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OZET

Streptomyces’lerde ikincil metabolit iiretimi ortamdaki besin kaynaklari
azalip stres olugmaya bagladiginda tetiklenir. Besin acligi durumunda bakterilerde
protein sentezi dururken protein yikim islemleri artar. Bakterilerde protein
yikiminda, ATP bagimli Lon proteazlarin énemi biiyiiktiir. Lon proteazin ikincil
metabolizmaya herhangi bir etkisinin olup olmadigi bilinmediginden, bu tez
calismas1 kapsaminda, Streptomyces coelicolor’da Lon proteazi iiretemeyen ve
normalden fazla iireten 2 ayri mutant sus olusturulmasi amaglanmigtir. Bu amag
dogrultusunda lon geninin kromozomdan silinmesi i¢in “PCR temelli” bir metod
kullanilmis ancak farkli denemelerin hepsinde c¢ok yavas ve zor biiyliyen olasi
mutant hiicreler elde edilmis ve bu hiicreleri alt kiiltiirlemek miimkiin olmamustir.
Bunun tizerine lon geninin S. coelicolor’in yasayabilmesi igin olduk¢a dnemli oldugu
sonucuna varilmistir.

Calismanin devaminda, S. coelicolor genomuna bir ekstra kopya lon geni
entegre edilerek Lon proteazi normalden fazla iireten Sco-pRAlon rekombinant susu
elde edilmistir. Rekombinant susta Oncelikle lon’un fazla ifade edildigi
transkripsiyonel diizeyde gosterilmis, daha sonra ikincil metabolizma {izerindeki
etkisi belirlenmistir. Yapilan antibiyotik 6lglimleri sonucunda ekstra bir kopya lon
geninin antibiyotik iiretimini dramatik bir bigimde arttirdigt goOsterilmistir.
Rekombinant susta a-amilaz aktivitesi de olglilmiis, ekstra bir kopya lon geninin
birincil metabolizmay1 ¢ok fazla etkilemedigi belirlenmistir. Farkli Streptomyces
tirlerinde lon’un ayni etkiyi gosterip gostermedigini arastirmak igin sefamisin C
tireticisi Streptomyces clavuligerus’a da ekstra bir kopya lon geni entegre edilmis,
ancak antibiyotik tiretiminde sadece 1.5 katlik bir artis gozlenmistir. Bu ¢alismalarin
sonuclari, Lon proteazin Streptomyces ikincil metabolit iiretimine etkisini gosteren
ilk caligma olmasi bakimindan temel bilime katki saglamaktadir. Ayn1 zamanda,
yiksek antibiyotik ireticisi Sco-pRAlon susunun endiistriyel uygulamalarda

kullanilabilecek olmasi bakimindan biyoteknolojik agidan da degerlidir.

Anahtar Kelimeler: Lon proteaz, Streptomyces, Antibiyotik Uretimi, Ikincil

metabolizma.



SUMMARY

The production of secondary metabolites in Streptomyces, is triggered when
the nutrients in the environment are reduced and stress begins to form. In case of
nutrient starvation, protein synthesis in bacteria stops and protein degradation
processes increase. ATP dependent Lon proteases’re important proteases in protein
degradation in bacteria. Since it isn’t known whether Lon protease has any effect on
secondary metabolism, the aim of this thesis is to produce two different mutant
strains that don’t produce Lon protease and produce excess than normal in
Streptomyces coelicolor. For this purpose, a “PCR-based method” was used for
deletion of the lon gene from the chromosome, however, in different experiments,
possible mutant cells were grown slowly and it wasn’t possible to subculture these
cells. It was concluded that the lon gene is important for the survival of S. coelicolor
A3(2).

One extra copy lon gene was integrated into the S. coelicolor A3(2) genome to
obtain the Sco-pRAlon recombinant strain that overexpress lon gene. As a result of
antibiotic measurements, it was shown that extra one copy of lon gene dramatically
increased antibiotic production. o-amylase activity was also measured in the
recombinant strain and it was determined that an extra copy lon gene didn’t affect
primary metabolism so much. To investigate whether lon has the same effect in
different Streptomyces species, one copy of lon gene was also integrated into
cefamycin C producer Streptomyces clavuligerus, but only 1.5-fold increase in
antibiotic production was observed. The results of these studies contribute to the
basic science since it’s the first study showing the effect of Lon protease on
secondary metabolite production in Streptomyces. At the same time the results are
also biotechnologically valuable in that the high antibiotic producer Sco-pRAlon

strain can be used in industrial applications.

Keywords: Lon protease, Streptomyces, Antibiotic Production, Secondary

Metabolism.
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Bu tez calismasiin gerceklestirilmesinde, degerli bilgilerini benimle paylasan,
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ederim.
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1. GIRIS

Medikal ve biyoteknolojik degeri tartisilamayan antibiyotiklerin %75 gibi
biiylik oranini iireten Streptomyces’ler, bu yeteneklerinden dolay1 en dikkat gekici
mikroorganizmalardandir. Bu bakterilerde ikincil metabolit iiretimi biiylimenin
duragan evresine denk gelen siiregte kiiltiir ortamindaki besiyerinin azalmasi, pH’nin
degismesi gibi etkenlerin hiicrede stres yaratmasiyla tetiklenmektedir. Kompleks bir
yasam dongiisiine sahip bu canlilarin yasam dongiisiinii etkileyen herhangi bir
degisikligin de sekonder metabolit iiretimini etkiledigi bilinmektedir [1-6].

Hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu, stres kosullarina adaptasyon gibi en
onemli fizyolojik proseslerde gorevleri bulunan Lon proteazin, aynm1 zamanda
bakterilerin hiicresel faklilasma siireglerinde rol almasi ve 6nemli bir stres cevap
regiilonunun bir parcasit olmasi, ikincil metabolit iiretimini de etkileyebilecegini
diisiindiirmektedir. Bilgimiz dahilinde, Streptomyces’lerde Lon proteazin ikincil
metabolit tretimini nasil etkiledigine dair bir ¢alisma bulunmamamaktadir.
Bildigimiz kadariyla, Lon proteazi antibiyotik iiretimi ile iliskilendiren tek bir
calisma bulunmaktadir. Whistler’in yaptigi bu ¢alismada, Lon proteazin, pyoluteorin
biyosentetik gen transkripsiyonu i¢in gerekli olan bir sigma faktoriinii veya
antibiyotik iiretiminin pozitif bir regiilatoriinii degrede ederek antibiyotik {iretimini
baskilayabilecegi 6ne siiriillmektedir [7].

Bucca ve arkadaslar1 Streptomyces lividans ile yaptiklari ¢alismada, hiicre
icinde yliksek seviyede ifade edildiginde Lon proteazin toksik etki yaratabilecegi
cikarimini yapmuslardir [8]. Sobczyk ve arkadaglart S. lividans’in lon genini
klonlamis ve i¢ine hygromisin diren¢ geni yerlestirerek ifadesini bozmuslar ve Lon
mutantinin yaban tipten daha yavas biiyiidiigiinli ve spor ¢imlenmesinin etkilendigini
gostermiglerdir [9]. Ayrica lon geninin HspR/HAIR stres cevap regiilonunun bir
parcasi oldugunu da ayni ¢alismada gostermislerdir. Diger bir ATP-bagimli proteaz
olan Clp ile yapilan ¢alismalarda ise clpX geninin yiiksek ifadesinin S. coelicolor’da
aktinorhodin iiretimini arttirdigi, normalde ¢ok az miktarda antibiyotik iireten S.
lividans’ta da aktinorhodin iretimini baslattigi gosterilmistir [10]. Biitin bu
caligmalar incelendiginde Lon proteazin Streptomyces’lerde ikincil metabolizma

tizerindeki etkisi merak uyandirmaktadir.



1.1. Tezin Amaci, Bilime Katkisi ve Literatiirdeki Yeri

Biitiin canlilarda ¢ok 6nemli fizyolojik proseslerde gorevleri bulunan Lon
proteazin, Streptomyces’lerde ikincil metabolit iiretimini nasil etkiledigi
bilinmediginden, bu tez ¢alismasi kapsaminda, Lon’u iiretemeyen ve normalden fazla
tireten iki ayr1 S. coelicolor mutant susu olusturularak, bu soruya cevap bulunmasi
amaglanmistir. Calismanin sonuglari, temel bilimdeki bu konudaki boslugu
dolduracak olmasi bakimindan 6nem tagimaktadir.

Aktinorhodin’in  ve Streptomyces’ler tarafindan {retilen diger renkli
metabolitlerin dogaya zarar veren sentetik boyalara alternatif olarak bazi alanlarda
denendigi bilinmektedir [11, 12]. Scott Chimileski tarafindan “Bacterial Dyes In
Fashion” isimli bir yazi “American Society For Microbiology” nin sayfasinda 4
Kasim 2017°de yaymmlanmistir. Bu yazida, tasarimci Natsai Audrey Chieza’nin
“Ginkgo Bioworks” biinyesinde S. coelicolor’in drettigi ikincil metabolitleri tekstil
boyasi olarak denedigi ¢alismalar 6zetlenmistir. S. coelicolor ile ilgili ¢aligmalarini
Natsai Audrey Chieza yaklasik 15 dakikalik bir TED Talk konusmasiyla kendisi de
Ozetlemistir.

Bu tiir endiistriyel uygulamalarda kullanilabilecek yiiksek antibiyotik {ireticisi
susun bu tez ¢aligmasiyla elde edilmis olmasi da tez ¢alismasinin biyoteknolojik

Onemini olusturmaktadir.



2. ENERJIYE BAGLI PROTEIN YIKIMI

Enerjiye bagli protein parcalanmasinda yer alan ATP-bagimlh ii¢ sistem
tammlamistir. {lk olarak, tim prokaryotik ve &karyotik hiicrelerde bulunan,
proteolitik aktivite icin ATP'nin baglanmasini ve hidrolizini gerektiren “proteazlar’;
ikincisi, sadece Okaryotik hiicrelerde goriilen, ‘“ubikuitinasyon” ile yikilacak
proteinlerin isaretlenmesi ve daha sonra ATP-bagimli en az bir proteaz tarafindan
yikilmasi; {iclincii sistem ise 1s1 soku protein ailelerinin iiyeleri olan “molekiiler
saperonlardir”. Saperonlarin da ATP'ye bagl bir sekilde polipeptitlerin katlanmasini

veya acilmasini destekledigi bilinmektedir.

2.1. ATP-bagimh Proteazlar

ATP-bagiml proteazlar AAA+ protein ailesi (ATPase Associated with Diverse
Cellular Activity) grubuna dahildirler ve bakteriler, arkealar ve okaryotlar arasinda
olduk¢a yaygindir. Katlanmamis, yanlis katlanmis veya dogal olarak stabil olmayan
proteinleri yikarak proteinlerin kalite kontroliinde rol oynamaktadir. Bu enzimler,
belirli kosullar altinda diizenlenmis proteoliz ile hiicre i¢in biiyiikk bir 6neme
sahipken, bazi diizenleyici proteinleri veya enzimleri pargalayarak biiylime
durumuna yanit olarak hiicresel proteomu da sekillendirmektedir. Bu durum, post
translasyonel seviyede hizli bir adaptasyona izin vermektedir.

Diger bir¢cok bakteri gibi Escherichia coli’de bes adet ATP-bagimli proteaz
kodlanmaktadir. Bu ATP-bagimli proteazlar; Lon [13], HsIVU (ClpYQ), FtsH
(HfIB) [14], CIpAP ve ClpXP [15] proteazlardir [16, 17] (Sekil 2.1). Okaryotlarda
ise hiicre iginde temel protein yikimindan sorumlu olan 26S proteozom diginda [18]
(Sekil 2.1), sitoplazma, kloroplast ve mitokondrilerinde prokaryotik ATP-bagimli

proteazlarin homologlart bulunmaktadir [19, 20].
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Sekil 2.1: ATP-bagimli proteazlar.

2.1.1. ATP-bagimh Lon Proteaz

Bakterilerden insana kadar biitiin canlilarda bulunan ATP-bagimli Lon proteaz,
ilk kez E. coli’de tanimlanmustir. Biitiin proteinin kristal yapisi heniiz bilinmemesine
ragmen, E. coli Lon proteazin karboksi-terminal alaninin kristalizasyonu, Lon'un

halka seklinde bir hekzamer olusturdugunu gostermektedir [21] (Sekil 2.2).

13N

ATPaz
Domeni

Hnv

Proteaz
Domeni

Sekil 2.2: Lon proteazin halka seklindeki hekzamer yapisi.



Her bir alt birim ii¢ alt boliimden olusmaktadir (Sekil 2.3). Bu bolgeler;
substrat tanima ve baglama [22] ile iliskili amino-terminal bolge, ATP baglanma
(Walker) motifini [23] igeren ve polifosfat ve DNA’ya baglanmadan sorumlu olan
merkezi ATPaz alan1 (A alan1) [24] ve bir serin-lizin katalitik dyadinin olusturdugu
proteolitik aktif bolgeyi i¢eren karboksi-terminal bolgesidir (P bolgesi) [25]. A ve P
bolgeleri arasinda yer alan SSD bolgesi (sensdr ve substrat ayirma) ise substrat

tanimada rol oynamaktadir [26].

| 309 585 784

N-terminal domain AAA+ domain Proteaz domain

Sekil 2.3: Lon proteazin her bir alt birimini olusturan {i¢ alt boéliimiin sematik
gorunumul.

Lon proteaz, hem ATPaz hem de proteolitik aktif bolgeleri ayni polipeptit
zinciri i¢inde tasimaktadir. Bu organizasyon HfIB (FtsH) proteazinda da bulunurken,
Clp ailesinde her iki fonksiyon, ayr1 polipeptit zincirleri tarafindan kodlanmaktadir.
ClpP alt birimi proteolitik aktif bolgeyi tasir ve CIpA veya ClpX ATPaz alt birimleri
ile birlikte bir kompleks olusturmaktadir. Ayn sekilde, ClpQ (veya HslV) proteolitik
alt birimi, ClpYQ (HslUV) aktif proteazi [27] olusturmak iizere ClpY (veya HslU)
ATPaz alt birimi ile birlesmektedir.

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Streptococcus ve
Lactobacillus gibi bazi bakterilerin genomlarinda lon geninin bir ortologu
bulunmazken, Bacillus subtilis ve Myxococcus xanthus gibi diger bakteri tiirlerinin
genomlarinda lon geninin iki kopyast bulunmaktadir.

ATP-bagimli Lon proteazlar diger tiim proteazlar gibi ATP'de depolanan
Kimyasal enerjiyi, substrat bozulmasinin baslatilmasi igin gereken mekanik kuvvete
dontistirmektedir [16, 17]. Bir substratin proteaz tarafindan yikilmasi, dort ayri
basamaktan olusmaktadir (Sekil 2.4).
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Tekrar Tanima
Baslama

ATP

ADP + P

Sekil 2.4:Bir substratin proteaz tarafindan taninma ve degredasyon basamaklari.

Tanima asamasinda, substrat ve proteaz birbirleriyle etkilesime girmektedir. Bu
olay genel olarak ATP'den bagimsizdir ve adaptdr proteinlerin aracilik ettigi
dogrudan veya dolayli yoldan olabilir. Taninmay1 kolaylastirmak icin, substrat
proteinleri, proteinin c¢esitli kisimlarinda bulunabilen, degron denilen tanima
motiflerini icermektedirler. Genellikle, degronlar bir proteinin yapilandirilmamis
terminal uglarinda bulunmakla beraber, bazi degronlar proteinin i¢ bolgelerinde
bulunabilmektedirler [16, 17, 28].

Tanima gerceklestikten sonra, ATPaz alan1 agilmaya baglar ve substrati proteaz
bolgesinin proteolitik odasina yerlestirir. Bu islem sirasinda, birkag kez ATP
baglanmasi ve hidrolizi gerceklesmektedir. Son olarak, ATP'den bagimsiz olarak
kii¢iik peptid fragmanlarina pargalanma (~5-25 amino asit kadar), proteolitik odadaki
proteaz bolgesi tarafindan gergeklestirilmektedir [28, 29].



2.1.1.1.Lon Proteazin Substrat Tanimasi

Lon proteaz, ¢ok cesitli biyolojik islemlerde yer alan, dogal olarak kararli
olmayan ve yanlis katlanmis proteinleri parcalayarak, protein kalite kontroliinde
onemli bir rol oynamaktadir. Lon'un bu iki tip substrati nasil tanidigina dair
mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Her ne kadar Lon, baz1 substratlarin belirli
anahtar amino asitlerini veya anahtar bolgelerini (6rnegin, SulA'nin karboksi-
terminal histidini, UmuD'nin ilk 24 amino-terminal amino asidi, SoxS [128] ve
MarA'nin amino-terminal bolgesi) tanidigr tespit edilmis olsa da [30-32], 6zellikle
Lon tarafindan taninan bir motif veya motiflerin kombinasyonu heniiz
tanimlanmamigtir. Bunun yerine, substrat sec¢iminin protein  yapisindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Yanlis katlanmis proteinler ve dogal olarak kararsiz
olan proteinlerin ortak 0©zelligi, bunlarin nonglobiiler konformasyona sahip
olmalaridir [33, 34]. Bir proteinin taninmasi ve ardindan Lon tarafindan
parcalanmasi, protein yiizeyinde, normalde protein ¢ekirdeginde gizlenen hidrofobik

yamalarin veya yapisal motiflerin agiga ¢ikmasindan kaynaklanabilmektedir.

2.1.1.2. Lon Ekspresyonunun Diizenlenmesi

E. coli [13, 35] ve S. lividans 'ta [9], lon geninin asir1 ekspresyonu, hiicrelerin
6limiine yol agmaktadir. Bu nedenle, c¢esitli hiicresel islemlerin normal ilerlemesini
saglamak i¢in uygun miktarda proteaz hiicrede tutulmalidir. Bu nedenle Lon

ekspresyonu ve aktivitesinin diizenlenme mekanizmalar1 olduk¢a 6nemlidir.

2.1.1.3. lon Geninin Transkripsiyonel Seviyede Diizenlenmesi

E. coli, B. subtilis ve S. lividans'ta lon geni, 1s1 soku (HS) regulonuna aittir ve
1istyla indiiklenmektedirler. Ancak M. xanthus'un iki lon geninden biri (lonV) ve
Bacillus brevis'in lon geni 1s1 ile indiiklenmemektedir [36, 37].

Bakteriyel tiirlere bagli olarak, 1s1 soku genlerinin transkripsiyonel
diizenlenmesi ya pozitif ya da negatif kontrol altinda bulunmaktadir [38]. E. coli'de,
151 soku regulonunun transkripsiyonel aktivasyonuna o3 faktorii aracilik etmektedir.
Normal kosullar altinda, DnaK molekiiler saperon sistemi ve ATP-bagimlh

proteazlar, 6°2’yi kararsizlastirarak diizenlemektedir. Bu olay prokaryotlarda genel



bir Ozellik degildir. Bakteriyel tiirlerin ¢ogunda, 1s1 soku genleri normal sartlar
altinda spesifik baskilayicilar tarafindan negatif olarak diizenlenmektedir. Molekiiler
saperonlar ve ATP-bagimli proteazlar, kendi transkripsiyon faktdrlerinin aktivitesini
modiile ederek kendi sentezlerini diistirmektedirler.

Sobczyk ve arkadaslari, S. lividans’ta lon geninin HspR/HAIR 1s1 soku cevap
regiilonunun bir pargasi oldugunu gostermislerdir [9]. HSpR regiilatdr proteininin lon
geninin promotorunda bulunan HAIR benzeri DNA motifi ile etkilesime girdigi ve
normal kosullar altinda lon’un HspR ve DnaK saperonu tarafindan negatif olarak
diizenlendigi gozlenmistir. Ist soku durumunda ise DnaK saperonu katlanmis
proteinlere baglandigi i¢in HspR ile kompleks olusturamadigindan lon geninin
ekspresyonu uyarilmaktadir. Normal biliyiime kosullar1 altinda, lon ve hspR
mutantlar1 bir arada elde edilirken, hspR delesyon mutantlar1 tek basina elde
edilememektedir. Bu durum, yiiksek diizeyde bir Lon seviyesinin S. lividans igin
muhtemelen toksik oldugunu gostermektedir [9].

B. subtilis'te, lonA geni (iki lon geninden biri), clpX ve hflB genleri sinif VI 1s1
soku genlerindendir [39]. Is1 soku genlerine ek olarak, B. subtilis lonA'nin
ekspresyonu diger bir¢ok stres (tuz, etanol, H.0> ve puromisin) tarafindan da
indiiklenmektedir [40]. Bu gen sinifinin indiiksiyonundan sorumlu mekanizmalar
hala bilinmemektedir. Bilinen, transkripsiyonel aktivasyonun, normalde beklendigi
gibi, global stres yamit sigma faktorii 6® tarafindan degil vejetatif ¢” faktorii
tarafindan saglandigidir [40].

Is1 soku yanitina ek olarak, lon geninin diger transkripsiyonel diizenleme
mekanizmalarma dair ¢ok az 6rnek bulunmaktadir. Bunlardan biri, Streptomyces
tirlerinde gortilmektedir. S. lividans’ta lon geni HspR’in negatif kontrolii altinda

olmasimin yani sira, CIgR'nin pozitif kontrolii altindadir [41].

