sekonder metabolizmanin aktivasyonu i¢in ¢ok sayida gen grubu gorev aldigindan
genler arasinda heniiz kesfedilememis genom capli etkilesimleri ortaya ¢ikarmak igin
ve ayrica Ssekonder metabolit biyosentezinin diizenlenmesiyle alakali spesifik
diizenleyicilerin genetik hedef ve etkilerinin aydinlatilmasina yonelik olarak genom
dizileme ve —omiks teknolojileri gibi ileri tekniklerin kullanilmasi olduk¢a 6nemlidir
(Nah vd, 2012; Hwang vd, 2014). Yapilan ¢alismalar, Streptomyces tiirlerinde
sekonder metabolit iiretiminin kontroliinde ¢evre uyaranlarinca indiiklenen regiilasyon
ve sinyal iletiminin dnemli rol oynadigini gostermektedir. Birgok sekonder metabolitin
biyosentezi ¢ogunlukla dis ¢cevredeki besin kisitlanmasi (6r, gliikkoz, nitrojen, fosfor)
durumunun neden oldugu stres kosullarin1 ya da y-biitirolaktonlar gibi spesifik kiigiik
sinyal molekiillerini hiicre algiladigi zaman baslamaktadir (Liu vd, 2013). Bu
metabolik gecis siirecinde ¢esitli global transkripsiyonel regiilatorler gorev alarak
sekonder metabolitlerin biyosentezi ile ilgili genlere dis ¢evredeki sinyalleri ulastirma
rolii tistlenmektedirler. Streptomyces’ de antibiyotik biyosentezini diizenleyen cesitli
mekanizmalar bulunmaktadir. Bu karmasik diizenlenme aglar tist seviyede global
pleiotropik faktorler ya da alt seviyede antibiyotik biyosentetik gen kiimeleri igerisinde
lokalize olmus yolak-6zgl regiilatorler veya yeni tanimlamasi ile gen kiimelerine
konumlanmig “cluster-situated” regiilatorlerdir (CSRler). CSR’ler kendilerinden
uzakta bulunan antibiyotik gen kiimelerinin ifadelerini de diizenleyebilmekte olup
pleiotropik etki gdsterebilmektedirler (Huang vd, 2005). Ote yandan, hemen hemen
tim global ve pleitropik regiilatorler ¢cevreden veya hiicre fizyolojisinde meydana
gelen degismelerden kaynaklanan sinyalleri ¢ogu kez ¢ok basamakli bir sinyal iletim
kaskadi ile CSR genlerine aktarirlar ve bu genlerin ifadelerini belirlerler (Liu vd, 2013;
Niu vd, 2016).

1.6.1. Yolak-ozgii regiilatorler (CSR’ler)

Antibiyotik biyosentezinden sorumlu bir¢ok gen kiimesi hiicre yogunlugu, besin ve
kiiltlir zamani gibi parametrelere gore gen ifadelerini diizenleyen regiilatorler
icermektedirler (Martin & Liras, 2010). Streptomyces’te LysR-tip regiilatorler ve
biiyiik LuxR ailesi (LAL)-tipi ATP-baglama regiilatorleri gibi farkli diizenleyiciler
cesitli antibiyotik gen kiimelerinde yer almaktadirlar (Pérez-Redondo vd, 1998; Tahlan
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vd, 2007; Garg & Parry, 2010; He vd, 2010; Alvarez-Alvarez vd, 2014). Ancak, ¢ogu
antibiyotik gen kiimesinde, en yaygin olarak SARP (Streptomyces Antibiyotik
Regiilator Proteinler) ailesine iiye regiilatorler yer almaktadir. Bu tip regiilatorler

spesifik niikleotit dizilerine baglanarak antibiyotik biyosentez genlerinin ifadesini

aktive ederler (Garg & Parry, 2010; He vd, 2010; Alvarez-Alvarez vd, 2014).

S. clavuligerus’ta yolak 06zgii regiilatérlerden ClaR; klavulanik asit gen
kiimesinin, CcaR; sefamisin C-klavulanik asit siiperkiimesinin ve HlmJ-HImM;
holomisin gen kiimesinin transkripsiyonel diizenleyicileridir (Pérez-Llarena vd, 1997;
Tahlan vd, 2004; Li & Walsh, 2010). S. clavuligerus’ta klavulanik asit-klavam
biyosentezi ise en az yedi regiilator gen; ccaR, claR, cvm7P, orf21-23, tarafindan
diizenlenmektedir (Yin vd, 2012). Bir SARP ailesi iiyesi olan CcaR aktivatorii
sefamisin C gen kiimesinde yer alan ccaR geni tarafindan kodlanmakta, her iki gen
kiimesinde farkli promotor bolgelerine baglanarak hem sefamisin C biyosentezini hem
de klavulanik asit biyosentezini olumlu yonde etkilemektedir (Santamarta vd, 2011).
ccaR geninin tahrip edilmesi durumunda hem sefamisin C hem de klavulanik asit
tiretimi durmaktadir. Aynt zamanda, bu genin ¢ok kopya halinde hiicre igerisinde
bulunmasi her iki metabolitin tiretiminde artis saglamaktadir (Lopez-Garcia vd, 2010;
Kurt vd, 2013). S. clavuligerus’un ccaR ya da claR mutantlarinda holomisin
tiretiminde ve holomisin gen kiimesine ait genlerin ifadelerinde artis oldugu
gosterilmistir (De la Fuente vd, 2002; Robles-Reglero vd, 2013). Ayrica, klavulanik
asit gen kiimesinde yer alan biyosentetik O0ppA2 geninin delesyonu sonucunda
holomisin genlerinde ve holomisin iiretiminde ¢ok ciddi bir artis meydana gelmistir
(Robles-Reglero vd, 2013). Yin vd. (2012) tarafindan yapilan bir caligmada, sefamisin
C iretemeyen bir S. clavuligerus mutantinda argR geninin blokasyonu sonucunda
farkl1 biyosentez ve metabolik yolaklarin (sefamisin C, klavulanik asit\ holomisin ve
tunikamisin) farkli sekillerde etkilendikleri ve bunlar igerisinden, tunikamisin
biyosentez yolaginda yer alan Tun F’nin ifadesinin arttigi belirlenmistir. Bu sekilde,
arjinin-klavulanik asit, sefamisin C-klavulanik asit, klavulanik asit-holomisin yolaklari
arasindaki capraz diizenlenme farkli ¢alismalarda rapor edilmistir (Yin vd, 2012;
Alvarez-Alvarez vd, 2014; Martinez-Burgo vd, 2015). Bu agidan bakildiginda, yolak
0zgl regiilatorlerin bakterinin {rettigi diger antibiyotik biosentez yolaklarinin
ifadelerinde farkli sekillerde etkili oldugu goriilmektedir. Yine bu ¢ikarimla baglantilt

olarak, 2016 yilinda yiiksek titre klavulanik asit iireticisi S. clavuligerus susu ile
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yabanil S. clavuligerus’un SA kiiltiirleri kullanilarak yapilan proteom ¢aligsmasi
sonucunda holomisin biyosentezi ile alakali Hlml proteininin ifadesinin arttigi,
klavulanik asit gen kiimesine ait biyosentetik genler tarafindan kodlanan proteinlerin
de ifadelerinde artis oldugu ve aromatik sekonder metabolitlerin iiretiminden sorumlu
iki enzimin ifadelerinin azaldig1 ve ayrica iki bilesenli regiilator sistem ve TetR ailesine
tiye iki global transkripsiyonel diizenleyicinin ekspresyonlarinin azaldigi tespit

edilmistir (Unsald1 vd, 2016).

1.6.2. Global pleitropik regiilatorler

S. clavuligerus’un yasam donglisii siiresince degisik morfolojik farklilasma
basamaklarinda sekonder metabolitler iretilmektedir. S. clavuligerus’ta sekonder
metabolizma ve/veya morfolojik gelisimi kontrol eden pleiotropik regiilatorler bldA ve
bldG olup sirasiyla bir tRNA ve bir anti-anti sigma faktorini (AASF)
kodlamaktadirlar. bld (bald=¢iplak) gen ailesi iiyesi olan bldA ve bldG genleri
Streptomyces spp.’de yaygin olarak bulunmaktadirlar. Bu genlerdeki mutasyonlar
hava hiflerinin olusumunu engellediginden koloniler karakteristik goriiniimlerini
kaybederek piiriizsiiz koloniler meydana getirmeleri nedeni ile bu ismi almislardir. bld
genleri S. coelicolor’da calisilan en karakteristik pleiotropik fartorlerden biridir. Bu
bakteride BIdG AASF’ii bir partner-degisim mekanizmasi ile farkli sigma faktorlerini
regiile eden anti-sigma faktér (ASF) proteinleri ile etkilesime girmektedir. S.
clavuligerus’da sefamisin C ve klavulanik asit tiretimlerinin bldG” nin etkisi altinda
oldugu belirlenmistir. Bu antibiyotiklerin pozitif regiilasyonundan sorumlu olan ccaR
geni bldG’ye bagimli olarak ifade olmaktadir. bldG tarafindan kodlanan AASF
posttranslasyonel diizenlenmeden sorumludur. bldG geninin yoklugunda, morfolojik
acidan kusurlu ve antibiyotik iiretemeyen S. clavuligerus mutantlari elde edilmistir
(Bignell vd, 2005). Bir diger bld geni, bir TTA kodonu tasiyan adpA, S.
clavuligerus’da antibiyotik tiretiminin AdpA pozitif modiilatoriinii kodlamaktadir. Bu
genin blokasyonu sefamisin C ve klavulanik asit iiretimini azaltirken ¢oklu ifadesi
antibiyotik Uretimini artirmaktadir (Lopez-Garcia vd, 2010). Ayrica, bldA geni
DNA’smdaki yiiksek GC iceriginden dolay Streptomyces genlerinde en nadir bulunan
TTA kodonlarmin translasyonu igin gerekli olan 16sin-tRNA’y1 kodlamaktadir. Bu
gendeki mutasyon S. coelicolor, S. lividans ve S. griseus suslarinda hava hifi

olusumunu ve sekonder metabolit iiretimini engellemekte iken S. clavuligerus’da bldA
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mutasyonu gelisimsel agidan kusurlu ancak yabanil tiple kiyaslandiginda hala diisiik
miktarda da olsa klavulanik asit ve sefamisin tiretebilen bir fenotipe neden olmaktadir.
ccaR geni bir TTA kodonu igermesine ragmen S. clavuligerus bldA mutant: tarafindan
CcaR proteininin iiretiliyor olmas1 TTA kodonunun ccaR’da bagka bir tRNA ile yanlis
translasyona ugradigini diigiindiirmektedir. S. clavuligerus bldG ve bldA mutantlari ve
de kontrol susu ile yapilan kantitatif proteom caligsmasi bu ii¢ susta global protein ifade
profilleri elde edilmis, sekonder metabolizma ve morfolojik farklilagsmada rol oynayan
proteinleri ayirt etmek amaglanmistir. Ayrica, S. clavuligerus’ta CcaR’in daha {ist
seviyesinde klavulanik asit iiretimini kontrol eden elementleri belirlemek {izere
regiilasyona dahil olmas1 muhtemel proteinlerin belirlenmesine odaklanilmistir ve bu

regiilasyonda rol oynayan yeni proteinler rapor edilmistir (Ferguson vd, 2016).

Aktinomisetlerde, y-biitirolakton tip otoregiilatorler antibiyotik {iretiminin
baglamasi i¢in mikrobiyal hormonlar olarak gorev alirlar (Horinouchi, 2007). S.
griseus’a ait A-faktor tipi biitirolakton S. clavuligerus’ta tespit edilmemekle beraber,
S. griseus A faktoriine homolog Brp adli biitirolakton proteinin S. clavuligerus’ta
antibiyotik biyosentezinin negatif regiilasyonunda rol oynadigi rapor edilmistir.
Dolayist ile, brp geninin susturulmasi antibiyotik tiretiminde artisa neden olmustur
(Santamarta vd, 2005). Biitirolakton reseptorlerinin baglanmasi icin spesifik olan
sekanslarin ARE (Auto Regulatory Element) kutulari adinda palindromik dizilerden
meydana geldikleri birgok Streptomyces tiirlinde tanimlanmakla birlikte literatiirde
reseptorlerin bu dizilere baglandiklar1 gosteren cok az sayida ¢alisma mevcuttur
(Horinouchi, 2007). Brp etkisini kendi promotoru, ccaR ve adpA promotorlarindaki
ARE kutularina baglanarak gosterir. Abrp mutantinda adpA ekspresyonunun 2.5 kata
kadar arttig1 tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, ccaR ekspresyonu direkt olarak Brp
tarafindan ya da dolayli olarak Brp-bagimli AdpA regiilatorii yoluyla kontrol
edilmektedir (Lopez-Garcia vd, 2010). “Stringent response” ile alakali regiilator
proteinlerden biri olan AreB (Molina-Henares vd, 2006)’yi kodlayan areB geni 16sin
biyosentez yolunda leuCD kiimesine zit yonde farkli bir promotor bdlgesinden ifade
olmaktadir. Hem kendi ekspresyonunda, hem de leuCD gen kiimesinin
transkripsiyonel diizenlenmesinde regiilator rolii iistlenir. Bununla birlikte, AreB, S.
clavuligerus’ta 16sin asimilasyonu, biyosentezi ve ayni zamanda yag asidi
asimilasyonunda karbon kaynagi olarak gereklidir (Liras vd, 2008). AreB brp ifadesini

etkileyebilmekte olup Brp’deki azalma daha yiiksek klavulanik asit iretimi ile
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sonuglanmistir. S. clavuligerus’a ait AareB mutantinda, AREcar)Brp kompleksi
olusturulamadigindan bu sefamisin C ve klavulanik asit iiretimleri ile ccaR geninin
transkripsiyonunda kii¢iik bir artis ve fakat brp ekspresyonunda net bir azalmaya yol
acmustir. Bu geri diizenleme, AreB’nin brp yoluyla dolayli modiilasyon roliine sahip

oldugu seklinde yorumlanabilir (Sekil 1.10).

