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OZET

Bakterilerde besin kitligi, 1s1 soku gibi gesitli stres durumlarinda sentezlenen
alarmonlar [(p)ppGp], polifosfat (poliP) polimerinin hiicrede birikimini tetiklerler.
Esherichia coli’de poliP’nin, hiicre i¢in hayati dnemi olan pek ¢ok fizyolojik proseste
gorev alan Lon proteaza baglanarak bir kompleks olusturdugu, bu kompleksin de
ribozomal proteinleri yikarak strese adaptasyonu saglayan enzimlerin sentezinde
kullanilacak yeni amino asitleri olusturdugu bilinmektedir. Diger bakterilerde poliP ve
Lon arasinda bdyle bir iligkinin olup olmadig1 bilinmemektedir.

Antibiyotik iiretiminin regiilasyonunun incelendigi ¢calismalarda siklikla model
organizma olarak tercih edilen Streptomyces coelicolor’da, ¢esitli genlerin ve strese
neden olan farkli g¢evresel sinyallerin sekonder metabolit iiretimini etkiledigi
belirlenmistir.

Bu calismada, genomunda bir ekstra lon geni bulunduran yiiksek antibiyotik
tireticisi rekombinant S. coelicolor susunda, sinirlandirilmis cevap (relA), poliP
metabolizmasi (ppk), ikincil metabolit tiretimi (actll-ORF4, redK) ve stres baglantilt
(sigB) genlerin transkripsiyonel analizleri yapilmigtir. Rekombinant susta bu genlerin
ekspresyon seviyelerinde yaban susa kiyasla 6nemli artislar tespit edilmistir. Calisma
kapsaminda, ayrica poliP iiretemeyen yiiksek antibiyotik iireticisi S. coelicolor M145
Appk susunun genomuna ekstra bir kopya lon geni entegre edilerek mutant bir sus
(Appk+pRAlon*S") olusturulmustur. Bu susun, normalden ¢ok daha yavas biiyiidiigii
ve antibiyotikleri 6l¢lim yapilamayacak kadar az iirettigi gosterilmistir. Bu durum,
poliP yoklugunda ekstra bir kopya lon geninin hiicrede asir1 diizeyde stres yaratarak
yasamsal faaliyetlere sekte vurmasiyla iliskilendirilmistir. Bu tez ¢alismasinin
sonugclari, E. coli’de 6ngiiriilen Lon proteaz-poliP etkilesiminin S. coelicolor’da da var
oldugunu gosteren 6n verileri sunmanin yaninda, Lon proteaz, (p)ppGpp, poliP ve
ikincil metabolit tiretimi arasindaki kompleks agin aydinlatilmasina da 6nemli katki

saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Streptomyces, antibiyotik, Lon proteaz, sinirlandirilms

cevap, stres.



SUMMARY

Bacteria synthesize alarmones in response to stress conditions such as food
deprivation and heat shock. Alarmones induce the accumulation of polyphosphate
(polyP) polymer in the cell. PolyP in Esherichia coli is known to form a complex by
binding to Lon protease, which is involved in many physiological processes that are
vital to the cell, and this complex breaks down ribosomal proteins to form new amino
acids for the synthesis of enzymes that provide adaptation to stress. It is not known
whether there is such a relationship between poliP and Lon in other bacteria.

Streptomyces coelicolor is used as a model organism for studies on the regulation
of antibiotic production and these studies have shown that a diverse set of genes and
external factors that cause stress affect secondary metobolite biosynthesis.

In this study, we analyzed the transcription of genes involved in stringent
response (relA), polyP metabolism (ppk), secondary metabolite production (actll-
ORF4, redK) and stress response (sigB) in a high antibiotic producer recombinant S.
coelicolor strain with an extra lon gene in its genome. We have seen a significant
increase in the expression of these genes compared to wild type. Within the scope of
this study, we have also created a mutant strain, (Appk+pRAlon*S"), by integrating an
extra copy of lon gene into the genome of high antibiotic producer S. coelicolor M145
Appk strain which cannot synthesize polyP. It is shown that this strain has slower
growth rates compared to wild type and produce undetectable levels of antibiotic. We
hypothesize that extra copy of lon gene generates high levels of stress in the absence
of polyP, which in turn hinders vital activities. Results of this thesis not only provides
the preliminary data that Lon protease-polyP interaction predicted in E. coli also exists
in S. coelicolor but also sheds light on the complex network between Lon protease,

(P)pPpGpp, polyP and secondary metabolite production.

Keywords: Streptomyces, antibiotic, Lon protease, stringent response, stress.
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1. GIRIS

Streptomyces tiirleri filamentdz yapilar ile vejatatif olarak {ireyen
actinomycetales ordosuna ait gram pozitif toprak bakterileridir [1]. Streptomyces’ler
genis biyoaktivite araligina sahip c¢esitli sekonder metabolitleri yiiksek oranda
iiretebilmeleri nedeniyle medikal ve biyoteknolojik a¢idan 6nem teskil etmektedirler
[2]. Cesitli antibiyotikler, immiinosupresan ilaglar, antitimdr ajanlar ve herbisidler bu
sekonder metabolitlerden bazilaridir. Ticari antibiyotiklerin  %75’inin  bu
mikroorganizmalar tarafindan {iretildigi bilinmektedir [3].

Bakteriler besin kitligi, 1s1 soku gibi stres durumlarinda meydana gelen ani
degisimlere sinirlandirilmis cevap (stringent response) mekanizmastyla cevap vererek
basa ¢ikmaktadirlar. Aminoasit agligindaki bir bakteride RelA ve SpoT proteinleri
tarafindan sentezlenen alarmonlar [guanozin pentafosfat (pppGpp) ve guanozin
tetrafosfat (ppGpp)] araciligi ile hiicrede tRNA ve rRNA sentezi dururken protein
yikimi artmaktadir [4], [5]. Buna ek olarak alarmonlarin polifosfat kinaz (Ppk) enzimi
ile olusturulan polifosfatin yikiminda gorev alan ekzopolifosfataz (Ppx) enzimini
inhibe ettigi bilinmektedir [6], [7]. Bu inhibisyon sonucunda hiicre ig¢inde biriken
polifosfat Lon proteaza baglanarak bir kompleks olusturmaktadir. Bu kompleksin
ribozomal proteinleri yikarak olusturdugu serbest aminoasitler agliga adaptasyon i¢in
gerekli enzimlerin sentezi i¢in kaynak olarak kullanilmaktadir [8]. Grubumuzun daha
once yapmig oldugu c¢alismalarda, Bacillus thuringiensis’te  polifosfat
konsantrasyonunun artmasi ya da azalmasinin strese yol agarak ikincil metabolizmayi
uyardigi bulunmustur [9], [10]. Baska bir ¢alisma kapsaminda da polifosfat kinaz
geninin Streptomyces coelicolor genomundan silinmesinin antibiyotik tretimini
tetikledigi gosterilmistir [11].

Streptomyces tiirlerinde ikincil metabolit iiretiminin ortam kosullar1 elverisli
olmadiginda sentezlenen alarmonlar ile de tetiklendigi bilinmektedir [12]. Stres
kosullarinda sentezlenen ppGpp, Streptomyces genomunda bulunan aktinorhodin (act)
ve undesilprodigiosin (red) antibiyotik biyosentez genlerinin yolak spesifik
aktivatorleri olan Actll-ORF4 ve RedD proteinlerini kodlayan genlerin
transkripsiyonunu uyarmaktadir [13], [14]. Laboratuvarimizda daha once yapilmig
baska bir ¢alisma kapsaminda, genomuna ekstra 1 kopya lon geni entegre edilmis

rekombinant S. coelicolor susu elde edilmistir. S6z konusu rekombinant susta
1



antibiyotik iiretiminin ¢ok ciddi oranda arttigi bulunmustur. Ancak bu artisin

molekiiler sebepleri bilinmemektedir [15].
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Bu tez ¢alismasinda, genomunda 1 ekstra lon geni bulunan rekombinant S.
ceolicolor susunda smirlandirilmis cevap, polifosfat metabolizmasi, ikincil metabolit
tretimi ve stres baglantili genlerin transkripsiyonel analizlerinin yapilmasi
amaglanmistir. Boylece rekombinant susta, yiiksek antibiyotik tiretimiyle bu kompleks
regiilasyon aginin iligkisi aydinlatilmis olacaktir.

Ayrica bu ¢alisma kapsaminda, kendisi yiiksek antibiyotik {ireticisi olan M 145
Appk mutant susun genomuna 1 ekstra lon geni entegre edilerek antibiyotik iiretiminde
daha iist degerlere ulasilmas1 da amaglanmistir. Istenen ikincil metaboliti yiiksek

miktarda iiretebilen stabil suslarin gelistirilmesi biyoteknolojik dneme sahiptir.