2.1.1.4. Lon Aktivitesinin Diizenlenmesi

lon geninin transkripsiyonel diizenlemesine ek olarak, Lon'un proteolitik
aktivitesinin belirli bir inhibitor tarafindan modiile edildigi baska bir diizenleme
mekanizmas1 da bulunmaktadir. E. colinin T4 faj enfeksiyonu, buna ornek
verilebilmektedir. T4 faj1 ile enfeksiyondan sonraki ilk birka¢ dakika iginde, Lon
aktivitesini, T4 faji tarafindan kodlanan PinA proteini inhibe etmektedir. PinA, Lon

ile tersinir sekilde etkilesime girerek, ATP hidrolizine miidahale etmekte ve proteinin



pargalanmasini engellemektedir [42, 43]. Boylelikle, anormal protein bozulmasi da

inhibe olmaktadir [44, 45].

2.1.1.5. Lon Proteazin Hiicresel Siireclere Katilimi

Lon, diger iki proteaz (CIpAP ve ClpXP) ile birlikte, E. coli'deki enerjiye
bagimli protein bozulmasinin %70-80'inden sorumludur [41]. Bu enzim, dogal olarak
katlanmis regiilator proteinlerini parcgalayarak hiicre boliinmesi [46], DNA
replikasyonu [47], stres kosullarina adaptasyon [48] gibi fizyolojik islemlerin
kontroliinde Onemli rol oynamaktadir. Lon proteazin proteolitik aktivitesiyle

diizenledigi hiicresel siirecler Sekil 2.5’te 6zetlenmektedir.
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Sekil 2.5: Lon proteazin substrat ¢esitliligi ve biyolojik fonksiyonlari.

Lon normal biiylime kosullarinda ¢ogu bakteri tiirii i¢cin hayati bir enzim
degildir, ancak yoklugu hiicrelerde bir takim fonksiyon bozukluklar1 ile
sonuglanmaktadir. E. coli’de yapilan ¢esitli ¢alismalarda lon mutantlarinda, UV
radyasyonuna karsi hassasiyet kazanimi, filament olusumu, mukozit ve c¢esitli
anarmol ya da normal yapidaki proteinlerin yikimimin azalmasi gibi gesitli biyolojik
fonksiyonlarda farkliliklar gézlemlenmistir [46, 49, 50]. E. coli’de Lon ve Clp

proteaz mutantlarinda besin sinirlamasinin ardindan normalden uzun siiren bir lag



faz1 gorilirken lon, clp ikili mutantinda bu durumun daha siddetli yasandigi
gozlemlenmistir.

E. coli'nin aksine, M. xanthus'taki lon genlerinden biri olan lonV’nin canlilik
igin gerekli oldugu gosterilmistir [37]. Ancak lonV'nin aksine, M. xanthus’un sahip
oldugu diger lon geni olan lonD (bsgA) geninin delesyonu basarilmis ve sonugta elde
edilen mutantlar yasayabiliyorken, sporlanamadiklari gosterilmistir [37, 51].

B. subtilis’te lonA ve lonB olmak tizere 2 ayr1 lon geni bulunmaktadir. Bu lon
genlerinin ikisinin de, canlilik ig¢in gerekli olmadig1 ve delesyonlar1 durumunda
sporlanmada da bir sorun olusmadigi gosterilmistir [40, 52, 53]. B. subtilis ile
yapilan bir baska c¢alismada ise SMC (Structural Maintenance of Chromosomes
protein) kompleksinin dogru lokalize olmasinin ATP-bagimli Lon proteaz
aktivitesine bagli oldugu ve dogru lokalizasyonun da DNA replikasyonunu etkiledigi

gosterilmistir [47].

2.1.1.6. Lon Proteazin Hiicre Dongiisii ve Farklilasmadaki Rolii

Bazi bakteriler, yasam dongiileri boyunca, belirli diizenleyici faktorlerin de
yonlendirmesiyle farklilasma gegirmektedirler. ATP-bagimli proteoliz ile, hem
transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrasi diizenleme mekanizmalariyla, bu
diizenleyici faktorlerin miktari ve kullanilabilirligi diizenlenmektedir.

Lon proteazin bakteriyel farklilasmada kritik bir rol oynadigi bilinmektedir.
Ormnegin, B. subtilis'te Lon, sigma faktdriinii 6™ nin [54] konsantrasyonunu diisiirerek
sporulasyonu etkilemektedir. M. xanthus'un lon geninin (lonD) de [37] gelisim
dongiisii  igin  gerekli  oldugu  gosterilmistir.  Benzer sekilde, Vibrio
parahaemolyticus'taki hiicre farklilagmasinin, Lon proteini tarafindan diizenlendigi
gosterilmistir [55]. LonB proteazinin ekstremofilik arkea Haloferax volcanii igindeki
karotenogeneziyi diizenledigi gdsterilmistir.

Caulobacter crescentus ile yapilan bir ¢alismada elde edilen lon mutantlarinda,
hiicre boliinmesindeki kusurlara ek olarak, DNA replikasyonunun baslatilmasinda da
sorunlarin meydana geldigi gosterilmistir [56]. Bu nedenle, Lon’un, hiicre dongiisiine
bagli metilasyon diizenlemesi ve dolayisiyla hiicre boliinmesinin dogru bir sekilde
tamamlanmas1 ve hiicre dongiisiiniin normal ilerlemesi icin gerekli oldugu ortaya

cikmaktadir. E. coli Lon proteazinin, DNA metilasyonunun kontroliinde rol oynadigy,
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RepFIC miniplazmidinin  replikasyonu ile ilgili yapilmis olan caligmalarla da

gosterilmistir [57, 58].

2.1.1.7.Lon Proteazin Patojenite Uzerindeki Rolii

Lon proteaz, patojenik Gram negatif bakterilerin ¢ogunda, viriilans proteinleri
(efektorleri) konak hiicrelere iletmek i¢in kullanilan tip III salgilama sistemlerinin
(TTSS) transkipsiyonel diizenlenmesine katilmaktadir.

Lon proteaz, transkripsiyon faktorii HilA'min bozulmasimi diizenleyerek
Brucella abortus ve Salmonella enterica'da viriilans genlerinin ekspresyonunu da
kontrol etmektedir [59]. Pseudomonas syringae'da Lon mutantlarinin patojenitesinde
ve hareketliliginde ciddi eksiklikler oldugu gosterilmistir [60].

Son zamanlarda, Lon proteazin, elmanin enterobakteriyel patojeni olan Erwinia
amylovora'nin virulans ozelliklerini degistirdigi belirtilmistir [61]. Biitin bu
orneklerin aksine Yersinia pestis'te ise Lon proteazin viriilans1 arttirdigi yapilan

caligmalar ile gosterilmistir [62].

2.1.1.8. Lon Proteazin Stres Cevabindaki Rolii

Besin ag¢ligt durumunda bakterilerin devreye soktugu en onemli stres cevap
mekanizmas1 “Sinirlandirilmis cevaptir”. Ozellikle amino asit agh@ durumunda
smirlandirilmis cevabin tetikleyicileri olan guanozin tetrafosfat (ppGpp) ve guanozin
pentafostat (pppGpp) hiicre i¢inde hizli bir sekilde birikirler. Alarmonlar olarak da
bilinen ppGpp ve pppGpp’nin sentezinden sorumlu olan proteinlerden en 6nemlileri
“RelA” ve “SpoT” dir [63]. Hiicrenin yeni gevresel kosullara uyumunu saglamak igin
bu alarmonlar tRNA ve rRNA sentezi ile protein sentezini durdururken protein yikim
islemlerini arttirmaktadir. Protein yikimiyla olusan yeni amino asitler, ag¢liga uyum
siirecinde gerekli olan yeni enzimlerin sentezi i¢in kullanilmaktadir. Aclik kaynakli
proteolisis ise ATP’nin hidrolizini gerektiren enerji bagimli bir prosestir [27]. Lon

proteazlar protein yikiminda gorev alan en 6nemli proteazlardandir.

Siirlandirilmis cevap ayni zamanda hiicre iginde inorganik polifosfatin (poliP)
birikmesine de neden olmaktadir. Hiicrelerin fiziksel ve kimyasal streslere karsi
direng gostermesinde dnemli rol oynayan poliP, “polifosfat kinaz” (PPK) enzimi

tarafindan ATP’nin terminal fosfatinin substrat olarak kullanilmasiyla sentezlenir
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[64], endopolifosfataz (PPN) ve eksopolifosfataz (PPX) enzimleriyle de inorganik
fosfata pargalanir [65].

Stres durumunda ortamda biriken ppGpp ve pppGpp’ler PPX aktivitesini
neredeyse durdurarak poliP birikimine sebep olmaktadir [66]. Daha sonra poliP, Lon
proteaza baglanarak PoliP-Lon kompleksini olusturmakta ve spesifik bazi proteinleri
ozellikle serbest ribozomal proteinleri yikmasi i¢in Lon’u tetiklemektedir [67]. Bu
calisma ag1 Sekil 2.6’da Ozetlenmistir. Lon proteaz, ozellikle serbest ribozomal
proteinleri yikarak, strese karsi cevapta rol alacak proteinlerin yapiminda
kullanilmak tizere amino asit havuzunu olusturmaktadir. Lon’un bu aktivitesi i¢in de
poliP’nin 6nemi biiytiktiir. PoliP ve Lon arasindaki bu etkilesim bugiine kadar sadece
E. coli’de gosterilmis olup, diger mikroorganizmalarda boyle bir iliskinin varligi

bilinmemektedir.

Amino asit Aghg

/ TN

Ribozom (
Amino asit \ |
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. . Sinirlandiril
Ribozomal Proteinler l IIE ADCUIEIS

Degredasyon ( Cevap
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-t

Lon prpGpp

J_ Inhibisyon

% PPX
\I P

PolyP
PPK

Py,

o Yo

poliP-Lon Kompleksi

Sekil 2.6: Sinirlandirilmis cevap mekanizmasinda PoliP-Lon kompleksi.
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3. STREPTOMYCES

Streptomyces’ler, actinomycetales ordosuna ait, toprakta yasayan Gram pozitif
filamentli bakterilerdir. Morfolojik degisim gosteren kompleks bir yasam dongiisiine
sahip olan bu grup bakteriler G+C orami yiiksek (%70-74) uzun lineer bir
kromozoma (~8 Mb) sahiptir [68].

Sicaklik, pH, COz, O2 ve nem gibi diger cevresel faktorler topraktaki
Streptomyces’lerin hayat dongiisiinii etkiler [69]. Bu bakterilerin kati1 besiyerindeki
hayat dongiisii Sekil 3.1°de 6zetlenmistir. Kat1 besiyerinde biiyiitiilen Streptomyces
hiicrelerinin yasam dongiileri boyunca iki farkli misel yapisi (substrat miselyumu ve
havasal miselyum) gozlenmektedir [70]. Sporun ¢imlenmesinin ardindan geng
miselyumlarm (MI) bir bolimii programli hiicre 6liimiine ugrar. Bu miselyumun
kalan canli segmentleri ¢ok sayida niikleoid iceren ikincil miselyumu (MII) meydana
getirir [71, 72]. MII, besiyerinin i¢ine dogru biiyiiyerek substrat miselyumunu
olusturur ve bu yap1 da ylizeye ve agarin igine dogru biilyiimeye devam eder [70, 71,
73].
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—
- - } vezetatlf HIf
o Easamak 0 i
. EBasamak 1 Olugunmu
i
Olgunlasmes Sporlar | Easamak 2
Basamak 7 mﬁ————--- wegetat!f HIf
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Strepromyces’in Yasam Déngiisi HIFIn
B Unylimes]
Bazamak3 — -
. x_
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E - - ‘:’
Easamak s Easamak 4 S
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“&A Ve getat!f HIf
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Sekil 3.1. Streptomyces’lerin kat1 besyerindeki hayat dongiisii.
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Makromolekiiler sentezin baskilanmasi aracilifiyla kisa siireli biiylime
inhibisyonunun (growth arrest phase) ardindan, havaya dogru biiyliyen 6zellesmis
havasal hif yapilarina farklilasma gerceklesir [70, 71]. Havasal hif yapilar1 da aym
substrat miselyumlar1 gibi ¢ok sayida nukleoid igermektedir ve bu yapilarda septum
olusumu goézlenmektedir. Sporulasyon oncesi hem substrat miselyumunu hem de
havasal miselyumu etkileyen bir programli hiicre 6liimii daha meydana gelir [72].
Streptomyces hiicrelerinin yasam dongiisiinde son olarak hidrofobik spor zincirleri
olusturulur [70].

Programli hiicre 6liimiinii ve sporulasyonu i¢eren bu yasam dongiisii sayesinde
Streptomyces hiicreleri “gok hiicreli prokaryotik model” olarak goriilmektedir [73].
MI, MII ve programli hiicre 6liimii mekanizmasinin varligi Streptomyces antibioticus
ATCC11891 ve S. coelicolor M145 gibi Streptomyces tiirlerinde rapor edilmistir
[71].

Genel bir biliyiime davramisi olarak, sivi besiyerlerinde S. coelicolor ve
Streptomyces griseus gibi Streptomyces tiirleri pelletler ve kiimeler (clump)
olusturmaktadir [70] [72]. Ilk etapta, cimlenen spor hiicreleri misel yapilarimi
olusturur. Geng¢ vejetatif miseller, pellet olusumunu baglatir. Zamanla hiicre
yogunlugu artar ve pellet merkezindeki hiicreler 6lmeye baslar. Bu asamada hiicre
yogunlugunun azaltilmasi, daha az sayida ve daha biiylik pelletlerin olugsmasia ve
ikincil misel olusumu ve antibiyotik iiretimi gibi siireglerin gecikmesine yol
agmaktadir. Ikinci cok nukleuslu misel gelisimi, hiicrelerin ikinci bir biiyiime fazina
gecmesini saglar ve boylece antibiyotik iiretimi baslatilmis olur [70].

Aktinobakterilerde morfolojik ve fizyolojik farklilasma arasindaki iligki
hiicresel davranis1 belirlemektedir. Bu durum seckonder metabolit iiretimi ve
morfolojik farklilagsma arasindaki giiglii bagdan da anlasilabilir [73]. Streptomyces
venezuelae, S. griseus, Streptomyces albidoflavus SMF301 ve Streptomyces
antibioticus gibi tirler disinda ¢ogu Streptomyces hiicresi sivi besiyerlerinde
sporlanmazken, TBO gibi kat1 besiyerlerinde sporlanma gozlenmektedir [71, 72].

Misel morfolojisi ile sekonder metabolizma {iretimi arasinda iligki oldugunu
One siiren ¢aligmalar olsa da (6rnegin, S. olindesis hiicrelerinde retamisin tiretimi),
bunun tam tersini gosteren calismalar da (6rnegin, S. virginiae hiicrelerinde
virjinamisin tiretimi) literatiirde mevcuttur [74]. Kati ve siv1 besiyerlerinde sekonder
metabolit liretimi farkli zamanlara denk gelmektedir. Substrat miselyumlari, besin

kithgiyla beraber, sivi besiyerinde sekonder metabolit tiretimini gergeklestirmekte ve
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bu siire¢ duragan faza rast gelmektedir. Oysa, kat1 besiyerinde sekonder metabolit
tiretimi havasal misel gelisimiyle birlikte baslar [1]. Bu morfolojik ve fizyolojik
farklilasma siireclerin yonetiminde cesitli anahtar diizenleyiciler rol oynamaktadir
[73].

Streptomyces’ler, sahip olduklar1 farkli metabolik islevler sayesinde 6li bitki,
hayvan ve mantar atiklarin1 bilesenlerine ayirarak toprak biyodegragasyonunda
onemli rol oynarlar [75, 76].

Endiistriyel agidan olduk¢a Onemli olan Streptomyces’ler c¢ok genis
biyoaktivite araligina sahip g¢esitli sekonder metabolitleri yiiksek oranda
tiretmektedirler. Birgok antibiyotik c¢esidi, antitiimor ilact olarak kullanilan
adriyamisin, African river blindness hastaliginin tedavisinde kullanilan ivermectin,
immiinosupresan siklosporin FK-506 ile rapamisin ve herbisid olarak kullanilan
biyolofos, bu sekonder yelpazesinin i¢inde yer alan tiriinlere 6rnek olarak verilebilir
[77].

Streptomycetes’ler, diger ikincil metabolitlerin yani sira ticari antibiyotiklerin
%75’ini tretmeleri acisindan Ozellikle onemlidirler [78]. Antibiyotik tiretimi, kati
ortamda havasal miselyum gelisiminin sonlarinda, sivi ortamda ise duragan faza
gegmeden hemen Once gorilir [79]. Genellikle kromozom {izerinde toplu halde
bulunan antibiyotik biyosentez genlerinin ifadeleri biiylime fazina bagli olarak
koordine edilirler [78].

Streptomyces genetik c¢alismalari 1954 yilinda David Hopwood tarafindan
baslatilmigtir. Genetik ¢alismalarda, S. coelicolor A3(2) bir model organizma olarak
giintimiize kadar gelmistir. 1980 yilina kadar yapilan in vivo ¢aligsmalarda antibiyotik
biyosentezinde gorevli 100’den fazla gen belirlenmis ve bu cinse ait plazmit ve
bakteriyofajlarin izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. 1990 yilina kadar olan in vitro
calismalarda ise ilk gen klonlanmasi, promotor dizilerinin izolasyonu, antibiyotik
sentez yollariin arastirilmasi ve ilk transpozonun kesfi yapilmistir. 1990 yilindan
giintimiize kadar yapilan ¢alismalarda ise S. coelicolor A3(2) [80] ve Streptomyces
avermitilis’in [81] genom dizileri belirlenmistir.

Kromozomunun biiytlikliigii 8.667.507 bg olan ve anlamli {iriin verdigi tahmin
edilen 7.825 geni bulunan S. coelicolor, genetik ve yapisal olarak birbiriyle iligkili
dort adet antibiyotik tiretmektedir (Sekil 3.2). Mavi aktinorhodin (Act) biyosentetik
yolagi [82], kirmizi undesilprodigiosin (Red) [83, 84] ve kalsiyuma bagl antibiyotik
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(CDA) [85] genleri kromozomda bulunurken, metilenomisin (Mmy) sentezinden

sorumlu genler SCP1 plazmidi iizerinde bulunur [86].
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Sekil 3.2. S. coelicolor A3(2) tarafindan tiretilen antibiyotikler [78].
A)Aktinorhodin; B) Metilenomisin; C) Undesilprodigiosin; D) CDA.

Aktinorhodin’in biyolojik aktivitesi, Mak and Nodwell [87] tarafindan
detaylica c¢alisilmis ve giiclii, bakteriyostatik, pH duyarli bir antibiyotik oldugu
sonucuna varilmistir. Ayrica aktinorhodin’in ve Streptomyces’ler tarafindan iiretilen
diger renkli metabolitlerin dogaya zarar veren sentetik boyalara alternatif olarak bazi
alanlarda denenmektedir [11, 12]. Scott Chimileski tarafindan “American Society
For Microbiology” dergisinde “Bacterial Dyes In Fashion” isimliyle 4 Kasim
2017°de yayimlanan yazida, tasarimci Natsai Audrey Chieza’ nin “Ginkgo Bioworks”
biinyesinde S. coelicolorn trettigi ikincil metabolitleri tekstil boyasi olarak
denedigi caligmalar 6zetlenmistir. S. coelicolor ile ilgili calismalarini Natsai Audrey
Chieza yaklagik 15 dakikalik bir TED Talk konusmasiyla kendisi de 6zetlemistir. Bu
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denemeler sonucunda elde edilen kumaslar ve tekstil driinleri Sekil 3.3’te

gosterilmektedir.

Sekil 3.3: S. coelicolor m tirettigi ikincil metabolitlerin tekstil boyas1 olarak
denendigi tirlinler.

Streptomyces’lerde, antibiyotik iiretiminin nitrojen, fosfor ve karbon
kaynaklarindaki azalmayla tetiklendigi bilinmektedir [88]. Hiicredeki enerji
eksikliginin de antibiyotik biyosentezini tetikleyen bir faktor olabilecegi daha dnceki
caligmalarla gosterilmistir [2, 89].

Antibiyotik biyosentetik genlerinin ekspresyonunun kompleks diizenleyici
mekanizmalar ile kontrol edildigi bilinmektedir. Baz1 regiilator genleri, genellikle
yolak spesifik olup antibiyotik gen kiimelerinde biyosentez, sekresyon ve direnglilik
genleriyle birlikte bulunurken diger regiilator genleri global diizenleyiciler olarak
gorev yapmaktadir [90].

Yolak spesifik antibiyotik regiilatér genlerinin ¢ogu, molekiiler agirlig
yaklagik 25 kDa olan SARP (Streptomyces Antibiyotik Regiilasyon Proteini) ailesine
ait aktivatdrleri kodlamaktadir [91]. Ornegin, S. coelicolor A3(2)’de, act
(aktinorhodin) ve red (undesilprodigiosin) genlerinin ifadesi SARP grubuna ait olan
sirastyla Actll-ORF4 ve RedD spesifik transkripsiyonel aktivatorlerle diizenlenir
[92-94]. Mikroorganizmada, besiyerindeki fosfat, karbon ve nitrojen miktarlarinin
azalmasina cevap olarak bazi sinyal molekiilleri iiretilerek SARP kodlayan genlerin
ekspresyonu baglatilmaktadir. Streptomyces’lerde y-butirolakton yapili 15 tane sinyal
molekiilii bulunmustur [90].