Otoregiilator Sinyaller ve Besinsel Kosular
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Sefamisin C Klavulanik asit

Sekil 1.10. S. clavuligerus 'ta klavulanik biyosentezinin regiilasyonu (Unsald1 vd, 2016)

Aktinomisetlerdeki yaygin durumun aksine Streptomyces spp.’de belirlenen tun gen
kiimesinde regiilator bir gen bulunmamaktadir. Streptomyces ghanaensis’de bir
peptidoglikan glikoziltransferaz biyosentezi inhibitérii olan moenomisin gen
kiimesinde de tunikamisin biyosentez kiimesinde oldugu gibi herhangi bir CSR
regiilatdr bulunmamaktadir. Tipki tunikamisinde oldugu gibi moenomisin {iretiminin
baslamas1 ve devam etmesini saglayan regiilator sinyallerinin ne oldugu bu antibiyotik
icin de soru isareti olusturmustur. Makitrynskyy vd (2013), Streptomyces’de
morfogenez ve antibiyotik iiretiminden sorumlu pleiotropik genler olan bldA, adpA ve
absB’nin dogal ve heterolog iiretici suslarda moenomisin biyosentezinde ¢ok katmanli
bir kontrol sergilediklerini belirlemislerdir. Dikkat ¢ekici bir diger 6zellik de bldA
tRNA®IM ;aa nin moenomisin biyosentez genlerinden ikisinde UUA kodonlarinin
translasyonu igin gerekli olmasidir (Makitrynskyy vd, 2013). Tunikamisin tiretiminin
de tireme oranindaki azalmayla alakali global bir kontrol altinda olabilecegi one
stiriilmektedir. tunA ve tunM genlerinde nadir bulunan TTA 16sin kodonunun varlig

bu metabolitin biyosentezinde translasyonel diizenlemeyle alakali bir elementin
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s6zkonusu olabilirligini isaret etmektedir. S6zgelimi, model organizma olan S.
coelicolor’daki genlerin sadece %2’sinde TTA kodonu bulunmaktadir ve bu bakteride
bu kodonu igeren mRNA larin translasyonu ¢ogunlukla {iremenin ileri basamaklarina

stirlanmistir (Wysznski vd, 2010).

1.7. Mevcut Calisma

Tunikamisin Klinik agidan 6nemli niikleozit tipi bir antibiyotik ila¢ olmasindan dolay,
S. clavuligerus tarafindan tun biyosentez yolaginin regiilasyonunun aydinlatilmasi
Oonemli bir arastirma alanin1 olusturmaktadir. Tunikamisin gen kiimesi ile ilgili veriler
son yillara ait olup heniiz bu antibiyotigin biyosentezi iizerindeki gerek global gerekse
de yolak-6zgii regiilasyon rapor edilmemistir. Bu ¢calismada, hem pleiotropik regiilator
BldG’nin hem de CcaR aktivatoriiniin S. clavuligerus’ta tun gen kiimesinin ifadesini
ve de tunikamisin biyosentezini hangi yonde etkiledigini belirlemek amaglanmistir. S.
clavuligerus’ta tunikamisin biyosentez kiimesindeki gen ifade ve antibiyotik
tiretimindeki degisiklikler her iki genin antibiyotik direng genleri ile yok
edildigi/tahrip edildigi mutant suslar (S. clavuligerus AbldG ve S. clavuligerus
ccaR::aph mutantlart). Her iki genin kromozoma ekstra kopyasinin entegre oldugu (S.
clavuligerus pSET-PC ve S. clavuligerus LB2). Bu genlerin (bldG ve ccaR) hiicrede
cok kopyal1 olarak ifade edildigi rekombinant suslarinda (S. clavuligerus pAK23 ve S.
clavuligerus 1LB1) S. clavuligerus ATCC 27064 ve vektor kontrollerine (S.
clavuligerus pSET152 ve S. clavuligerus pSPG) kiyasla qRT-PCR, biyoassay ve
HPLC analizleri ile karsilastirilmistir. Elde edilen veriler S. clavuligerus’ta
tunikamisin biyosentezinin molekiiler diizenlenmesinin ortaya ¢ikarilmasinda ve bu
antibiyotigin iretici organizmada iiretim miktarinin artirilmasinda 6nemli sonuglar

saglamaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.Bakteri Suslari, Plazmitler, Besiyerler Ve Kiiltiir Kosullari

Kullanilan mikroorganizmalar ve plazmit vektorler Cizelge 2.1’de verilmektedir.
Escherichia coli (E. coli) Luria-Bertani (LB) (Ek 4) veya LB agar plaklarda (Ek 4) 37
°C’de 200 rpm’de c¢alkalanarak iiretilmistir. Uzun siireli muhafaza i¢in, 16 saatlik
kiiltirden 3 ml alinip santrifiij edilerek supernatant atilmis ve pellet 400 ul LB’de
¢ozlilmiistiir. Ardindan, %87°lik 400 pl hacimdeki gliserol ile karistirilarak -86°C’de
saklanmustir. S. clavuligerus Triptikaz soya broth (TSB) (Ek 4) igerisinde 28 °C’de
¢entikli erlenlerde 220 rpm’lik bir ¢alkalama ile tiretilmistir. Triptikaz soya agar (TSA)
(Ek 4) ise siv1 kiiltiirlerdeki kontaminasyonu kontrol etmek icin kullanilmistir. S.
clavuligerus’a ait misel stoklart ODgoo degeri 5 ile 7 arasinda olan kiiltiirlerden 800 pl
alinip % 87’lik 800 pl hacimdeki gliserol ile karigtirilarak elde edilmis ve -86 °C’ de

muhafaza edilmistir.

Calismada kullanilan vektorler; ara klonlama vektorii olan pGEM-T® Easy
(Promega), gii¢lii bir ermE* promotorunu iceren pSET152ermE* entegrasyon vektori,
ve de giiglii ve indiiklenebilir bir gliserol promotoru tasiyan pSPG ekspresyon
vektoriidiir. pSET152ermE* ve pSPG vektorleri hem Streptomyces sp. hem de
E.coli’de ifade olabilen mekik vektorlerdir (Ek 2) ve S. clavuligerus susunun genetik

manipiilasyonu i¢in kullanilmiglardir (Cizelge 2.1).

23



Cizelge 2.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalar ve plazmitler

Mikroorganizma ve
plazmitler

Tanmmlama Kaynak ve Referans

Mikroorganizmalar

S. clavuligerus

ATCC27064 Prototrof sefamisin C ve klavulanik asit ~ Prof. P. Liras, Leon
tireticisi Universitesi,ISPANYA

ccaR::aph ccaR geni kanamisin direnglilik kasedi (Pérez-Llarena vd,
tahrip edilmis S. clavuligerus 1997)
Cok kopyali vektor igerisinde (pAK23)

PAK23 ekstra ccaR geni iceren rekombinat S. (Kurt vd, 2013)
clavuligerus

pSET-PC ccaR genini tagtyan pSET152
vektoriiniin kromozomuna entegre (Kurt vd, 2013)
oldugu rekombinant S. clavuligerus

AbldG bldG geni REDIRECT yontemi ile
aac(3)IV-oriT kaseti ile yer degistirmis (Bignell vd, 2005)
mutant S. clavuligerus

pSPG pSPG vektoriinii tasiyan rekombinant S. (Kurt vd, 2013)
clavuligerus

pSET152 pSET152 vektoriiniiniin kromozomuna (Kurt vd, 2013)
entegre oldugu rekombinant S.
clavuligerus

LB1 bldG genini tagtyan rekombinant pSPG Bu galisma
(pLB1) vektoriinii tagiyan S. clavuligerus

LB2 bldG genini tagiyan rekombinant Bu ¢galisma

pSET152ermE* vektoriiniin
kromozomuna entegre oldugu
rekombinant S. clavuligerus

Bacillus subtilis

ATCC 6633 Tunikamisin indikatérii (Bignell vd, 2005)
E. coli
DH5a. F’ /dlacZD(lacZY A-argF)U169
SUpE44k-thi-1 gyrA recAl relAl ATCC
endAl hsdR17
ET12567/pUZ8002  F dam 13::Tn9 dem-6 hsdM hsdRlacYl/  E. coli Genetik Stok
oriT~ plazmit Merkezi
Plazmitler Tanimlama Kaynak ve Referans
pSPG AmpR, ApR Pgior (Kurt vd, 2013)

pGEM-T® Easy

AmpR, lacZ’

Promega

PSET152ermE* lacZ, repPUc, att®3!, oriT, ermE* Combinature
pLB1 bldG genini tagiyan rekombinant pSPG Bu ¢aligma
pLB2 bldG genini tagiyan rekombinant Bu ¢aligma

pSET152ermE*
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2.2. Besiyerler

Kullanilan besiyerler ve icerikleri Ek 4’te verilmektedir.

2.3. Tamponlar ve Cozeltiler

Kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin igerikleri ve hazirlaniglar1 Ek 5°te verilmektedir.

2.4. Kimyasallar ve Enzimler

Kullanilan kimyasallar, enzimler ve ait olduklari markalar Ek 6°te verilmektedir.

2.5. 8. clavuligerus’dan genomik DNA izolasyonu

S. clavuligerus’un genomik DNA’s1 tuzla ¢oktirme metodu ile izole edilmistir
(Pospiech & Neumann, 1995). 50 ul miselyum stogu 250 ml’lik g¢entikli erlen
igerisindeki 50 ml TSB besiyerine ekilmis, 28 °C’de ve 220 rpm’de 48-60 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Bu kiiltiiriin 30 ml’si 2000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis ve pellet
5 ml SET tamponunda (Ek 5) ¢oziilmiistiir. Bu karisima 100 ul hacminde lizozim (50
mg/ml) (Ek 5) eklenmis ve 1 saat siiresince 37 °C’de inkiibe edilmistir. Ardindan,
karisima 140 pl proteinaz K (20 mg/ml) (Ek 5) ve 600 pul % 10’luk SDS (Ek 5) ilavesi
yapilmistir ve asag1 yukari ¢evrilerek karistirilmistir. Sonrasinda, 5 M NaCl’den (Ek
5) 2 ml karisima eklenerek karistirma siirdiiriilmiistiir. Prosediiriin devaminda,
karisima 5 ml kloroform eklenip ¢ozelti 20 °C’de 30 dk karistirilarak inkiibe edilmistir.
6000 rpm’de ve oda sicakliginda 15 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen
supernatant falkon tiipiine aktarilmis ve iizerine 0.6 x hacminde izopropanol eklenmis,
ters cevrilerek karistirilmistir. 3 dk sonunda, gozle goriiliir hale gelen DNA sividan
alinmis ve 5 ml % 70’lik etanolle yikanmistir. Etanoliin uzaklagmasi i¢in kendiliginden
kurumaya birakilan DNA’ya 1 ml TE tamponu (Ek 5) ilave edilmis ve 55 °C’de

¢oziinmesi saglanmistir (Kieser vd, 2000).

2.6. E. coli’den Manuel Yéntemle ve Kit Kullanarak Plazmit DNA izolasyonu

Segici antibiyotik iceren LA ortaminda iireyen E. coli hiicrelerinden steril pipet ucu ile
1 cm? alandan kazinarak alinan hiicreler Eppendorf tiiplere konulmustur. Ardindan
lizozim (2 mg/ml) (Ek 5) igeren 100 pl STE tamponu (Ek 5) Eppendorf tiiplerdeki
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hiicrelerin {lizerine konularak vorteks yapilmistir. Buzda 20 dk inkiibe edildikten sonra
60 ul lizis soliisyonu (Ek 5) eklenmis ve hemen vortekslenerek oda sicakliginda 10 dk
inkiibe edilmistir. Daha sonra 70 °C de 10 dk inkiibasyon siiresinden sonra hemen
ornekler buza alinmustir. Esit oranda karistirilarak hazirlanan fenol-kloroforom
soliisyonundan 160 pl eklenerek en yiiksek hizda vorteks yapilmis ve Eppendorf tiipte
bulunan orneklerin rengi siit beyazina doniismiistiir. 13000 rpm’de 5 dk santrifiij
sonrasinda Eppendorf tiipte olusan en iist kistmdaki sividan 25 ul alinip jel elektroforez

sisteminde yiirtitilmiistiir.

Plazmit izolasyonu igin ayrica GeneJET plazmit izolasyon kiti (Thermo Fisher
Scientific) kullanilmustir. Istenen vektérii tasiyan E. coli hiicreleri LB besiyerinde 37
°C de 16 saat inkiibe edilerek kiiltiirden 3 ml siv1 alinip 13000 rpm’de 1dk santrifiij
yapilarak c¢oktiiriilmiis ve siipernatant kismi atilarak pellet kismindan plazmit

izolasyonu gerceklestirilmistir.

2.7. E. coli Alici1 Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli alici (kompetan) hiicrelerin hazirlanmas: i¢in Hanahan (1983), tarafindan
tanimlanan RbClz yontemi kullanilmigtir (Hanahan, 1983). Taze LB agar kiiltiiriinden
alinan bir E. coli DH5a veya E.coli ET12567/pUZ8002 kolonisi 3 ml LB igerisine
ekilip 37 °C ve 200 rpm’de 16 saat inkiibe edilmistir (gerektiginde antibiyotik
eklenmistir). Bu E. coli kiiltiirinden 3 ml alinip 200 ml LB besiyerine ekim yapilmig
ve ODeoo degeri 0.4 ile 0.7’ ye ulasincaya dek 37 °C’de 200 rpm’de inkiibe edilmistir.
Ardindan, kiltiir 15 dk buz igerisinde bekletilip 3500 rpm’de, 4 °C’de 5 dk santrifijj
edilmistir. Stipernatant atildiktan sonra, pellet 20 ml hacmindeki soguk Tampon 1’de
(Ek 5) ¢6ziilmiis ve tekrar ayni kosullarda santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet bu kez
8 ml hacmindeki soguk Tampon 2’de (Ek 5) ¢6ziilmiis bu ¢ozelti 100 pl’lik hacimlere
boliinmiis ve 15 ile 30 dk buzda inkiibe edilmislerdir. Son olarak, tiipler siv1 nitrojende

dondurularak -86 °C’ de saklanmiglardir.