2. ATP BAGIMLI LON PROTEAZ

Prokaryotlarda protein degradasyonu hiicresel aktiviteler ile iliskili ATPaz’lar
olarak ifade edilen AAA* protein ailesinin iiyeleri olan ATP bagimli proteazlar ile
gerceklesir. Lon proteazlar, Clp proteazlar (CIpAP, ClpXP ve ClpYQ) ile membrana
bagli HfIB (FtSH) proteazlar bu protein ailesinin iiyeleridir [16]. Ik defa E. coli’de
tanimlanan Lon proteaz, arkeadan insana kadar biitiin canli tiirlerinde mevcuttur [17],
[18]. Yapilan dizi homolojisi ve ¢esitli yapisal 6zelliklere gore Lon proteazlar, LonA
ve LonB olmak iizere iki genel sinifa ayrilabilir. LonA, E. coli dahil ¢ogu bakteride
bulunurken Lon B yaygin olarak arkealarda bulunur. Bacillus subtilis ve Pseudomonas
aeurginosa‘da ise her iki tip proteaz tipi de mevcuttur [19], [20]. 87 kDa olan E. coli
Lon proteaz1 yaklasik 300 amino asitten olusan biiylik bir N-terminal alt {initesi ile
ATPaz (AAAY) ve C-terminal proteaz alt {initelerinden olusmaktadir [20], [21], [22].
LonA’dan farkli olarak N-terminal alt iinitesinden yoksun olan Lon B, ATPaz alt
iinitesinin igerisinde kiigiik bir transmembran domaini (TM) bulundurmaktadir (Sekil

2.1) [22].

E. coliLon’u (Lon A)
1 309 585 784

Arkea Lon'u (Lon B)

G ™ | ) protease domain)

L AAA+ domain —J

Sekil 2. 1: Bakterilerde bulunan Lon proteazlarin (LonA ve LonB) yapisal gosterimi

E. coli Lon proteazin1i olusturan her bir alt {nitenin enzimin islevini
gerceklestirebilmesi igin Onemli gorevleri bulunmaktadir. N-terminal alt {initesi
substrat tanimas1 ve baglanmasinda gorev alirken ATPaz altiinitesi, ATP baglanma
motifi igermesine ek olarak polifosfat ve DNA’nin baglanmasindan da sorumludur
[23], [24], [25]. Proteaz altiinitesi ise biinyesinde serin-lizin katalitik ikilisinden olusan
aktif proteolitik bolgeyi barindirmaktadir. Buna ek olarak, ATPaz ve proteaz alt

3



iiniteleri arasinda substrat tanima i¢in gerekli olan SSD (sensor ve substrat ayirt edici
domain) bolgesi bulunmaktadir [26]. SSD araciligi ile substratlarin taninmasi degron
olarak ifade edilen degradasyon isaretleri ile ger¢eklesmektedir. Bu isaretlerin
genellikle substratlarin amino ya da karboksi terminallerinde bulunan kisa amino asit
sekanslar1 oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin, Lon yanls katlanmis proteinleri
degronlar ile etkilesimi sonucunda tanimaktadir [27], [28]. Bunun yani sira Lon
proteazin SulA’y1 proteinin C- terminalinde bulunan histidin amino asidi sayesinde
tantyarak yikima ugrattigi bilinmektedir [29].

E. coli’de Lon proteaz g¢ogunlukla halka sekilli homohekzamer bir yap1
olusturmaktadir. Bu oligomerik yapida bulunan aktif proteolitik bdlgeler
homohekzamerin i¢ kisminda bir proteoliz ¢emberi olusturmaktadir [30]. Lon gibi
diger ATP-bagimli proteazlar da ¢esitli oligomerik yapilar (tetramer, hekzamer,
oktomer vb.) olusturmalarmin yani sira benzer susbtrat yikim mekanizmalaria
sahiptirler [31]. Protein yikiminin ilk asamasinda substratlar oligomerik yapidaki
proteaz tarafindan taninir. ATPaz domaini araciligiyla ATP’nin hidrolizinden elde
edilen enerji hem proteinlerin katlamig yapilarinin agilmasinda hem de proteolitik
cembere dogru hareket etmelerinde kullanilir. En son asamada, substratlarin

proteolitik ¢emberde yikimlari gergeklesir (Sekil 2.2) [27].

Proteolitik
¢ember

ADP

Sekil 2. 2: ATP bagimli proteazlarin protein yikim mekanizmasi.

E. coli’de, Lon proteaz ile ClpAP ve ClpXP proteazlarin enerji bagimli protein
yikiminin %70-%80’inden sorumlu oldugu bilinmektedir [21]. ATP bagimli Lon
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proteazlar, yanlis katlanmis ve hasara ugramis proteinler ile kararli olmayan dogal
proteinlerin yikimimi hizli bir sekilde gergeklestirerek protein kalite kontroliinii
saglamaktadirlar [32], [33]. Buna ek olarak, gen anlatiminin kontroliinde gorev alan
dogal katlanmis regiilatér proteinleri de yikarak Onemli hiicresel proseslerin
diizenlemesinde etkin rol oynadiklar1 bilinmektedir. Hiicre boliinmesi, cesitli stres
kosullarina adaptasyon, patojenite, motilite ve sporulasyon bu hiicresel proseslerden
bazilaridir (Sekil 2.3) [34].

Protein Kalite Karbonile

kontrolii | proteinler |
Hiicre bolimmesi ___|
Hiicre dongiisii Katlanmamus L inhibitorleri )
) | proteinler DNA

Enzim g — ==
| J A polimeraz Str
: ~ ” S =
Metabolizma Serbest ribozomal cevab1

y “ A'A e proteinler —
» o faktorleri‘ - ‘@’ - '

Sporlanma I kTl Antitoksin | —|
= SN = :
Histon benzeri Transkripsiyon
peoteinler aktivatorleri
v v
Patojenite Kapsiil Hareketlilik
sentezi

Sekil 2. 3: Lon proteazlarin gorev aldig hiicresel prosesler.

Lon proteazlarin bakterilerin farklilagma siireclerinde 6nemli roller
oynadiklarina iligkin pek ¢ok 6rnek bulunmaktadir. Bacillus subtilis ve Myxococcus
xanthus ile yapilan ¢alismalarda Lon’un sporulasyon iizerinde gesitli etkileri oldugu
gosterilmistir. B. subtilis’te sporulasyonun baslamasi SpoA transkripsiyon faktorii
araciligi ile olmaktadir. Diigiik pH gibi sporulasyon i¢in uygun olmayan bir biiyiime
ortaminda B. subtilis LonA’sinin spoA geninin transkripsiyonunun diizenlemesinden
sorumlu olan 6 ‘i yikima ugratarak sporulasyonu engelledigi gosterilmistir [34], [35].
Myxococcus xanthus’da ise gelisim dongiisiinde lonD geninin (bsgA) hayati bir 6neme

sahip oldugu ve sporulasyonda etkin bir rol oynadigi gosterilmistir [36]. Bunlarin yani
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sira  Vibrio parahaemolyticus’da  Lon proteazin  hiicre farklilasmasininin
diizenlenmesinde rol aldigi bilinmektedir [37]. Bir diger c¢alismada, E. coli lon
mutantinda, ResA’nin birikimi sonucunda kapsiil sentezinin uyarilmasi ile mukoid
karakterde kapsiil olusumu gozlemlenmistir. Normal biiyiime kosullarinda kapsiil
sentezinden sorumlu genlerin transkripsiyonel aktivatorii olan RcsA’nin Lon ile
yikildig: bilinmektedir [38], [39].

Salmonella enterica lon mutantinda patojeniteyle iligkili SPI-1 invazyon
genlerinin (hilA, invF, sipA, sipC) transkripsiyonlarinin arttig1 gézlemlenmistir [40].
Ayrica Lon proteazin Brucella abortus ve Salmonella enterica’da transkripsiyon
faktorii HilA’nin degradasyonunu diizenleyerek virulans genlerin ekspresyonunu
kontrol ettigi gosterilmistir [41]. Pseudomonas aeruginosa ile yapilan bir ¢alismada
Lon mutantlarinda patojenitenin azaldigi ve motilitenin zarar gordiigii belirlenmistir
[42]. Bunlara ek olarak, Lon’un elma pathojeni Erwenia amylovora’da viriilans
ozelliklerin diizenlenmesinde etkin bir rol oynadigi gésterilmistir [43].

Cesitli bakterilerle yapilan c¢alismalarda Lon proteazin hiicre boliinmesinin
diizenlenmesinde onemli roller oynadig: tespit edilmistir. Ornegin, Caulobacter
crescentus lon mutantinda DNA replikasyonunun baglamasinda ve hiicre
boliinmesinin kontroliinde ¢esitli bozukluklar oldugu gézlemlenmistir. Bu bakteride,
hiicre bolinmesinin hemen Oncesinde kromozomun CcrM DNA metil transferaz
enzimi ile metillenmesi gerekmektedir. Boliinme olmadig1 zamanlarda ise Lon’un
CerM’yi yikima ugratarak hiicrede diisiik bir seviyede tutulmasinda rol aldig:
belirlenmistir [44]. Mascarenhas ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada ise B.
subtilis LonA’sinin kromozom replikasyonunin diizenlenmesinde gérev aldigi tespit
edilmistir. Replikasyonda anahtar bir rol oynayan SMC proteininin, duragan faza giren
hiicrelerde DNA’dan ayrilmasini takiben LonA tarafindan hizli bir sekilde degrede
edildigi ongoriilmiistiir [45].