Streptomyces’lerde ikincil metabolit biyosentezinin kontrolii iki bilesenli

sistemler (two-component systems=TCSs) araciligiyla da ger¢eklesmektedir. PhoR-
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PhoP iki bilesenli sistemi, Streptomyces’lerde en iyi g¢alisilmis sistemlerden bir
tanesidir [90, 95, 96]. Streptomyces’lerde antibiyotik biyosentezinin regiilasyonu igin
onemli olan bir diger iki bilesenli sistem ise AbsAl-AbsA2 sistemidir [90]. Bu iki
bilesenli sistemin, S. coelicolor A3(2)’nin irettigi dort antibiyotigin biyosentezini
cok siki kontrol ettigi gosterilmistir [97].

Streptomyces’lerde antibiyotik biyosentezini kontrol eden farkli mekanizmalar
tamimlanmis olmasina ragmen, hiicredeki bir ¢ok fizyolojik prosesde hayati énemi
olan Lon proteazin ikincil metabolizma tizerindeki etkisi bilinmemektedir. Tiim bu
bilgiler 1s1ginda bu tez ¢alismasi kapsaminda, Lon proteazin, ¢ok genis biyoaktivite
araligina sahip c¢esitli sekonder metabolitleri yliksek oranda iiretebilen S. coelicolor

A3(2)’de ikincil metabolizma tizerindeki etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir.
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4. GEREC VE YONTEMLER

4.1. Gerecler

4.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda; CaCl> (Merck), KoHPOs (Merck), KoSOs (Merck), Tris
(Merck), Dodesilsiilfat (Merck), Triton X-100 (Sigma Aldrich), L-arabinoz (Merck),
EDTA (Merck), Maleik asit (Merck), Pepton (Merck), MgCl,6H,0 (Merck), Agaroz
(Sigma Aldrich), L-prolin (Applichem), Agar (Merck), NaOH (Merck), Siikroz
(Merck), KOH (Merck), %87 Gliserol (Riedel de Haen), D (+) Glukoz (Merck),
KH2PO4 (Merck), KCI (Riedel de Haen), PIPES (Fluka), NaCl (Sigma-Aldrich),
Magnezyum siilfat heptahidrat (Fluka), Fenol (Riedel de Haen), Kloroform (Riedel
de Haen), Izoamil alkol (Merck), 2-propanol (Merck), Asetik asit (Riedel de Haen),
% 99.5 Etanol (Riedel de Haen), Hidroklorik asit (Riedel de Haen), Triptik soya
besiyeri (Merck), Metanol (Riedel de Haen), CTAB (Merck), TES Buffer
(Applichem), Bacto kazamino asit (BD), Mannitol (Merck), Tween 20 (Merck),
Sarkozil (Sigma Aldrich), Maya 6ziitii (BactoTM) kimyasallar1 kullanilmstir.

4.1.2. Kullanilan Enzimler

Bu tez caligmasinda; Q5 High Fidelity DNA Polimeraz (NEB), Phusion DNA
Polimeraz (Fynnzymes), Tag DNA polimeraz (Fermantas), Pfx® Platinium DNA
Polimeraz (Invitrogen), EcoRI Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), BamHI
Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Kpnl Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas),
Pstl Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), ECORV Restriksiyon Endoniikleaz
(Fermantas), Sphl Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), T4 DNA ligaz (Thermo
Scientific), Riboniikleaz A (Fermantas), Lizozim (Sigma), Deoksiriboniikleaz I
(Thermo Scientific, ABD) enzimleri kullanilmistir.

Enzim reaksiyonlari tiretici firmalarin onerdigi tamponlarda

gerceklestirilmistir.
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4.1.3. Kullanilan Kitler

Hem kimyasal yontemle izole edilen plazmitlerin ve PCR iirlinlerinin
temizlenmesinde hem de DNA’larin jelden saflastirilmasi islemlerinde; PCR
Temizleme (clean-up) ve Jel Ekstraksiyon Kiti (Macherey-Nagel, Almanya (MN),
Southern Hibridizasyonunda kullanilan DNA proplarin isaretlenmesinde; DIG DNA
isaretleme ve tespit kiti (Roche), Konfokal mikroskopta bakteri hiicrelerini
incelenmek ic¢in boyamada; “LIVE/DEAD BacLight Bakteriyel Canlilik Kiti
(Thermo Scientific), RNA izolasyonu igin; RNA izolasyon Kiti (Macherey-Nagel,
Almanya (MN), RNA’dan ¢cDNA sentezi igin; iScript cDNA Sentez Kiti (Bio-rad,
ABD) kullanilmastir.

4.1.4. Kullanilan Molekiiler Belirtecler

Izole edilen ve kesilen DNA bantlarmin tespitinde kullanilan 1 kb molekiiler
DNA  belirteci ve protein c¢alismalarinda kullanilan belirte¢ Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1: DNA ve protein belirtegleri. @) 1 kb Molekiiler DNA belirteci (Fermentas),
b) Protein Belirteci (Fermentas).
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4.1.5. Kullanilan Bakteri Soylari

Kullanilan bakteri soylar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1: Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan bakteri soylart.

S. clavuligerus +
pRAlon

Bakteri Soylari Genotip Kaynaklar
E. coli soylar
E. coli DH5a F-recAl, endAl, gyrA96, thi-1, [98]
hsdR17 (rK—, mK+), sup44, relA1A,
(080 dLacZAM15), D (lacZY A-argF)
U169
E. coli BL21 (DE3)  Alon, AompT, T7 RNA polimeraz geni, Stratagene
T7 ve T7-lac promotoru, lac, tac, trc,
ParaBAD, PrhaBAD, T5 promotorlari
E. coli dam, dcm, hsdsS, cat, tet [99]
ET12567/pUZ8002
E. coli K12 derivative: AaraBAD, ArhaBAD [100]
BW25113/pl1J790
Streptomyces soylari
S. coelicolor A3(2) Prototrofik yaban sus [101]
S. coelicolor A3(2) + pRA plazmiti tagiyan sus Bu ¢alisma
pPRA
S. coelicolor A3(2) +  pRAlon rekombinant plazmitini tagiyan Bu ¢alisma
pRAlon sus
Streptomyces Yaban sus ATCC
clavuligerus
PRA plazmiti tagiyan sus Bu calisma

4.1.6. Kullanilan Plazmit/Kozmitler

Kullanilan kozmit ve plazmitler Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2:

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan kozmit ve plazmitler.

Plazmit/Kozmit Genotip Referans
Plazmitler
puUZ38002 tra, neo, RP4 [102]
pRA pSET152den tiirevlenen [103]
integratif ve konjugatif plazmit
plJ773 aac(3)IV, RP4 [104]
plJ778 aadA, RP4 [104]
plJ790 araC, bet, cat, exo, gam, [100]
exonuclease V, oriR101,
ParaBAD, repAl101ts
pBluescript 11 SK (-) lac ve T7 promotoru, Stratagene
bla
Kozmit
StCB12 bla, neo Johnes Innes Center

plJ790 plazmiti, Supercosl'den tiiretilmis kozmitlerin varliginda se¢imine izin
vermek i¢in, bir A RED rekombinasyon plazmiti olan pKD20 plazmitinde ampisilin
direnclilik geninin kloramfenikol

edilmesiyle elde edilmistir (Sekil 4.2).

direnclilik geniyle degistirilerek modifiye

P araBAD

plJ790

|
’.'. b 6084 bps

repA101ts

Sekil 4.2: plJ790, A RED rekombinasyon plazmitinin haritasi.
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plJ773 plazmiti (Sekil 4.3) iizerinde, iki FLP rekombinaz hedef bdlgesinin
(FRT) iginde yer alan aac(3)IV (apramisin diren¢ geni) ve RP4 plazmidinin oriT
bolgesi bulunmaktadir. Bu plazmitin, EcoRI-Hindlll restriksiyon enzimleriyle
kesilmesiyle elde edilen apramisin direnglilik geni, apramisin mutasyon kasetini

olusturmak i¢in yapilan PCR’da kalip olarak kullanilmistir.

EcoRI.  Sstl*
i\ | Xhol”
FRT
priming site aac(3)IV
Sstl*
plJ773
4334 bps .
oriT
FRT &
priming site Hindill

Sekil 4.3: plJ773 plazmitinin haritasi.

plJ778 plazmiti (Sekil 4.4) iizerinde, iki FLP rekombinaz hedef bdlgesinin
(FRT) iginde yer alan aadA (streptomisin diren¢ geni) ve RP4 plazmidinin oriT
bolgesi bulunmaktadir. Bu plazmitin, EcoRI-Hindlll restriksiyon enzimleriyle
kesilmesiyle elde edilen streptomisin direnglilik geni, streptomisin mutasyon kasetini

olusturmak i¢in yapilan PCR’da kalip olarak kullanilmastir.
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_Hindlll

priming site
PR
L Nael’

plJ778 I\
4377 bps aadA ||

priming site  oriT 4
FRT
' Nael*
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Sekil 4.4: plJ778 plazmitinin haritasi.

Bir klonlama vektorii olan pBluescript 11-SK iizerinde, lac promotorunun
yanisira ¢oklu klonlama boélgesinin her iki ucunda faj T3 ve T7 promotor bolgeleri de

bulunmaktadir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: pBluescript 11-SK (pSK) plazmitinin haritasi.



pRA (5769 bg) plazmiti, kromozoma entegre olabilme yetenegine sahip olan ve
bu sayede aktarilmak istenen genin tek kopyasinin kromozoma yerlesmesini saglayan

bir E. coli-Streptomyces mekik vektoriidiir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: E. coli-Streptomyces mekik vektorii pPRA’ nin haritast.

4.1.7. Kullamlan Cozeltiler

Tez c¢aligmasi kapsaminda deneysel yontemlerde kullanilan ¢ozeltiler ve
kimyasal icerikleri Tablo 4.3’te verilmistir. Tim sterilizasyon islemleri yiiksek

basing altinda 121 °C’ta 20 dakika siireyle gerceklestirilmistir.

Tablo 4.3: Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan ¢6zeltiler ve igerikleri.

Cozelti Icerigi

242 g Tris Baz
Tris-Asetat-EDTA (TAE) (50X) 57.1 ml Glasiyal asetik asit
100 ml 0.5 M EDTA (pH 8)

10 mM Tris-HCI (pH 8)

Tris-EDTA (TE) Tamponu 1mM EDTA (pH 8)
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Tablo 4.3: Devam.

Cozelti

Icerigi

20x SSC (pH 7)

3 M NaCl
0.3 M Sodyum sitrat

25 mM Tris (pH 8)

Soliisyon I 10 M EDTA (pH 8)

50 mM Glukoz

0.2 N NaOH
Soliisyon II

% 1 SDS

%60 5 M Potasyum asetat
Soliisyon III

% 11.5 Glasiyal asetik asit

Lizis Soliisyonu

0.3 N NaOH
%2 SDS

CaCl> Soliisyonu

60 mM CaCl;
% 15 Gliserol
10 mM PIPES

CTAB/NaCl Soliisyonu

% 10 CTAB
0.7 M NaCl

Maleik Asit Tamponu (pH 7.5)

0.1 M Maleik asit
5 M NaCl

Depiirinizasyon Sollisyonu

0.25 M HCI

Denétralizasyon Soliisyonu

1.5 M NaCl
0.5 M NaOH

Notralizasyon Sollisyonu

1.5 M NaCl
0.05 M Tris-HCI pH 7.2
1 mM EDTA

Prehibridizasyon Soliisyonu

5x SSC

% 1 Bloklama soliisyonu
% 0.1 Sarkozil

% 0.02 SDS
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Tablo 4.3: Devam.

Cozelti

Icerigi

Hibridizasyon Soliisyonu

Prehibridizasyon soliisyonu

DIG ile isaretlenmis prop

2xSSC
Yikama Tamponu I

% 0.1 SDS

% 0.1 SSC
Yikama Tamponu II

% 0.1 SDS
Belirleme (detection) Tamponu (pH 0.1 M Tris-HCl
9.5) 0.1 M NaCl

Yikama Tamponu

30 ml Maleik asit tamponu

90 ul Tween 20

Bloklama Soliisyonu

0.5 g bloklama ajani/ 50 ml maleik asit
tamponu

Antikor Soliisyonu

Bloklama soliisyonu kullanilarak 5000
defa seyreltilen Anti Digoksigenin-AP

Renk Olusturan Substrat

Deteksiyon tamponu iginde seyreltilen
NBT/BCIP soliisyonu

SDS Ayirma Jeli (%12°1ik) (4 ml)

1.28 ml dH20

1.6 ml %30 Akrilamid
1.04 ml 1.5 M Tris

40 pl %10 SDS

40 ul %10 APS

5 ul TEMED

SDS Yogunlastirma jeli (%12’lik)
(1.5 ml)

1.28 ml dH20

1.6 ml %30 Akrilamid
1.04 ml 1.5 M Tris

40 pul %10 SDS

40 ul %10 APS

5 ul TEMED

27



Tablo 4.3: Devam.

SDS jeli boyama soliisyonu

% 50 Metanol

% 0.05 Commasie Blue
% 10 Asetik asit

% 40 dH20

Destaining Soliisyonu (SDS PAGE i¢in)

% 50 Metanol
% 10 Asetik asit
% 40 dH20

2X Yiirtitme tamponu (1 L)

28.8 gr Glisin
6.04 gr Tris
2 g SDS

1.8 L dH.0

4X SDS Yiikleme Tamponu

2ml 1M Tris-HCI (pH 6.8)
0.8 g SDS

4 ml % 100 gliserol

0.4 ml B-merkaptoetanol
0.5 M EDTA

8 mg bromofenol mavisi
2.6 ml dH2.0

Tfbl (4 °C)

5M KOAc

1 M MnCl>

1 M KCI

1 M CaCl;

% 75 Gliserol

TfbII (4 °C)

1 M Na-MOPS
1 M CaCl;

1 M KCI

% 75 Gliserol

STET (4 °C)

8 g Siikroz

% 0.5 Triton X-100
1 M Tris-HCI

0.5 M EDTA
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Tablo 4.3: Devam.

23 ml % 87 gliserol

% 40 Gliserol (50 ml) (4 °C) 27 ml dH0
m 2

9.85 ml %37’lik HCI1

0.5 M HCI (200 ml) 190.15 ml dH20
. 2

9.85 ml %37’lik HCI

0.5 M Methanol-HCI (200 ml)
190.15 ml methanol

4.1.8. Kullanilan Besiyerleri
4.1.8.1. Luria Bertani Besiyeri (LB)

e 10 g NaCl
e 10 g Tripton
e 5 g Maya ozutu

dH20 ile 1 It’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika steril edilir [104].

4.1.8.2. 2xYT Broth

¢ 16 g Difco Bacto tripton

¢ 10 g Difco Bacto maya oziitii
e 5g NaCl

dH20 ile 1 It’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir [104].

4.1.8.3. Maya Oziitii-Malt Oziitii Besiyeri (YEME)

¢ 3 g Difco maya 6ziitii

¢ 5 g Difco Bacto-pepton
¢ 3 g Oxoid malt 6ziitli

¢ 10 g Glukoz

e 340 g Siikroz




dH20 ile 1 1t’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir [104].
Otoklavlandiktan sonra; 5 mM MgCl2.6H20 ve % 0.5 Glisin ilave edilir.

4.1.8.4. Tripton Soya Besiyeri (TSB)

¢ % 3 Oxoid Tripton Soya besiyeri

dH20 ile 1 It"ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika steril edilir [104].

4.1.8.5. Mannitol Soya Unu Besiyeri (MS)

¢ 20 g Mannitol
e 20 g Agar
e 20 g Soya unu

dH20 ile 1 1t’ye tamamlanir. Mannitol ¢esme suyunda ¢oziiliir ve 2 g agar, 2 g
soya unu igeren 250 ml’lik erlenlere 100’er ml olacak sekilde béliiniir. Iki defa 115

°C’ta 15 dk otoklavlanir [104].

4.1.8.6. SOB Besiyeri

e 20 g Pepton

¢ 5 g Maya o6ziitii

¢ 0.5 g NaCl

e 10 ml 250 mM KCI

dH20 ile 1 It’ye tamamlanir. 5 N NaOH ile pH 7’ye ayarlanir.
Otoklavlandiktan sonra 2 M MgCl,’den 5 ml eklenir [105].

4.1.8.7. R2YE Besiyeri

e 103 g Siikroz
e 0.25 g K2SO4
¢ 10.12 g MgCl,.6H20
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e 10 g Glukoz
¢ 0.1 g Kazamino asit
e 22 g Agar (% 2.2)

dH20 ile 800 ml’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlandiktan sonra
her 160 ml besiyeri igine asagidaki steril kimyasallar ilave edilir [106].

e 2 ml KH2PO4 (% 0.5)

¢ 16 ml CaCl2.2H20 (% 3.68)

e 3 ml L-prolin (% 20)

e 20 ml TES Tampon (% 5.73, pH 7.2)
¢ 0.4 ml iz element soliisyonu

o 1 ml NaOH (1N)

Iz Element Soliisyonu:

e 40 mg ZnCl;

e 200 mg FeCl3z.6H.0O

e 10 mg CuCl2.2H.0

e 10 mg MnCl2.4H,0

¢ 10 mg Na,B407.10H.0

¢ 10 mg (NH4)6M07024.4H20

4.1.8.8. TBO Besiyeri (pH6.5)

e 20 g Salca
e 20 g Yulaf
e 25 g Agar

dH20 ile 1 It’ye tamamlanir ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir [107].
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4.1.9. Kullanilan Antibiyotikler

Calismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlart Tablo 4.4°de

gOsterilmistir.

Tablo 4.4: Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan antibiyotikler.

Antibiyotik Stok E. coli’de Streptomyces’te
konsantrasyonu kullanilan kullanilan
(mg/ml) konsantrasyon konsantrasyon
(ng/ml) (ng/ml)
Apramisin (Apr) 50 50 50
Ampisilin (Amp) 100 100 -
Kanamisin (Kn) 50 50 50
Streptomisin (Str) 50 50 50
Kloramfenikol! 50 25 -
(Chl)
Nalidiksik asit? 25 - 25
(NA)

ICoziicii: %100 Etanol, 2Coziicii: 0.15 M NaOH

4.1.10. Kullanilan Cihazlar

4 °C Buzdolab1 (Samsung), - 20 °C derin dondurucu (Ariston), -80 °C derin
dondurucu (ESCO, UUS-714B-1-5D), Buz Makinesi (BAR-LINE BF85), Yatay
Elektroforez Sistemi (BIO-RAD, Mmi-Sab Cell CT), Gii¢ kaynagi (BIO-RAD,
PowerPac Basic), Masa Ustii Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R), Masa Ustii
Santrifiijj (BECKMAN COULTER, Microfuge 22R), Otoklav (Niive ~ OT-90L  ve
HIRAYAMA, HICLAVE HVE-50), pH Metre (Hana Instruments, pH 211
Microprocessor pH Meter), Steril Kabin (Heraeus, HP48), Etiiv (BINDER, 9010-
0078), Inkiibator (Heraeus, D-63450 Herau), Calkalamali inkiibator (Edmund
Biihler, KS-15), Su Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette), UV Goriintilleme
Cihaz1 (Vilmer Lourmart), Mikrodalga Firin (Samsung), Spektrofotometre (BIO-
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RAD, Smartspec 3000), Econo Gradient Pompa (BIO-RAD), Econo UV Monitor
(BIO-RAD), Blotlama sistemi (Amersham), Hibridizasyon firin1 (Amersham), PCR
(Applied Biosystems), Konfokal Mikroskop (Zeiss, LSM 880), Sonikasyon Cihazi
(Branson, Digital Sonifier), Nano Drop (Shimadzu, Biospecnano), Real-Time Q-
PCR (Applied Biosystem, Step One Plus), Elektroparotor (Bio-Rad, GenePulser 11)

4.1.11. Hazirlanan Primer Ciftleri

Genom Tlzerinde (erisim numarasi: AL645882), 5756807-5759230 bg’leri
arasinda yer alan lon geninin sekanst NCBI veritabani iizerinden indirilmis ve
primerler uzunluk, GC/AT orani, dimer olustuma egilimi ve erime sicakligr (Tm)
degeri gibi oOzellikleri dikkate alinarak Primer Select (DNASTAR) programi
yardimiyla tasarlanmistir.

Bu bilgiler 1s1ginda S. coelicolor A3(2) lon genini sirasiyla; baslangi¢ kodonu
ve bitis kodonunu igine alacak sekilde ¢ogaltan, promotor ve terminator bolgelerini
dahil edecek sekilde ve baslangic ve bitis kodonlarmin ~1500 bg {ist ve alt
bolgelerini gogaltacak sekilde lonl, lon2ve lon3 olmak itizere 3 farkli primer ¢ifti
tasarlanmustir. lon geninin 6n ve arka bolgeleri ile uyumlu 39 niikleotit ve mutasyon
kasetiyle uyumlu sirasiyla 20 veya 19 niikleotitlik kismi i¢ine alan lon uzun primer
cifti ve lon genini i¢ kismindan ¢ogaltan lon prop primer ¢ifti ve RT-qPCR’da
kullanilacak primer ¢ifti (lon4) de tasarlanmigtir.