2.8. E. coli A1 Hiicrelerinin Transformasyonu

E. coli alic1 hiicrelerinin transformasyonu i¢gin Sambrook & Russell (1989), tarafindan
tanimlanan yontem kullanilmigtir (Sambrook & Russell, 2012). -86 °C’de muhafaza

edilen 100 pl’lik E. coli alict hiicreleri buz igerisinde ¢oziilmiis ve igine 1-10 ul
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hacimde plazmit DNA (1- 50 ng) ya da ligasyon iiriinii ilave edilip nazikge pipetleme
yapilarak karistirilmistir. Tiipler 20 dk buzda inkiibe edilmis, hiicre-DNA karigimi 42
°C’de 45-60 sn su banyosunda 1s1 sokuna maruz birakilmiglardir. Ardindan, tiipler
hemen buza koyulmus ve 5 dk inkiibe edilmistir. Uzerine antibiyotik icermeyen 0.9 ml
SOC (Ek 4) besiyeri eklenen karisim 37 °C’de 1 saat 100-150 rpm’de inkiibe
edilmistir. 3000 rpm’de 10 dk santrifiij sonrasinda pellet 100 pul LB’de ¢6ziilmiis ve
hiicre ¢ozeltisi segici antibiyotik i¢eren LB agar’a yayilmis, 37 °C’de 16 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Elde edilen tek koloniler secilmis ve sonraki analizler i¢in plazmit

izolasyonu gerceklestirilmistir.

2.9. Konjugasyon Metodu ile E. coli’den S. clavuligerus’a Plazmit DNA Transferi

Streptomyces ve E. coli arasindaki konjugasyon olayir Flett vd (1997), tarafindan
tanimlanan prosediire uygun olarak gergeklestirilmistir (Flett vd, 1997). E. coli
ET12567/pUZ8002’¢ ait alict hiicreler pUZ8002 ve dam™ mutasyonunu se¢gmek igin
kanamisin (Km) (25 pg/ml) ve kloramfenikol (Cm) (25 pg/ml) igeren besiyerinde
tretilmistir.  bldG  geninin  klonlandigi  rekombinant vektorler E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicrelerine aktarilmis ve uygun antibiyotiklerle se¢ilim
yapilmistir. Istenilen vektdrii tasiyan rekombinant E. coli ET12567/pUZ8002 10 ml’
lik apramisin (50 pg/ml) igeren LB besiyerine ekilmis ve 37 °C ve 200 rpm’de 16
saatlik inkiibasyon sonrasinda 1 ml’si 100 ml LB antibiyotik igeren besiyerine
eklenmistir. Ayn1 kosullarda, 0.4-0.6 araliginda ODeoo degerine ulasan kiiltiir iki kere
esit hacimde antibiyotik icermeyen taze LB besiyerinde +4 °C’de 3500 rpm 10 dk
santrifiij edilerek antibiyotiginden arindirilmigtir. Olusan pellet 0.1 hacim LB’de
¢oziilmistiir. TSA besiyerinde iireyen 24 saatlik S. clavuligerus kiiltiirii 5 ml’lik % 20
gliserolde ¢6ziilmiis ve homojen bir karisim elde edilmistir. Bu karigimimn 0.5 ml” si
500 pl E. coli hiicreleri ile karigtirilmisg ve bu karigim 3000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildikten sonra pellet 200 ul LB’de ¢6zlilmiis ve son olarak 10 mM MgCl» veya CaCl»
iceren Mannitol-Soya unu (MS) (Hobbs vd, 1989) (Ek 4) agar iizerine yayilmistir. 30
°C’de 16-20 saatlik inkiibasyon sonrasinda MS agar plaklar iizerine 0.5 mg/ml
nalidiksik asit ve 1 mg/ml apramisin igeren 1 ml distile su yayilmustir. inkiibasyon 30

°C’de 4 giin boyunca devam ettirilmistir.
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2.10. DNA’min Manipiilasyonu

2.10.1. Restriksiyon endoniikleaz kesimleri

Restriksiyon endoniikleazlar (Thermo Fisher Scientific) klonlama calismalarinda
kullanilmislardir. Restriksiyon enzimi kullanilarak yapilan kesim reaksiyonlari iiretici

firmalarin 6nerdigi kosullarda gergeklestiirlmistir.

2.10.2. Agaroz jel elektroforezi

DNA ve RNA ornekleri 45 dk siiresince 80 V akim uygulanarak % 0.8-1
konsantrasyonlarinda hazirlanmis agaroz jelde yiiriitiilmiislerdir. Elektroforez
tamponu 1X TAE (Ek 5)’dir. Jel goriintiileri Genesys Jel Goriintiileme Sistemi
yardimiyla fotograflanmigtir. Jel yiiriitirken O'GeneRuler 1kb plus DNA ladder
markori (Ek 2) kullaniimistir.

2.10.3. DNA parcalarinin agaroz jelden saflastirilmasi

Elektroforez sonrasinda, gerekli jeldeki DNA bantlar1 UV transilluminatérde (UVP)
mavi 151k altinda jelden kesilerek Eppendorf tiiplere konulmustur. Jeldeki DNA
bantlar1 Genejet jel ekstraksiyon kiti (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak ekstrakte
edilmistir. Saflagtirilan DNA/RNA konsantrasyonlart NanoDrop® ND-2000 (Thermo

Fisher Scientific) cihaziyla 6l¢tilmiistiir.

2.10.4. Ligasyon reaksiyonlari

PCR iirlinlerinin pGEM-T® Easy vektoriine ligasyonu i¢in 3 hedef gen: 1 vektor molar
orani tercih edilmistir. 1 ul T4 DNA ligaz (Promega), 5 pl 2x ligasyon tamponu, 1 pl
(55 ng) pPGEM-T® Easy vektorii, 3 ul PCR tiriinii (27.5 ng) karistirilarak hacim dH20
ile 10 pul’ye tamamlanmistir. Reaksiyon 4 °C’de 16 saat inkiibasyon seklinde
gerceklestirilmistir. pSET152ermE* ve pSPG vektorlerine yapiskan ug ligasyonlari
icin de genel olarak 3 hedef gen: 1 vektor molar orani kullanilmigtir. 1 ul T4 DNA
ligaz ve 1 pl hacimde 10x ligasyon tamponu ilave edilen reaksiyon hacmi distile su ile

10 pul’a tamamlanmis ve karisim 4 °C’de 16 saat inkiibe edilmistir.
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2.11. Primer Dizaym

S. clavuligerus’a ait bldG genine ait niikleotit dizisine GenBank:AY821553.1’den
ulagilmistir  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY821553.1). bldG geni ile

birlikte tun gen kiimesi ve hrdB genlerine ait primerler NCBI’in internet sayfasinda
kayith GenBank erisim numaralarindan ulasilan dizilerine gore tasarlanmislardir

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Gerek klonlama gerekse de qRT-PCR deneyleri i¢in

primer dizayni, DNAStar yazilimindaki PrimerSelect ve Primer3 plus

(www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) programlari

kullanilarak gerceklestirilmistir. Dizayn edilen tiim primerler Genoks firmasi araciligt
ile Microsynth (Isvigre)’a sentezlettirilmistir. Tasarlanan primer dizileri Ek 3’de

verilmektedir.

2.12. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

2.12.1. Standart PCR

Klonlama, dogrulama ve tarama calismalari i¢in Taqg DNA polimeraz enzimi
kullanilmistir. PCR reaksiyonunun igerigi ve optimize edilen PCR kosullar1 Cizelge

2.2’de verilmektedir.

Cizelge 2.2. Standart bir PCR reaksiyonu ve uygulanan kosullar

icerik Son Haci PCR Sicaklik/Zaman
konsantrasyon m (ul) Kkosullar: °C/dk ya da sn

Tamponu (10x) 1X 2,5 Baslangig 95°C 10 dk

dNTP karisim1 (10 mM) 200 nM 1 denatiirasyonu

fleri primer (10 uM) 0.2 uM 1.25 Denatiirasyon 94 °C 30 sn

Geri primer (10 uM) 0.2 uM 1.25 Yapisma 59 °C 20 sn

Kalip DNA 50 ng 2 Uzama 72 °C 20 sn

MgCl, (25 mM) 2mM 2 Devir # 35

DMSO 100% 5% 1.25 Son uzama 72 °C 10 dk

Taq DNA Pol (5 u/ul) 25U 0.25

dH20 11
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2.12.2. Koloni PCR

Konjugasyon sonrasi dogrulama i¢in kati kiiltiirlerden az miktarda koloni alinip 50 pl
dH20 igerisinde ¢Ozdiiriilmiis ve devaminda 94 °C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Bu
DNA karisiminin 2-3 pl’si alinarak PCR’da kalip DNA olarak kullanilmistir.

2.13. Dizileme Reaksiyonu

DNA dizileme hizmeti, Applied Biosystem’e ait BigDye Cycle Sekanslama Kit V3.1
(Applied Biosystems)’i ile zincir sonlandirma metodunu kullanan Genoks sirketi

tarafindan verilmistir.

2.14. Fermentasyon Cahsmalari: Bioassay ve HPLC Analizleri

2.14.1. DNA kuantifikasyonu yardimiyla iiremenin belirlenmesi

DNA kuantifikasyonu yardimiyla iiremenin belirlenmesi Burton (1968) tarafindan
tanimlanan metodla gergeklestirilmistir (Burton, 1968). Hiicre ¢okeltileri -20°C den
almarak 2 ml hacimli % 0.85’lik NaCl c¢ozeltisinde (Ek 5) ¢oziiliip vortekslenerek
homojen hale getirilmistir. Herring sperm DNA (Sigma) ya ait 0.3 mg/ml stok ¢ozeltisi
(5 mM NaOH’da ¢6zlinmiis) standart hazirliginda kullanilmistir. Kullanilan standard
DNA konsantrasyonlar1 su sekildedir: 6, 10, 20, 30, 50, 60, 75 ve 100 pg/ml. 5 mM
NaOH (blank 6rnegi), standartlarin herbiri ve de ¢oziilen pellet karisimlarindan 400’er
pl alinip iizerlerine 1 N HCIO4’den (Ek 5) 400 ul ilave edilmistir. Ters g¢evrilerek
karistirilan tiipler 70 °C’de ve 20 dk inkiibe edilmislerdir. Her bir tiipteki karisima bu
kez de 800 pl difenilamin belirteci (Ek 5) eklenmis, ters gevrilerek karigtirilan
soliisyonlar 30 °C’de ve 15-17 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasinda
tiiplerdeki 6rnekler yeniden karistiritlmis ve miseller santrifiijle (13200 rpm ve 10 dk)

¢oktiiriilmiistiir. Stipernatanin absorbanst 600 nm’de dl¢iilmiistiir.

2.14.2. Kiiltiirlerdeki tunikamisin iiretiminin biyoassay deneyleri ile belirlenmesi

S. clavuligerus’ta tunikamisin iretimlerini karsilastirmak i¢in kontrol olarak S.
clavuligerus ATCC27064 ve manipiile edilen suslar S. clavuligerus LB1, S.
clavuligerus pSPG, S. clavuligerus LB2, S. clavuligerus pSET152, S. clavuligerus

ccaR::aph, S. clavuligerus 4bldG, S. clavuligerus pAK23 ve S. clavuligerus pSET-PC
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TSBYG sivi1 besiyerinde 4 giin boyunca 28 °C’de inkiibe edilmistir (Chen vd, 2010).
B. subtilis 6633 susu tunikamisin biyoassayinde indikator organizma olarak
kullanilmigtir. Sivi kiiltiirler %37 lik HCI ile son konsantrasyonu %1 (v/v) olacak
sekilde asidifiye edilmisler, asitte ¢oziilmeyen tunikamisin kompleksi 4000xg de 10
dk +4 °C de santrifiijle ¢oktiiriilmiis, pellet, 0.2 M’lik HCl ile iki kez yikanip tekrar
santrifiij edilmistir. Ardindan, pelletlere 5 ml metanol eklenerek ve 10 dk boyunca
buzda vortekslenerek tunkamisin ¢dzdiikten sonra 4000xg 10 dk +4 °C’de santrifiij
yapilmistir. Son olarak, 1.5 ml’lik Eppendorflara 500 ul siipernatant konularak
metanol 40 °C’de ugurulmus, daha sonra 6rnekler -20 °C’de muhafaza edilmistir. Test
ve analizlerde kullanilmadan 6nce Eppendorflara 40 pl metanol eklenerek konsantre

tunikamisin ¢ozeltisi elde edilmistir.