Hiicre farklilasma ve boliinmesindeki rollerine ek olarak Lon proteazin siirekli
degisen ¢evre kosullarinda yasayan bakterilerin ¢esitli streslere yanit olusturmalarinda
da Onemli gorevler iistlendigi bilinmektedir. Lon araciligi ile olusturulan SOS
yanitinin mekanizmasi E. coli’de ayrintili bir sekilde ¢alisilmistir. Lon proteaz, hiicre
boliinmesinin inhibitdrii olarak gdérev yapan SulA proteinini yikarak SOS yanitinin
diizenlenmesini saglamaktadir [34]. Normal biiyiime kosullarinda, LexA tarafindan

transkripsiyonu baskilanan ve Lon tarafindan yikima ugratilan SulA proteininin
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sitoplazmik konsantrasyonu diisiik bir seviyededir. UV 1s181na maruz birakilan E. coli
hiicrelerinde olusan DNA hasar1 sonrasinda SulA’nin ekspresyonu uyarilir.
Konsantrasyonu artan SulA, hiicre bdliinmesinde septum olusumundan sorumlu olan
FtsZ’ye baglanarak boliinmenin durmasina neden olur. DNA’daki hasarlarin
giderilmesi ile sulA’nin ekspresyonu baskilanir ve hiicre boliinmesi yeniden baslar
[46]. UV 1s1gina duyarh olduklar1 bilinen E. coli lon mutantlarinda ise SulA’nin
sitoplazmik konsantrasyonu azalamadigi i¢in hiicre boliinmesine devam edilemedigi
gorilmistiir [47], [48].

SOS yanitina ek olarak, Lon proteazlarin 1s1 soku yamtindaki rollerinin
aydinlatilmas1 amaciyla farkli bakteri tiirleri ile gergeklestirilen pek cok c¢alisma
mevcuttur. Bu amagla yapilan bir ¢aligmada, sicaklik 42 °C’1n iizerine ¢iktiginda E.
coli’de Lon seviyesininin arttig1 goriilmiis ve lon geni yiiksek sicaklik regiilonu (HTR)
ile iliskilendirilmistir [49]. Benzer sekilde B. subtilis’te de 1s1 soku ile beraber lon
mRNA seviyesinin arttigi gosterilmistir [50]. Streptomyces lividans ile yapilan bir
caligmada ise yiiksek sicaklik kosullarinda lon geninin ekspresyonunun uyarildigi
ancak normal kosullar altinda transkripsiyonun regiilator protein HspR ile baskilandig:
gosterilmistir [51].

Lon proteazin protein yapim ve yikimini1 hizlandirarak ¢esitli stres kosullarina
cevap olusturulmasina dnemli katkilar sagladigi bilinmektedir [34]. Siirlandirilmig
cevap (stringent response) mekanizmasi bu durum ile ilintili en iyi 6rneklerden biridir.
Bakterilerde strese neden olan amino asit a¢ligt durumunda protein yikimi artmaktadir.
Yikim sonrasinda olusan amino asitler ise yeni ¢evresel kosullara adaptasyon igin
gerekli enzimlerin yapiminda kullanilmaktadir. Sinirlandirilmis cevap olarak
adlandirilan bu stres yaniti, serbest ribozomal proteinlerin yikimindan sorumlu PoliP-
Lon kompleksi araciligiyla olusturulmaktadir [6], [52]. Bu duruma 6rnek olarak
verilebilecek bir diger ¢alismada Nishii ve arkadaslari, Lon proteazin, bakterilerde
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasi sonucunda olusan stresle basa ¢ikilmasinda
etkin bir role sahip oldugunu gostermislerdir. Enterobacteriaceae ailesine ait iiyelerle
yapilan bu c¢alismada, aneorobik bir ortamdan aerobik bir ortama gecis yapildiginda
reaktif oksijen tiirleri ile karsilasan bakterilerde Lon’un oksidasyonla tetiklenen
konformasyonel degisimi sonucunda proteolitik aktivesinin arttig1 tespit edilmistir. Bu
sayede stresle birikimi tetiklenen anormal proteinlerin (yanhs katlanmis ve hasarli)

yikimi artmakta ve elde edilen yeni aminoasitler, adaptasyonun saglanmasina yardimci
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enzimlerin sentezinde kullanilmaktadir. Tiim bunlar bu bakterilerin hem konak i¢inde
hem de konak disinda yasayabilmelerini miimkiin kilmaktadir [53].

Farklilasma ve ¢esitli stres cevaplarinin olusturulmasi gibi pek ¢ok hiicresel
proseste onemli roller oynayan Lon proteaz, normal biiylime kosullar1 altinda ¢ogu
bakteri tiirli i¢in hayati bir enzim degildir ancak yoklugunda hiicrede c¢esitli
fonksiyonel bozukluklarin meydana geldigi bilinmektedir. E. coli’de yapilan ¢esitli
caligmalarda lon mutantlarinda, UV radyasyonuna kars1 hassasiyet kazanimi, filament
olusumu, mucoidy ve anarmol ya da saglikli yapidaki proteinlerin yikiminin azalmasi
gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlarda farkliliklar gézlemlenmistir [38], [54]. E. coli’ de
Lon ve Clp proteaz mutantlarinda besin sinirlamasinin ardindan normalden uzun siiren
bir lag faz1 goriiliirken lon, clp ikili mutantinda bu durumun daha siddetli yasandigi
g6zlemlenmistir [8].

Sobczyk ve arkadaslarmin Streptomyces lividans’in lon  geninin igine
hygromisin diren¢ geni yerlestirerek ifadesini bozduklar1 calismada ise yiiksek
sicaklikta Lon mutantinin hiicre dongiisiinde 6nemli degisimler gozlemlenmedigi
halde mutantin yaban tipten daha yavas biiyiidiigli ve spor ¢imlenmesinin etkilendigi
gosterilmistir [51]. Lon mutanti ile yapilan bir diger ¢alismada, LonV ve LonD olmak
tizere iki tane lon genine sahip M. xanthus ‘ta vejatatif bilyiime ve gelisimle iliskili
lonV geninin delesyon mutantinin hayatta kalmayi basaramadigi goériilmiistiir. Bu
nedenle bu genin canlilik i¢in zorunlu oldugu kanisina varilmistir [36], [55].

Bakteriler i¢in hayati olan pek ¢ok goérevi yerine getiren proteazlarin, cesitli
hiicresel olaylarin saglikli bir sekilde devam etmesi i¢in belirli bir seviyede
bulunmalar1 gerekmektedir. Lon proteazin hiicredeki seviyesinin ayarlanmasinda
lon’un transkripsiyonel seviyede regiile edilmesinin 6nemi biiyiiktiir [34]. Sboczyk ve
arkadaglarinin S. lividans’ta lon geninin HspR/HAIR 1s1 soku cevap regiilonunun bir
parcast oldugunu gosterdigi calisma bu durumla iliskilendirilebilecek 6nemli bir
ornektir HspR regiilator proteininin lon geninin promotorunda bulunan HAIR benzeri
DNA motifi ile etkilesime girdigi ve normal kosullar altinda lon’un HspR tarafindan
negatif olarak diizenlendigi gozlenmistir [51]. Beiler ve arkadaslar tarafindan yine S.
lividans ile yapilan bir ¢alismada ise transkripsiyonel aktivator CIgR nin 6zel bir DNA
motifi araciligi ile lon’un promotoruna baglanarak transkripsiyonunu uyardigi

belirlenmistir [56].



Transkripsiyonel seviyede gergeklesen bu diizenlemelere ek olarak cesitli
konformasyonel degisikler ve spesifik inhibitorler araciligi ile Lon’un proteolitik
aktivitesinin diizenlenlendigi bilinmektedir. Ornegin, T4 faj1 ile infekte olan E. coli’de
faj genomundan kodlanan PinA proteininin Lon’un aktivitesini inhibe etmesi
sonucunda hiicrede anormal protein miktarinin arttigir goézlemlenmistir [57], [58]. Bu
durumla ilintili bir diger calismada, E. coli’ de ROS miktarinin artmasi ile Lon’un
yapisinda meydana gelen konformasyonel degisiklikler sonucunda proteolitik
aktivitesinin arttig1 bilinmektedir [53].

Tiim bu regiilasyon mekanizmalar ile lon seviyesinin ve proteolitik aktivitesinin
diizenlenmesi, bakterilerde Lon proteazlarin rol aldig1 fizyolojik proseslerin sorunsuz
isleyisi ve cesitli stres kosullarina cevap olusturulmasini saglamasi agisindan énem

teskil etmektedir.