Genomda SCO3798, SCO3873 ve SCO5820 numaralariyla bulunan sirasiyla
attB, gyrA ve hrdB genlerinin dizilerine NCBI veritabanindan ulasilarak RT-qPCR
icin uygun primerler tasarlanmistir.

Calismada kullanilan tiim primer ciftleri Tablo 4.5’te gosterilmistir.

Tablo 4.5: Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan primer giftleri.

Primerin Ad1 Primerin Dizisi 5°—3° Kullanim
Yeri

lon 1 {leri ATGGCTGCTGAGTCCGCCGC PCR

Primer

lon 1 Geri TCACGCTGCGACCGGAACCT PCR

Primer

lon Uzun TCGATGTAACTCAACTTGACTGCCGAAGGGGAGAT PCR

ileri Primer CATGATTCCGGGGATCCGTCGACC
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Tablo 4.5: Devam.

Primerin Primerin Dizisi 5°—3’ Kullanim
Adi Yeri
ACGGGACCCGGGCCCTGCCTCATCCGGCC
lon Uzun GCGTCCGTCATGTAGGCTGGAGCTGCTT PCR
Geri Primer
C

lon 2 Tleri TGTTCGCCAGGCAGACCA PCR
Primer
lon 2 Geri AGTTGTGAGACGGACGGA PCR
Primer
Kanamisin GTGCTGACCCCGGATGAATGT PCR
Tleri Primer
Kanamisin AGCGGGGCAGGATAGGTGAAGTA PCR
Geri Primer
Streptomisin | TGATGTGTAGGCTGGAG PCR
fleri Primer
Streptomisin | TGATTTGCTGGTTACGGTGA PCR
Geri Primer
lon Prop Ileri | CGAGCTGGTGAAGGAGT PCR
Primer
lon Prop Geri | CTTCTCGTCCTCCGTGT PCR
Primer
lon 3 ileri CGATGAGCAGGTGCGGAGCG PCR
Primer
lon 3 Geri CTCCTACAACGTCGGCATGAT PCR
Primer
hrdB Tleri CTCTTCCTGGACCTCATCCA PCR

Primer
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Tablo 4.5: Devam.

Primerin Primerin Dizisi 5°—3’ Kullanim
Ad1 Yeri
hrdB Geri GTACACCTTGCCGATCTCGT PCR
Primer
lon 4 ileri AGCTGGTGAAGGAGTACA RT-gPCR
Primer
lon 4 Geri TCAGGAACGGCGAGTAG RT-gPCR
Primer
gyrA fleri GGTACACCGAGTGCAAGAT RT-gPCR
Primer
gyrA Geri GTCGTAGTTGTCCGTGAAGT RT-gPCR
Primer

4.2. Yontemler
4.2.1. S. coelicolor A3(2)’den Kromozomal DNA izolasyonu

S. coelicolor A3(2) genomik DNA’s1 Hopwood ve arkadaslarinin gelistirdikleri
yonteme gore izole edilmistir [101]. 50 ml YEME besiyerine stok spor
soliisyonundan 100 pl inokiile edilerek, 2 giin boyunca 30 °C’ta 220 rpm’de
tiretilmistir. 100 ml YEME besiyerine bu 6n kiiltiirden 1/10 oraninda ekim yapilarak
hiicreler 48 saat 30 °C’ta inkiibe edilmistir. Hiicreler oda sicakliginda 4500 rpm’de
15 dk santrifiijlenmis ve 10 ml TE tamponunda ¢oziilen pelletin {izerine lizozim (2
mg/ml) eklenmistir. Karisimin 1.7 ml’si steril bir tiipe ayrildiktan sonra geri kalani -
20 °C’ta saklanmistir. 1.7 ml karigimin tizerine 50 pl %20 SDS ve 50 pl (10mg/ml)
RNaz eklendikten sonra, 37 °C’ta 2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra 6rnek tizerine
300 pl 5 M NaCl ve 240 ul CTAB/NaCl soliisyonu eklenerek 65 °C’ta 10 dk inkiibe
edilmistir. Oda sicakligina sogutulan Ornek ftzerine esit hacimde CIA (24:1)
soliisyonu eklenip karistirildiktan sonra oda sicakliginda 11000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Ust faz fenol:CIA (25:24:1) soliisyonu ile muamele edilmis ve
santrifiijlenmistir. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra ayrilan {ist faz iizerine
0.6 hacim izoproponal eklenerek 11000 rpm’de 30 dk santrifiijlenmistir. Pellet
kurutulduktan sonra, 2ml dH.0’da ¢éziilmiistiir. Uzerine esit hacimde fenol:CIA
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(25:24:1) soliisyonu eklenmis ve santrifiijlenmistir. Bu islem bir kez daha
tekrarlandiktan sonra ayrilan {ist faz iizerine 3 kati miktarda soguk %100 EtOH
eklenmis ve en az 2 saat -20 °C’ta inkiibe edilmistir.2 saatin sonunda 11000 rpm’de,
+4 °C’ta, 30 dk santrifiij edilmistir. Pellet kurutulduktan sonra, 50 ul dH.O’da

¢Oziilmiistiir.

4.2.2. S. coelicolor A3(2) lon Geninin PCR ile Cogaltilmasi

S. coelicolor A3(2) genomundaki lon geni, uygun primerler ile (Tablo 4.5’te
lonl primer ¢ifti) PCR’da ¢ogaltilmistir. PCR deneylerinde; Phusion polimeraz, Pfx
polimeraz ve Q5 High Fidelity polimeraz olmak iizere 3 farkli polimeraz enzimi
kullanilmistir. Bu enzimler sahip olduklart “proof-reading” 6zelligi sayesinde PCR
reaksiyonu sirasinda meydana gelebilecek hatali baz yerlesimini azalttiklar1 ve sahip
olduklar1 GC tamponlariyla, GC oranmi yiiksek S. coelicolor A3(2) genomu igin daha
yiiksek performans sagladiklart igin tercih edilmislerdir. S. coelicolor A3(2) nin
genomundaki lon geninin PCR ile ¢ogaltilmasi yiiksek GC orani nedeniyle olduk¢a
zor olmustur. S. coelicolor A3(2)’nin Lon proteaz geninin ¢ogaltilmasi ancak
reaksiyonlarin optimizasyonuyla saglanmistir.

Kullanilan PCR protokolleri ve programlart Tablo 4.6’da 6zetlenmistir.
Asagidaki tabloda gri renkli isaretlenmis kisimlar 35 tekrarli olacak sekilde

polimeraz zincir reaksiyonlar1 kurulmustur.

Tablo 4.6: lon geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR protokolleri ve programlari.

Phusion Polimeraz
(Thermo)

Pfx Polimeraz (Invitrogen) | Q5 High Fidelity DNA

Polimeraz

Reaksiyon karisim (50 pl)

5X Phusion HF Tamponu: | 50 mM MgSOs: 1 pl 5X Q5 reak. Tamponu:10
10 pl ul

10mM dNTP: 1 ul

10X Amp. Tamponu: 5 ul

10mM dNTP: 1 pl

10 uM F primer : 2 pl

10X Enhc. Tamponu: 5 pl

10 uM F primer: 2.5 pl

10 uM F primer : 2 pl

Kalip DNA : 2 pl

10 uM R primer: 2.5 pl

Kalip DNA: 2 ul

10 mM dNTP : 1,5 ul

Kalip DNA: 2 pl
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Tablo 4.6: Devam.

Phusion Polimeraz Pfx Polimeraz Q5 High Fidelity DNA
(Thermo) (Invitrogen) Polimeraz

Reaksiyon karisimi (50 pl)

DMSO: 3 ul 10 uM F primer: 1,5 pl 5X Q5 High GC
Enhancer: 10 ul

Phusion Polimeraz: 0.5 pul | 10 uM R primer: 1,5 pl Q5 High Fidelity DNA
Polimeraz: 1 ul

ddH20: 32.5ul Pfx Polimeraz.... 0.5 ul ddH20: 21 pl

dH20: 32 ul

Reaksiyon kosullar:

98 °C: 3 dakika 94 °C: 2 dakika 98 °C: 1 dakika
98 °C: 10 saniye 94 °C: 15 saniye 98 °C: 10 saniye
55/67 °C: 30 saniye 57-71 °C : 30 saniye 60-72 °C: 30 saniye
72 °C: 30 saniye/kb 68 °C: 1 dakika/kb 72 °C: 1 dakika/kb
72 °C: 10 dakika 68 °C: 10 dakika 72 °C: 2 dakika

4°C: 0 4°C: 0 4 °C: o

4.2.3. E. coli’den Plazmit izolasyonu

E. coli’den plazmit izolasyonu Sambrook ve arkadaslarinin (1989)
gelistirdikleri yontem ile yapilmistir [105]. Uygun antibiyotik i¢eren 100 ml LB’de
37 °C’ta 12-16 saat biyitiilmiis kiiltiir, oda sicakliginda 4500 rpm’de santrifiij
edildikten sonra pellet tizerine 200 pl soliisyon I (TEG) eklenmis, vortekslenmis ve
ependorf tiipline almmistir. 5 dk sonunda iizerine 400 pl Soliisyon II eklenerek
karistirtlmis ve her 2 dk’da bir karistirilarak 5 dk boyunca buzda bekletilmistir. 5 dk
buzda bekletildikten sonra 300 pl Soliisyon III eklenip, her 2 dk’da bir karistirilarak
10 dk boyunca buzda inkiibe edilmistir. Daha sonra 13000 rpm’de, 4 °C’ta 20 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant bagka bir tiipe alinarak, 0.6 hacim izopropanol
eklenip, karnistirilmistir. En az 15 dk kadar oda sicakliginda bekletildikten sonra,
11000 rpm’de 30 dk oda sicakliginda santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant

atilip, pellet dH.O’da ¢oziilmiistiir. Soliisyon tizerine RNaz (10mg/ml) eklendikten
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sonra 1 saat 37 °C’ta inkiibe edilmistir. Bu sekilde izole edilen plazmit, PCR
Temizleme (clean-up) Jel Ekstraksiyon ile (MN) saflagtiriimistir.

4.2.4. Restriksiyon Endoniikleaz Kesimleri

Restriksiyon endoniikleazlar, klonlama ve dogrulama c¢alismalarinda
kullanmilmistir. ~ Saflastirilan gen ve plazmitlerin  kesimi, uygun restriksiyon
enzimi/enzim kombinasyonlar1 araciligiyla gergeklestirilmistir. Tiim reaksiyonlar,
enzimlerin iretici firmalar1 tarafindan uygun goriilen tampon cozeltiler, onerilen
konsantrasyon ve kosullar g6z Oniinde bulundurularak kurulmustur. Kesim
reaksiyonunun siiresi kesilen plazmit veya PCR iiriinliniin yogunluguna bagli olarak

2-24 saat arasinda degismektedir.

4.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Niikleik asitleri, biiyiikliiklerine gore ayirmak igin agaroz jel elektroforezi
yontemine bagvurulmustur. % 0.8-1’lik (w/v) agaroz jel, 1X TAE tamponu
kullanilarak hazirlanmis ve 100 ml agaroz jel iizerine 5 pl of RedSafe™ Niikleik asit
boyama soliisyonundan (20,000x) ilave edilmistir. Jel kasete dokiiliip, donduktan
sonra yiikleme tamponu ilave edilen DNA ornekleri 1/10 hacminde 6X yiikleme
boyasi eklenip, karistirilarak jele yiiklenmistir. Daha sonra 6rnekler, iginde 1X TAE

ylriitme tamponu bulunan elektroforez tankinda 90-95 Volt’ta 45-50 dk

yiirtitiilmiistir.

4.2.6. DNA Fragmanlarinin Agaroz Jelden Geri Kazanilmasi

DNA fragmanlar1 agaroz jelden, ‘PCR Temizleme (clean-up) Jel Ekstraksiyon

(MN) kitiyle tiretici firmanin sagladigi kullanim talimatina uyularak saflagtirilmistir.

4.2.7. Ligasyon

Ligasyon Sambrook ve arkadaslarinin gelistirdikleri yontem ile yapilmistir
[105]. Bu prosediire gore, oncelikle ligasyonda kullanilacak plazmit (vektor) ve

genin (insort) konsantrasyonlart Esitlik 4.1 yardimiyla hesaplanmistir.
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(ng (vektdr) X kb(insert))  (insert) (4.2
kb (vektor) " (vektor)

ng (vektor) =

Genel olarak reaksiyonlarda vektor: insort orani, 1:3, 1:5 ve 1:10 olacak
sekilde ayarlanmaya c¢alisilmistir. Ligasyon reaksiyonlari, T4 DNA ligaz enzimi
tireticisinin Onerdigi prosediire uygun olarak kurulmus ve hazirlanan karisim 16

°C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

4.2.8. E. coli Kompetan Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli kompetan hiicrelerinin hazirlanmasinda Sanders Laboratuvari’nin
yontemi modifiye edilerek kullanilmistir [108]. Hiicreler 10’ar ml LB besiyerlerine
ekilerek 37 °C’ta 180 rpm’de gece boyunca ¢ogaltilmistir. Bu 6n kiiltiirlerden 1:100
oraninda, 50 ml uygun antibiyotikli LB besiyerine ekim yapilmis ve kiiltiirler 37
°C’ta, 180 rpm’de inkiibasyona birakilmstir.

Hiicre yogunlugu, 600 nm dalga boyunda absorbans degeri (ODsgo) 0.4-0.5
araligina ulastiginda, kiltiirler 4 °C’ta, 3000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir.
Pelletler buza alinip 40 ml Tfbl soliisyonunda ¢oziinmiistiir. Buzdaki 10 dk’lik
inkiibasyonun ardindan 4 °C’ta, 3000 rpm’de, 8 dk santrifiij edilmistir. Pelletler
tekrar buza alinip, 1 ml TfbIl ile ¢oziinmiistiir. Daha sonra hiicreler, her birinde
100’er pl olacak sekilde ependorf tiiplerine paylastirilip, sivi azot i¢inde hizli bir
sekilde dondurularak hemen -80 °C’a kaldirilmistir.

4.2.9. E. coli Elektrokompetan Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Elektroporasyonda kullanilacak E. coli elektrokompetan hiicreleri Gust ve
arkadaglarinin [104] yontemi ile gergeklestirilmistir. LB besiyerinde iiretilen E. coli
hiicrelerinden ertesi sabah, 1 ml alinip 100 ml sivi LB besiyerine ekim yapilmustir.
Hicreler 200 rpm’de uygun sicaklikta ODsoo 0.4 olana kadar calkalayicida
inkiibasyona birakilmistir. ODegoo 0.4 olunca hiicreler 50 ml’lik falkona aktarilip 4000
rpm’de 10 dk 4 °C’ta santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasinda, {ist s1v1 kisim atilarak
hiicre pelleti 50 ml soguk %10 gliserolde ¢oziilmiistiir. Karisim 4000 rpm’de 10 dk
+4 °C’ta santrifiij edilmistir. Stv1 kisim atilip hiicre pelleti tekrar soguk 25 ml soguk
%10 gliserolde ¢oziilmiistir. Karisim 4000 rpm’de 10 dk +4 °C’ta santrifiij
edilmistir. Ust faz atilarak hiicre pelleti 1 ml soguk %10 gliserolde ¢dziilerek, soguk
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ependroflara 50’°ser pl boliistliriilmiistiir. Hiicreler sivi azot i¢inde hizli bir sekilde

dondurularak, hemen -80 °C’a kaldirilmustir.

4.2.10. E. coli Kompetan Hiicrelerinin Kimyasal Yoéntemle
Transformasyonu

Plazmit/kozmitler, E. coli kompetan hiicrelerine Sambrook ve arkadaslarinin
gelistirdikleri transformasyon yontemi ile aktarilmistir [105]. 50-80 ng arasinda
farkli konsantrasyonlarda plazmit/kozmit, kompetan hiicrelerle birlestirilerek buzda
30 dk bekletilmistir. Hiicrelere, 42 °C’ta 45 sn 1s1 soku uygulanmis ve ardindan yine
buzda 2 dk bekletilmistir. Steril kosullarda tizerine 800 pul LB eklenen hiicreler,
uygun sicaklikta, 1 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda hiicreler, uygun antibiyotik

iceren LB kati besiyerlerine ekilerek 37 °C’ta gecelik inkiibasyona birakilmigtir.

4.2.11. E. coli Hiicrelerinin Elektroporasyon Y ontemi ile
Transformasyonu

Uzerinde istenilen gen bulunan plazmit/kozmit, E. coli elektrokompetan
hiicrelerine Gust ve arkadaglarinin [104] elektroporasyon yontemi ile aktarilmistir. 50
ul hiicre slispansiyonunun {izerine ~100 ng plazmit/kozmit DNA eklenip,
karistirtlmistir. 200 Q, 25 pF ve 2,5 kV'ye ayarlanmis bir BioRad GenePulser 11
cthaz1 kullanilarak, buzda sogutulmus 0.2 cm'lik elektroporasyon kiivetinde
elektroporasyon yapilmistir. Beklenen zaman sabiti 4.5 - 4.9 ms'dir. Steril kosullarda
tizerine 1 ml LB eklenen hiicreler, uygun sicaklikta, 1 saat inkiibe edilmistir.
Sonrasinda hiicreler, uygun antibiyotik igeren LB kati besiyerlerine ekilerek 37 °C’ta

gecelik inkiibasyona birakilmistir.

4.2.12. Hizh Mini Plazmit izolasyonu Yontemi

Transformasyon/elektroporasyon sonucunda olusan kolonilerin dogrulugunu
ispatlamak i¢in E. coli soylarindan plazmid izole ederken Sambrook ve

arkadaslarinin kaynatma yontemi kullanilmigtir [105].
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1 ml besiyeri igeren ependorf tiiplerinde 1 gece inkiibasyona birakilan hiicreler
13000 rpm’de 2-3 dakika santrifiijlenip ve siipernatant atilmigtir. Pellet iizerine 250
ul STET-lizozim karisimindan konularak vortex ile iyice karistirilmistir. Kaynayan
su igerisinde 45 saniye bekletilen tiipler 13000 rpm’de 15 dakika sanrifiijlenmistir.
Santrifiij sonrasinda siipernetant atilip, pellet kurutulduktan sonra 20 pl dH>0’da
¢cOzlilmiigtiir. Plazmidler jele yiiklenirken yiikleme tamponu igerisine son
konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde RNaz eklenmistir.

Elde edilen plazmit DNA’lar uygun restriksiyon enzimleriyle kesilerek,

dogrulanmistir.

4.2.13. E. coli Hiicrelerinden Protein Izolasyonu

Total protein izolasyonu Donovan ve arkadaglarinin  yontemi ile
gergeklestirilmistir [109]. Gecelik bakteri kiiltiiriinden 1/50 oraninda alinarak uygun
antibiyotikli yeni besiyerine inokiile edilmistir. Bu islem 2 set halinde
gerceklestirilmistir. Bakteri kiiltiirleri OD 0.4’e gelinceye kadar 37°C’de inkiibe
edilmigtir. OD 0.4’e¢ ulasinca bir bakteri kiltiri IPTG (0.5mM- 2 mM) ile
uyarilirken, digeri uyarilmamistir. Bakteri kiiltiirleri 37 °C’de 4 saat inkiibasyonun
ardindan +4 °C, 4500 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda pellet
2 kez 2.5 ml TE’de (10mM Tris pH:7.5, ImM EDTA) yikanmistir. Daha sonra 1’er
ml liziz tamponunda (pH 7.4) ¢oziilen pelletler, mekanik yollarla pargalanmak iizere
ilk etapta 20 sn siireyle ve %30 genlikte (amplitude) sonikasyona maruz
birakilmigtir. Sonikasyon zamani 15 sn’ye disiiriilerek ayni islem 3 kez daha
tekrarlanmistir. Fazla 1sinmay1 engellemek ve proteinleri korumak amaciyla tiim
stire¢ buz tizerinde gergeklestirilmistir. Sonikasyon sonrasinda 1ul DNaz (1mg/ml)
eklenerek, +4 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda +4 °C’de, 12000
rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatantlar steril ependorflarda toplanip,
icerdikleri protein miktarmi belirlemek i¢in ‘Commassie Plus (Bradford) Assay’
yontemi kullanilmistir. Bradford deneyi oOrnekler 3 tekrarli olacak sekilde
uygulanmistir. Mikroplaka kuyucuklarina 20’ser pl dH20 eklenmis ve tizerine farkli
konsantrasyonlardaki BSA standartlarindan (250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml, 1000
pg/ml, 1500 pg/ml ve 2000 pg/ml) 10’ar pl yliklenmistir. Sonikasyon sonucu elde
edilen protein 6rnekleri ise 1:5 oraninda diliie edilerek her bir kuyucuga 2’ser pl

konulmustur. Mikroplaka igerisindeki her bir 6rnege 200’er pl ‘Coomassie Plus
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Reagent’ eklenip, mikroplakalar en az 30 dk karanlik bir ortamda inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan 595 nm’de &lgiimler gerceklestirilmistir. Esit
konsantrasyondaki Ornekleri jele yiiklemek i¢in hesaplanan miktarda protein SDS
yiikleme boyasi ile karistirilmistir. Karigim kaynar su i¢inde 5 dakika bekletilmistir.
Karigimin oda sicakligina kadar sogumasi beklendikten sonra 6nceden hazirlanmis
SDS jellerine her bir kuyuda 60 pg protein olacak sekilde yiiklenmistir. Jel 110-120
V’ta yiiriitildiikten sonra boyama c¢ozeltisinde hafifce calkalanarak boyanip ve

ardindan jel boyasi aritma ¢ozeltisi i¢ine alinmistir.