TSA besiyerinde tiretilen B. subtilis 6633 hiicreleri 10 ml TSB besiyerine ekilmis
ve 28 °C’de 200 rpm’del6 saat inkiibe edilmislerdir. Bu kiiltiirden 300 ul alinip 100
ml TSB besiyerine ekim yapilmis ve kiiltiiriin ODeoo degeri 1°e ulasincaya dek inkiibe
edilmistir. % 1.5 agar igeren 100 ml TYD agar (Ek 4) 45-47 °C’lik sicaklik araligina
sogutulmus ve ardindan B. subtilis 6633°nin ODeoo degeri 0.033 olacak sekilde agarli
besiyerine eklenmistir. Petri kaplarina 25 ml hacimde TYD-kiiltiir karisim konulup
donmas1 saglandiktan sonra agar iizerinde 5 mm ¢apinda delikler agilmis ve igerisine
40 pl ekstrakt 6rnegi konulmustur Ayrica, tunikamisin standardi (5 mg/ml) DMSO’da
hazirlanmis ve ardindan metanol kullanilarak standart serisi elde edilmistir (1-0.75-
0.5-0.25-0.125-0.0625-0.003125 mg/ml konsantrasyonlarinda diliisyonlar).  Petri
kaplar1 6nce 4 °C’de 2 saat, ardindan 30 °C’ de 12-15 saat inkiibe edilmistir.
Tunikamisine ait standart egrilerinden elde edilen lineer regresyona gore 6rneklerdeki

tunikamisin konsantrasyonlar1 hesaplanmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Biyoassay deneylerinde kullanilmak iizere TSBYG besiyerlerinde iireyen
kiiltiirlerden elde edilen tunikamisin kalibrasyon egrisi

2.14.3. HPLC ile tunikamisin miktarmin belirlenmesi

TSBYG (Ek 4) kiiltiirlerinden metanol ekstraksiyonu ile elde edilen numunelerdeki
tunikamisin miktarint belirlemek tizere HPLC analizleri yapilmistir. HPLC; Varian
Prostar Separations Modiilii ve Pursuit C18 (A3000150x046, Serial No: 318437)
reverse kolonu ile 1.0 ml/dk’lik akis oranm kullamlarak gergeklestirilmistir. Ornekler
%45:%55 asetonitril: sulu asetik asit (%1 v/v) oraninda karigimla elute edilmislerdir
(Chen vd, 2010). Kolondaki 6rnekler, Varian PDA Detector Model 330 ile 260 nm’ de
goriintiilenmistir. Her bir enjeksiyon igin akis siiresi 20 dk olarak belirlenmistir. Tim
enjeksiyonlar oda sicakhiginda gergeklestirilmistir. Standart olarak 0.1 mg/ml
tunikamisin 6rnegi kullanilmistir (Sekil 2.2). Kromatogramda toplam tunikamisine ait
4 adet peak elde edilmistir. Numunelerdeki tunikamisin miktar1 standarda gore

hesaplanmuistir.
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Sekil 2.2. Tunikamisin standardinin HPLC analizi sonucunda elde edilen kromatogrami
2.15. RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

RNA izolasyonu i¢in fermentasyonun 4. giiniinde kiiltiirden 2 ml alinmistir. 12000%g
de 2 dk sogutmali santrifiijde coktiiriilen orneklerin ¢dken kismi (pellet) RNA
izolasyonu i¢in kullanilmistir. RNA izolasyonu GeneJET RNA izolasyon kiti (Therme
Fisher Scientific) kullanilarak gergeklestirilmistir. Kite ait standart prosediire
lizozimde (TE tamponunda ¢oziilmiis final konsantrasyonu 30 mg/ml) 37 °C’de
inkiibasyon ve fenol muamele basamaklar1 eklenerek modifikasyon yapilmistir. Fenol
ekstraksiyonu sirasinda ornek kaybini azaltmak amaci ile “Phase lock gel heavy” (5
PRIME) kolonlar1 kullanilmistir. Pelletin {izerine 100 pl taze hazirlanmis lizozim
iceren TE tamponu eklenerek vorteks veya pipetaj ardindan 37 °C de 30 dk inkiibasyon
asamasi gerceklestirilmistir. f-merkaptoethanollii lizis tamponundan 300 ul eklenen
karigim homojenizasyon i¢in 15 sn vortekslenmistir. 13200 rpm’de 30 sn santrifiij
edilen bos fenol-kloroform-izoamilalkol (IAA) kolonlarina 400 pl karisim ilave
edilmistir. Karigim tizerine 200 pl aquafenol ve 200 pl kloroform izoamilalkol (24:1)
konulmustur. 13000rpm de 5 dk santrifiij sonrasinda iist kismindaki sivi alinarak temiz
Eppendorf tiiplere aktarilmis ve Kitte yer alan protokole uygun olarak RNA izolasyon
islemine devam edilmistir. 50 pl niikleaz icermeyen saf suda ¢oziinen RNA, iizerine

(Ambion) 5 pl DNaz tamponu ve 2 pl DNaz eklenerek 37 °C de 30 dk inkiibe
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edilmistir. Ardindan, 12 ul DNaz inaktivasyon agent eklenen RNA 6rnekleri 13200
rpm de 2 dk santrfiij edilerek istteki sivi yeni 1.5 ml hacimli Eppendorf tiiplerine
alinmistir. Her bir RNA 6rneginden 1 pl alinip safligi, kalitesi ve konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla NanoDrop® ND-2000 (Thermo Fisher Scientific) cihaziyla
Ol¢iilmiistiir. 2 ul RNA 6rnegi ise agaroz jelde yiiriitmek i¢in kullanilmis geri kalan

ornekler kiiciik hacimlerde -86 °C’de saklanmistir.

2.16. Kantitatif RT-PCR (qRT-PCR)

Kalip cDNA sentezi i¢in Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit kullanilmistir. Cizelge 2.3’de qRT-PCR sentezi i¢in kullanilan reaksiyon kosullari

verilmektedir.

gRT-PCR deneyde SsoAdvanced™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad)
kullanmilmistir. Standart bir kinetik PCR reaksiyonu Biorad CFX96 robotigi
kullanilarak su sekilde gergeklestirilmistir: SYBR Supermix, 5 pl; ileri primer (10
uM), 0.25 ul; geri primer (10 uM), 0.25 ul; cDNA, 0.5 ul; dH20, 4 pl.

Cizelge 2.3. Biorad CFX96 cihazinda Real time PCR kosullar1

Evreler Sicaklik(°C) Siire(sn)
Denatiirasyon-Bekleme evresi 95 °C 30 sn
Amplifikasyon-Devir evresi 95 °C 5sn
60 °C 20 sn
Devir # 40
Ergime egrisi evresi 60 °C 5 sn/adim
95°C

Her bir 6rnek i¢in iki biyolojik kopya ve iki deneysel kopya igeren birbirinden
bagimsiz iki ayr1 qRT-PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. Kalip olarak cDNA yerine
dH20’nun kulanildig1 “no template control (NTC)” ve RNA’nin kullanildigi RT (-)
kontrolleri ilave edilmistir. SYBR temelli amplikon tespitinde ergime egri analizi
(¢6ziinme egri analizi) olduk¢a Onemli bir yere sahiptir. Ciinkii bu sayede
amplifikasyonun primer dimerleri, kontamine DNA, yanlis eslesmis primerlerden
kaynaklanan PCR frlinleri gibi tiim ¢ift-zincirli DNA’dan kaynaklanip
kaynaklanmadigi belirlenebilmektedir (Pfaffl, 2004).
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2.17. gRT-PCR Verilerinin Rélatif Kuantifikasyonu

Belirli bir kosulda gen ekspresyon seviyesinde normal durumdakine kiyasla meydana
gelen fizyolojik degismeleri analiz etmede en ¢ok kullanilan yontem rolatif
kuantifikasyondur. Hedef genin rolatif ekspresyonu en azindan bir referans genin
ekspresyonuyla normalize edilir (Bustin, 2000). Hedef ve kontrol o6rneklerin
verimliliklerinin esit oldugu varsayilarak olusturulan asagidaki formiil rolatif

ekspresyon oranini hesaplamada kullanilmistir (Pfaffl, 2004):
R (Rolatif ekspresyon orani) = 2 “4ACH Byrada;

(AACt) = (ACt hedef gen- ACt referans gen)manipile bakteri - (ACt hedef gen- ACt

referans)kontrol bakteri (yabanil sus)

ACt = Ct (hedef gen) - Ct (referans gen)’dir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. bldG Geninin PCR ile Cogaltilmasi1 ve pGEM-T® Easy Ara Vektoriine

Klonlanmasi

3.1.1. S. clavuligerus’dan genomik DNA izolasyon

28 °C’de 48 saat inkiibe edilen 30 ml lik S. clavuligerus kiiltiirii ¢oktiiriilmiis ve
genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen genomik DNA %0.8 lik
agaroz jelde yiritilmiis (Sekil 3.1), konsantrasyonu ve safligi/kalitesi kontrol

edilmistir.

Kromozomal DNA — [* EE

Sekil 3.1. S. clavuligerus’tan izole edilen kromozomal DNA (1,2)
3.1.2. bldG geninin PCR ile cogaltilmasi

Klonlama i¢in dizayn edilen primer ¢ifti (bldgF1: 5 catatggtggacctgtccctgtcgactc 37,
bldgR1: 5actagtaagagccgtgccecgecac 37) ve izole edilen genomik DNA kalip olarak
kullanilarak bldG geni ¢ogaltilmistir (Sekil 3.2).
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5000 be

500 bg bldG amplikonu 452 bg

Sekil 3.2. S. clavuligerus’a ait kromozomal DNA kalip olarak kullanilarak bldG geninin PCR
ile ¢ogaltilmasi. 1: bldG amplikonu, 2 Kalip DNA yerine dH,O kullanilarak
gergeklestirilen negatif kontrol PCR, M: O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder

3.1.3. bldG genin pGEM-T® Easy vektoriine klonlanmasi

Tagq DNA polimeraz ile ¢ogaltilan bldG genine ait bant jelden kesilmis, GeneJet jel
ekstraksiyon kiti kullanilarak jelden ekstrakte edilmis ve pGEM-T® Easy ara klonlama
vektoriine ligasyon ile yapistirilmis ve ardindan transformasyonla E. coli DH5a
hiicrelerine aktarilmistir. Transformasyon sonrasinda ampisilin (100 pg/ml), X-Gal
(Ek 5) ve IPTG (Ek 5) igeren LB agar ortaminda 37 °C’de 16 saat inkiibasyon
sonrasinda tireyen beyaz renkli koloniler yeniden ¢izgi ekim yontemiyle ekilmis ve
ayni kosullarda inkiibe edilmislerdir. Elde edilen kolonilerden secilim yapilarak
plazmit izolasyonu yapilmistir. Rekombinasyonun dogrulugu PCR, restriksiyon enzim
kesimi (Sekil 3.3) ve ayrica DNA dizi analizi ile dogrulanmistir. Rekombinant vektor;

pLB14, rekombinant E. coli DH5a hiicreleri ise E. coli pLB14 olarak adlandirilmistir.
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Sekil 3.3. Rekombinant pLB14 vektoriin PCR ve enzim kesimi ile dogrulanmasi. (a);1: bldG
genini ¢cogaltmak amaci ile kalip DNA olarak pLB14 vektoriiniin kullanildigi PCR
reaksiyonu, 2: Kalip DNA olarak S. clavuligerus genomik DNA’simin kullanildig
PCR sonucu, 3: Kalip DNA yerine dH>O kullanilarak gergeklestirilen negatif
kontrol PCR. (b);1: Ndel ve Spel restriksiyon enzimleri ile kesilmis pLB14. M:
O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder

»bldG geni (452 bg)
500 b

3.2. bldG Geninin pSPG Coklu Klonlama Vektoriine Klonlanmasi

pSPG plazmiti hiicrede 40-300 arasinda kopya sayisina sahip bagimsiz replike olabilen
ve plJ699 kokenli bir E. coli/Streptomyces mekik vektoridiir (Kieser & Melton, 1988).
pSPG vektoriinde yer alan Pgpr promotoru, S. clavuligerus’ta gliserol kullanim
yolaginda bulunan ve GlyR represorii tarafindan kontrol edilen, gliserol ile uyarilabilir
bir promotordur (Bafos vd, 2009). pLB14 rekombinant vektoriinii ve de pSPG’yi
iceren E. coli DHS5a hiicrelerinden izole edilen plazmitler Ndel ve Spel restriksiyon
enzimleri ile kesilmistir (Sekil 3.4). pLB14’ten ayrilan bldG genine ve linear pSPG
vektoriine ait bantlar agaroz jelden kesilerek ekstrakte edilmisler ve saflasgtirilan (bldG
geni ve linear pSPG) DNA’lar ligasyon reaksiyonunda kullanilmiglardir. Ardindan,

ligasyon {irlinii transformasyonla E. coli DH5a alict hiicrelere aktarilmistir.

39



Linear pSPG
Linear pGEM-T® Easy

bldG geni
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Sekil 3.4. pSPG ve pLB14 vektorlerinin Ndel ve Spel restriksiyon enzimleri ile kesimi, M:
O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, 1: Ndel ve Spel enzimleri ile kesilerek lineer
hale gelmis pSPG vektorii (8 kb), 2: Ndel ve Spel enzimleri ile kesilerek ayrilan
lineer pPGEM-T® Easy vektorii ve bldG geni

Transformasyon sonrasi apramisin igeren segici besiyerinde ilireyen kolonilerden
plazmit izolasyonu yapilmistir. Bu plazmitlerden PCR ve Ndel-Spel ikili enzim kesimi
yapilarak rekombinasyon dogrulanmistir (Sekil 3.5). Rekombinant vektér pLB1, bu

vektori tasiyan E. coli DHSa hiicreleri ise E. coli pLB1 olarak isimlendirilmistir.

bldG amplikonu (452 bg)

Sekil 3.5. Rekombinant pLB1vektoriiniin PCR ve restriksiyon enzim kesimi ile dogrulanmasi.
1: Ndel ve Spel restriksiyon enzimleri ile kesilmis pLB1, 2: pLB1’in kalip DNA
olarak kullanildigi PCR reaksiyonu, 3: Kalip DNA yerine dH,O kullanilarak
gercgeklestirilen PCR. M: O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder

3.3. bldG Geninin pSET152ErmE*Entegrasyon Vektoriine Klonlanmasi

pSET152 plazmiti Streptomyces’de ¢ogalamayan fakat sahip oldugu niikleotit
dizisindeki ¢C31 (phiC31) attP-int lokusu sayesinde Streptomyces kromozomundaki
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phiC31 baglanma bdlgesi (attP)’ne tek kopya olarak kendini sokan bir entegrasyon
vektorii ayn1 zamanda E. coli/Streptomyces mekik vektoriidir (Medema vd, 2011).
Perme= Streptomyces’de homolog ve heterolog gen ekspresyonu i¢in kullanilan ve
eritromisin genine ait mutasyona ugramis gii¢lii bir konstitutif promotordur (Wilkinson
vd, 2002). bldG geninin ekstra kopyasinin S. clavuligerus genomuna entegrasyonunun
tunikamisin biyosentezi iizerindeki etkisini incelemek amaciyla pLB14 rekombinant
vektortinden kesilen bldG geni pSET152ErmE™* entegrasyon vektoriine klonlanmustir.
Oncelikle, her iki vektdr ECORI enzimi ile kesilmistir (Sekil 3.6). pLB14’ten ayrilan
bldG geni ve lineer pSET152ErmE* bantlar1 jelden kesilerek ekstrakte edilmis ve
ardindan ligasyon deneyinde kullanilmistir. Ligasyon iiriinii transformasyon

reaksiyonu ile E. coli DH5a. alic1 hiicrelerine aktarilmistir.