3. SINIRLANDIRILMIS CEVAP

Stirekli degisen ¢evre kosullarinda yasayan bakteriler; besin kitligi, UV 15181, asit
stresi, kuraklik, oksidatif stres, 1s1 soku ve osmatik stres gibi pek ¢ok zorlayict durumla
kars1 karsiya kalirlar. Bu kosullar altinda hayatta kalabilmelerinin tek yolu ise de8isen
ortam kosullarmma adapte olmaktir [59]. Adaptasyon, gen ekspresyonlarinda ve
morfolojilerinde gergeklesen degisimler (spor olusumu, kemotaksis vb.) ile
saglanmaktadir. Alternatif sigma faktorler, toksin-antitoksin sistemleri, DNA tamiri,
diizenleyici sistemler (iki ya da ii¢ bilesenli kontrol mekanizmalari), saperonlar,
sinirlandirilmig cevap (Stringent response), CRISPR-cas sistemi ve alarmonlar gen
ekspresyonun degismesiyle ¢evresel kosullara cevap olusturulmasinda kullanilan
say1siz mekanizmadan yalnizca birkagidir [59], [60].

Sinirlandirilmis cevap, besin aglhigi durumunda transkripsiyonun, replikasyonun
ve translasyonun hizli bir sekilde yeniden diizenlemesi i¢in bakterilere imkan saglayan
korunmus bir stres cevabidir [61]. Bu yanitin amino asit, karbon, nitrojen ve fosfat

aclig1 ile 1s1 soku gibi gesitli stres kosullarinda tetiklendigi bilinmektedir [59].

3.1. Alarmonlarin Sinirlandirilmis Cevaptaki Rolii

Ozellikle amino asit aghg durumunda tetiklenen smirlandirilmis cevap
mekanizmasi araciligi ile yeni ¢evresel kosullara adaptasyonun saglanabilmesi i¢in
tRNA ve rRNA sentezi durdurulurken protein yikim iglemleri artmaktadir [5]. Protein
yikimiyla olusan yeni amino asitler, agliga uyum siirecinde gerekli olan yeni
enzimlerin sentezi i¢in kullanilmaktadir [8]. Tim bu metabolik degisimler,
smirlandirilmig cevabin tetikleyicileri olan guanozin tetrafosfat (ppGpp) ve guanozin
pentafosfat (pppGpp)’1n hiicre i¢inde hizli bir sekilde birikimi ile ger¢eklesmektedir.
Alarmonlar [(p)ppGpp] olarak adlandirlan bu anahtar molekiiller transkripsiyonu
yeniden diizenleyerek degisen kosullara adaptasyonu saglarlar [4]. Bu siradisi iki
kii¢iik molekiil duragan mikrogevrelerde yasayan bazi hiicre i¢i patojenler ve zorunlu
simbiyontlar diginda tiim bakteri tiirlerinde bulunan Rel/Spo homolog (RSH) ailesinin

tiyeleri olan RelA ve SpoT proteinleri tarafindan sentezlenmektedirler [4], [59].
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Aglik ve stresi tetikleyen cesitli durumlarda, SpoT ve RelA araciligi ile
(p)ppGpp sentezi, bu enzimlerin ATP’den GTP ya da GDP’ye fosforil transferini
katalizlemeleri ile gergeklesmektedir [62]. Karbon, yag asidi, demir ve fosfat
kaynaklarimin sinirli oldugu durumlar ile ozmotik strese cevap olarak alarmon
birikimini tetikleyen SpoT, (p)ppGpp sentezinin yani sira hidrolizinden de sorumludur
[63]. CgtA ile etkilesimi sonucunda aktive olan bu enzimin (p)ppGpp molekiiliini
pirofosfat (PPI) ve GDP ya da GTP’ye yiktig1 bilinmektedir. Bu durum besinsel
simirlamanin sona erdigi ortamlarda alarmon miktarin azalmasinit ve yeterli bir

seviyede tutulmasini saglamaktadir (Sekil 3.1) [62].

Fakir besi ortami Zengin besi ortami

(p)ppGpp
RelA or 't'.\

Spol  CgtA
Spol

GIP+ pp,

Sekil 3. 1: SpoT ve RelA araciligi ile alarmon sentez ve hidrolizi.

Amino asit agligi durumunda, yiiksiiz tRNA’larin birikerek ribozomun A
(aminoagil) bolgesine baglanmasi translasyonun durmasi ile sonuglanir [64]. RelA
proteini, SpoT’den farkli olarak yliksiiz tRNA’lara cevap olarak alarmon tiiretimini
gergeklestirir. Bu baglanmanin ardindan RelA’nin, ribozomal LI11 proteini ile
etkilesimi sonucunda (p)ppGpp sentetaz domaini aktive olmaktadir [4], [61].
Alarmonlardan ilk olarak pppGpp’nin sentezlendigi ve daha sonra GppA (guanozin
pentafosfat fosfohidrolaz) enzimi araciligi ile ppGpp’ye doniistiiriildiigii bilinmektedir
[65].

Biiylimenin duraklamasina neden olan c¢esitli stres kosullar1 altinda
alarmonlarin, RNA polimeraz (RNAP) ile direkt ya da dolayli olarak etkilesimi
transkripsiyonun pozitif ya da negatif yonde diizenlenmesini saglamaktadir [4].

ppGpp’nin RNAP’m B ve B’ alt birimleriyle interaksiyona girerek enzimin aktif

11



bolgesinin yakinina baglandigi bilinmektedir. Bu durum RNAP ile promotoru
arasindaki iliskiyi etkilemektedir [4], [64]. tRNA ile rRNA sentezinden sorumlu genler
ile hiicre proliferasyonu ve biiylimesinde rol oynayan (E .coli’de normal biiylime
kosullarmin temel sigma faktérii) 6’ bagimli genlerin promotorlar ppGpp tarafindan
negatif olarak diizenlenirken amino asit biyosentezinden sorumlu genler ile besin
yetersizligi, oksidatif ve ozmotik stres cevabiyla iliskili ° (E. coli duragan faz sigma
faktorii, RpoS) bagimli genlerin promotorlari ise pozitif olarak diizenlenmektedir [4],
[66]. Bu genlerin transkripsiyonunun hizli bir sekilde baskilanmasi ve indiiklenmesi
siirlandirilmis cevabin en iyi karakterize edilmis 6zelligidir. E. coli hiicrelerinde

sinirlandirilmis cevabin alarmonlar tarafindan nasil kontrol edildigi Sekil 3.2°de
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Sekil 3. 2: E. coli’de sinirlandirilmis cevabin alarmonlar ile diizenlenmesi.

Smirlandirilmis  cevabin olusturulmast i¢in olduk¢a Onem tasiyan gen
ekspresyonu degisikleri, icerisinde pek ¢ok faktoriin yer aldigi kompleks
mekanizmalarla gergeklesmektedir. Bu degisiklikler alarmonlar, DksA (DnaK

supressor A), sigma faktorleri ve RNAP arasinda gergeklesen cesitli etkilesimler

12



sayesinde olmaktadir [67]. Kesfi alarmonlarin transkripsiyonu nasil etkilediginin
anlasilmasi agisindan oldukg¢a 6nemli olan DksA, islevini RNAP’1n ikinci kanalina
baglanarak gerceklestirir. ppGpp, DksA ile birlikte RNAP ile etkilesim halinde olan
promotorlarda transkripsiyonun diizenlenmesine yardimci olur. RNAP’mn farkli
bolgelerini  baglanmalarina ve aralarinda herhangi bir fiziksel etkilesim
bulunmamasina ragmen DksA, alarmonlarin etkisini arttirarak bu diizenlenmelerin
gergeklesmesine katki saglamaktadir [67], [68], [69].

Degisen ¢evre kosullarinda, alarmonlarin hangi promotoru baskilamasi hangisini
uyarmasi gerektigi dnemlidir. Ornegin, amino asit aghigi durumunda ppGpp, DksA ile
beraber rRNA ve protein sentezinden sorumlu genlerin promotorlar1 gibi ¢° ‘nin
hedefi olan promotorlarda transkripsiyonun baskilanmasina neden olur [66], [69]. -10
elementi ile transkripsiyonun baslama bolgesi arasinda GC bakimindan zengin
diskriminator sekansa sahip olan promotorlarin transkripsiyonun baslangici sirasinda
RNA polimeraz ile kararli olmayan agik kompleks olusturduklari bilnmektedir [61],
[70]. DksA ile etkilesim halinde olan ppGpp molekiili (ppGpp/DksA) zaten
kendiliginden kararli olmayan acik kompleksin kararliligini daha fazla bozarak
(Sekil 3.3 A) [70]. rRNA

promotorlarindan farkli olarak amino asit biyosentez promotorlari AT agisindan

transkripsiyonun  baslamasin1  engellemektedir
zengin diskriminator sekansa sahiptirler. Bu promotorda olusan agik kompleks,
ppGpp/DksA’nin destabilizasyon etkisine karsi koyabilecek giice sahiptir. Bu agik
kompleksin kararliligini git gide arttirmasi trasnskripsiyonun baglamasini tetikler

(Sekil 3.3 B) [70].