SDS jeli igin gerekli kimyasallar ve oranlar1 Tablo 4.7°de belirtilmistir.

Tablo 4.7: SDS jeli i¢in gerekli kimyasallar ve oranlart.

Kimyasal Derisim jeli (Ust faz) Ayirma jeli (Alt Faz)
(%05) (%012)
H20 1.4 ml 1.6 ml
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 - 1.3 ml
1 M Tris-HCI. pH 6.8 250 ul -
10% (w/v) SDS 20 pl 50 pl
Akrilamid soliisyonu 330 pl 2ml
(%30)
10% (W/v) (APS) 20 pl 50 pl
TEMED 2 ul 5ul

4.2.14. Lon Proteaz1 Uretemeyen Mutant Susun Olusturulmasi

4.2.14.1. MRed Rekombinasyon Yontemiyle Alon Mutant Susun
Olusturulmasi

Lon proteaz enzimini iiretemeyen S. coelicolor A3(2) mutant susu olusturmak igin
PCR temelli bir yontem kullanilmistir [104]. Bu yontemde kullanilmak {izere Lon

proteaz enzimini kodlayan gen bolgesinin delesyonu igin uzun (59 ve 58 bp) primerler
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tasarlanmustir (Tablo 4.5’te lon uzun primer ¢ifti). Ileri ve Geri primerleri sirasiyla S.
coelicolor A3(2) lon geninin 6n ve arka bolgeleri ile uyumlu 39 niikleotite ve mutasyon
kasetiyle uyumlu sirasiyla ile 20 veya 19 niikleotite (koyu renkli gosterilmistir) sahiptir.
Kalip olarak plJ773’ten elde edilen apramisin direng geni ve uzun primerler
kullanilarak Q5 High Fidelity DNA polimeraz enzimi ile polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) gergeklestirilmis ve apramisin mutasyon kaseti elde edilmistir (Sekil 4.7).

Mutasyon Kaseti

Sekil 4.7: Apramisin mutasyon Kasetinin sematik gériiniimii. Yesil renkli
kisimlar lon geninin 6nii ve arkasiyla uyumlu bolgeleri gosterirken, sart renkli kisim
ise apramisin direnglilik genini gostermektedir.

Uzerinde lon genini tastyan StCB12 kozmiti E. coli BW25113/pl1J790
elektrokompetan  hiicrelerine  elektroporasyon  yontemiyle  aktarilmistir.
Elektroporasyon sonucunda elde edilen E. coli BW25113/plJ790+StCB12

hiicrelerine apramisin mutasyon kaseti elektroporasyon yontemiyle aktarilmistir.

4.2.14.2. Kaset Mutagenez Yontemiyle Alon Mutant Susun
Olusturulmasi

4.2.14.2.1. Apramisin Mutasyon Kasetiyle Alon Mutant Susun
Olusturulmasi

Lon proteaz enzimini iiretemeyen S. coelicolor A3(2) mutant susu olusturmak
icin lon geninin st ve arka kismindan yaklagik 1500 bazlik bdlgeyi igine alacak
primerler, S. coelicolor A3(2) genom dizisine (http:// strepdb.streptomyces.org.uk)
birebir uygun olacak sekilde tasarlanmistir (Tablo 4.5’te lon2 primer g¢ifti).

Bu primerler, kalip olarak S. coelicolor A3(2) genomik DNA’s1 ve Q5 High
Fidelity polimeraz enzimiyle PCR kurulmustur. PCR sonucunda elde edilen 5658 baz
ciftlik Girtinlin, pSK plazmitinin EcoRV kesim bdlgesine klonlanmasiyla, Sekil 4.8°de

goriilen vektor elde edilmistir.
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Sekil 4.8: pSKlon plazmitinin haritasi.

S. coelicolor A3(2)’de ¢ift yonlii rekombinasyonun gerceklestigi mutantlari
segebilmek i¢in gerekli olan ikinci bir antibiyotik direnglilik geni olarak kanamisin
secilmistir. Kanamisin direnglilik genini laboratuvarimizda bulunan pSKKn
plazmitinin kalip olarak kullanildigi reaksiyonda uygun primerler (Tablo 4.5°te
kanamisin primer ¢ifti) ile PCR’da elde edilmistir (Sekil 5.33). Daha sonra bu
direnglilik geni, pSKlon plazmitine klonlanarak pSKlonKn vektorii elde edilmistir
(Sekil 4.9).

Xmnl Psil
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aAma AbsI - PaeR7I - PspXI - Xhol
{1 or BspDI - Clal
. i HindIII
, — Pasl
b 4 Bsu361
N
. & SexAI*
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)
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Sphl Blpl

Sekil 4.9: pSKlonKn plazmitinin haritast.
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pSKlonKn plazmiti E. coli BW25113/plJ790 elektrokompetan hiicrelerine
elektroporasyon ile aktarilmistir [104]. Elektroporasyon sonucunda elde edilen E.
coli BW25113/plJ790+pSKlonKn hiicrelerine apramisin mutasyon kaseti de (Sekil
4.7) elektroporasyon yontemiyle aktarilmis ve pSKAlonKn vektorii elde edilmistir.

Sanders Laboratuvari’nin yontemi ile hazirlanan kompetan E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicreleri, pSKAlonKn plazmiti ile transform edilmistir [108].
pSKAlonKn plazmiti tastyan transformanlar, Apr (50 pg/ml) ve Amp (100 pg/ml)
iceren LB kat1 besiyerlerinde seg¢ilmislerdir. Sekil 4.10°’te bu yontem sematize

edilmistir.
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Sekil 4.10: Apramisin mutasyon kasetiyle Alon mutant susun olusturulmasi i¢in hazirlanmis rekombinant plazmit.




Ly

Sekil 4.11: pSKAlonKn rekombinant plazmitinin farkli bir sekilde hazirlanmasi.




Apramisin mutasyon kasetiyle Alon mutant susu elde etmekte sorun yasaninca
yontem revize edilmistir. Bu revizyonda oncelikle, elimizde bulunan pSKlon
plazmiti, E. coli BW25113/plJ790 elektrokompetan hiicrelerine elektroporasyon ile
aktarilmistir ~ [104].  Elektroporasyon sonucunda elde edilen E. coli
BW25113/plJ790+pSKlon hiicrelerine apramisin mutasyon kaseti (Sekil 4.7)
elektroporasyon yontemiyle aktarilmis ve pSKAlon vektorii elde edilmistir. S.
coelicolor A3(2)’de ¢ift yonlii rekombinasyonun gerceklestigi mutantlari segebilmek
igin gerekli olan ikinci bir antibiyotik direnglilik geni olarak kullandigimiz kanamisin
direnglilik geni pSKAlon plazmitine klonlanarak pSKAlonKn vektorii elde edilmistir.
Sekil 4.11°de bu yontem sematize edilmistir.

4.2.14.2.2. Streptomisin Mutasyon Kasetiyle Alon Mutant Susun
Olusturulmasi

Kalip olarak plJ778’den elde edilen streptomisin direng geni ve uzun primerler
kullanilarak QS5 High Fidelity DNA polimeraz enzimi ile PCR gerceklestirilmistir ve

streptomisin mutasyon kaseti elde edilmistir (Sekil 4.12).

ST —

Streptomisin
Mutasyon Kaseti

Sekil 4.12:Streptomisin Mutasyon Kasetinin sematik goriiniimii. Mavi renkli kisimlar
lon geninin 6nii ve arkasiyla uyumlu bolgeleri gosterirken, kirmizi renkli kisim ise
Streptomisin direnglilik genini gostermektedir.

pSKlonKn plazmiti E. coli BW25113/plJ790 elektrokompetan hiicrelerine
elektroporasyon ile aktarilmistir [104]. Elektroporasyon sonucunda elde edilen E.
coli BW25113/plJ790+pSKlonKn hiicrelerine streptomisin mutasyon kaseti yine
elektroporasyon yontemiyle aktarilmis ve pSKAlonKn vektorii elde edilmistir.
Sanders Laboratuvari’nin yontemi [108] ile hazirlanan kompetan E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicreleri, pSKAlonKn plazmiti ile transform edilmistir.
pSKAlonKn plazmiti tastyan transformanlar, Apr (50 pg/ml) ve Amp (100 pg/ml)

iceren LB kat1 besiyerlerinde secilmislerdir.
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4.2.15. S. coelicolor A3(2)’ye Konjugasyon ile Plazmit Transferi

pSKAlonKn plazmiti tastyan E. coli ET12567/pUZ8002 6n kiiltiiriinden, Apr
(50 pg/ml) + Kn (50 pg/ml) + Chl (25 pg/ml) igeren 55 ml LB besiyerine, 1/10
oraninda ekim yapilmistir. Hiicreler, 600 nm dalga boyunda abzorbans degeri 0.4’¢
ulasana kadar 37 °C’ta 200 rpm’de inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler iki kez
antibiyotik icermeyen LB ile yikanarak, 5 ml LB’de ¢6ziilmiistiir. Bu sirada, her bir
konjugasyon denemesi igin 500ul 2xYT besiyerine 102 sayida S. coelicolor A3(2)
sporu ilave edilerek, sporlara 50 °C’ta 10 dk sicaklik soku uygulanmis ve sonrasinda
oda sicakliginda sogumaya birakilmiglardir. 0.5 ml E. coli ET12567/pUZ8002
hiicreleri ile 0.5 ml S. coelicolor A3(2) sporlar1 karistirilarak, 14000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilmis ve sivinin biiyiik bir kismi1 dokiilerek, hiicreler kalan ~50 pl sivida
¢oziilmiistiir. Hiicrelerden, 101-10* araliginda seri diliisyonlar hazirlanarak, her
diliisyondan 100’er pl antibiyotik icermeyen MS + 10 mM MgCI, agar besiyerine
ekilmigtir. 30 °C’ta, 16-20 saat inkiibasyondan sonra hiicrelerin tizerleri,
besiyerindeki son konsantrasyon 25 pg/ml NA ve 50 pg/ml apramisin olacak sekilde
antibiyotik iceren 1 ml dH2O ile kaplanarak inkiibasyona devam edilmistir.

Konjugasyon sonucunda NA ve apramisin igeren MS besiyerinde iireyen
hiicreler arasindan ¢ift rekombinasyon olaymin meydana geldigi (apramisine
direngli, kanamisine hassas) hiicreleri segebilmek i¢in konjugantlar hem NA (25
pg/ml) + Apr (50 pg/ml) igeren hem de NA (25 pg/ml) + Apr (50 pg/ml) + Kn (50
pg/ml) iceren TSA besiyerlerine ekilerek taranmistir. Bunlar icinden NA+Apr
besiyerinde ireyip de NA+Apr+Kn besiyerinde tiremeyen S. coelicolor A3(2)

konjugantlari, olasi ¢ift rekombinasyon mutantlar1 olarak secilmislerdir.

4.2.16. Mutant Hiicrelerin PCR ile Dogrulanmasi

Lon proteazi iiretemeyen olast mutant hiicreleri PCR ile ispatlanmak i¢in
Streptomisin mutasyon kasetini bir primer ¢ifti ve lon genini ¢ogaltan baska bir
primer cifti (Tablo 4.5’te streptomisin ve lon3 primer giftleri) ile reaksiyonlar

kurulmustur.
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4.2.17. Lon Proteaz1 Normalden Fazla Ureten Mutant Susun
Olusturulmasi

Lon proteaz enzimini normalden fazla iireten S. coelicolor A3(2) mutant susu
olusturmak icin Lon proteaz enzimini kodlayan gen bdlgesinin promotor ve
terminator bolgelerini igine alacak primerler, S. coelicolor A3(2) genom dizisine
(http:// strepdb.streptomyces.org.uk) birebir uygun olacak sekilde tasarlanmistir
(Tablo 4.5te lon3 primer gifti).

Bu primerler, kalip olarak S. coelicolor A3(2) genomik DNA’s1 ve Q5 High
Fidelity polimeraz enzimiyle PCR kurulmustur. PCR sonucunda elde edilen 3397 baz
ciftlik Grtiniin, pRA plazmitinin EcORV kesim bdlgesine klonlanmasiyla pRAlon
vektorii elde edilmistir.

pRAlon vektorii konjugasyonla S. coelicolor A3(2) ve S. clavuligerus’a
aktarilarak, S. coelicolor+pRAlon ve S. clavuligerus+pRAlon rekombinant suslari

elde edilmistir.

4.2.18. Southern Blot

Southern blot yontemi Sambrook ve arkadaglarinin gelistirdikleri yonteme gore
yapilmistir [105]. Oncelikle kromozomal DNA 6rnekleri EcoRI-Sphl restriksiyon
endoniikleaz ile kesilerek %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. DNA fragmanlarinin
jelden membrana aktarimi blotlama sistemi (Amersham) ile saglanmigtir. 2xSSC
solisyonu ile yikanan membranin iizerinde bulunan agaroz jelden DNA’larin
aktarim1 40-50 mbar ile vakum altinda ger¢eklesmistir. Agaroz jelin ylizeyi, sirast ile
30’ar dk siireyle depiirinizasyon soliisyonu, dendtralizasyon sollisyonu, nétralizasyon
soliisyonu ile kaplanmis ve son olarak 90 dk siireyle 20xSSC soliisyonu ile
kaplanmistir. Membrana transfer edilmis DNA fragmanlart UV 15181 ile (4 dk)
membrana sabitlenmislerdir. Membran 2xSSC ile yikanarak adi filtre kagidi arasinda

4 °C’ta saklanmustir.

4.2.18.1. Prehibridizasyon ve Hibridizasyon

EcoRI-Sphl ile kesilmis kromozomal DNA o&rneklerini tasiyan membranlar
prehibridizasyon soliisyonu i¢inde 42 °C’ta 5 saat hibridizasyon firininda inkiibe

edilmistir. Daha sonra membran, lon probu ile gece boyunca 42 °C’ta hibridizasyon
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firminda inkiibe edilmistir. icinde prop bulunan hibridizasyon soliisyonlar1 daha
sonraki kullanima kadar -20 °C’ta saklanmistir. Hibridizasyondan sonra membran,
yikama tamponu I ile oda sicaklifinda 2 defa 15’er dk calkalanarak ve yikama
tamponu 1l ile 42 °C’ta 2 defa 25’cr dk ¢alkalanarak yikanmistir. Yikamalardan
sonra membran, maleik asit yikama tamponunda 5 dk durulanip, 100 ml bloklama
soliisyonunda 30 dk inkiibe edilmistir. 30 dk blotlama soliisyonuyla inkiibasyonun
ardindan, en az 2 saat siireyle 20 ml antikor soliisyonunda inkiibe edilmistir. Daha
sonra 100 ml maleik asit yikama tamponunda 2 defa 15’er dk yikanan membran, 20
ml tespit tamponunda 5 dk inkiibe edilmistir. Membran, taze hazirlanmis 10 ml renk
veren soliisyonla (NBT/BCIP) kaplanarak karanlikta bekletilmistir. Renk reaksiyonu

membranin dH2O ile yikanmasiyla durdurulmustur.

4.2.18.2. Prop DNA’larin Hazirlanmasi

Southern hibridizasyonunda prop olarak kullanilacak olan lon geni, S.
coelicolor A3(2) genomunun kalip olarak kullanilmasiyla kurulan Q5 polimeraz
enzimi ve lon genine uygun kisa primerler (Tablo 4.5’te lon prop primer gifti ) ile
PCR sonucunda elde edilmistir. 1141 bg¢’lik lon genine ait PCR {irlinii agaroz jelden,
DNA ve Jel Bant Piirifiikasyon Kiti (Macherey-Nagel (MN)) kullanilarak elde
edilmistir.

DIG DNA isaretleme ve tespit kiti (Roche) ile, iireticilerin onerdigi sekilde
isaretlenen lon probunun seri diliisyonlar1 hazirlanarak (1 ng, 100pg, 10 pg, 1 pg ve
0.1 pg) I’er ul’st pozitif yikli naylon membrana sirasiyla emdirilmis ve UV 15181
altinda membrana sabitlenmistir. Membran, dncelikle 20 ml maleik asit tamponunda
15-25 °C’ta calkalanarak 2 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra membran, siras1 ile 10
ml bloklama soliisyonunda ve 10 ml antikor soliisyonunda 30’ar dk bekletilmistir.
Membran, 10 ml yikama tamponunda 2 kez 15’er dk yikandiktan sonra, 10 ml tespit
tamponunda 5 dk inkiibe edilmistir. Biitlin inkiibasyonlar diisik rpm’de
gerceklestirilmistir.

5 dk inkiibasyondan sonra membran, taze hazirlanmis 2 ml renk veren
soliisyonla (NBT/BCIP) kaplanarak karanlikta inkiibe edilmistir. Reaksiyonu
durdurmak i¢in membran 1 dk steril dH20 ile yikanmistir.

Sekil 4.13’te goriildiigi gibi, kontrol DNA’s1 ile karsilastirildiginda, prop

olarak kullanilan lon geni digoksijenin ile basarili bir sekilde isaretlenmistir.
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Sekil 4.13: lon probunun kontrol DNA’s1 ile karsilastiriimasi.

4.2.19. Aktinorhodin ve Undesilprodigiosin Antibiyotiklerinin
Ol¢iimleri

Ekstra bir kopya lon genini tasiyan rekombinant ve yaban suslar ile 168 saatlik
bir fermentasyon yapilmigtir. Rekombinant sus antibiyotik eklenmemis R2YE
besiyerinde iretilmistir. Fermantasyonun 24., 48., 72., 96., 120, 144. ve 168.
saatlerinde her bir sustan 5 ml 6rnek alinmis, bunun 1 ml’si antibiyotik 6l¢iimii i¢in
-20 °C’a, 4 ml’si kuru agirlik 6l¢limii i¢in 2 kez dH20 ile yikandiktan sonra -20 °C’a
kaldirilmistir.

Undesilprodigiosin ve aktinorhodin antibiyotikleri Keiser ve arkadaslarinin
spektrofotometrik yontemi ile olgiilmiistiir [78]. -20 °C’den alinan 1 ml’lik 6rnekler
eritilerek, her birine 250 pl SM KOH ilave edilip karistirildiktan sonra gece boyunca
4 °C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra ornekler 14000 rpm’de 20 dk santrifiijlenerek,
pellet ve siipernatant birbirinden ayrilmistir. Aktinorhodin, siipernatantta 640 nm
dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

Pellet 0.5 M HCl ile 2 kez yikanmis ve 1 ml 0.5 M metanol-HCI karigiminda 2
saat oda sicakliginda bekletilmistir. Karisim, 13000 rpm’de 15 dk santrifiijlendikten
sonra undesilprodigiosin siipernatantta 530 nm dalga boyunda 6l¢lilmiistiir.

Antibiyotik aktiviteleri, Abs = ¢ x [M] formiilii ile hesaplanmistir. Formiilde,
aktinorhodin i¢in saf ornegin & degeri 25230, undesilprodigiosin i¢in saf 6rnegin €
degeri ise 100500 olarak alinmistir.

Spesifik aktivite hesabi i¢in hiicrelerin kuru agirliklart kullanilmistir. Kuru

agirlik 6l¢timii igin -20 °C’a kaldirilan pelletler eritilerek kurutma kaplarina alinmig
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ve 4 giin boyunca 80 °C’de kurutulduktan sonra agirliklari (mg/ml) Sl¢iilmustiir.
Antibiyotik aktiviteleri (nmol) kuru agirliga (mg) boliinerek spesifik aktiviteleri elde

edilmistir.

4.2.20. Sefamisin C Antibiyotiginin Ol¢iimii

pRAIlon plazmitini tasiyan S. clavuligerus ve yaban tip S. clavuligerus suslari
ile R2YE besiyerinde 120 saatlik bir fermentasyon yapilmigtir. Fermentasyon
boyunca her 24 saatte bir 1 ml 6rnek alinarak 13000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edilmis ve elde edilen siipernatant daha sonra kullanilmak iizere -20 °C’a
kaldirilmigtir. Ayrica deneyde kullanilacak Sefalosporin C standarti (1 mg/ml) 1M
MOPS (pH: 6) ¢ozeltisi igerisinde, 10 ug/ml,7.5 pg/ml, 5 pg/ml, 2.5 pg/ml, 1.25
ng/ml ve 0.625 pg/ml olacak sekilde hazirlanip -20 °C’ye kaldirilmstir.