Linear pSET152Erm E*

50008y Linear pGEM-T

1500 bg
bldG geni

500 b

Sekil 3.6. pLB14 ve pSETI152ErmE* vektorlerinin ECORI restriksiyon enzimi ile kesimi, M:
O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, 1: EcoRI ile kesilmis pLB4, 2: EcoRI ile
kesilerek lineer hale gelen pSET152ErmE*

Transformasyon sonrasinda apramisin igeren segici LB agar ortaminda lreyen
kolonilerden plazmit izolasyonu yapilmis ve rekombinant plazmitler Ndel ve Xbal
restriksiyon enzimleri ile ikili kesim yapilarak dogrulanmistir (Sekil 3.7).
Rekombinant vektér pLB2, bu vektorii tasiyan E. coli DH5a hiicreleri ise E. coli pLB2

olarak adlandirilmiglardir.
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Sekil 3.7. Rekombinant pLB2 vektoriiniin Ndel ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesimi. M:
O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, 1: Ndel ve Xbal restriksiyon enzimleri ile
kesim sonrasinda elde edilen linear pSET152ErmE* vektorii ve bldG geni

3.4. Rekombinant E. coli Suslari ve S. clavuligerus Arasinda Konjugasyon

Rekombinant pLB1 ve pLB2 vektorlerinin S. clavuligerus hiicrelerine aktarilmalari
icin konjugasyon yoOntemi tercih edilmistir. Ancak, konjugasyon Oncesinde S.
clavuligerus’a ait siki restriksiyon bariyer sisteminin Oniine ge¢ilmesi amaciyla
vektorler Oncelikle metilasyondan yoksun E.coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerine
transformasyon yontemi ile aktarilmislardir. Transformasyon sonrasinda kanamisin
(25 pg/ml), kloramfenikol (25 pg/ml) ve apramisin (50 pg/ml) antibiyotiklerini iceren
secici LB agar ortamindan iireyen kolonilerden plazmit izolasyonu gergeklestirilmistir.
Transformasyonun dogrulugu PCR ve restriksiyon enzim kesimleri ile kanitlanmistir
(Sekil 3.8 ve Sekil 3.9). pLB1 ve pLB2 vektorlerini tasiyan rekombinant E. coli
ET12567/pUZ8002 suslar1 sirasi ile E. coli pLB1ET ve E. coli pLB2ET olarak

isimlendirilmislerdir.
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Sekil 3.8. Rekombinant pLBIET vektoriintin ikili restriksiyon enzim kesimi ve PCR ile
dogrulanmasi, M: O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, 1: Ndel ve Spel
restriksiyon enzimleri ile kesilen pLB1ET, 2: pLBIET nin kalip DNA olarak
kullanildigi PCR ile bldG geninin amplifikasyonu

M 1 2 3 4 5

Linear
pSET152ErmE*

bldG geni

500 b 452 bg

Sekil 3.9. Rekombinant pLB2ET vektoriiniin ikili restriksiyon enzim kesimi ve PCR ile
dogrulanmasi, M: O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, 1: Ndel ve Xbal
restriksiyon enzimleri ile kesilen pLB2ET, 2: 1: Ndel ve Xbal restriksiyon
enzimleri ile kesilen pLB2, 3: pLB1ET nin kalip DNA olarak kullanildig1 PCR ile
bldG geninin amplifikasyonu, 4: S. clavuligerus kromozomal DNA’sinin kalip
olarak kullamildig1 PCR, 5: Kalip DNA yerine dH-O kullanilarak gerceklestirilen
PCR

Calismanin devaminda, E. coli pLBL1ET ve E. coli pLB2ET suslari ile S. clavuligerus
arasinda konjugasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu asamada kullanilan Mannitol Soy
agara (MS agar/MSA) (Ek 4) hazirlik asamasinda 10 mM CaCl, veya 10 mM MgCl,
eklenmistir. E. coli pLB1ET ve pLB2ET ile S. clavuligerus arasindaki konjugasyon
sonrasinda CaCly igeren MS agarda iireyen ekskonjugantlarda sporlanmanin
indiiklendigi tespit edilmistir (Sekil 3.10).
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(a) (b)
Sekil 3.10. pLB1ET nin S. clavuligerus 'a konjugasyon ile aktarilmasi sonrasinda CaCl; (a) ve
MgCI; (b) igeren MS agarlarda iireyen ekskonjugantlarin gériintimii

MS agarda iireyen ekskonjugantlar apramisin iceren TSA besiyerlerine transfer
edilmistir. Burada tireyen ekskonjugantlardan koloni PCR yapilarak dogrulama islemi
gerceklestirilmistir. PCR’da primer olarak bldG geninin amplifikasyonunda kullanilan
geri primer ile apramisin sekansindan dizayn edilen ileri primer kullanilmistir (EK 1)
ve Bu PCR reaksiyonu sonrasinda beklenen amplikon biyiikligii 999 be¢’dir (Sekil
3.11ve Sekil 3.12).

bldG ve pSPG vektor dizisini
iceren amplikon

1500 be

500 bg

Sekil 3.11. pLBIET vektoriinii tasiyan rekombinant S. clavuligerus susunun PCR ile
dogrulanmasi. M: O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, 1: S. clavuligerus
kromozomal DNA’sinin kalip olarak kullanildigit PCR sonucu, 2: Kalip DNA
olarak pLBI1ET igeren S. clavuligerus ekskonjugantina ait DNA’nin kalip olarak
kullanildigi PCR [bldG (452 bg)ve pSPG (547 bg) sekansi igeren amplikon]

pLBI1ET vektoriinii igeren rekombinant S. clavuligerus hiicreleri S. clavuligerus LB1

olarak isimlendirilmistir.
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bldG ve pSET152ErmE*

1500 b
¢ dizisini i¢ceren amplikon

500 b

Sekil 3.12. pLB2ET vektoriiniin kromozoma entegre oldugu rekombinant S. clavuligerus
susunun PCR ile dogrulanmasi, M: O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, 1: S.
clavuligerus kromozomal DNA’sinimn kalip olarak kullanildigi PCR sonucu, 2:
Kalip DNA olarak pLB2ET’nin genomuna entegre oldugu S. clavuligerus
ekskonjugantina ait DNA’nin kalip olarak kullanildigi PCR [bldG (452 bg)ve
PSET152ErmE™* (765 bg) sekansi igeren amplikon]

PLB2ET vektorii kromozomuna entegre olan rekombinant S. clavuligerus hiicresi S.

clavuligerus LB2 olarak isimlendirilmistir.

3.5. Manipiile Suslarda Tunikamisin Uretiminin Biyoassay ve HPLC Analizi ile

Karsilastirilmasi

On galisma olarak S. clavuligerus ATCC27064’in tunikamisin {iretiminin en iyi oldugu
besiyerini belirlemek i¢in optimizasyon calismalart yiiriitiilmiistiir. Literatiirde TYD
ve TSBY besiyerlerinin bu amagla kullanildig1 rapor edilmistir (Tsvetanova & Price,
2001; Chen vd, 2010). Yabanil susun her iki besiyerine ait kat1 ve sivi1 kiiltiirleri elde
edilmis, biyoassay yoOntemi ile tunikamisin {retimleri incelendiginde g¢ok biiyiik
farkliliklar olmamakla birlikte sivi TSBY besiyerinin tunikamisin tiretimini daha
olumlu etkiledigi belirlenmistir. Bu nedenle, calismanin devaminda TSBY sivi
besiyeri ile ¢alistlmistir. Ancak, Pgpr promotoru ancak gliserol varliginda
indiiklenebildiginden deney oncesinde TSBY besiyerine % 0.5 oraninda gliserol
eklenmis (Kurt vd, 2013) ve besiyeri TSBYG olarak adlandirilmistir.

BIdG pleiotropik regiilatorii ile CcaR cluster (yolak)-6zgii regiilatorlerinin S.
clavuligerus’un tunikamisin biyosentezi lizerindeki muhtemel diizenleyici etkilerini
incelemek amaciyla fermentasyon deneyi gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan
suslar sunlardir: Her iki genin antibiyotik diren¢ genleri ile yok edildigi/tahrip edildigi
mutant suslar (bldG geninin yok edildigi S. clavuligerus AbldG ve ccaR geni bozulmus

S. clavuligerus ccaR::aph mutantlari), her iki genin bagimsiz olarak, gliserol ile
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indiiklenen Pgipr promotorunu tagiyan pSPG vektoriine klonlanmasi ve bu rekombinant
vektorlerin S. clavuligerus hiicrelerine aktarilmasi ile elde edilen rekombinant suslar
(¢ok kopyali ccaR genini igeren S. clavuligerus pAK23 ve bldG geninin ¢oklu
kopyasini tasiyan rekombinant S. clavuligerus LB1), ccaR geninin ekstra kopyasinin
kendi promotoru altinda pSET152 vektoriiyle birlikte kromozoma entegre oldugu
rekombinant S. clavuligerus pSET-PC ve Perme* promotoru altinda ekstra bldG genine
ait kopyanin kromozomuna entegre oldugu rekombinant S. clavuligerus LB2), genleri
icermeyen vektore sahip kontrol suslar1 (S. clavuligerus pSPG ve S. clavuligerus
pSET152 ile son olarak yabanil S. clavuligerus ATCC27064 susu. Tiim suslar 500 ml
hacimli ¢entikli erlenlerde 50 ml hacmindeki TSBYG besiyerinde 28 °C’de 5 giin
boyunca 220 rpm c¢alkalama ile inkiibe edilmislerdir. Her bir susa ait ii¢ biyolojik
replika ile calisilmis ve 24 saat araliklarla DNA kuantifikasyonu i¢in &rnekler
alinmigtir. Fermentayonun 4. giininde RNA izolasyonu, biyoassay ve de HPLC
caligmalar1 igin 6rnekler alinmistir. Biyoassay ve HPLC ¢aligsmalari igin tunikamisin

standardi (Sigma) kullanilmistir.

3.5.1. Kontrol ve manipiile suslarda DNA kuantifikasyonu yardimiyla iiremenin

belirlenmesi

Suslarin tireme egrileri karsilagtirildiginda 24 ila 48. saatler arasinda hepsinin
durgunluk fazina girdikleri goriilmektedir (Sekil 3.13 ve 3.14). En iyi lireme profili
mutant S. clavuligerus AbldG susunda kaydedilmistir. bldG geninin ekstra kopyasinin
kromozoma entegrasyonu, vektor kontroli (S. clavuligerus pSET152) ile benzer tireme
profile sergilemektedir. bldG geninin ¢oklu kopyasinin hiicrede ifadesinin
gerceklestigi S. clavuligerus LB1 susu kontrolleri ile Tos ya kadar benzer {ireme
egrisine sahip olup bu saatten sonra tiremesinde daha yavas bir diisiis gerceklesmistir
(Sekil 3.13). ccaR manipiilasyonu olan suslar kontrolle kiyaslandiginda, T2s-Tas
araliginda en yiiksek tireme degeri S. clavuligerus pSET-PC’de elde edilmistir. Bu
bakterinin kontrol susunda da tireme profili benzerdir. S. clavuligerus ccaR::aph
mutantinda ise S. clavuligerus ATCC27064 susuna gore T72’ye kadar nispeten daha
yiiksek bir tireme degeri s6z konusudur (Sekil 3.14). S. clavuligerus pAK23 ve kontrol
susu S. clavuligerus pSPG fermentasyon siiresince hemen hemen ayni tireme profilini

sergilemislerdir.
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Sekil 3.13. S.clavuligerus ATCC27064(o), S. clavuligerus AbldG(m) ve rekombinant suglarin,
LB1 (A), LB2(e), pSPG (A), pSET152 (o) TSBYG besiyerinde zamana bagli
tireme profilleri
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Sekil 3.14. S. clavuligerus ATCC27064(m), S. clavuligerus ccaR::aph(o) ve rekombinant
suslarin pSET-PC(e), AK23(A), pSPG(A), pSET152(0), TSBYG besiyerinde
zamana bagli tireme profilleri