A Aglik/stres Ikincil kanal
PPGPP R —
_ . \ &
/ e\ \
RNAP ) |DksA Stabil RNAP agik kompleksi
p 70 \\
— T — . = —
/= ;
va / _ Zengin AT sekans: +1
35 hekzamer  ~10 hekzamer Diskriminator
B Aglik/stres ikincil kanal
PPGPP =
— - \ T
- . \€ O\
P S — \
(, RNAP \‘ | DksA Deaktivasyon
{ ) Stabil olmayan RNAP agik kompleksi
y 70 \\ 4
o — —
s / > / p? Zengin GC sekansi 41
-35 hekzamer -10 hekzamer Diskriminator

Sekil 3. 3: Alarmonlarin (A) GC bakimindan zengin ve (B) AT bakimindan zengin

sekanslara sahip promotorlarda transkripsiyon iizerindeki dogrudan etkileri.
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Transkripsiyonu dogrudan etkileyebilmelerinin yani1 sira dolayli olarak da
etkileyebilen alarmonlar, transkripsiyonun baglangici esnasinda sigma faktorlerinin
kullanimu ile ilgili birtakim degisiklikler meydana getirirler [61], [69]. Besin acligt
durumunda artan ppGpp konsantrasyonu sonucunda RNAP’m ¢'%e olan afinitesi
azalirken stres durumunda birikimleri tetiklenen alternatif sigma faktorlerine (o%, c°
vb.) olan ilgisi artar. Bu RNAP’in baglanmak icin ¢’® yerine alternatif sigma
faktorlerini tercih etmesine neden olur. Sigma faktor yarisi olarak bilinen bu olay

sinirlandirilmis  cevabin olusturulmasi icin gerekli olan pek ¢ok promotorun

aktivasyonuyla sonuglanir (Sekil 3.4) [61].

(P)PPGpp
A A A
AN
A A A ot
6’% &75 A A A - é é
@cccccccee e
I o .. M
Alternatif sigma
faktorleri

Sekil 3. 4: Alarmonlarin transkripsiyon lizerindeki dolayl: etkisi.

Sonug olarak, alarmonlar stres kosullarina adaptasyonun saglanmasi i¢in dnemli
olan yiizlerce genin ekspresyonunu, DksA proteini ile birlikte promotorlarin kinetik
ozelliklerini ve kararliliklarini etkileyerek dogrudan ya da dolayli olarak alternatif
sigma faktorlerinin kullanimi i¢in RNA polimerazin serbest kalmasini saglayarak
gerceklestirmektedirler [4], [61], [67], [69].

Smirlandirilmig cevabin olusturulmasinda anahtar roller oynayan alarmonlarin,
degisen cevre kosullarinda canliligin devamai i¢in gerekli diger pek cok proseste dnemli
gorevleri mevcuttur. Gen ekspresyonun global regiilatorii olarak kabul edilen ppGpp
ayn1 zamanda g¢esitli bakteri tiirlerinde viriilans O6zellikleri ve ‘quorum sensing’
mekanizmalarinin diizenlenmesinde gorevlidirler [4], [71]. Bunlarin yan1 sira DNA
tamiri, hiicre boliinmesi, lipid sentezi ve polifosfat metabolizmasinin diizenlenmesinde

de 6nemli fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir [71], [72] .
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3.2 Polifosfat Polimeri ve Simirlandirilmis Cevaptaki Rolii

Biitiin canlilarda bulunan polifosfat (poliP), yiizlerce fosfat molekiiliiniin yiiksek
enerjili anhidrid baglariyla birlesmesinden meydana gelen bir polimerdir [73]. Fosfat
rezarvuari olarak kullanilabilen bu polimer, canlilik i¢in 6nemli bir enerji deposudur
ve bazi kinazlar tarafindan ATP yerine kullanilmaktadir [74]. Polifosfat polimerinin
sentezi, “polifosfat kinaz” (Ppk) enziminin geri doniisiimlii olarak ATP’nin terminal
fosfatim1 substrat olarak kullanmasiyla gerceklesirken yikimi ise endopolifosfataz
(Ppn) ve eksopolifosfataz (Ppx) enzimleriyle inorganik fosfata parcalanmasi ile
olmaktadir [6], [7].

Farkl1 hiicre tiplerinde, ¢esitli biyolojik olaylarin ger¢ceklesmesi hiicredeki poliP
seviyesi ile iliskilidir. Bu polimer bakterilerin sporulasyon, biyofilm olusumu ve
motilite gibi onemli fizyolojik proseslerin diizenlenmesi ile fiziksel ve kimyasal
streslere kars1 direng gostermelerinde 6nemli roller tistlenmektedir [75], [76], [77].

Ozellikle amino asit aghig1 gibi stres kosullarinda devreye giren poliP’1n hiicre
icinde birkimi sinirlandirilmis cevap mekanizmasi igin olduk¢a onemlidir [78].
Kuroda ve arkadaslari, E. coli’ de poliP seviyesinin eksponansiyel fazda oldukga
diistik oldugunu ancak aminoasit aghigi durumunda PoliP konsantrasyonunun ciddi
oranda arttigin1 gostermislerdir [79]. Yine ayni ¢alismada, E. coli relA ve spoT ikili
mutantinin aglik durumunda hiicre i¢inde poliP biriktiremedigi goriilmiistiir. Bu durum
RelA ve SpoT tarafindan sentezlenen alarmonlarin polifosfat birikimi i¢in gerekli
oldugunu gostermektedir. Alarmonlarin, Ppk’nin aktivitesi {izerinde Onemli bir
etkisini olmamas1 ve PpX aktivitesini gii¢lii bir sekilde inhibe etmesi bu birikime neden
olmaktadir [78], [79].

Biiytime ortaminda yeterli miktarda fosfat bulunmamasi E. coli’de poliP
birikimini tetikleyen bir diger etkendir. Inorganik fosfatin belirli bir seviyenin altina
diismesinin fosfat regiilonu (Pho) tarafindan algilanmas1 sonucunda bu regiilona ait bir
protein olan PhoB’nin aktivasyonu gerceklesir. Aktive olan PhoB, temel fosfat
metabolizmasiyla iliskili genlerin ekspresyonunu uyarir [80], [81]. Bakterilerde fosfat
aciliginda, hiicresel metabolizmanin normal islevi icin gerekli serbest fosfat
gruplarinin olugmasini saglayan alkalin fosfataz enzimini kodlayan phoA bu genlerden

biridir. Buna ek olarak, E. coli phoB mutantlarinda amino asit acligina cevap olarak
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alarmon birikimi g6zlemlenirken poliP birikimi gézlemlenmemistir [80]. Bu durum,
RhoB’nin hiicredeki poliP birikimi i¢in gerekli oldugunu gostermektedir.

Ozetle, E. coli’ de poliP birikimi i¢in amino asit aclig1 durumunda RelA ve fosfat
kithgr durumunda SpoT tarafindan sentezlenen alarmonlar ile PhoB proteini
aracihi@iyla gerceklesmektedir [78], [79], [81]. Biriken poliP, ppGpp ile beraber E.
coli 'de rpoS geninin ekspresyonunu uyarmaktadir [82]. Bu uyarimin, duragan biiyiime
fazinda ve organizmanin maruz kaldig1 cesitli stres kosullarinda ilgili yanitin
olusumunda gorev alan 50°den fazla genin anlatim1 indiiklenebilecegi
ongoriilmektedir. Sinirlandirilmis cevap mekanizmasinda polifosfat birikiminin nasil
gerceklestigi ve bu birikimin hiicredeki 6énemli fonksiyonlarindan biri Sekil 3.5°te

ozetlenmistir [80].

Dusiik Pi
Hicre
/I \\ disi
> 30gen <— PhoB SpoT n
\ igi
(p) PPGpp RpoS [—#>50 gen

Rel ﬂ/ /’
amino asit aghgi PolyP

T

Pi ATP

Sekil 3. 5: Smurlandirilmis cevap mekanizmasinda poliP birikimi.

Polifosfatin smirlandirilmis cevap mekanizmasindaki roliiniin aydinlatilmasi
icin yapilan ¢aligmalardan birinde, PPK enzimini iiretmeyen E. coli mutantinin zengin
besiyerinden fakir besiyerine alinmasi sonucunda normale gore ¢ok uzun bir lag fazi
goriilirken ortama amino asit eklenmesi ile lag fazinin normale ¢ekildigi
gozlemlenmistir [52]. Yine aym c¢alismada, besin kithigi durumunda amino asit
sentezinden sorumlu genlerin ekspresyon seviyesinin yaban susa oranla ¢ok diigiik
oldugu gosterilmistir.
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Amino asit aghig1 ve genel besin kitligr durumunda, protein yikiminin arttigi ve
boylece g¢evresel kosullara uyum i¢in gerekli enzimlerin yapimi i¢in amino asit
saglanmaktadir. E. coli’ de sinirlandirilmis cevap ve protein yikimi arasinda bir koprii
gorevi goren poliP, Lon proteaz ile bir kompleks olusturarak bu yikimda aktif olarak
yer almaktadir. poliP’in spesifik bazi proteinleri yikmasi igin Lon’u tetikledigi
bilinmektedir [8], [52]. Amino asit aglig1 durumda serbest ribozomal proteinler Polip-
Lon kompleksi i¢in temel subsratlar olmakla beraber bu kompleksin bazi temel
nukleoid proteinlerini (HimA, HupA) ve translasyonun baglamasindan sorumlu bazi
faktorleri degrade edebildigi de bilinmektedir [8], [78].