Indikatér mikroorganizma E. coli ESS 22-35 susu 10 ml LB besiyerine -80
°C’ta bulunan stok bakteriden 100 pul olacak sekilde ekilmis ve 30 °C‘ta 200 rpm’de
14-16 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan E. coli ESS 22-35 susundan,
100 ml LB besiyerine 2 ml ekim yapilarak, 30 °C‘ta 200 rpm’de, ODsoo degeri: 0.9-1
araligina gelinceye dek bakteri kiiltiirii inkiibe edilmistir. Bakteri OD degeri 0.9-1
araliginda tespit edildiginde, 45 °C’a getirilmis TSA besiyerinin igerisine; 100 ml
TSA besiyerine 3.3 ml olacak sekilde, bakteri kiiltiirlinden ekim yapilmis ve
calkalanarak kiiltiiriin homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir. Hizli bir sekilde
petri kaplarina 25 ml olacak sekilde dokiilmiis ve donmasi beklenmistir. Steril
edilmis olan cam pipetin arka kismi kullanilarak besi ortamlarina 5 mm ¢apinda
kuyucuklar ac¢ilmistir. -80 °C’ta muhafaza edilen siipernatantlar buz iginde
¢ozdiiriildiikten sonra vortekslenmis ve kuyucuklara 40 pl koyulmustur. Orneklerin
eklenmesinin ardindan petriler +4 °C‘ta 2 saat bekletilmistir. Ardindan 30 °C‘ta 16

saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonras1 zon dlgiimleri yapilmistir.

4.2.21. a-amilaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Sco-pRAlon, Sco-pRA rekombinant suslari ve yaban tip S. coelicolor A3(2)
susunun a-amilaz aktivitesi Miller ve arkadaslarinin gelistirdikleri spektrofotmetrik
yontemin modifiye edilmesiyle 6lciilmiistiir [110]. Oncelikle 20 ml TSB besiyerine
stok spor soliisyonundan 50 pl inokiile edilerek, 2 giin boyunca 30 °C’ta 220 rpm’de

tiretilmistir. 50 ml TSB+%1°lik nigasta besiyerine, bu 6n kiiltiirden 1/10 oraninda
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ekim yapilarak hiicreler 48 saat 30 °C’ta inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan 1
ml kiiltlir alinarak 4500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve 1ml siipernatant elde
edilmistir. Uzerine 1 ml %1°lik nisasta soliisyonu eklenerek 35 °C’ta 10 dk inkiibe
edilmistir. Daha sonra reaksiyonu durdurmak i¢in 2 ml Dinitrosalisilik asit (DNS)
eklenerek 10 dk 100 °C’ta tekrar inkiibasyona birakilmistir. Ardindan buzda oda
sicakligina sogutulmus ve tizerine 6 ml dH.O eklenerek 540 nm dalga boyunda

Olgiilmiistiir.

4.2.22. Konfokal Mikroskop Incelemesi

S. coelicolor+pRAlon rekombinant susu ve yaban tip S. coelicolor A3(2)
suslarina ait stok spor soliisyonundan R2YE besiyerine 100 pl inokiile edilerek, 2
giin boyunca 30 °C’ta 220 rpm’de iretilmistir. 100 ml R2YE besiyerine bu 6n
kiiltiirden esit yas agirlikta hiicre pelletiyle ekim yapilarak hiicreler 120 saat 30 °C’ta
inkiibe edilmistir. Bakterilerin inokiilasyonlarini takiben her 24 saatte bir 1 ml 6rnek
alimmistir. Daha sonra “LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kits” kullanilarak,
icerigindeki SYTO 9 niikleik asit boyasini i¢eren bilesen A ve Propidium iodide (PI)
niikleik asit boyasini iceren bilesen B esit hacimde karistirilarak bir boya karisimi
elde edilmistir. Bu boya karisimindan 6rnek tizerine 3 pl eklenerek, karanlikta 15
dakika bekletilmistir. Bu sekilde boyanan hiicreler lam, lamel arasinda konfokal

mikroskopta incelenmistir.

4.2.23. Transkripyonel Analiz

S. coelicolor+pRAlon, S. coelicolor+pRA rekombinant suslari ve yaban tip S.
coelicolor A3(2) suslarina ait 200’er pl spor TSB besiyerinde 30 °C’ta iki giin
boyunca biiylitiilmiistiir. Elde edilen 6n kiiltiirlerden esit miktarda yas agirliga sahip
hiicre pelletleri alinarak TSB besiyerine inokiile edilmistir. Bakterilerin
inokiilasyonlarini takiben 24., 36., 48., 60., 72., 96. saatlerde total RNA izolasyonu
igin 5’er ml 6rnek alinmistir. Alinan 6rnekler +4 °C*de 20 dakika boyunca santrifiij
edildikten sonra iki kez TE tamponu ile yikanmistir. Bu islemlerin ardindan hiicre
pelletleri sivi azot ile muamele edilip daha sonra kullanilmak {izere -80 °C’ta

muhafaza edilmistir.
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RNA ekstraksiyonu igin hiicre pelletleri, TE ¢ozeltisinde 75 pl lizozim ile
yeniden siispanse edilerek, 37 °C'ta 60 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Toplam
RNA izolasyonu iiretici firmanm talimatlarina gére RNA Izolasyon Kiti (Macherey-
Nagel, Almanya) ile kiigiik modifikasyonlarla yapilmistir. Olasi DNA kirliligi,
Deoksiriboniikleaz I (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak elimine edilmistir. RNA
numunelerinin DNA ile kontamine olup olmadigi, ters transkriptaz olmadan, Taq
DNA polimeraz ve hrdB genine 06zgii primer giftleriyle PCR reaksiyonlari ile
dogrulanmistir (Tablo 4.5’te hrdB primer ¢ifti). PCR bilesenleri ve reaksiyon
kosullar1 Tablo 4.8 ve Tablo 4.9°da verilmistir. Izole edilen RNA’larin
konsantrasyonlart ve OD 260/280 oranlar1 “’NanoDrop Lite’’ spektrofotometre
cihazi (Thermo Scientific, ABD) ile ol¢iilmiistiir. RNA 6rnekleri ependorf tiiplerine

bolistiiriilerek, daha sonra kullanilmak tizere -80 © C'ye kaldirilmustir.

Tablo 4.8: Tag DNA polimeraz PCR bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan Hacim

10X Taq Tamponu 2.5 ul

25 mM MgCl, 2 ul

dNTP karisimi 25 ul

Primer F (10 pM) 1.25 pl

Primer R (10 uM) 1.25 ul

Kalip DNA 1ul

Niikleaz icermeyen dH,O Son hacim 25 ul’ye tamamlanir.

Tablo 4.9: Tag DNA polimeraz reaksiyon kosullari.

Reaksiyon Basamagi Sicakhik Siire Dongii Sayisi
((®)

Baslangi¢ denatiirasyonu 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye

Primer baglanma 60 30 saniye 40
Uzama 72 30 saniye

Son uzama 72 3 dakika 1
Saklama 4 00
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cDNA, 300 ng toplam RNA kullanilarak "iScript cDNA Synthesis Kit" (Bio-
rad, ABD) ile sentezlenmistir. Ureticinin onerilerine gore hazirlanan reaksiyon
karisimlart ilk 6nce 70 °© C'de 5 dakika inkiibe edilmis, ardindan firkete olusumunu
ve primer dimer olusumunu ortadan kaldirmak i¢in buzda 2-3 dakika inkiibasyona

birakilmistir. cDNA sentezi kosullart asagidaki gibidir:

e 5 dakika boyunca 25 ° C’de,
e 60 dakika boyunca 46 ° C’de ve
¢ 5 dakika boyunca 85 ° C’de inkiibasyon.

Elde edilen ¢cDNA’nin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonlarinda lon
geninin mRNA seviyeleri Olgiiliirken, kontrol olarak (housekeeping gen) gyrA
genine 0zgii primerler kullanilmistir (Tablo 4.5’te gryA primer ¢ifti).

Kantitatif RT-PCR igin StepOnePlus ™ Gergek Zamanli PCR Sistemi
(Applied Biosystems) ve SYBR Green qPCR ana karisimi (Bio-rad Laboratories,
ABD), 500 nM primer (her biri) ve 25 ng cDNA kullanilmistir. Reaksiyon asagidaki

gibi diizenlenmistir.

e 98 ° C'de 10 dakikalik baslangi¢ denatiirasyonu
e 95 ° C'de 15 saniyelik 40 dongii ve
e 60 ° C'de 1 dakika

Her bir cDNA 0Ornegi bagimsiz deneylerde ¢ kez Olglilmiistiir.
Transkripsiyonel analiz i¢in kullanilan primerler, web tabanli bir program olan
primer 3 ile tasarlanmistir (Tablo 4.5te lon4 primer ¢ifti). Gen ifadesindeki degisim
2ACT formiilii ile hesaplanmistir ve hata gubuklari, ii¢ bagimsiz biyolojik kopyadan

elde edilen standart sapmalari temsil etmektedir.
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5. SONUCLAR

5.1. S. coelicolor A3(2) lon Geninin E. coli’de ifade Edilmesi

5.1.1. S. coelicolor A3(2) lon Geninin E. coli’de Ifade Edilmesi i¢in
Yapilan Klonlama Calismalar:

lon genine ait 2424 bg¢’lik DNA fragmani Q5 high fidelity polimeraz enzimiyle
kurulan PCR ile gogaltilmis (Sekil 5.1A) ve ligasyonda kullanilmak {izere jelden
saflagtirilmistir (Sekil 5.1B).

M 1 2 345

2424 be’lik

2500 bg '
lon geni 2500 bg +—

2424 be’lik
lon geni =insert

Sekil 5.1: 2424 b¢’lik lon geninin PCR sonucu a) Farkli baglanma sicakliklarinda lon
genine (2424 bg) ait PCR sonucu, b) PCR sonucunun jelden saflastiriimasi. M:1
kb’lik molekiiler DNA belirteci (Fermentas); a) 1: 60°C; 2: 64 °C; 3: 68 °C; 4: 69 °C;
5:72 °C primer baglanma sicakliklari. b) 1: Lon proteaz genine ait 2424 bg’lik
bandin jelden saflastirilmasi.

pSK plazmiti Notl endoniikleaz enzimi ile kesilerek jelden saflastirilmis (Sekil
5.2), ardindan yapigkan uglar Klenow enzimiyle doldurulmustur. pSK vektorii ve lon
geni arasindaki ligasyon reaksiyonu, Bolim 4.2.7°de anlatildigi sekilde

gerceklestirilmis ve ligasyon tirtinleri E. coli DH5a hiicrelerine aktarilmustir.
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Sekil 5.2: a) pSK vektoriiniin Notl endoniikleaz enzimi ile kesimi, b) pSK Notl
fragmaninin jelden saflagtirma sonucu. M:1 kb’lik molekiiler DNA belirteci
(Fermentas); a) 1: pSK vektoriiniin Notl endoniikleaz enzimi ile kesim sonucu. b) 1:
pSK Notl fragmaninin jelden saflastirma sonucu.

Transformasyon sonuglar1 Xgal, IPTG ve ampisilin igeren besiyerlerine ekilmis

ve beyaz renkli 13 tane koloni segilmistir. Bu kolonilerden plazmidler izole edilerek

BamHI enzimiyle kesilmis ve Lac promotorunun altina dogru yonlii yerlesmis lon

genini igeren rekombinant plazmidler tespit edilmistir (Sekil 5.3). Kullanilan

enzimler ve kesimler sonucunda beklenen DNA fragman biiyiikliikleri Tablo 5.1°de

verilmistir. Promotorun altina dogru yonlii yerlemis lon genini igeren plazmidlerden

(Sekil 5.3; 6, 7, 11, 12 ve 13. kuyulardaki plazmidler) bir tanesi DNA dizi analiziyle

de dogrulanmustir. Elde edilen rekombinant plazmide bu ¢alismada pSKlon (5424 bg)

ad1 verilmistir.

Tablo 5.1: E. coli transformatlarindan elde edilen plazmitlerin, restriksiyon
endoniikleaz kesimleri sonucunda beklenen DNA fragmani biiyiikliikleri.

Plazmit pSKlon (5424 bg)
Enzim BamHI
Kesim Sonucunda Dogru Yonli Ters yonlii
Beklenen DNA Fragman 1546 bg 878 be
Biiyiikliikleri 3878 bg 4546 bg
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~ 3878 bg’lik
4000 b DNA fragmani
2000 bg
~ 1546 bg’lik
DNA fragmani

i. -
M 202122 23 242526 27282930 31 32 33

Sekil 5.3: pSKlon rekombinant plazmitinin BamHI endoniikleaz enzimiyle kesilerek
dogrulanmasi. M:1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Fermentas); 1,2,3,4,5.....33:
Olas1 pSKlon rekombinant plazmitlerinin BamHI endoniikleaz enzimiyle kesim
Sonucu.

5.1.2. S. coelicolor A3(2) lon Geninin Farkh E. coli Hiicrelerinde
ifade Edilmesi

pSKlon o6ncelikle E. coli Top 10 hiicrelerine aktarilmistir. Hiicreler farkli IPTG
konsantrasyonlar1 ~ varliginda  biyitilmis ve total protein izolasyonu
gergeklestirilmistir. SDS-PAGE jeline her bir 6rnekten 60 pg protein olacak sekilde
yiiklenmis ancak yapilan farkli denemelerde Lon proteaza ait ~86 kDa’luk protein
bandi jelde goriilememistir (Sekil 5.4).

E. coli Top 10 hiicreleriyle lon geninin ekspresyonu goriillemeyince, pSKlon
plazmiti E. coli BL21 hiicrelerine aktarilmis ve IPTG uyarimindan sonra protein
izolasyonu  gergeklestirilmistir.  Proteinler = SDS-PAGE jeline hem esit
konsantrasyonda ve hem de esit agirliktaki hiicrelerden elde edilmis proteinlerden
esit hacimde yiiklenmistir. Yapilan her denemede Lon proteaza ait protein bandi

gbzlenememistir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.4: LB besiyerinde, farkli konsantrasyonlarda IPTG ile uyarilarak ve
uyarilmadan iiretilen pSKlon igeren E. coli hiicrelerinin esit konsantrasyondaki (60
ug) total protein tiretimlerinin karsilastirilmasi. M: Belirteg (Invitrogen), a)
Rekombinant E. coli Top 10 hiicreleri ile elde edilen sonuglar: 1: 0.5 mM IPTG ile
uyarilmis hiicreler; 2: IPTG ile uyarilmamis hiicreler; 5: 0.5 mM IPTG ile uyarilmis
hiicreler; 4: IPTG ile uyarilmamuis hiicreler. b) Rekombinant E. coli BL21 hiicreleri
ile elde edilen sonuglar: 1: IPTG ile uyarilmams hiicreler; 2,3,4: sirasiyla 0.5 mM, 1
mM, 1.5 mM IPTG ile uyarilmis hiicreler; 5: IPTG ile uyarilmamis hiicreler; 6,7,8:
sirastyla 0.5 mM,1 mM,1.5 mM IPTG ile uyarilmig BL21 pSKlon klonlari (esit
miktardaki hiicrenin patlatilmasiyla agiga ¢ikan protein).

1 234MS5 678

-

{
70 kDa 100 kDa

Sekil 5.5: LB besiyerinde, farkli konsantrasyonlarda IPTG ile uyarilarak ve
uyarilmadan tiretilen pSKlon plazmitini tagiyan E. coli BL21 hiicrelerinin, esit
konsantrasyondaki (60 pg) total protein iiretimlerinin ve esit miktardaki hiicrenin
patlatilmasiyla agiga ¢ikan protein miktarlarinin karsilagtirilmasi. M: Belirteg
(Invitrogen), 1: IPTG ile uyarilmamuis hiicreler; 2,3,4: sirasiyla 0.5 mM, 1 mM, 1.5
mM IPTG ile uyarilmis hiicreler (esit konsantrasyonda total protein=60 pg); 5: [IPTG
ile uyarilmamus hiicreler; 6,7,8: sirasiyla 0.5 mM,1 mM,1.5 mM IPTG ile uyarilmis
hiicreler (esit miktardaki hiicrenin patlatilmasiyla agiga ¢ikan protein).
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5.2. Lon Proteazi1 Uretemeyen Mutant Susun Olusturulmasi

5.2.1. S. coelicolor A3(2) Genomundan lon Geninin A/Red
Rekombinasyon Y éntemiyle Silinmesi

Uzerinde Lon proteaz geni bulunan StCB12 kozmiti E. coli DH50’dan izole
edilerek (Sekil 5.6), E. coli BW25113/plJ790 hiicrelerine elektroporasyon ile
aktarilmistir. Ampisilin ve kanamisine direngli transformantlardan bir tanesi segilmis
ve asagida nasil hazirlandigr anlatilmig olan apramisin mutasyon kaseti ile

transforme edilmistir.

StCB12
kozmiti

10000 bg

2000 bg

Sekil 5.6: StCB12 kozmit izolasyon sonucu. M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci
(Bioron); 1: StCB12 kozmit izolasyon sonucu (2 pl).

Mutasyon kasetinin hazirlanmast i¢in, PCR reaksiyonunda kalip olarak
kullanilacak olan 1382 bg¢’lik apramisin direnglilik geni, plJ773 plazmidinden EcoRl
ve HindIll enzimleri ile kesilerek jelden izole edilmistir (Sekil 5.7A). Bu DNA
fragmanimnin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonu sonucunda 1460 bg’lik
mutasyon kaseti elde edilmistir (Sekil 5.7B).

61



A. B
M 1
6000 bge—— 6000 bg
3000 bg +—— 3000 bg +—
1382 bg’lik 1460 b’ lik
1300bg aac(3)IV direnglilik 1500 bg «— Apramisin
geni Mutasyon Kaseti

Sekil 5.7:Apramisin mutasyon kasetinin hazirlanmasi. M: 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Bioron); a) 1: plJ773 plazmidinin EcoRI-HindIII endoniikleazlar ile
kesilmesiyle elde edilen 1382 bg’lik apramisin direng geninin agaroz jel goriintiisii;
b) 1: PCR sonucu elde edilen 1460 bg¢’lik apramisin mutasyon kasetinin agaroz
jelden saflagtirilmasi.

Apramisin mutasyon kaseti, E. coli BW25113/plJ790+StCB12 hiicrelerine
elektroporasyon yontemiyle aktarilmig, antibiyotik direncine gore se¢ilmis
transformantlardan izole edilen mutant kozmitin dogrulanmasi igin yapilan

restriksiyon enzim kesimleri beklendigi gibi olmamustir (Sekil 5.8), (Tablo 5.2).

Tablo 5.2: Kozmit ve mutant kozmitin BamHI enzim kesim sonucu beklenen bantlar.

Kozmit (StCB12) Mutant Kozmit
(StCB12 Alon)
13277 bg 13277 bg
6388 be 6388 bg
5571 bg 4704 bg
4132 be 4132 be
2569 be 2569 bg
2098 be 2098 bg
1713 bg 1713 be
468 bg 468 bg
128 be 128 b
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10000 bg
6000 bg

4000 b

Sekil 5.8: Olast StCB12 Alon mutant kozmidin BamHI endoniikleaz enzimiyle
kesilerek dogrulanmasi. M:1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Fermentas);
1,2,3,4,5,6,7: Olas1 StCB12 Alon mtant kozmitin BamHI endoniikleaz enzimiyle
kesim sonucu.

Farkli enzimlerle (BamHI, Kpnl, EcoRI-Pstl, Pstl) kesimler tekrarlanmis (Sekil
5.9) ancak hig¢ birisiyle dogru bantlar gozlenmedigi i¢in Johnes Innes Center
(JIC)’dan satin alinan kozmitin yanlis oldugu sonucuna varilmstir. JIC ile StCB12
kozmiti igin iletisime ge¢ilmis, ancak merkezin elindeki 3 kopya kozmit 6rneginin de

yanlig olmasi yiiziinden (Sekil 5.10) lon genini tasiyan kozmit saglanamamuistir.

4 5 6

[— -

10000 bg — —

6000 bg

s
2000 bg ——
e
e
e

FOE Ui

Sekil 5.9: StCB12 kozmitinin BamHI, Kpnl, EcoRI-Pstl, Pstl endoniikleazlar ile
kesim sonuglart. M:1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Fermentas); 1: Kesilmemis
StCB12 kozmiti,2: StCB12 kozmitinin BamHI kesim sonucu, 5: StCB12 kozmitinin
Kpnl kesim sonucu, 4: StCB12 kozmitinin EcoRI-Pstl kesim sonucu, 5: M:1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci (Fermentas); ,6: StCB12 kozmitinin Pstl kesim sonucu.
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Sekil 5.10: StCB12 kozmitinin Johnes Innes Center tarafindan BamH| ve Pstl
endoniikleazlar ile kesim sonuglari.

5.2.2. S. coelicolor A3(2) Genomundan lon Geninin Kaset Mutagenez
Yontemiyle Silinmesi

5.2.2.1. Apramisin Mutasyon Kaseti ile Yapilan Calismalar

Lon proteaz enzimini iiretemeyen S. coelicolor A3(2) mutant susu olusturmak
icin, kalip olarak S. coelicolor A3(2) genomik DNA’sinin, ve lon 2 primerlerinin
(Tablo 4.5) kullanildigi PCR reaksiyonu Q5 High Fidelity polimeraz enzimiyle
gerceklestirilmistir. Bu sekilde 5658 baz ciftlik lon geni ve bu gen bdlgesinin 6n ve
arka kismindan yaklasik 1500 bazlik bolge ¢ogaltilmistir (Sekil 5.11). Bu DNA
fragmani1 pBluescript plazmidinin ECORV bdlgesine klonlanmig ve rekombinant
plazmide pSKlon ismi verilmistir. Rekombinant plazmidin dogrulugu restriksiyon
enzim kesimiyle dogrulanmistir (Sekil 5.12). Kullanilan enzimler ve kesimler
sonucunda beklenen DNA fragmani biiyiikliikleri Tablo 5.3’te verilmistir. Lon
proteaz enzimini liretemeyen mutant sus olusturmak icin elde edilen bu rekombinant

plazmit, Gust ve arkadaslarinin yonteminde [104] kozmit yerine kullanilmistir.
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5658 bg +—

6000 bg

Sekil 5.11: Farkli baglanma sicakliklarinda lon genini kodlama bolgesinin iist ve alt

kisimlariyla birlikte cogaltan (5658 bg) PCR sonucu M:1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Fermentas); 1: 60°C; 2: 63 °C; 3: 66 °C; 4: 69 °C primer baglanma

sicakliklari icin PCR sonucu.