3.5.2. Kontrol ve manipiile suslarda tunikamisin iiretiminin biyoassay ile

belirlenmesi

Biyoassay sonugclart incelendiginde, en yiiksek volumetrik tunikamisin {iretiminin
421.1 pg/ml ile S. clavuligerus 4bldG mutantina ait oldugu tespit edilmistir. S.
clavuligerus ATCC27064 susu ise 217.05 pg/ml degerinde tunikamisin iretimi

gerceklestirmis olup AbldG mutantindaki artis yabanil susa kiyasla 1.94 mislidir.
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Ilging bir sekilde, bldG geninin hiicrede yok edilmesinin yani sira, ¢oklu ifadesinin (S.
clavuligerus LB1) ve ekstra kopyasinin kromozoma entegrasyonunun (S. clavuligerus
LB2) da tunikamisin iiretiminde kontrollere kiyasla dikkate deger ol¢iide artisa yol
actigr gortlmektedir. S. clavuligerus LB1 (387.12 ug/ml)’de S. clavuligerus pSPG
(183.03 pg/ml) ve S. clavuligerus ATCC27064’e gore sirast 2.11 ve 1.78 kat daha
yiiksek tunikamisin {iretimi saglanirken, S. clavuligerus LB2 (375.78 pg/ml)’de bu
fark S. clavuligerus pSET152 (183.03 pg/ml) ve yabanil susa gore sirasi ile 2.05 ve
1.73 kattir (Sekil 3.15). Hiicrelerin tunikamisin iiretim kapasiteleri her bir sus i¢in mg
DNA basma iretilen pg tunikamisin  degerleri tespit edilerek de
karsilastirilabilmektedir. Buna gore, AbldG mutantinin tiremesi kontrole kiyasla daha
yiksek oldugundan bu durum spesifik iiretimini etkilemistir. Dolayisi ile 4bldG
mutantinin spesifik tunikamisin tiretimi yabanil sus ile aynidir. S. clavuligerus LB1’de
spesifik tunikamisin tiretimi S. clavuligerus ATCC27064 ve S. clavuligerus pSPG’ye
gore sirasi ile 1.24 ve 1.96 kat daha yiiksek iken S. clavuligerus LB2’de bu fark
kontrollerine kiyasla 1.56 (S. clavuligerus ATCC27064) ve 2.57 (S. clavuligerus
pSET152) kattir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.15. S. clavuligerus ATCC27064 susu ile bldG ve ccaR genleri manipiile suslarda ve
bunlarin  vektdor kontrollerinde  volumetrik  tunikamisin  tretimlerinin
karsilastiriimasi
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Sekil 3.16. S. clavuligerus ATCC27064 susu ile bldG ve ccaR genleri manipiile suslarda ve
bunlarin vektor kontrollerinde spesifik tunikamisin iiretimlerinin karsilastirilmasi

ccaR geninin tunikamisin Uretimi lizerindeki etkisini incelemek lizere kontrol ve
manipiile suslarin TSBYG Kkiiltiirlerinden elde edilen biyoassay sonuglarina
bakildiginda, bldG geninin manipille edildigi suslarda oldugu gibi ccaR
manipiilasyonu olan tiim suglarda tunikamisin {iretiminin kontrollere kiyasla daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. S. clavuligerus ccaR::aph mutantinda volumetrik
tunikamisin tiretimi 353.1 pg/ml ile S. clavuligerus ATCC27064’e gore 1.63 kat daha
yiiksek bulunmustur. ccaR geninin hiicrede ¢oklu ifadesinin (S. clavuligerus pAK23)
ve ekstra kopyasinin kromozoma entegrasyonunun (S. clavuligerus pSET-PC)
tunikamisin iiretiminde kontrollere kiyasla dikkate deger Olciide artisa yol agtigi
goriilmektedir. S. clavuligerus pAK23 (307.75 pg/ml)’de S. clavuligerus pSPG ve S.
clavuligerus ATCC27064’¢ gore sirast 1.68 ve 1.41kat daha yiiksek tunikamisin
tretimi  saglanirken, S. clavuligerus pSET-PC (296.41 pg/ml)’de bu fark S.
clavuligerus pSET152 ve yabanil susa gore sirasi ile 1.62 ve 1.36 kattir (Sekil 3.15).
S. clavuligerus pAK23’de spesifik tunikamisin tiretimi S. clavuligerus ATCC27064 ve
S. clavuligerus pSPG’ye gore sirast ile 1.05 ve 1.65 kat daha yiiksek iken S.
clavuligerus pSET-PC’de bu fark kontrollerine kiyasla 1.28 (S. clavuligerus
ATCC27064) ve 2.11 (S. clavuligerus pSET152) kattir. S. clavuligerus ccaR::aph
mutanti ise yabanil susla karsilastirildiginda 1.6 kat daha fazla spesifik tunikamisin
tretmistir (Sekil 3.16).
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3.5.3. Kontrol ve manipiile suslarda tunikamisin iiretiminin HPLC analizi ile

karsilastirilmasi

S. clavuligerus ATCC27064 susu ve tiim manipiile suslarin kiiltiir siipernatanlarindan
ekstrakte edilen tunikamisin miktarlarini  belirlemek {izere HPLC analizleri
gerceklestirilmistir. 7.5 ve 17.5 retensiyon dakikalar1 arasinda tunikamisin standardina
ait tespit edilen dort adet major pik (T1, T2, T3, T4) literatiirde rapor edilen

tunikamisin pikleri ile uyumludur (Chen vd, 2010) (Sekil 3.17).

‘EEEEEEEE (R EED

T e
R

Sekil 3.17. HPLC analizi sonucunda elde edilen tunikamisin standardi (0.1 mg/ml)’na ait
kromatogram

Cizelge 3.1°de her bir susa ait HPLC analizi sonucunda elde edilen tunikamisin

tiretimleri verilmektedir. Kromatogramlar ise Sekil 3.18°de yer almaktadirlar.

Cizelge 3.1. HPLC ile belirlenen her bir susa ait tunikamisin tiretimleri

Tunikamisin (ng/ml)

Suslar T1 T2 T3 T4 Toplam
S.clavuligerus

ATCC27064 79,2+1,4 69+10,2 16+1,1 4,6+£0,9 168,8
S. clavuligerus AbldG 1562,7£23,3 1631,2+349 98,9+8,6 20,8+1,1 3313,6
S.clavuligerus ccaR::aph  t.e. te. te. te.

S. clavuligerus LB1 50,9 45,8 11 6,2 113,9
S. clavuligerus LB2 215,244.5 2444449 41,3+0,6 18+0,7 518,8
S. clavuligerus pAK23 1297,3£30,8  1446,4+48,1 86,4+£0,2 13+0,2 28431
S. clavuligerus pSET-PC ~ 1487,4+20,7 1584,7+32,4 123+4,8 25,9+0,4 3221
S. clavuligerus pSPG te. te. te. te.

S. clavuligerus pSET152  t.e. t.e. t.e. te.

t.

@D

. tespit edilemedi
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HPLC sonuglart incelendiginde bldG’nin S. clavuligerus’da yok edilmesinin
tunikamisin iretimini 6nemli oranda artirdigr goriilmektedir (S. clavuligerus
ATCC27064” kiyasla 19.6 kat artis). Ote yandan, bldG geninin ¢cok kopyasini tasiyan
rekombinant S. clavuligerus LB1’de tunikamisin tiretimi kontrole kiyasla daha
diisitkken genin ekstra kopyasinin kromozoma entegre edildigi LB2 rekombinantinda
3 kat daha yiiksek tunikamisin {iretimi tespit edilmistir. ccaR mutantinda HPLC ile
herhangi bir tunikamisin tiretimi goériilmezken pAK23 ve pSET-PC rekombinant
suslarinda tunikamisin tiretimi S. clavuligerus ATCC27064 e gore sirasi ile 16.8 ve 19
kat daha yiiksektir. Biyoassay verileri ile HPLC sonuglar (3.18) karsilastirildiginda
sonuclarda goriilen farkliligin nedeni HPLC c¢aligmasi i¢in Orneklerin transferi
sirasinda miidahale edilemeyen deney kosullarinin bazi 6rneklerdeki tunikamisin
stabilitesi iizerindeki olumsuz etkisi olabilir. Bununla birlikte, HPLC’nin
biyoassayden daha hassas sonuglar veren bir yontem olmasi farkliliga neden olan bir
baska faktor olabilir.

8 R R ) AL

© HoZh a B 1z ¥ ]

a) S. clavuligerus ATCC27064

Sekil 3.18. S. clavuligerus ATCC27064 ve manipiile suslarda tunikamisin 6rneklerine ait
kromatogramlar (a, b, c, d, e, f, g, hve i)
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Sekil 3.18. devam
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Sekil 3.18. devami

3.6. bldG ve ccaR Regiilator Geni Manipiile Suslarda Tunikamisin Gen

Kiimesinin EKkspresyonu

Inkiibasyonun 96. saatinde TSBY G kiiltiirlerinden alinan 6rneklerden RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir (Sekil 3.19). Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari ve kaliteleri
belirlenmistir (Cizelge 3.2).
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M1 2 3 45 6 7 89

Sekil 3.19. Tiim bakterilerden elde edilen RNA 6rnekleri. 1: S. clavuligerus LB1, 2: S.
clavuligerus LB2, 3: S. clavuligerus pAK23, 4: S. clavuligerus 4bldG, 5: S.
clavuligerus ccaR::aph, 6: S. clavuligerus pSPG, 7: S. clavuligerus pSET152, 8:
S. clavuligerus pSET-PC, 9: S. clavuligerus ATCC27064

Cizelge 3.2. Izole edilen RNA 6rneklerinin nanodrop analiz sonuglari

No Ornek ad1 Azsorso  Azeorzo  Konsantrasyon(ng/pl)
1 S. clavuligerus LB1 2.06 2.13 1075
2 S. clavuligerus LB2 2.00 2.06 844
3 S. clavuligerus pAK23 1.89 1.62 164
4 S. clavuligerus AbldG 2.07 2.17 1572
5 S. clavuligerus ccaR::aph 2.01 2.02 201
6 S. clavuligerus pSPG 2.05 2.15 1129
7 S. clavuligerus pSET152 2,08 2,14 2378
8 S. clavuligerus pSET-PC 2.06 2.18 1552
9 S.clavuligerus ATCC27064 2.09 2.21 1884

3.6.1. S. clavuigerus ATCC27064 susunda tunikamisin gen Kkiimesinin

amplifikasyon ve ergime egrileri

qPCR kosullarmin optimizasyonu,; giivenilir, tekrarlanabilir ve hassas sonuglarin elde
edilebilmesi i¢in olduk¢a Onemlidir. Primer konsantrasyonlari, dongli kosullari,
kullanilan tampon igerigi ve MgCl, konsantrasyonu optimizasyon siirecinde dikkate
alinmasi gereken Onemli parametreler arasindadir. Ayn1 zamanda kullanilan RNA
kalitesi de qPCR ile giivenilir sonuglar alinmasinda oldukca onemlidir. Calisma
oncesinde bu tip Onciil optimizasyon basamaklar1 varyasyonlari elimine etmeye
yardimci olmaktadir (Logan vd, 2009). Calismada, GeneJET RNA izolasyon Kkiti ile
RNA izolasyonu yapilmis, fenol-kloroform ve DNaz muameleleri elde edilen
RNA ’nin kalitesi ve konsantrasyonu artirilmustir. iki basamakli qRT-PCR metodu ile
ekspresyon analizi gergeklestirilmistir. cDNA sentezi i¢in 250 ng primer (Oligo(dT)1s
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ve 1 ug total RNA kullanilmistir. SsoAdvanced Universal SYBR Green supermix
(Biorad) a ait karisimda Mg konsantrasyonu sabit oldugundan sadece primerlerin
farkl1 konsantrasyonlar1 (250, 350, 500 nM) denenmis ve 250 nM primer
konsantrasyonunun g¢alismamiz i¢in uygun oldugu belirlenmistir. Optimize kosullarda
gRT-PCR analizleri ile tun gen kiimesinin S. clavuligerus ATCC27064’e kiyasla
manipiile suslarda ifade degisimleri incelenmistir. SYBR temelli deneyler sonucunda
her bir gene ait farkli ekspresyon profilleri elde edilmistir. S. clavuligerus
ATCC27064’de her bir gene ait amplifikasyon ve ergime egrilerine ait grafikler ile Ct

ve Tm degerleri sirasi ile Sekil 3.20 ve Cizelge 3.3’de verilmektedir.

Amplifikasyon Ergime analizi
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Sekil 3.20. Optimize edilmis kosullarda S. clavuligerus ATCC27064’de hrdB referans geni ve
tun gen kiimesine ait amplifikasyon ve dissosiyasyon (ergime) egrileri
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Cizelge 3.3. S. clavuligerus ATCC27064’te tun gen kiimesine ait genlerin amplifikasyon
egrileri ve ergime analizlerine ait Ct ve Tm degerleri

Genler Ctarcc Tm(°C)
SCLAV_4274/14/IN  24.24 90.0
SCLAV_4275/13/M  30.36 87.5
SCLAV_4276/12/L 23.29 88.5
SCLAV_4277/11K 23.19 87.0
SCLAV_4278/10/J 25.62 88.5
SCLAV_4279/9/1 23.14 88.0
SCLAV_4280/8/H 23.88 89.0
SCLAV_4281/71G 22.79 89.5
SCLAV_4282/6/F 21.86 87.5
SCLAV_4283/5/E 26.20 90.0
SCLAV_4284/4/D 25.31 90.0
SCLAV_4285/3/C 23.63 88.0
SCLAV_4286/2/B 22.60 87.5
SCLAV_4287/1/A 23.94 80.5
hrdB 20.69 86.0

Amplifikasyon egrileri ve ergime analizi sonuglar1 degerlendirildiginde her bir gene
ait niikleotit dizisinin amplifikasyonu i¢in tasarlanan primerlerin yiiksek 6zgilliikte
oldugu ve optimize kosullarda giizel sonuglar verdigi, dimer olusumu ve spesifik

olmayan amplifikasyonlarin meydana gelmedigi goriilmektedir.