Kisaca ifade etmek gerekirse, amino asit ac¢ligi durumunda sentezlenen
alarmonlar, poliP yikimindan sorumlu Ppx enzimini inhibe ederek, poliP’nin hiicrede
kisa zamanda birikmesine sebep olmaktadir. poliP’nin Lon proteaza baglanarak
olusturdugu kompleks (PoliP-Lon kompleksi) ise ribozomal proteinleri yikarak yeni
amino asitlerin olusumunu saglamaktadir. Kuroda ve arkadaslari tarafindan onerilen

bu calisma ag1 Sekil 3.6’ da 6zetlenmistir [8].

A. Kuropa

| Amino asit aghgi

/ \

Ribozom

Amino asitler

Sinirlandinimis
cevap

Ribozomal proteinler
Degradasyon

Lon

[L © pppGpp

l . l inhibisyon
‘ r, weo
PolyP .

PPK

PoliP-Lon kompleksi ( sinirlandiriimis proteaz )

Sekil 3. 6: E. coli i¢in 6nerilen (p)ppGpp, poliP ve Lon proteaz arasindaki
calisma agi.
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4. AKTINOBAKTERILER

Aktinomisetler olarak da bilinen aktinobakteriler 15 alt takimdan
(Micromonospora, Frankia, Streptomyces, Corynebacterium vb.) olusan en genis
taksonomik birime sahip bakteri filumudur [83]. Gram pozitif bakteriler olan
aktinomisetlerin genomlar1 yiiksek oranda GuanintSitozin (%57-75) baz ¢ifti
icermektedir [84]. Anaeroblar, aeroblar, spor olusturanlar, tek hiicreli ve filamentli
formlar da dahil olmak {izere birgok farkli fenotipte dogada yaygin olarak
bulunmaktadirlar [85]. Dallanmis hifli yapilar olusturarak ¢ogalan aktinomisetler bu
ozelliklerinden dolay1 bakteri ve mantarlar arasindaki gecis organizmasi olarak
goriilmektedirler [83], [86].

Farkli ¢evre kosullarina adapte olabilen aktinomisetlerin bir¢ok iiyesi toprak
ekosisteminde bulunmaktadir. Seliiloz, kitin ve pektin gibi ¢esitli organik maddelerin
ayristirtlmasinda gorev alarak toprak ekosisteminin diizenlenmesinde ve karbon
dongiisiinde 6nemli rol oynamaktadirlar [83], [85], [86]. Aktinomisetler izole
edildikleri ekosisteme gore farkli pH ve sicakliklarda ¢ogalabilirler. Su ekosisteminde
bulunan bazi aktinomisetlerin yiiksek asidite ve sifirin altindaki sicakliklarda derin
deniz diplerinde iireyebildigi tespit edilmistir. Bununla birlikte sicakliklar1 100 °C’ye
ulasan hidrotermal kaynaklarda iireyebilen tiirler de mevcuttur [83], [86].

Bugiine kadar bilinen 22.000’den fazla antikanser, antiparazitik, antifungal gibi
biyoaktif mikrobiyal metabolitlerin %45°1 aktinobakteriler tarafindan iiretilmektedir
[85], [87]. Bu metabolitlerin 8000’ den fazlasinin antibiyotik olmasinin yani sira klinik
kullanimda olan antibiyotiklerin %50’ sinden fazlasinin yine aktinomisetler tarafindan
iretildigi bilinmektedir [85]. Yapilan gesitli biyoinformatik ¢alismalarin neticesinde
bu bakterilerin 150.000 civarinda kimyasal olarak farkli antimikrobiyal madde iiretme
kabiliyetine sahip olabilecegi ongoriilmiistiir [87]. Biitiin bu 6zelliklerinin yan1 sira
aktinobakteriler, biyoyakit {iretimi i¢in hammadde gorevi goren basit sekerler iiretmek
icin bitki biyokiitlesini parcalayan seliilolitik enzimleri de iretebilmektedir. Bu
sebeple stirdiiriilebilir bir biyoenerji endiistrisinin gelistirilmesinde tercih edilen

organizmalar olamaya baslamiglamiglardir [85], [88].
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4.1. Streptomyces’ler

Streptomyces’ler bugiine kadar 843 tiir ve 38 alt tiir ile Actinobacteria filumu
altinda en ¢ok ¢alisilan bakterilerdir [83]. Biiylikligii tiirlere gore degiskenlik gosteren
uzun lineer genomlar1 ortalama %70 oraninda Guanin+Sitozin baz cifti icermektedir.
Cok hiicreli miseller olusturarak c¢ogalan bu mikroorganizmalar suda yasayan
tirlerinin olmasina karsin agirlikli olarak toprak ekosisteminde yasamaktadirlar [88],
[89]. Ayrica programli hiicre 6liimii ve sporulasyonu igeren kompleks yasam dongiileri
sebebiyle ‘¢ok hiicreli prokaryotik model olarak’ goriilmektedirler [83].

Kat1 besi ortaminda biiyiitiilen Streptomyces hiicresi, yasam dogiisii siiresince
substrat ve havasal miselyum olmak tizere iki farkli misel yapist gézlemlenmektedir.
Spor ¢cimlenmesinin ardindan olusan gen¢ miselyumlarin programli hiicre 6liimiinden
kurtulan kisimlart ¢ok sayida niikleoid igeren ikincil miselyum yapisini
olusturmaktadir. Sonrasinda bu yap1 bolinmiis hiflerden olusan substrat
miselyumlarina doniisiir [83], [89]. Substrat miselyumlar ise havaya dogru biiyiiyen
dallanmig ¢ok niikleoidli havasal miselyumlara farklilagir [88]. Morfolojik farklilasma
esnasinda, 6lmekte olan substrat misellerinden antimikrobiyal etki gosteren sekonder
metabolitler salinmaktadir. Bu metabolitlerin, besin maddeleri i¢in rekabet eden diger
organizmalarin gelisimini engelledigi bilinmektedir [83],[89]. Spor ¢imlenmesi ile
baglayan Streptomyces yasam dongiisii hidrofobik spor zincirlerinin olusumu ile
sonlanmaktadir (Sekil 4.1) [83].
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Sekil 4. 1: Streptomyces ’lerin yasam dogiisii.

Sivi besi ortaminda ise bazi Streptomyces tiirlerinin (S. coelicolor, S. griseus vb.)
pellet ve kiime olusturarak biiyiidiikleri gézlemlenmistir [90]. Kat1 besiyerindekine
benzer bi¢imde, ¢imlenen spor hiicreleri geng vejetatif misel yapilari olusturur.
“Birincil miselyum” olarak da adlandirilan bu gen¢ miseller pellet olusumunu baslatir.
Zamanla hiicre yogunlugu artar ve pellet merkezindeki hiicreler 6lmeye baslar
(programli hiicre 6liimii) ve biiylime durur. Sonrasinda olusan ¢ok nukleoidli yeni
miselyumun (ikincil miselyum) pellet igerisinde ve ¢evresindeki gelisimi sonucunda

ikinci bilyiime fazina gegilmesiyle sekonder metabolit iiretimi de baslamis olur [90],
[91].

4.1.1 Streptomyces’lerin Antibiyotik Uretim Yetenegi

Yakin zamanda yapilan ¢aligmalar genomlarinda ¢ogu ifade edilmeyen (kriptik)
pek cok metabolit biyosentetik gen kiimeleri bulunduran Streptomyces’lerin 30’ dan
fazla sekonder metaboliti liretebilme kapasitesinde olduklarii gostermistir [92], [93].
Bu gen kiimeleri araciligi ile ticari antibiyotiklerin %75°1 dahil olmak {izere
immiinosiipresan ilaglar, herbisidler ve antikanser ajanlar1 gibi farkli o6zellikler

gosteren biyoaktif bilesikleri sentezleyebilme yetenekleri Streptomycetes’leri
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biyoteknolojik ve medikal agidan vazgegilmez organizmalar kilmaktadir [83], [93]. S.
coelicolor’in yaban tipi olan “A3(2)” susu ve ondan lineer SCP1 (365 kb) ile dairesel
SCP2 (31 kb) plazmitlerinin ¢ikarilmasiyla elde edilmis olan “M145” susu antibiyotik
iiretiminin regiilasyonu i¢in yapilan pek ¢ok bilimsel ¢alismada model organizma
olarak kullanilmaktadir [94]. Tiumi dizilenmis olan Streptomyces coelicolor
genomunda metabolit iiretiminden sorumlu 29 tane biyosentetik gen kiimesinin
bulundugu belirlenmistir [92], [94]. S. coelicolor A3(2) tarafindan {iretilen farkli
kimyasal karakterlere sahip 5 ¢esit antibiyotik tanimlanmigtir. Bunlardan en fazla
caligilmis olan1 Aktinorhodin (ACT), bir poliketit tiirevi benzoizokromanquinon
yapisinda olan ve ortamin PH seviyesine gore mavi ya da mor renkte olabilen bir
antibiyotiktir [95]. Bir diger antibiyotik ise kirmizi pigmentli olan pirol bazli
Undesilprodigiosin (RED)’dir. Bunlara ek olarak, SCP1 plazmitinin {izerinde bulunan
mmy genleri tarafindan kodlanan Metilenomisin (MM), nonribozomal peptit
sentetazlar araciligi ile tiretilen kalsiyum bagimli antibiyotik (CDA) ve bir poliketit
tirevi olan kriptik (cpk) gen kiimesi tarafindan sentezlenen sari renkli coelimycin

(yCPK) S. coelicolor tarafindan iiretilen diger antibiyotiklerdir [83], [95].