Tablo 5.3: Rekombinant pSKlon plazmitinin, BamHI ve Apal restriksiyon
endoniikleaz enzimleriyle kesimleri sonucunda beklenen DNA fragmani

biiytikliikleri.
Plazmit pSKlon
Enzim BamHI Apal
Kesim 5436 bg 4008 bg
Sonucunda 1895 be 2404 bg
Beklenen 829 be 1227 bg
DNA 498 bg -
Fragmam
Biiyiikliikleri
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6000 bg

3500 bg

2000 bg

Sekil 5.12: pSKlon rekombinant plazmitinin Apal ve BamHI endoniikleaz
enzimleriyle kesilerek dogrulanmasi. M:1 kb’lik molekiiler DNA belirteci
(Fermentas); 1: pSKlon plazmitinin restriksiyon endoniiklaz enzimiyle kesilmemis
hali; 2: pSKlon plazmitinin Apal endoniikleaz enzimiyle kesim sonucu gbzlenen
4008 bg, 3404 be ve 1227 be’lik bantlar; 3: pSKlon plazmitinin Apal endoniikleaz
enzimiyle kesim sonucu gézlenen 5436 bg, 1895 bg, 498 b ve 829 be’lik bantlar.

Uzerinde Lon proteaz geni bulunan pSK plazmiti, E. coli BW25113/plJ790
hiicrelerine elektroporasyon yontemi ile aktarilmistir [104]. Sonugta Ampisilin ve
Kloramfenikole direngli transformantlar elde edilmistir.

Apramisin mutasyon kaseti, E. coli BW25113/plJ790+pSKlon hiicrelerine
elektroporasyon yontemi ile aktarilmistir [104]. Elektroporasyon sonucunda
ampisilin ve apramisinli ortamda biiyiiyen, 28 tane koloni segilmistir. Bu olasi
klonlar (E. coli BW25113/plJ790+pSKAlon) restriksiyon endoniikleaz enzim
kesimleri sonucunda dogrulanmislardir.

Elde edilen pSKAlon rekombinant plazmiti konjugasyon ile S. coelicolor
A3(2)’ye aktarildiginda ¢ift yonlii rekombinasyon olayinin gergeklestigi olast mutant
hiicreleri, tek yonlii rekombinasyon olaymnin gergeklestigi mutantlardan ayirt
edebilmek i¢in, pSKAlon rekombinant plazmitine ikinci antibiyotik diren¢ geni
aktarilmalidir. Bu sebeple iizerinde kanamisin direng geni bulunan pSKKn plazmiti
kalip olarak kullanilarak, kanamisin direng geni PCR’da elde edilmistir (Sekil 5.13).

Kanamisin diren¢ geninin pSKAlon plazmitine klonlanma calismalar1 her denemede
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basarili sonug vermemistir. Yapilan kontrollii deneyler sonucunda pSKAlon plazmiti
izerinde bulunan apramisin direnglilik geninin kanamisin antibiyotigine de
direnglilik sagladig1 gosterilmistir. Bunun tizerine lon mutasyonundan énce pSKlon
plazmitine kanamisin direnglilik geni klonlanmustir. Olas1 pSKlonKn plazmitinin
dogrulugu restriksiyon endoniikleaz kesimi sonucunda ispatlanmistir (Sekil 5.14).
Kullanilan enzimler ve kesimler sonucunda beklenen DNA fragmani biiyiikliikleri

Tablo 5.4’te verilmistir.

Elde edilen pSKlonKn plazmidi E. coli BW25113/plJ790 hiicrelerine
aktarilmig, ardindan bir tane transformant segilerek apramisin mutasyon kaseti ile
transforme edilmistir. Defalarca tekrarlanan deneyler sonucunda ampisilin,
kanamisin ve apramisinli ortamda tek koloni olusturan hiicreler yerine 16-24 saatlik
inkiibasyonun sonunda ¢ogu zaman tiim yiizeyi kaplayan bir ireme gézlenmistir. Tek
koloni elde edebilmek antibiyotik (apramisin) konsantrasyonu 2 kat, 4 kat ve 8 kat

arttirtlmis ancak sonug alinamamustir.

2500 bg «—

Kanamisin

1500 be direnglilik geni

Sekil 5.13: PCR sonucunda elde edilen kanamisin direclilik geni. M: 1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci (Bioron); 1: Kanamisin direnglilik geni.
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Tablo 5.4: pSKlonKn rekombinant plazmidinin, BamHI restriksiyon endoniikleaz
enzimiyle kesimi sonucunda beklenen DNA fragmani biiytikliikleri.

Plazmit pSKlonKn
Enzim BamHI
Kesim Sonucunda 6898 bg
Beklenen DNA 1895 bg
Fragman 851 bg
Biiyiikliikleri 498 be

Kesilmemis plazmit

8000 be
2000 bg+— 1895 be

Sekil 5.14: pSKlonKn rekombinant plazmitinin BamHI endoniikleaz enzimiyle
kesilerek dogrulanmasi. M:1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Fermentas); 1:
pSKlonKn rekombinant plazmitinin BamHI endoniikleaz enzimiyle kesim sonucu
gbzlenen 6898 bg, 1895 be, 851 bg ve 498 be’lik bantlar.

5.2.2.2.Streptomisin Mutasyon Kaseti ile Yapilan Calismalar

Streptomisin mutasyon kasetinin hazirlanmasi i¢in, PCR reaksiyonunda kalip
olarak kullanilacak olan 1465 bg’lik streptomisin direnglilik geni, plJ778
plazmitinden EcoRI ve Hindlll enzimleri ile kesilerek jelden izole edilmistir (Sekil
5.15A). Streptomisin direnclilik geninin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonu
sonucunda 1580 bg’lik mutasyon kaseti elde edilmistir (Sekil 5.15B).
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6000 be

3000 bg +—

1500 b«

1465 bg’lik aadA
direnglilik geni

3000 be

1500 bg+—

1580 bg’lik
Streptomisin
mutasyon kaseti

Sekil 5.15: Streptomisin mutasyon kasetinin hazirlanmasi. M: 1 kb’lik molekiiler
DNA belirteci (Bioron); a) 1: plJ778 plazmidinin EcoRI-HindlIl endoniikleazlar ile
kesilmesiyle elde edilen 1465 b¢’lik streptomisin direnclilik geninin agaroz jel
goriintiisii; b) 1: PCR sonucu elde edilen 1580 bg’lik streptomisin mutasyon kasetinin
agaroz jelden saflastirilmasi.

Streptomisin mutasyon kaseti, E. coli BW25113/plJ790+pSKlonKn hiicrelerine

elektroporasyon yontemi

ile aktarilmistir [104].

Elektroporasyon sonucunda

ampisilin, kanamisin ve streptomisinli ortamda sadece 4 tane olast E. coli

BW25113/plJ790+pSKAlonKn klonu elde edilmistir. Bu olasi klonlardan izole

edilen olasi pSKAlonKn plazmiti restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek (Sekil

5.16) ve PCR ile (Sekil 5.17) dogrulanmistir. Kullanilan enzimler ve kesimler

sonucunda beklenen DNA fragmani bityiikliikleri Tablo 5.5’te verilmistir.

Tablo 5.5: pSKA4lonKn plazmitinin, BamHI, EcoRI ve Notl restriksiyon endoniikleaz
enzimleriyle kesimleri sonucunda beklenen DNA fragman biiyikliikleri.

Plazmit pSKAlonKn (9106 bg)
Enzim BamHI EcoRI Notl
Kesim Sonucunda 7351 bg 5285 bg 5085 bg
Beklenen DNA 851 bg 3848 be 4021 bg
fragman 498 be
biiyiikliikleri 376 bg
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M1 2 3

Kesilmemis plazmit
— 5085 bg

—— 4021 bg

8000 bg«—
6000 bg+—_.

4000 bg «—f
r 3848 be

Sekil 5.16: pSKAlonKn rekombinant plazmitinin sirasiyla BamHI, EcoRI ve Notl
endoniikleaz enzimleriyle kesilerek dogrulanmasi. M:1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Fermentas); 1: pSKAlonKn rekombinant plazmitinin BamHI endoniikleaz
enzimiyle kesim sonucu; 2: pSKAlonKn rekombinant plazmitinin EcoRI
endoniikleaz enzimiyle kesim sonucu; 5: pSKAlonKn rekombinant plazmitinin Notl
endoniikleaz enzimiyle kesim sonucu.

4000 bg
1465 bg’lik
1500 be Streptomisin
direnglilik geni

Sekil 5.17: Olas1 pSKAlonKn plazmitinin Streptomisin primerleriyle ¢ogaltilarak
PCR ile dogrulanmasi. M:1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Fermentas); 1: 60 °C; 2:
62 °C; 3: 65 °C primer baglanma sicakliklar1 i¢in PCR sonucu.

Elde edilen pSKAlonKn plazmiti, E. coli ET12567/pUZ8002 hiicreleri
araciligiyla S. coelicolor A3(2)’ye konjugasyon ile transfer edilmistir. Farkli

antibiyotik konsantrasyonlar1 ve farkli besiyerleri kullanilmis, sonunda R2YE
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besiyerinde 10-15 giinde zorlukla biiyiliyen, ¢ok kiiglik, streptomisine direngli,
kanamisine duyarli 5 tane olasi mutant koloni elde edilmistir. Daha sonraki
calismalar i¢in bu hiicreler kiiltiirlenememistir.

5.3. Lon Proteazi Normalden Fazla Ureten Mutant Susun
Olusturulmasi

Ekstra bir kopya lon geni tasiyan S. coelicolor A3(2) susunu olusturmak igin
kalip olarak S. coelicolor A3(2) genomik DNA’s1, Q5 High Fidelity polimeraz
enzimi ve lon 3 primerleri (Tablo 4.5) ile PCR yapilmis ve 3397 baz ciftlik lon geni,
promotor ve terminator bolgeleri dahil olacak sekilde ¢ogaltilmis ve jelden
saflastirilmisgtir (Sekil 5.18). Bu DNA fragmani integratif bir vektor olan pRA
plazmitinin EcoRV bdélgesine E. coli DH5a’da klonlanmistir. pRAlon adi verilen
rekombinant vektor Pstl ile kesilmis, beklenen DNA fragmanlar1 (Tablo 5.6) elde
edilerek dogrulanmustir (Sekil 5.19).

6000 bg

Promotor ve
— terminator bolgeriyle
3397 b¢’lik lon geni

3500 b

Sekil 5.18: Promotor ve terminator bolgeleri icinde olacak sekilde PCR ile ¢ogaltilan
lon genine ait 3397 bg bantin jelden saflastirilmasi. M:1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci (Fermentas); 1: lon geninin promotor ve terminator bolgelerini igine alan
bolgeye ait 3397 b¢ bantin jelden saflastirilma sonucu (2ul).
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Sekil 5.19: pRAIlon rekombinant plazmitinin Pstl endoniikleaz enzimiyle kesilerek
dogrulanmasi. M:1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Fermentas); 1: Kesilmemis pRA
plazmiti; 2: pRAlon rekombinant plazmitinin Pstl endoniikleaz enzimiyle kesim
sonucu.

Tablo 5.6: pRAlon plazmitinin, Pstl restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesimi
sonucunda beklenen DNA fragmani biiytikliikleri.

Plazmit pRAIlon (9166 bg)
Enzim Pstl
Kesim Sonucunda 5792 bg
Beklenen DNA 2572 bg
Fragman 802 bg
Biiyiikliikleri

pRAlon plazmiti E. coli ET12567/pUZ8002 araciligiyla konjugasyon ile S.
coelicolor A3(2) hiicrelerine aktarilmistir. Konjugasyon sonucunda apramisinli
ortamda bilyliyebilen pRAlon plazmitini tasiyan olasi rekombinant S.
coelicolor+pRAlon (Sco-pRAIlon) kolonileri segilmistir. Ayrica bos pRA plazmiti de
E. coli ET12567/pUZ8002 araciligiyla konjugasyon ile S. coelicolor A3(2)
hiicrelerine aktarilarak S. coelicolor+pRA (Sco-pRA) rekombinant hiicreleri elde

edilmistir.
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5.3.1. lon geninin S. coelicolpr A3(2) Genomuna Entegrasyonunun
Southern Hibridizasyon ile Ispatlanmasi

Yaban tip S. coelicolor A3(2), rekombinant Sco-pRA ve Sco-pRAlon
suglarindan kromozomal DNA izolasyonu yapilarak, DNA’lar lon genini tespit
etmek icin EcoRI- Sphl ile kesilmislerdir (Sekil 5.20A).

EcoRI- Sphl ile kesilmis kromozomal DNA’larin lon probu ile hibridizasyonu
sonucunda, tim suslarda lon genini iginde bulunduran 4195 b¢’lik DNA bandi
gozlenirken, ekstra bir kopya lon genini tasiyan Sco-pRAlon rekombinant susunda
ekstra lon genini i¢inde bulunduran 6455 b¢’lik DNA bandi gozlenmektedir (Sekil
5.20B).

Rekombinant

6000 bg sustaki extra bu
kopya lon geni
4000 bg (6455 bg)
Yaban sustaki Jon Yaban sustaki
geni (4195 bg) Jon geni (4195

be)

Pozitif
Kontrol

Sekil 5.20: S. coelicolor A3(2)’de ekstra bir kopya lon geninin varliginin
Southern Blot ile ispatlanmasi. @) Red Safe ile boyanmis agaroz jel goriintiisii.1:
1141bg’lik prop olarak kullanilan lon gen pargasi (pozitif kontrol); 2: EcoRI- Sphl ile
kesilmis yaban sus kromozomal DNA’siin agaroz jel goriintiisii; 3: ECORI- Sphl ile
kesilmis rekombinant Sco-pRA susunun kromozomal DNA’sinin agaroz jel
goriintiisii; 4: EcoRI- Sphl ile kesilmis rekombinant Sco-pRAIlon susunun
kromozomal DNA’sinin agaroz jel goriintiisii M: 1 kb’lik DNA belirteci (Bioron). b)
lon geninin prob olarak kullanildigi Southern Blot sonucu. 1: 1141b¢’lik lon gen
pargasi (pozitif kontrol); 2: ECORI- Sphl ile kesilmis yaban sus kromozomal DNA’st;
3: EcoRI- Sphl ile kesilmis rekombinant Sco-pRA susunun kromozomal DNA’s1 ,
4: EcoRlI- Sphl ile kesilmis rekombinant Sco-pRAlon susunun kromozomal DNA’s1;
M: 1 kb’lik DNA belirteci (Bioron).
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5.3.2. Sco-pRAlon Rekombinant Susunda lon Geninin
Transkripsiyonel Analizi

Sco-pRAlon, Sco-pRA ve yaban tip S. coelicolor A3(2) suslarmmin TSB
besiyerine inokiilasyonlariin 48. saatinde alinan 6rneklerden total RNA izolasyonu
yapilmistir. izole edilen RNA'larda genomik DNA kontaminasyonu olup olmadigini
belirlemek amaciyla hrdB genine 6zgii primerler ile RNA PCR yapilarak DNA
kontaminasyonu olmadigi gosterilmistir. Daha sonra bu RNA’lardan cDNA
sentezlenmistir. Elde edilen cDNA’lar ile RT-gPCR analizleri gerceklestirilmistir.
Yapilan analizler sonucunda her bir 6rnek i¢in elde edilen Cp (Crossing point)
degerlerinin ortalamasi kullanilmistir. Daha sonra Orneklere rolatif kantifikasyon
analizi uygulanmis ve ayn1 grup 6rneklerde gyrA cDNA’s1 miktari ile lon miktar1 2°
AACT yontemi ile karsilastiriimigtir. 2 24T degerleri projede iizerinde durdugumuz gen
ekspresyonu oranlarini anlamamizi saglamigtir. Sekil 5.21°de lon geni igin elde
edilen sonuglar gosterilmistir. Yapilan istatistik calismalarinin sonuglarina gore 48.
saatte, Sco-pRAlon susunda yaban susa gore lon geninin ekspresyonu 10 kat

artmigtir. Elde edilen bu sonug, rekombinant susta lon’un fazla ifade edildigini

transkripsiyonel diizeyde gostermektedir.

lon geni
16+ *
[ \ W S. coelicolor A3(2)
B3 S coelicolor +pRA
10 B3 S. coelicolor +pRAlon

Rolatif ekspresyon

oL ]

Sekil 5.21: 48. saatte lon ekspresyon diizeyleri (* p<0,05)
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5.3.3. Sco-pRAlon Rekombinant SusundaAktinorhodin ve
Undesilprodigiosin Antibiyotiklerinin Ol¢iimii

Sco-pRAlon ve Sco-pRA rekombinant suslari ve yaban tip S. coelicolor A3(2)
suslart ile 168 saatlik bir fermentasyon yapilarak, undesilprodigiosin ve aktinorhodin
antibiyotikleri Keiser ve arkadaslarmin spektrofotometrik yontemi ile Slglilmiistiir
[78].

Fermantasyon boyunca yaban tip ve mutant susun liremeleri de karsilastiriimis
ve 96. saate kadar mutant susun ayni kosullarda yaban susa gore biraz daha iyi
tiredigi ancak 96. saatten sonra yaban susun mutant sustan daha iyi tredigi

gozlenmistir (Sekil 5.22).

Biiyliime Egrisi

[
[ ]

=
o

£

g 8

= 6 === S.coelicolor A3(2)
fcn . === ScO-pRA

2 . SCO-pRA/OR

v,

24 48 72 9 120 144 168
Zaman (saat)

Sekil 5.22: Sco-pRAlon ve Sco-pRA rekombinant suslar1 ve yaban tip S. coelicolor
A3(2) suslarinin kuru agirliklarinin karsilastirilmasi. Dikey ¢ubuklar, ortalama
degerden standart sapmay1 gostermektedir. P degerinin <0,05 olmas: istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmektedir. T-TEST ine gore (Microsoft Office Excel), bir
yildiz isareti (*) p <0.05", ¢ift y1ldiz isareti (**) ise p <0.005'i ifade etmektedir.
Sonuglar alt1 bagimsiz deneyin ortalamasi alinarak olusturulmustur.

Ayrica Sco-pRAlon ve Sco-pRA rekombinant suslart ve yaban tip S. coelicolor
A3(2) susunun TBO, MS ve TSA gibi farkli besiyerlerinde lireme sporlanma ve
antibiyotik tiretme durumu karsilastirilmistir.  Bunun sonucunda Sco-pRAlon
rekombinant susun tiim besiyerlerinde, kontrol olarak kullanilan bos pRA plazmitini
tastyan rekombinant sus (Sco-pRA) ve yaban susa gore ¢ok daha fazla antibiyotik

tirettigi gézlenmektedir. Sporlanmay1 tesvik eden TBO besiyerinde yaban sus ve
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Sco-pRA rekombinant susu benzer sekilde sporlanirken (Sekil 5.23A ve B), Sco-
pRAlon rekombinant susunun ¢ok daha fazla sporlandig1 ve fazla miktarda irettigi
mavi renkli aktinorhodin antibiyotigini kesecikler iginde disartya saldigi Sekil
5.23C’de gosterilmektedir. MS agarda ise yaban sus ve Sco-pRAlon rekombinant
susun sporlanarak biiylidiigii ve rekombinant susun yine mavi renkli antibiyotik
trettigi gosterilmektedir (Sekil 5.23D ve F). Sco-pRA kontrol susu ise MS agarda
nispeten ¢ok daha az sporlanmis ve antibiyotik tretmemistir (Sekil 5.23E). Son
olarak TSA besiyerinde yaban sus ve kontrol sus benzer sekilde iireyip, mavi ve
kirmizi renkli antibiyotikleri tirettikleri kaydedilmistir (Sekil 5.23G ve H). Yaban ve
kontrol susuna oranla koloninin g¢evresinde olusturdugu koyu mavi renk géz oniinde
bulunduruldugunda Sco-pRAIlon rekombinant sugunun daha fazla antibiyotik iirettigi

ongorilmistiir (Sekil 5.231).

S. coelicolor A 3(2) Sco-pRA Sco-pRAlon

TBO Agar

TSA Agar

Sekil 5.23: Sco-pRAlon rekombinant susu, Sco-pRA kontrol susu ve yaban sus S.
coelicolor A3(2)’nin TBO, MS ve TSA besiyerlerindeki tiremelerinin
kargilagtirilmasi.A., B. ve C.: TBO agarda sirasiyla yaban tip S. coelicolor A3(2),
Sco-pRA ve Sco-pRAlon; D., E. ve F.: MS agarda sirasiyla yaban tip S. coelicolor
A3(2), Sco-pRA ve Sco-pRAIlon; G., H. ve I.: TSA agarda sirastyla yaban tip S.
coelicolor A3(2), Sco-pRA ve Sco-pRAlon suslarinin inkiibasyonun 168. saatindeki
petri fotograflarini temsil etmektedir.
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Antibiyotik 6l¢iim sonuglarina gére Sco-pRA rekombinant susu ve yaban tip S.
coelicolor A3(2) susu birbirlerine yakin miktarlarda aktinorhodin iretirken, Sco-
pRAIlon rekombinant susun aktinorhodin {iretiminin yaban susuna gore, 168. saatte
yaklasik 34 kat daha fazla oldugu goriilmdstiir (Sekil 5.24).