Tunikamisin gen kiimesinin yabanil S. clavuligerus ATCC27064 susuna kiyasla
manipiile suslardaki qRT-PCR ile elde edilen ifade degerleri Sekil 3.21 ve 3.22’te
verilmektedir. Baz1 ekspresyon degerleri dogrusal skalada gostermek icin oldukga
diisiik oldugundan grafiklerde genlerin rolatif ekspresyonlarinin ifadesi igin logaritmik
transformasyon tercih edilmistir (Derveaux vd, 2010). Kontrol S. clavuligerus
ATCC27064 susunun ifade degeri 1 olarak kabul edilmistir. Cizelge 3.4’te tiim suslara

ait sayisal rolatif ifade degerleri yer almaktadir.
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Sekil 3.21. gRT-PCR ile S. clavuligerus ATCC27064 kontrol susuna kiyasla S. clavuligerus
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4bldG, S. clavuligerus LB1, S. clavuligerus LB2 ve vektor kontrolleri S.
clavuligerus pSPG ve S. clavuligerus pSET152’de tunikamisin gen kiimesindeki
genlerin rolatif ifade degerleri
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Sekil 3.22. gRT-PCR ile S. clavuligerus ATCC27064 kontrol susuna kiyasla S. clavuligerus

ccaR::aph, S. clavuligerus pAK23, S. clavuligerus pSET-PC ve vektor kontrolleri
S. clavuligerus pSPG ve S. clavuligerus pSET152’de tunikamisin gen kiimesindeki
genlerin rolatif ifade degerleri
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Cizelge 3.4. qRT-PCR sonuglarina gore elde edilen rolatif ifade degerleri

S.clavuligerus  AbldG LB1 LB2 ccaR::aph pSET-PC pAK23 pSPG pSET152

SCLAV_4274 268 065 02 0,58 0,58 0,31 0,9 0,7
tunl4(tun N)

SCLAV_ 4275 12,41 086 0,11 32,23 79,29 169,32 0,86 0,89
tun13(tun M)

SCLAV 4276 3,06 05 012 054 0,35 3,21 0,97 0,97
tunl12 (tunL)

SCLAV 4277 1,79 051 0,37 0,67 0,34 0,82 0,99 0,56
tun11(tunK)

SCLAV_4278 393 035 0,27 0,21 18,5 5,55 0,88 0,89
tun10(tunJ)

SCLAV 4279 364 056 0,31 0,39 2,62 5,42 0,92 0,78
tun9(tunl)

SCLAV 4280 338 0,7 013 0,32 8,21 7,03 0,88 0,9
tun8(tunH)

SCLAV_4281 351 0,82 0,21 0,026 13,2 10,76 1,02 1
tun7 (tunG)

SCLAV 4282 327 048 0,15 0,71 1,94 5,68 1 1,05
tun6 (tunF)

SCLAV 4283 2,3 097 0,36 0,3 5,16 0,33 0,97 0,99
tun5 (tunk)

SCLAV 4284 6,76 0,79 1,02 1,33 2,36 1,33 0,99 0,68
tun4 (tunD)

SCLAV_4285 852 086 1,06 2534 2,92 25,34 0,89 0,97
tun3 (tunC)

SCLAV_4286 6,01 0,79 0,26 10,35 1,46 10,35 0,96 0,98
tun2 (tunB)

SCLAV 4287 318 06 02 0,23 0,22 0,23 0,96 1

tunl (tunA)

S. clavuligerus ATCC27064°de bldG geninin yok edilmesi tun gen kiimesindeki tiim
genlerin ifadelerinde 1.8 ila 12.4 katlik artisa neden olmustur. En yiiksek rolatif ifade
degeri 12,41 ile SCLAV_4275 genine aittir. Bu gen metiltransferaz enzimine homolog
bir enzim kodlamakta olup Tun B ile birlikte tunikaminil urasil iskeletinin olusumunda
gorev alir. Putatif ABC transportdr proteinlerinin kodlanmasindan sorumlu olan,
dolayist ile tunikamisin diren¢ ve disart salinimdan sorumlu enzimleri kodlayan
genlerden olan SCLAV 4279 (tunl) ve SCLAV 4278 (tunJ) ifadelerinin AbldG
mutantinda kontrole gore sirasi ile 3.6 ve 3.9 katlik artis gosterdigi tespit edilmistir
(Sekil 3.21). Bununla birlikte bldG geninin S. clavuligerus LB1’de ¢oklu ifadesi ve S.
clavuligerus LB2’de kromozoma entegrasyonu tunikamisin gen kiimesine ait genlerin
ifadelerinde kontrol S. clavuligerus ATCC27064 ve vektor kontrolleri ile
karsilastirildiginda diisiise sebep olmustur. bldG geni ile ilgili olarak elde etmis
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oldugumuz rolatif ifade degerleri bize genin yok edilmesinin tunikamisin biyosentezi
ile alakali genlerin ifadelerinde artisa yol agtigini, bldG geninin ekstra kopyasinin
kromozoma entegrasyonunun veya c¢oklu kopyasinin hiicrede ifadesinin ise ilgili

genlerin rolatif ifadelerinin azalmasina neden oldugunu gostermektedir.

Sefamisin C gen kiimesinde konumlanmig olan ccaR geninin aph geni ile tahrip
edilmesi tunikamisin gen kiimesindeki gen ifadelerinde farkl: etkilere neden olmustur
(Sekil 3.22). SCLAV_4275 (tunM), 4284 (tunD), 4285 (tunC) ve 4286 (tunB) genlerinin
rolatif ifade degerleri sirasi ile 32.2, 1.33, 25.34 ve 10.35’tir. Bu genlerden her biri
tunikamisin biyosentezinden sorumludurlar. Bununla birlikte, diger tiim genlerin
ifadelerinde kontrol susa kiyasla diisiis tespit edilmistir. S. clavuligerus ccaR::aph’ta
kontrole gore en diigiik rolatif ifade degeri 0.026 ile SCLAV_4281(tunG)’ye aittir.
tunG niikleotit monofosfat fosfataz enzimini kodlayan gen olup tunikamil urasil
¢ekirdeginin olusumunda rol oynayan UDP’nin uridin kaynagi olarak kullanilmasinda
gorev alir. Dolayis1 ile tunikamisin iskeletinin olusumunda temel biyosentetik
genlerdendir. ccaR geninin hiicrede ¢oklu ifadesi SCLAV_4274, 4283 ve 4287
genlerinin ifadelerinde azalmaya buna karsilik tunikamisin ile ilgili diger genlerin
rolatif ifade degerlerinde dikkat ¢ekici artiglara neden olmustur. En yiiksek ifade artisi
ise SCLAV_4275 genine ait olup rolatif ifade degeri kontrole kiyasla 169.3’tiir. Dikkat
cekici bir sekilde, S. clavuligerus pSET-PC susunda da ayni genin rolatif ifadesinde
79.3 kathk bir artis s6z konusudur. SCLAV_4275 gen ifadesinin ccaR geninin
yoklugunda da arttig1 kaydedilmis olmakla birlikte bu artis genin ¢oklu ifadesi ya da
kromozoma entegrasyonu durumunda ¢ok daha yiiksektir. Ote yandan, bir diger ilging
sonug SCLAV_4274 ve 4287 genlerinin rolatif ifadelerinin hem mutant ccaR susunda
hem de rekombinant olanlarda diisiik diizeyde olmasidir. Bununla birlikte, S.
clavuligerus ccaR::aph’te rolatif ifade degeri en diisiik gen olan SCLAV_4281, S.
clavuligerus pSET-PC ve PAK23’te sirasiyla 13.2 ve 10.76 rolatif ekspresyon degeri
vermistir. Fonksiyonel bir ccaR geninin hiicrede bulunmadigi durumlarda bazi
genlerin ifadelerinde azalmanin goriildiigii, ccaR geninin hiicrede ekstra kopyasinin
veya c¢ok kopyasmmin varliginin genel olarak tun gen kiimesindeki genlerin

ekspresyonlarinda artig sagladigr goriilmektedir.

gRT-PCR sonuglar1 degerlendirildiginde, pleiotropik bldG ve sefamisin C
yolaginda bulunan ccaR regiilatorlerinin tunikamisin biyosentetik gen kiimesini

olusturan genlerin ifadelerinde bir takim degisiklikliklere yol agtig1 belirlenmistir.
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Genel anlamda bldG regiilator geni tunikamisin gen ifadeleri lizerinde negatif bir
diizenlenmeyle alakali bir rol istleniyor olabilir iken ccaR regiilatdr geninin ise

tunikamisin gen ifadesini pozitif yonde etkiledigine dair bir ¢ikarim yapilabilir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada, S. clavuligerus’ta kendine ait regiilatdr bir geni olmayan tunikamisin
gen kiimesinin molekiiler diizenlenmesi ile ilgili daha fazla bilgi elde edebilmek icin
bu bakteride antibiyotik regiilasyonunda farkli seviyelerde rol oynayan regiilator
proteinlerin muhtemel etkileri arastirilmistir. Pleiotropik BldG regiilatér proteini
kodlayan bldG regiilator geninin ve ayni zamanda sefamisin C yolagina konumlanan
CcaR transkripsiyonel aktivatoriinii kodlayan ccaR geninin tunikamisin biyosentezi ve
tun gen kiimesindeki genlerin ifadelerindeki etkileri biyoassay/HPLC ve gRT-PCR ile
belirlenmistir. BIdG; morfolojik farklilasma ve antibiyotik biyosentezini
diizenlemeden sorumlu olan ve CcaR’de dahil bir¢ok regiilatorii etkileyerek S.
clavuligerus’ta daha {ist bir regiilasyon basamaginda yer alan bir pleiotropik
regiilatordiir. CcaR ise sefamisin C diginda klavulanik asit ve holomisin antibiyotikleri
tizerinde de regiilator etki gdsteren onemli bir SARP-tipi CSR’dir. Calismada, S.
clavuligerus ATCC27064’te bulunan bldG geninin ekstra kopyasi entegrasyon vektorii
pSET152ErmE* ye klonlanarak kromozoma entegre edilmis (S. clavuligerus LB1) ve
de gliserol promotoru altinda pSPG vektorii igerisinde hiicrede ¢ok kopyali ifadesi (S.
clavuligerus LB2) saglanmistir. Ayrica, daha Onceki ¢alismalarda elde edilen S.
clavuligerus 4bldG (Bignell vd, 2005) ve S. clavuligerus ccaR::aph (Perez-Llarena
vd, 1997) mutantlar1 ile ccaR’in ekstra kopyasini (S. clavuligerus pSET-PC) ve de
¢oklu kopyalarini tasiyan (S. clavuligerus pAK23) rekombinantlar (Kurt vd, 2013)
calismaya dahil edilmistir.

Mutant suglar, rekombinantlar ve bunlara ait vektor kontrolleri yabanil sus S.
clavuligerus ATCC27064 ile birlikte TSBYG (Chen vd, 2010) besiyerlerinde
tretilmistir. Tunikamisin ile ilgili yapilan daha onceki ¢aligmalar dikkate alinarak
orneklem zamani olarak 96. saat segilmis (Tsvetanova vd, 2002; Chen vd, 2010), ve
bu saat sonunda alinan oOrneklerden biyoassay, HPLC ve qRT-PCR c¢alismalari
gergeklestirilmistir. Tunikamisin {iretimi biyoassay ve HPLC analizleri ile
incelendiginde biyoassay verilerine gore; en yiiksek volumetrik tunikamisin iiretiminin
S. clavuligerus A4bldG susunda goriilmiis ancak spesifik iiretim incelendiginde
bakterinin tiremesi fazla oldugundan hiicre basina tunikamisin tiretiminin kontrol susu

ile aym oldugu tespit edilmistir. Ote yandan, HPLC verilerine bakildiginda bu
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mutasyonun tunikamisin {iretiminde kontrole kiyasla biiyiik farka yol actig1
goriilmektedir. S. clavuligerus LB1 ve LB2 rekombinantlarinda ise hem biyoassay
hem de HPLC sonuglar1 degerlendirildiginde en iyi tunikamisin iiretimi bldG’nin

ekstra kopyasinin kromozoma entegre oldugu LB2 tarafindan gerceklestirilmektedir.

S. clavuligerus ccaR::aph susunda biyoassay sonuglarina gore kontrole gore
daha iyi bir tunikamisin {iretimi elde edilirken HPLC’de tunikamisine ait herhangi bir
peak olusumu tespit edilememistir. Ancak, ccaR manipiilasyonlar1 igerisinde
rekombinantlara ait biyoassay ve HPLC sonuglar1 benzer veriler saglamistir. Yine de
S. clavuligerus pSET-PC susunda HPLC yontemi ile analiz sonucunda en iyi
tunikamisin iiretiminin elde edildigi gortiilmektedir. QRT-PCR datasi incelendiginde
ccaR::aph mutantinda belirgin genlerin rolatif ifadelerinde artma/azalmalar s6z
konusu iken pAK23 ve pSET-PC suslarinda genel olarak tun gen kiimesindeki rolatif
gen ifadeleri kontrollere gore artmistir. HPLC ile ccaR::aph mutantinda tunikamisine
ait peaklerin elde edilememesi sonuglarin degerlendirilmesini zorlastirmaktadir.
Ancak, gen ifade analizleri 15181nda, ccaR nin yoklugunda tunikamisin gen kiimesinin
ifadesinde azalma oldugu, bu genin ekstra kopyasinin kromozoma entegrasyonu veya
¢oklu ifadesinin gen kiimesinin rolatif ifade degerlerini artirdigi sonucuna
varilmaktadir. Bu durum bize CcaR regiilatoriiniin tunikamisin biyosentezi lizerinde
pozitif etki gosterebilecegine dair ipuglari vermektedir. Daha Once yapilan
caligmalarda CSR  regiilatorlerinin ~ sadece  bulunduklari gen  kiimesinin
biyosentezinden sorumlu oldugu antibiyotik iizerinde degil, ayn1 zamanda sus
tarafindan tiretilen diger antibiyotik gen kiimeleri iizerinde de diizenleyici etki
gosterebilecekleri rapor edilmistir (Unsaldi vd, 2016). Son yapilan proteom
caligmasinda, homoserin dehidrogenaz geni bloke edilmis mutant S. clavuligerus
hom::aph susunda kontrole kiyasla TunF proteininin ifadesinde azalma tespit
edilmistir (Unsald1, 2016). Bu mutant sefamisin C iiretimi artirilmis bir sus olup asir1
sefamisin C iireten bu susta tunikamisin biyosentezinde anahtar rollerden birine sahip
TunF nin down regiile olmasi bu iki antibiyotik biyosentez regiilasyonunun birbirleri
ile iligkili oldugunu disiindiirmektedir. Ayn1 S. clavuligerus’un argR holomisin
biyosentezinin artmasi, klavulanik asit biyosentezinden sorumlu birgok enzimin
ifadesinin artttig1 ve tunikamisin biyosentezi ile ilgili olarak TunF’nin ifadesinin de

artis gosterdigi tespit edilmistir.
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S. clavuligerus AbldG mutantinda klavulanik asit ve sefamisin C fiiretimlerinin
olmamasi ccaR’nin ifadesinin bloke olmasindan dolayidir (Bignell vd, 2005). bldG
mutant1 ile yapilan en son c¢alismada BIAN/AdSA adli sigma faktoriin ccaR
transkripsiyonundan sorumlu olabilecegi ileri siiriilmektedir. Bundan dolay,
BIdN/AdsA’nin  BIdG ve ccaR ifadeleri arasindaki baglantiyr agiklamak tizere
tanimlanan ilk protein olabilecegi ilgili proteom calismasinda rapor edilmektedir
(Ferguson vd, 2016). Yine ayni ¢alismada, bldG mutantinda BIdH/AdpA’nin da
ifadesinin azaldigr tespit edilmis bu durum BIdG regiilatoriiniin S. clavuligerus’ta
heniiz bilinmeyen bir sekilde ve fakat BIdH/AdpA’dan bagimsiz olarak BIAN/AdsA
ifadesini diizenledigine isaret etmektedir. qRT-PCR verilerine gore S. clavuligerus
AbldG susunda hemen hemen tiim tunikamisin gen kiimesinde kontrole kiyasla 6nemli
bir artis saglanmis olmasi, buna karsin LB1 ve LB2 rekombinantlarinda gen
ifadelerinin belirgin bir diislis gostermesi BldG proteininin tunikamisin iretimi
tizerinde etki gosteren bir repressor proteini aktive ettigi, bu pleiotropik regiilatoriin
ifade edilmedigi durumlarda repressoriin inaktif hale gegerek tunikamisin biyosentezi
ve gen ifadesi tlizerinde etki gosteremedigi seklinde agiklanabilecek bir durum soz
konusu olabilir. Ayn1 zamanda, LB1 ve LB2 rekombinant suslarinda hala tunikamisin
tiretilebiliyor olmasi BldG’nin CcaR {iizerinden de tunikamisin regiilasyonu roliine

sahip olma durumu ile agiklanabilir.