4.1.2. Streptomyces’lerde Sekonder Metabolizmanin
Diizenlenmesinden Sorumlu Molekiiler Mekanizmalar

Sekonder metabolit liretiminin regiilasyonu olduk¢a karmasik bir proses olup,
bircok farkli diizenleyici protein ailesi ile ¢esitli hiicre dis1 ve hiicre i¢i sinyal
molekiillerini icermektedir [14]. Bakteriler tarafindan sinyal olarak algilanan gesitli
iyonlarin, alarmonlarin ve reaktif oksijen tiirlerinin sekonder metabolit gen
kiimelerinin ekspresyonlari tizerinde diizenleyici etkilerinin oldugu bilinmektedir [12],
[96], [97].

Streptomyces genomunda bulunan sekonder metabolitlerin {iretiminden sorumlu
genler, boyutlar1 birkag ile 100 kb arasinda degisen kiimeler halinde diizenlenmistir
[14], [94]. Ornegin, S. coelicolor’da Aktinorhodin (ACT) biyosentezinden sorumlu act
gen kiimesi 22 tane genden (Sco5070-5092) olugsmaktadir. Bu gen kiimesi tarafindan
kodlanan Actll-ORF4, Streptomyces antibiyotik regiilator protein ailesinin (SARPs)
bir tiyesidir [95], [98]. Bu transkripsiyonel aktivator, act gen kiimesinin i¢inde bulunan

hedef genlerin promotor bélgelerine baglanarak ACT firetiminin diizenlemesinde
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gorev almaktadir [14], [95]. Bunun yani sira, actll-ORF4 geninin promotor bélgesi ise
farkli gorevlere sahip ¢esitli diizenleyici proteinler igin bir hedef niteligindedir. AdpA
(antibiyotik tiretimi ve gelisimin pleiotropik regiilatorii), AbsA2 (antibiyotik
sentezinin global baskilayicis), DasR (N-asetil glukozamin cevabinin aracisi) ile DraR
ve AfsQl (azot fazlaligi durumunda yanit olusturan aktivatorler) bu diizenleyici
proteinlerden bazilaridir [95], [99], [100]. Bu proteinlere ek olarak, antibiyotik
sentezinin global regiilatorii olarak kabul edilen AtrA’nin actll-ORF4’{in promotoruna
ek olarak ACT onciilii olan asetil-CoA’nin metabolizmast ile ilgili hedeflere de
baglandigi bilinmektedir [101].

S. coelicolor tarafindan sentezlenen Dbir diger antibiyotik olan
Undesilprodigiosinin  (RED) iiretimi, ACT {iretimine benzer bir sekilde
diizenlenmektedir. RED biyosentezinden sorumlu gen kiimesi (Sco5877-5899)
aralarinda RedD transkripsiyonel aktivatoriinii kodlayan genin (redD) de bulundugu
22 tane genden olusmaktadir [98]. RedD’de tipki Actll-ORF4 gibi SARP protein
ailesinin bir tiyesi olup red biyosentetik genlerini aktive etmekten sorumludur [14],
[95]. Yine aym1 gen kiimesinde yer alan diger diizenleyici protein RedZ, redD’nin
aktivasyonundan sorumludur. DasR ve AfsQl proteinlerinin dogrudan redZ
promotoruna baglandigi bilinmektedir [100], [101].

Stirekli degisen ¢evresel kosullarda yasayan bakterilerde pek cok diizenleyici
protein ailesi gibi iki bilesenli kontrol sistemleri de sekonder metabolizmanin
regililasyonu i¢in olduk¢a onemli olup igerdikleri sensor kinazlar ve regiilator
proteinler aracilig1 ile gesitli stres sinyallerine cevap verilmesini saglamaktadirlar
[102]. S. coelicolor’da 70’e yakin sayida bulunan bu kontrol sistemlerinin (AbsA1A2,
PhoPR, DraRK vb.) stres ile tetiklenerek antibiyotik iiretiminin transkripsiyonel
diizeyde regiilasyonunda gorev aldig1 bilinmektedir [14], [95], [102], [103].

S6zii edilen tiim bu diizenleyici mekanizmalara ek olarak, Streptomyces’lerde
kromozom iizerinde toplu halde bulunan ikincil metabolit biyosentez genlerinin
ifadelerinin koordine edilmesi hiicrenin biiyiime fazi ile de yakindan iliskilidir [104].
Kat1 besi ortaminda besinsel sinirlamalar ile tetiklenen sekonder metabolit iiretimi,
morfolojik farklilagsmanin baslangicinda (havasal misellerin olusumu) gerceklesirken
s1v1 besiyerinde ise biiylimenin duragan evresinde ikincil miselyumlar araciligi ile
gerceklesmektedir [91], [105]. Bu evredeki hiicrelerde kiiltiir ortamindaki besiyerinin

azalmasi, pH nin degismesi gibi etkenlerin yarattigi stres sekonder metabolit liretimini
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tetiklemektedir [106]. Farkli diizenleyici proteinlerin gorev aldigi sekonder metabolit
tiretimi i¢in farklilasma ve sporulasyon siire¢lerini kontrol eden whi ve bld genlerinin
de gerekli oldugu bilinmektedir. Bu durum hiicrenin yasam dongiistinii etkileyen
herhangi bir stres kosulunun sekonder metabolit iiretimini de etkileyebilecegini

gostermektedir [90], [107].

4.1.3. Streptgmyces’lerde Smirlandirilmis Cevap, Lon Proteaz ve
Antibiyotik Uretimi Arasindaki Iliski

Streptomyces’lerde bir¢cok faktor tarafindan kontrol edilen ikincil metabolit
iiretimini etkileyen bazi genlerin tespit edilmesi ve karakterizasyonuna ragmen, farkl
cevresel ve besin ile ilgili sinyalleri birlestirerek biyosentetik genlerin ekspresyonunu
degistiren diizenleyici aglar konusunda yeterli bilimsel veri bulunmamaktadir [14],
[95].

Bakterilerde ikincil metabolit tretimi ortamdaki azot, karbon, fosfor ve
aminoasit gibi besin kaynaklar1 azalip stres olusmaya basladiginda tetiklenmektedir
[106]. Besin agligi durumunda bakterilerin trettigi sinirlandirilmis  cevap
alarmonlarmin [(p)ppGpp] Streptomyces’lerde ikincil metabolit biyosentezini uyardigi
bilinmektedir [12], [14]. Alarmon sentezinden sorumlu relA geninden yoksun susglarla
yapilan calismalar, Streptomyces’lerde alarmonlarinin antibiyotik sentezini
tetikledigini gostermektedir. Alarmonlarin bu etkiyi, RNA polimerazin, antibiyotik
biyosentez genlerinin promotorlarin1 taniyan sigma faktorlerine olan afinitesini
arttirarak sagladigi diistintilmektedir [12]. Azot bakimindan fakir bir ortamda, S.
coelicolor A3(2) susuyla yapilan bir ¢alismada ise ArelA mutantlarinda redD ve actll-
ORF4 transkripsiyonun baskilanmasi sonucunda ACT ve RED antibiyotiklerinin
tiretiminin azaldig1 gosterilmistir

Alarmon sentezi ile tetiklenen poliP birikimi, smirlandirilmis cevapla
karakterize edilen bir diger 6zelliktir [52]. Literatiirde, hiicre i¢in énemli bir enerji
kaynag olan polifosfat ve sekonder metabolizma arasindaki iliskinin aydinlatilmaya
calisildigi simirli sayida c¢alisma mevcuttur. Bu calismalardan birinde, poliP
tiretiminden sorumlu temel gen olan ppk genin silinmesi ile olusturulan mutant S.
lividans susunda ACT iretiminin arttigi gésterilmistir [109]. Bu durum, hiicre igin

onemli bir enerji kaynagi olan PoliP’1 sentezleyemeyen mutant sugun enerji agligi ile
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bas edebilmek adina antibiyotik sentezi icin de kullanilan NADH, NADPH ve
karbonilin tiretiminden sorumlu yolaklar1 aktive etmesi ile iliskilendirilmistir [109],
[110].