Aktinorhodin
300
/E\L *
g 250 T T
'E.:: 200 l J- **
: « f N = S.coelicolor A3(2)
g 150 T i7; l e ScO-pRA
:2 100 * T J_ . Sco-pRAlon
= )
Z 5o * ok
L s
0

24 48 72 96 120 144 168

Zaman (saat)

Sekil 5.24: Sco-pRAIlon ve Sco-pRA rekombinant suslar1 ve yaban tip S. coelicolor
A3(2) suslarinin aktinorhodin tiretimlerinin karsilagtirtlmasi. Dikey ¢ubuklar,
ortalama degerden standart sapmay1 gostermektedir. P degerinin <0,05 olmasi

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmektedir. T-TEST ine gore (Microsoft Office

Excel), bir yildiz isareti (*) p <0.05", ¢ift y1ldiz isareti (**) ise p <0.005'i ifade
etmektedir. Sonuglar alti bagimsiz deneyin ortalamasi alinarak olusturulmustur.

Undesilprodigiosin tiretimleri karsilastirildiginda ise 168. saatte Sco-pRAlon
rekombinant susun, yaban susa gore yaklasik 9 kat daha fazla antibiyotik iirettigi

gozlenmistir (Sekil 5.25).

Undesilprodigiosin

= S.coelicolor A3(2)
= Sco-pRA
e Sco-pRA/on

Spesifik Uretim (nM/mg)
8

24 48 72 96 120 144 168

Zaman (saat)

Sekil 5.25: Sco-pRAlon ve Sco-pRA rekombinant suslari ve yaban tip S. coelicolor
A3(2) suslarinin undesilprodigiosin tiretimlerinin karsilastirilmasi. Dikey ¢ubuklar,
ortalama degerden standart sapmay1 gostermektedir. P degerinin <0,05 olmas1
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmektedir. T-TEST’ine gore (Microsoft Office
Excel), bir yildiz isareti (*) p <0.05', ¢ift y1ldiz isareti (**) ise p <0.005'i ifade
etmektedir. Sonuglar alt1 bagimsiz deneyin ortalamasi alinarak olusturulmustur.
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5.3.4. Sco-pRAlon Rekombinant Susunda a-Amilaz Uretimi

Ekstra bir kopya lon geninin birincil metabolizma {izerindeki etkisini
belirlemek igin, S. coelicolor+pRAlon ve S. coelicolor+pRA rekombinant suslari ile
yaban susta  birincil metabolizma iiriinii olan a-amilaz enziminin dretimi
karsilastirilmistir.

Oncelikle S. coelicolor+pRAlon ve S. coelicolor+pRA rekombinant suslari ile
yaban sustaki amilaz enziminin varligi, enzimin nisastay1 hidrolizasyonu sonucunda,
liigol ayiracinin damlatilmasinin ardindan koloni etrafinda renksiz bir halkanin
olusmasiyla gozlenmistir (Sekil 5.26).

Daha sonra Mieller ve arkadaslarinin metodu ile o-amilaz {iretimi
hesaplanmistir [110]. Sonugta bir birincil metabolizma {iriinii olan amilaz enziminin

aktivitesinin, yaban susa gore rekombinant susta 2 kat arttigi bulunmustur (Sekil
5.27)

S. coelicolor+ pRA

S. coelicolor
S. coelicolor+ pRAlon

Sekil 5.26: Sco-pRAlon ve Sco-pRA rekombinant suslar1 ve yaban tip S. coelicolor
A3(2) suslarindaki amilaz enziminin varliginin nisagtali besiyerinde gosterilmesi.
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a-Amilaz Uretimi (U/ml)
12

10

8 m S coelicolor A 3(2)
| S coelicolor+pRA
6 S. coelicolor+pRAlon

N

0

Sekil 5.27: Sco-pRAlon, Sco-pRA ve yaban tip S. coelicolor A3(2)’1n amilaz
aktivitelerinin (U/ml) karsilastiriimast.

5.3.5. Sco-pRAlon Rekombinant Susun Konfokal Mikroskopta
Goriintiilenmesi

120 saatlik fermentasyon boyunca her 24 saatte Sco-pRAlon rekombinant sus
ve yaban sustan alinan Ornekler, konfokal mikroskobu altinda incelenmistir. Olii
hiicreler kirmizi renkli gézlenirken, canli hiicreler yesil renkli gézlenmektedir.

[lk 8 saatte olustugu bilinen niikleotidleri ayiran bdliimlenmis birincil
misellerin 24. saatten itibaren radyal bir sekilde biiylimeye baslayip merkezden
disart dogru G6lmeye baslayan koloniler olusturdugu rekombinant ve yaban susta
gozlenmektedir. Yaban susta 72. saate kadar miselyal kitlelerin igindeki 6liim
miktarinin arttigi ve buna bagh olarak azalan pellet ¢apindan biiyiimenin durdugu
goriilmektedir. 96 ve 120. saatlerde ise yaban susta canli olan miselyumlardan
koloninin gelisiminin devam etmesiyle 6lim oranmnin azaldigi ve canliligin arttig
gozlenmektedir. Fermentasyon boyunca yaban sustaki topak halindeki koloni
morfolojisinin 24. saatten itibaren azaldigi ve ilerleyen saatlerde daha serbest
miseller olusturdugu dikkat ¢ekmektedir (Sekil 5.28 A, B, C, D, E).

Rekombinant susta ise 24. saatten itibaren radyal bir sekilde biiylimeye
baslayip merkezden disar1 dogru 6lmeye baslayan kolonilerin, 48. saat itibariyle canli
olan miselyumlardan yeniden gelistigi gozlenmektedir. Ilerleyen asamalarda &liim
oranmnin azaldigr ve yesil renkli canli kolonilerin arttigi 120. saate kadar
gorilmektedir. Fermentasyon boyunca rekombinant sustaki topak halindeki koloni

morfolojisi devam etmektedir (Sekil 5.28 F, G, H, I, J).

79



S. coelicolor A3(2)

48. saat 72. saat 120. saat

Sco-pRAlon

24. saat

72. saat 96. saat 120. saat

08

Sekil 5.28: S. coelicolor A3(2) yaban sus (A,B,C,D,E) ve S. coelicolor+pRAlon rekombinant susun (F,G,H,1,J) sirasiyla 24, 48, 72, 96 ve
120. saatlerdeki konfokal mikroskop goriintiileri.



5.3.6. lon Geninin Fazla Ifadesinin S. clavuligerus’ta Sefamisin C
Uretimine Etkisi

pRAlon plazmidi konjugasyon ile S. clavuligerus’a aktarilmis ve apramisinli
ortamda biliyliyebilen olasi rekombinant konjugant ile sefamisin C o6lgiimleri
yapilmigtir. Bunun ig¢in olasi rekombinant S. clavuligerus susu (S. clavuligerus
pRAlon) ve yaban tip ile 120 saatlik bir fermentasyon yapilmis ve her 24 saatte bir
alinan Orneklerle Boliim 4.2.20’de anlatildigi gibi agar disk difiizyon yontemi ile
sefamisin C antibiyotigi 6l¢iilmiistiir. 24. saatte olas1 rekombinant susta zon olusumu
gbzlenmezken, yaban susta ortalama 22 mm’lik bir zon olusmustur. Fermentasyonun
48., 72. ve 96. saatlerinde S. clavuligerus pRAlon 6rneklerinde yaban susa gore
sirastyla 2.5, 6.5 ve 7 mm kadar daha biiyiik zonlar olusurken, 120. saatte her iki
susta da zon olusumu gozlenmemistir. Veriler grafige dokiildiigiinde Sekil 5.29’deki

gibi bir profil elde edilmistir.

Sefamisin Uretimi

40

35 *
—~ 30 %% ]:
=
g 25 [ l
& 20 J 1 S. clavuligerus
(53
g 15 < S. clavuligerus
N . W +pRAlon

24 48 72 96 120

Zaman (saat)

Sekil 5.29: Lon proteaz enzimini normalden fazla iireten S. clavuligerus rekombinant
susu ve yaban tip suslarinin sefamisin C {iretimlerinin karsilastirilmasi. Dikey
cubuklar, ortalama degerden standart sapmay1 gostermektedir. P degerinin <0,05
olmasu istatistiksel olarak anlamli kabul edilmektedir. T-TEST ine gore (Microsoft
Office Excel), bir yildiz isareti (*) p <0.05', ¢ift y1ldiz isareti (**) ise p <0.005'i
ifade etmektedir. Sonuclar dort bagimsiz deneyin ortalamasi alinarak
Olusturulmustur.
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6. TARTISMA VE SONUC

Streptomycetes’ler her ne kadar farkli biyoaktiviteye sahip sekonder
metabolitler (antiviraller, immiinosupresifler ve tiimoér karsitt metabolitler gibi)
tiretebiliyor olsa da muhtemelen en fazla antibiyotik iiretim yetenekleri sayesinde
dikkat gekmektedirler [111]. S. coelicolor ise, genetik ¢alismalarda sikga yararlanilan
bir Streptomyces tiiriidiir ve en az 5 farkli antibiyotigi Uretebilme 06zelligiyle
antibiyotik Uretiminin regiilasyonu i¢in siklikla model organizma olarak tercih
edilmektedir [97, 111, 112].

ATP-bagimli Lon proteaz bakterilerden insana kadar tiim canlilarda
katlanmamis proteinleri parcalayarak protein kalite kontrolinde onemli bir rol
oynamaktadir [113, 114]. Ayn1 zamanda hiicre dongiisii, metabolizma, sporulasyon,
patojenite ve stres cevabi gibi O6zel ve ¢ok gesitli hiicresel siireclerin
diizenlenmesinde gérev almaktadir [48].

Bu tez ¢alismasinda, model organizma S. coelicolor A3 (2)’de Lon proteazin
sekonder metabolizma {iizerindeki etkisi belirlenmistir. Bunun i¢in oncelikle S.
coelicolor’da Lon proteazi iiretemeyen mutant susu olusturmak igin deneyler
yaptlmistir. lon geninin kromozomdan silinmesi igin “PCR temelli” bir metod
kullanilmis ancak farkli denemelerin hepsinde c¢ok yavas ve zor biiyliyen olasi
mutant hiicreler elde edilmis ve bu hiicreleri alt kiiltiirlemek miimkiin olmamustir.
lon’u genomdan silme denemelerimizin basarisiz olmasi, bu genin S. coelicolor
A3(2) de yasamsal bir gen oldugunu diistindiirmistir. Bildigimiz kadariyla, lon
geninin genomdan tamamen silinmesiyle olusturulan Streptomyces mutant susu
bulunmamaktadir. Sobczyk ve arkadaslari, S. lividans’ta lon geninin ekspresyonunu
bozarak bir mutant sus olusturmuslar ve mutant susun yaban susa gore daha yavas
biiyiidiigiinii gostermislerdir [9]. S6z konusu ¢alismada biitiin gen silinmediginden
lon’un biiyiime iizerindeki etkisini tam olarak belirlemek miimkiin degildir, ¢linkii
delesyon mutantlarinin, aktivitesi bozulmus gene sahip mutantlardan  farkli
Ozelliklere sahip olabilecegi bilinmektedir. Lon proteaz ¢ogu bakteri tiirii igin hayati
bir enzim olmasa da, lon geninin hiicrenin canlilig1 igin gerekli oldugunu gosteren bir
calisma bulunmaktadir. M. xanthus ile yapilan bu ¢alismada, lon geninin vejetatif

biiyiimedeki roliinii gostermek igin lon™ mutantlar izole edilmeye ¢alisilmis ancak
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basarili olunamamistir. Bunun {izerine lon geninin vejetatif biiylime i¢in hayati bir
oneme sahip oldugu sonucuna varilmistir [37].

Ching ve arkadaslari, Acinetobacter baumannii ile yaptiklar1 ¢alismada elde
ettikleri lon” mutantinda, bir yiizey antijen geni olan surA1’in ifadesinin dramatik bir
sekilde yiikseldigini ve bu yiikselisin hiicrenin fonksiyonlarin1 bozarak hiicrenin
Oliimiine neden olabilecegini gostermislerdir [115]. Agikliga kavusturulmamasina
ragmen, elde ettigimiz olas1 S. coelicolor Alon mutant hiicrelerinde SurAl proteini
kritik seviyelere ulasarak, olas1t mutant hiicrelerin 6liimiine neden olmus olabilir. Bu
konunun aydinlatilmasi i¢in farkli ¢aligsmalarin planlanmasi gerekmektedir.

Bu tez caligmasi kapsaminda, ekstra bir kopya lon geni tasiyan Sco-pRAlon
rekombinant susu da olusturulmustur. Rekombinant susta 6ncelikle lon geninin fazla
ifade edildigi transkripsiyonel diizeyde gosterilmis, daha sonra antibiyotik 6l¢iimleri
yapilarak ektra tek kopya lon geninin ikincil metabolizma tizerindeki etkisi
belirlenmistir.  Yapilan antibiyotik olglimleri sonucunda aktinorhodin  ve
undesilprodigiosin tiretiminin rekombinant susta dramatik bir sekilde arttig1 ve yaban
sustan sirasiyla yaklasik 34 kat ve 9 kat daha fazla iiretildigi bulunmustur.

Bos pRA vektoriiniin S. coelicolor’a aktarilmasiyla elde edilen kontrol
susunda, yaban susa kiyasla antibiyotik tretiminde dikkate deger bir artis
gozlenmemistir. Bu da Sco-pRAlon rekombinant susu tarafindan antibiyotik
tiretimindeki asir1 artigin, ekstra lon geninin ekspresyonundan kaynaklandigini
gostermektedir. pRA ve diger integratif vektorler, S. coelicolor A3(2) genomunda
bulunan "olas1 kromozom kondenzasyon proteinini" kodlayan ve daha dnceden hiicre
sag kalimi igin gerekli olmadigi gosterilen [116] gen bolgesi (SCAC2.06c;
SCO3798) tlizerindeki attB bolgesine girmektedirler. Vektor, bu attB bolgesine 300
kat verimlilikte entegre olabilse de, genomda vektoriin girebilecegi diger psddo-attB
bolgelerinin oldugu da bilinmektedir [116]. Bu bélgelerden figiiniin (pseB1: olast
dihidropteroat sentaz geni ig¢inde, pseB2: hipotetik protein geni ve pseB3: aspartat
aminotransferaz geninin iginde) aktif faj entegrasyon bolgeleri oldugu gosterilmistir.
attB ve psoddo-attB bolgeleri ikincil metabolizmay etkileyebilecek genlerin i¢inde
bulunmamaktadir.

“Bir genin sayisim1 2 katina ¢ikarmak, genin transkriptini de iki katina ¢ikarir”
fikri bu ¢alisma i¢in dogru degildir, ¢iinkii lon geninin ifadesi Sco-pRAlon susunda
yaban susa gore 10 kat artmistir. Literatlirde, bir genin transkripsiyonunun,

kromozomun i¢ine ilave bir kopya olarak entegre edildiginde 2 kattan fazla arttigini
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gosteren farkli caligmalar da bulunmaktadir. Ornegin, Schmid ve arkadaslar
Salmonella typhimurium'un, his operonunun ilk 4 genini kendi promotoru ile birlikte
16 farkli kromozomal bélgeye aktarmislardir. Bu bolgelerdeki hisD ifadesinin
seviyesini farkli biiyiime kosullar1 altinda 6lgmiisler ve bulunan krozomal bdlgeye
gore genlerin farkli seviyelerde ifade edildigini gostermislerdir [117]. Diger
calismalar da genlerin ekspresyonunun “pozisyon etkisi” diye bilinen, kromozom
tizerindeki pozisyonuna bagli olarak degistigini gostermektedir [118, 119]. Gen
ekspresyonunun  genom  lizerindeki  pozisyondan  etkilendigi = Okaryotik
organizmalarda da goriilmektedir [120].

Stres, bakterilerde sekonder metabolit biyosentezini tetikleyen Onemli
faktorlerden biridir [1] [121]. Amino asit ac¢ligi ve enerji kith@ durumunda,
bakteriler “RelA” ve “SpoT” proteinleri tarafindan iiretilen smirlandirilmis cevap
alarmonlarmi (ppGpp ve pppGpp) lretmektedirler. Bu siiregte protein sentezi ile
birlikte tRNA ve rRNA sentezi durdurulurken protein yikimi artmaktadir. Bu sekilde
aciga c¢ikan amino asitler, yeni ¢evre kosullarina adapte olmak igin gereken
proteinlerin sentezinde kullanilmaktadir. Lon proteazin bu siiregteki rolii oldukc¢a
kritiktir [66]. S. coelicolor genomunda ekstra bir kopya lon bulunmasi, dogrudan
protein degradasyonu ile antibiyotik biyosentezi igin daha fazla 6nciiliin iiretilmesine
neden olmus olabilir. Ayrica, sinirlandirilmig cevap alarmonlarinin, aktinorhodin de
dahil olmak tizere baz1 sekonder metabolitlerin dnciileri olan [122] ¢esitli amino asit
biyosentetik genlerinin transkripsiyonunu dogrudan etkiledikleri de gosterilmistir
[123]. Traxler ve arkadaslari, aclik durumunda, dallanmis zincirli amino asit
biyosentezi i¢in Onciil metabolit iireten yolaklardaki genlerin yani sira, amino asit
biyosentetik yolaklarindaki genlerin de indiiklendigini gostermislerdir [124].
Dallanmusg zincirli amino asit katabolizmasinin besin bagimli yolaklar araciligiyla Tip
Il poliketid antibiyotik olan aktinorhodin igin prekiirsor sagladigi bilinmektedir
[125]. Sco-pRAlon rekombinant susunda, bakterilerdeki genel stres yanitindan
sorumlu olan sigB sigma faktoriiniin ifadesinin artmasi, ekstra bir kopya lon geni
tastyan Sco-pRAlon rekombinant susun stres altinda oldugunu gostermektedir [126].
Bu nedenle, stres altindaki rekombinant susun daha fazla dallanmis zincirli amino
asitleri iireterek daha fazla aktinorhodin tiretmis olabilecegi diistiniilmistiir. Bu
olasiligt dogrulamak i¢in yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son zamanlarda Bucca ve arkadaslari, S. coelicolor'da sicaklik stresinin

ardindan genom ¢apinda transkripsiyonel ve translasyonel degisiklikleri incelemis ve
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"transkriptom” ile "translatom" wverileri arasinda ¢ok az iliski oldugunu
gostermislerdir [127]. Ana molekiiler saperonlar ve proteazlar gibi anahtar
proteinlerin hem transkripsiyon hem de translasyon seviyesinde yiiksek miktarda
indiiklendiginin gosterilmesine ragmen, diger bircok genin translasyonel seviyede
kontrol edildigi gosterilmistir. Bu ¢alismaya dayanarak, rekombinant susun detayli
bir transkriptomik ve translatomik analizi, ekstra bir kopya lon geninin S.
coelicolor'da antibiyotik tiretimini arttirmasinin nedenini agiklayabilir.

Yiiksek miktarda sekonder metabolit iireten stabil Streptomyces suslarinin
gelisimi, biyoteknolojik agidan oldukga ilgi ¢ekicidir. Mak ve Nodwell,
aktinorhodinin pH'a duyarli, giiglii bir bakteriyostatik antibiyotik oldugunu ancak,
tibbi olarak kullanilmadigini bildirmislerdir [87]. Bununla birlikte, Streptomyces
tarafindan {iretilen aktinorhodin ve diger renkli metabolitlerin, bazi endiistriyel
alanlarda toksik sentetik boyalara alternatif olarak test edildigi ve etkili sonuglar
alindigr bilinmektedir. Bu bakimdan, Sco-pRAlon rekombinant susunun Sanayide
kullanilma potansiyeli bulunmaktadir.

Farkli Streptomyces tiirlerinde lon’un ikincil metabolizma tizerinde ayn1 etkiyi
gosterip gostermedigini arastirmak icin sefamisin C ireticisi S. clavuligerus’a da
ekstra bir kopya lon geni entegre edilmis, ancak antibiyotik iiretiminde sadece 1.5
katlik bir artis gdozlenmistir.

Ekstra bir kopya lon geninin ikincil metabolizma iizerindeki garpici etkisi
gozlemlendikten sonra, birincil metabolizma tizerindeki etkisi merak edilmistir. a-
amilaz aktivitesi o6lgiimleri sonucunda, rekombinant susta birincil metabolizmanin
cok fazla etkilenmedigi belirlenmistir.

Ozetle bu tez ¢alismasinda, ekstra bir kopya lon geninin S. coelicolor da ikincil
metabolit iiretimini dramatik bir sekilde arttirdigi gosterilmis ve bu genin S.

coelicolor igin hayati bir 6neme sahip olduguna dair 6n bulgular elde edilmistir.
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