Sonug olarak, bu tez S. clavuligerus’da tunikamisin antibiyotik biyosentezinin
B1dG ve CcaR tarafindan regiilasyonu konusunda yapilan ilk ¢alismadir. Calismanin
devaminda, BIdG/CcaR regiilatérlerinin tunikamisin gen kiimesinde yer alan promotor
bolgelerine baglanma potansiyelleri EMSA deneyleri ile belirlenecektir. Bu ¢alismalar
15181nda elde edilecek bulgularla regiilasyon aginin desifre edilmesine yonelik 6nem
arzeden bir adim atilabilecektir. Ayrica, farkli besiyerlerinin kullanilmasi, tunikamisin
biyosentez ve liretiminin incelenmesi i¢in zamana bagli olarak kiiltiirlerden alinan
orneklerle analizlerin yapilmasi, tunikamisin {iretiminin belirlenmesi i¢cin HPLC’ye
gore daha hassas olan LC-MS analizinin uygulanmasi yoniinde ¢alismalarin devam

ettirilmesi planlanmaktadir.
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EK 1- bldG Genine Ait Sekans

Ndel

TGGACCTGTCCCTGTCGACTCGCAATGTGACCGGCCCCGCCGGCGACCGTACGGTCGTCGA
GGTCGGTGGCGAGATTGATGTGTATACCGCGCCCAAGCTGCGCGAGCAGTTGGTCGAGCTGGTGAATG
ACGGCAGCTACCACCTGGTTGTCGACATGGAGGGCGTGGACTTCCTCGACTCCACCGGGCTCGGTGTG
CTCGTGGGCGGCCTGAAGCGGGTACGTGCCCATGAGGGCTCGCTGCGTCTGGTCTGCAACCAGGAGCG
CATTCTGAAGATTTTCCGGATCACGGGACTCACCAAGGTGTTCCCGATCCACACCACGGTCGACGAAG
CGGTCGCTGCCGCCGACTGAGTCCGTCCGGACGGGGACGGCCGCCGCCCGGCCGGGCGCCGGGGTGCA
GGCCGCTCGTCGGCCGGGCCCGGTCCGGTCCGGTGGCGGGCACGGCTCT

Spel

Kirmiz1 bazlar basglangic ve sonlanma kodonlarini ifade etmektedir. Sari ile
isaretli baz dizileri ise ileri ve geri primerleri gdstermektedir. Dizinin 5" ve 3’
uclarindaki hekzaniikletitleri ise sirasiyla Ndel ve Spel restriksiyon enzim kesim

bolgeleridir.
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EK 2 - Kullanilan plazmitler ve DNA Markor

Plazmit vektorleri

Sphi(a7)

| Nott(aa)
[ EcoRI(52)
f el (66)
| S EcoRI(72)
,’ /7 Netl (va) T7 promoter EcoRI(53)
T7peomoter |/ /7 sail(9a)
\ / o LacZ Ndel(61)
ori f1
Spel (519)
NWRI (527)
/\Ndel (554)
SP6 promoter
pGEM-T-easy pLB14 LacZ
Gy
Amp-r
(@) (b)
)
HindIII (5436) HindIII (444)
Xbal (46,
al (465) phiC31 bldG
BamHI (471)
phic31 N
y EcoRV (491) Ndel(1374)
EcoRI (495)
pLB2 t,-pemE*
HindIII (4467)
pSET152
5715bp phiC31 attP
oriT RP4

phiC31 attP
oriT RP4

aac(3)IV

(d)
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Spel(1)

EcoRI (328)

amp - oriT

pSPG
8149bp

HindIII (1710)

(e) (f)

Vektor plazmitlerin yapisi () pPGEM-T® Easy: E. coli klonlama vektor, (b) pLB14:
bldG igeren pGEM-T® Easy vektor, (c) pSET152ErmE*: E. coli/Streptomyces
entegrasyon vektor, (d) pLB2: bldG igeren pSET152. (e) pSPG: Streptomyces
ekspresyon vektor, (e) pLBL1: bldG igeren pSPG

bpng/0.5pg %

20000 200 40
; 10000 200 40
7000 200 4.0
< 5000 750 15.0

IR, 2000 200 40
1500 80.0 16.0

ol — 1000 250 5.0
700 250 50

— 500 750 150

— 400 250 50

— 300 250 50

— 200 250 50

— 75 250 50

0.5 paftane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Viem, 45 min

O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder
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EK 3 -Kullanilan primer dizileri

Primer. Primer dizileri (5'-3") Uzunluk

isimleri (be)

bIdGF1 CATATGGTGGACCTGTCCCTGTCGACTC  452b¢

bldGR1 ACTAGTAAGAGCCGTGCCCGCCAC

E%%TFQPF TAGTCCTGTCGGGTTTCGCCAC 1217 b¢
ACTAGTAAGAGCCGTGCCCGCCAC

DSPGDPF TGCCTTTGCTCGGTTGATCC 999 b

bIdGRL ACTAGTAAGAGCCGTGCCCGCCAC

QhrdBF CGCGGCATGCTCTTCCT

QhrdBR AGGTGGCGTACGTGGAGAAC 109 be

4274F TGTGCTGGTGATCCTTGGCTGCTA 144b¢

4274R GGGCGGCTGATGTCCTGCTTCC

4275F GTGAGGAGGAAGGGAACGGC 81 bg

4275R ATTGAAGGCGACACAGGTCG

4276F TCGGACTCGCCCAGGACA 101be

4276R ATTGCCCCAGGAGGTGATGAA

4277F CTTTCGGCGATCTGGATGTGGAC 146b¢

4277R GCTGACGCCGGCGATGTATTC

4278F GCGCAGCACCGGAGCCTTTGAGTA 102b¢

4278R GCGGGCAGCGAGAGCAGTGAGAA

4279F CCGCATCGAGGAGGGGGAGTT 148b¢

4279R GTACCGGGAGTGGGCGAAGACAT

4280F CCGCATCGAGGAGGGGGAGTT 145b¢

4280R GTACCGGGAGTGGGCGAAGACAT

4281F GGCGGAGTCTGGCACGATTTCAT 147b¢

4281R CTCCCGCCACCGTTCAGCAGTTCT

4282F CCTGCGCCGGGTCTTTC 104be

4282R CCCGGTAGTACGTGGTGATGTC

4283F CGGGAGAACTGGGTGCGAAGGAGA 150bg

4283R CCGGGTGGTGGGTGAGGACGAGT

4284F GGCCTTGTCGCGCACGGTCACTC 114be

4284R TCGGCGAAAGGCGGCACACTCAC

4285F ATCTCCTCGGTCATCGTCGTG 90 bg

4285R GAGCCGTGCGGTGTCGTA

4286F CCGTCCGCAAGGGGTTCTGG 88 be

4286R TGGTTGGCCGCGTTGGTGATG

4287F CCGGAGGGGACAGGTAAAT 98 b

4287R TTGTGCGAGGCTAGATGGTAAA
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EK 4 - Besiyerlerin Hazirlanmas ve igerikleri

Siv1 Besiyerleri
Lurient-Bertani (LB)
Tripton

Yeast Ekstrakt

NaCl

pH: 7.0 olarak ayarlanir.121 °C’de 15 dk otoklavlanir.

Triptikaz Soya Broth (TSB)
Triptikz Soya Broth

121 °C’de 15 dk otoklavlanir.
TSBYG

Triptik Soya Broth

Stikroz

Yeast ekstrakt

Gliserol

pH:7.0 olarak ayarlanir. 121 °C’de 15 dk otoklavlanir.

Kat1 Besiyeri

LB Agar

Tripton

Yeast Ekstrakt

NaCl

pH:7.0 olarak ayarlanir

Agar

121 °C’de 15 dk otoklavlanir.
TSA

Triptik Soya Broth

Agar

121 °C’de 15 dk otoklavlanir.
TYD

Tripton

Yeast ekstrakt

Glukoz

72

g/l
30

30
103
10

% 0.5

o/l
10

15

g/l
30
20

g/l



MgCl2.6H20 0.3
pH:7.2’ye ayarlanir

Agar 15
121 °C’de 15 dk otoklavlanir.

Mannitol Soya flour (MS) Agar (Hobbs vd, 1989) g/l
Soya unu 20
Agar 20
Mannitol 20

121 °C’de 15 dk (Iki kere otoklavlanir)
Otoklav sonrasinda CaClz veya MgCl; eklenir.

CaCl,.2H20 10 mM

MgCl2.6H,0 10 mM
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EK 5 - Tamponlar ve Soliisyonlar

Plazmit ve kromozomal DNA izolasyonu

SET Tamponu

NaCl 75 mM
EDTA (pH 8.0) 25 mM
Tris-HCI (pH 7.5) 20 mM
TE Tamponu

Tris-HCI (pH 8.0) 10 mM
EDTA (pH 8.0) 1mM
STE Tamponu

Stikroz 03 M
Tris-HCI (pH 8.0) 25 mM
EDTA (pH 8.0) 25 mM
Lizis Soliisyonu

NaOH 0.3 M
SDS 2%

Fenol-kloroform c¢ozeltisi (su ile doyurulmus) (Hintermann, 1981)

Fenol 500 g
Kloroform 500 ml
Distile su 400 ml

Cozelti oda sickaliginda saklanir ve 1siktan korunur.

Agaroz Jel Elektroforezi
Tris-Asetat-EDTA Tamponu (TAE) (50 X)
Tris Bazi 242 g

Glasiyal Asetik asit 57.1ml
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EDTA (0.4 M, pH 8.0) 125 ml

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanur.

Alier E.coli hiicreleri i¢in kullanilan tamponlar

Tampon 1

Potassium asetate 30 mM
RuCl2 100 mM
CaCl; 10 mM
Gliserol (87 %) 8.6 ml

Son hacim dH20 ile 50 ml tamamlanir ve filtre sterilizasyonu yapilir

Tampon 2

MOPS 10 mM
RuCl> 10 mM
CaCl; 75 mM
Gliserol (87 %) 8.6 ml

0.2 M KOH ile pH 6.5 e ayarlanir. Hacim dH2O ile 50ml tamamlanir

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl- B -D-galaktosit)

X-Gal 20 mg
Dimethylformamit 1ml
-20 °C de saklanir ve 1siktan korunur.

Ethidium Bromiir Soliisyon

Etidyum Bromiir (10 mg/ml) 100 pl/1

TAE Buffer (1X) 11
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DNA kuantifikasyonu i¢in iiremenin belirlenmesi

Difenilamin Ayraci

Difenilamin 15¢g
Glasiyal asetik asit 100 ml
Etrafi aliminyum folyo ile sarilarak 1siktan korunur

Yalnizca kullanilacagi zaman eklenmesi gerekenler,

Konsantre H2SO4 1.5 ml/100 ml
Asetaldehit (1.6 %) 0.1 ml/20 ml

Sulu Asetaldehit (1.6 %)

Asetaldehit 1mil
dH20 49 ml
1 N HCIO4

HCIO4 (80 %) 10.87 ml/100 ml
HCIO4 (60 %) 16.74 m1/100 ml

Antibiyotik Stoklarin Hazirlanisi

Stok Konsantrasyon Son Konsantrasyon

Ampisilin 100 mg/ml dH20 100 pug/ml
Kanamisin 50 mg/ml dH20 25 veya 50 pg/ml
Kloramfenikol 25 mg/ml ethanol 25 ng/ml
Apramisin 50 mg/ml dH20 50 pg/ml
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EK 6 - Kimyasallar ve Enzimler

Kimyasallar
Asetaldehit

Agar

Agaroz

Amonyum persiilfat
Ampisilin
Apramisin
-merkaptoetanol
CaCl2.2H20
Kloroform
Kloramfenikol
Difenilamin

DMSO

EDTA

Etanol

Etidyum bromdir
Glasiyal Asetik Asit
Gliserol

Herring sperm DNA
HCI

HCIO4

H2SO4

IPTG

[zoamilalkol
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Sigma
Merck
Thermo Fisher Scientific
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
AppliChem
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma

Sigma



Izopropanol
Potasyum -asetat
Kanamisin

KCI

Luria Broth
Mannitol
Metanol (HPLC grade)
MgCl.
MgS04.7H20
MOPS
Sodyum-asetat
NaCl

NaH2PO4
Nalidiksik asit
NaOH

Fenol
Fenol-kloroform
RuCl2

SDS

Soya unu

Stikroz

Tris-HCI
Tryptik Soy Broth
Tripton

X-Gal

Enzimler

Merck
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Amresco
Amresco
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Oxoid
Merck

Fermentas
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Lizozim
Proteinaz K
T4 DNA Ligaz

FastAP
EcoRlI

HindllI
Xbal

Notl

Sacl

Ndel
Spel

Tagq DNA polimeraz

T4 DNA ligaz

T4 DNA ligaz ((GEM-T® Easy icin)
Markorler

O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder
Kitler

GeneJet mini Plazmit izolasyon Kit
GenelJet Jel Ekstraksiyon Kiti

GeneJET RNA Purifikasyon kit
RNA protect solution

RNAase Free DNAase set
DNA-freeTM kit

SsoAdvanced™ SYBR®™ Green Supermix
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Sigma
Sigma
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Promega

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Qiagen

Qiagen

Ambion

Bio Rad
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Konferans Sunumu:
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