Bunlarin yani sira, poliP’in PpX enzimi ile yikimi sonucunda olusan inorganik
fosfatin antibiyotik tiiretim yolaklarmi baskiladigini 6ngdren bir c¢alismada, S.
lividans’in biiyiitilldiigi kiiltiir ortamina disaridan eklenen inorganik fosfatin sekonder
metabolit iiretimini engelleyici bir etkisinin oldugu gézlemlenmistir [111]. Yine ayn1
mikroorganizma ile yapilan bir diger ¢alismada iki bilesenli PhoR-PhoB kontrol
sisteminin delesyonu sonucunda azalan alkalen fosfataz seviyesi ve buna bagli olarak
olusan diisiik fosfat konsantrasyonunda ACT ve RED {iretiminin arttig1 gosterilmistir
[112]. Tiim bunlar, poliP metabolizmasindaki herhangi bir degisikligin hiicrede genel
stres durumu yarattig1 ve ikincil metabolizmay tetikledigine isaret etmektedir.

Onemli stres yanit mekanizmalarindan biri olan sinirlandirilmis cevap siirecinde
alarmonlar ile hizli bir sekilde biriken poliP, E. coli hiicrelerinde serbest ribozomal
proteinleri yikmasi i¢in Lon proteazi tetiklemektedir [8]. Bu mekanizmanin yani sira
hiicre i¢in hayati 6énemi olan pek c¢ok fizyolojik proseste de gorevleri bulunan Lon
proteazin, ayn1 zamanda bakterilerin hiicresel faklilasma siireclerinde rol almas1 ve
onemli bir stres cevap regiilonunun bir pargasi olmasi onu ikincil metabolit liretimini
etkileyebilecek ©nemli bir aday yapmaktadir [34]. Ancak bilgimiz dahilinde
literatiirde, Lon proteaz1 antibiyotik tiretimi ile iliskilendiren yalnizca tek bir ¢calismaya
rastlanmistir. Whistler ve arkadaslari, Pseudomonas fluorescens Pf-5 susunda Lon
proteazin pyoluteorin iiretimini negatif olarak etkileyen global bir regiilatér oldugunu
kesfetmislerdir. Lon’un bu etkiyi pyoluteorin biyosentez geninin transkripsiyonu i¢in
gerekli olan bir sigma faktoriinii ya da antibiyotik iiretiminin pozitif bir regiilatoriini
degrade ederek sagladigi one siirtilmistiir [113].

E. coli‘de ongiiriilen Lon proteaz, (p)ppGpp ve poliP arasindaki ¢alisma aginin
medikal ve biyoteknolojik agidan 6nemli mikroorganizmalar olan Streptomyces’lerde
olup olmadigimin belirlenmesi ve bu ag igerisinde gerceklesen etkilesimlerin ikincil
metabolizmay1 nasil etkilediginin aydinlatilmas: olduk¢a dnemli bir konudur. Bu
hedef kapsaminda laboratuvarimiz biinyesinde gergeklestirilen ¢aligmalardan birinde,
genomuna fazladan 1 kopya lon geni entegre edilen rekombinant S. coelicolor A3(2)
susu elde edilmistir. Lon proteazin sekonder metabolizma iizerindeki etkilerini

arastirmak i¢in yapilan antibiyotik Ol¢limleri neticesinde rekombinant susta
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aktinorhodin iiretiminde yaban susa kiyasla 34 katlik, undesilprediogisin iiretiminde
ise 9 katlik bir artis gozlemlenmistir [15]. Bir diger ¢alismada ise poliP sentezinden
sorumlu temel genden yoksun S. coelicolor M145 Appk susu elde edilmis ve
aktinorhodin iiretiminde yaban tipe kiyasla 8,5 katlik bir artig gdzlemlenmistir [137].
Bunlara ek olarak, relA geninin yiiksek diizeyde ifade edildigi rekombinant bir S.
coelicolor A3(2) susunun olusturuldugu bir ¢alismada ise hiicre i¢indeki (p)ppGpp
seviyesinin arttirtlmasinda gorevli olan RelA proteinin fazla miktarda iiretiminin
sekonder metabolizmay tetikledigine dair 6nemli bulgular elde edilmistir [138].

Tim bu bilgiler 15181inda bu tez ¢alismasi kapsaminda, hiicredeki fizyolojik
proseslerde hayati role sahip Lon proteaz1 fazla iireten rekombinant Streptomyces
coelicolor susunda lon geni ile beraber simirlandirilmis cevap (relA), polifosfat
metabolizmasi (ppk), ikincil metabolit {iretimi (actll-ORF4, redK) ve stres baglantili
(sigB) genlerin transkripsiyonel analizleri yapilarak bu karmasik regiilasyon aginin
aydinlatilmasi amaglanmistir. Yine ayn1 amag¢ dogrultusunda antibiyotik {iretiminde
onemli artislarin goézlemlendigi S. coelicolor M145 Appk susunun genomuna ekstra
bir kopya lon geni entegre edilerek bir mutant sus olusturulmus ve Lon proteazin

antibiyotik tiretimi lizerindeki etkisi incelenmistir.
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Geregler

5.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Pepton (Bacto™), NaCl (Sigma-Aldrich), Maya &ziitii (Bacto™), Agar (Merck),
NaOH (Merck), SDS (Merck), Tris (Merck), EDTA (Merck), D (+) Glukoz (Merck),
KOAc, Izopropanol, Agaroz (Sigma Aldrich), RedSafe (intron), Siikroz (Merck),
Triton X-100 (Sigma Aldrich), MOPS (Sigma Aldrich), Gliserol (Riedel de Haen),
CaCl, (Merck), MgCl. (Merck), KCI (Riedel de Haen), KCI (Riedelde Haen), Asetik
asit (Riedel de Haen), %99.5 Etanol (Riedel de Haen), Triptik soya besiyeri (Merck),
K2HPO4 (Merck), KoSO4 (Merck), TES Buffer (Applichem), D (+) Glukoz (Merck),
Mannitol (Merck), Bacto kazamino asit (BD), EDTA (Merck), %84-88 Gliserol
(Sigma Aldrich).

5.1.2. Kullanilan Enzimler

Bu calisma siiresince kullanilan enzimler ile kurulan kimsayal reaksiyonlar
iretici firmanin Onerdigi protokole uygun olarak gerceklestirilmistir. Kullanilan
enzimler; Phusion DNA Polimeraz (Thermo Scientific), Q5 DNA polimeraz (NEB,
Biolabs), Pfx® Platinium DNA Polimeraz (Invitrogen), Taq DNA polimeraz (Thermo
Scientific) T4 DNA ligaz (Jena Bioscience), EcoRI Restriksiyon Endoniikleaz
(Thermo Scientific), Sphl Restriksiyon Endoniikleaz (Thermo Scientific), Sacl
Restriksiyon Endoniikleaz (NEB, Biolabs), Riboniikleaz A (Fermantas), Lizozim
(Sigma), Klenow Fragment (Merck) ve Deoksiriboniikleaz 1 (Thermo Scientific)

enzimleridir.

5.1.3. Kullanilan Kitler

Total RNA izolasyonunu gerceklestirmek icin ‘’NucleoSpin RNA Plus”’

izolasyon kiti (Macherey-Nagel, Almanya) kullamlmustir. izole edilen RNA
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orneklerinden iScript cDNA sentez kiti (Bio-rad, ABD) ile cDNA sentezlenmistir.
SYBR Green qPCR Master Mix (Bio-rad, ABD) ile RT-qPCR c¢alismalar

gerceklestirilerek gen ifadesi analizi yapilmigtir. Bu kitlere ek olarak, klonlama

caligmalarinda kullanilmak {iizere izole edilen plazmitlerin temizlenmesinde ve

DNA’larin jelden saflastirilmasi islemlerinde PCR Temizleme (clean-up) Jel

Ekstraksiyon kitinden (Macherey-Nagel, Almanya) faydalanilmistir.

5.1.4. Kullanilan DNA Molekiiler Belirtecleri

Bu c¢alismada DNA bant boyutlarinin belirlenmesi ve RNA zincirinin

biitiinliigliniin tespit edilmesi i¢in kullanilan molekiiler DNA belirtecleri Sekil 5.1°de

gosterilmistir.

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder

0'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,
ready-10-us¢

bpng0Sp %

1% TepVson™ LE GO Agarose §R0491)
]

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

(A)

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,

ready-to-use
bp ng/0.5 pg

1% TepVision™ LE GQ Agarcse @R0491)

0.5 pgtane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Vicm, 45 min

(B)

Sekil 5.1: Calismada kullanilan molekiiler DNA belirtegleri. A) 100 b¢ Molekiiler

DNA Belirteci (SM0311, Thermo Scientific); B) 1 kb Molekiiler DNA Belirteci

(SM0241, Thermo Scientific)

5.1.5. Kullanilan Bakteri Soylari

Calismada kullanilan tiim hiicre suslar1 Tablo 5.1°de listelenmistir.
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Tablo 5.1: Calismada kullanilan E. coli ve S. coelicolor suslari.

Bakteri tiirleri Genotip Referans

E. coli suslari

E. coli DH5a F-recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 [114]
(rk—, mK+), sup44, relAlx, (c80
dLacZAM15), D (lacZYA-argF) U169

E. coli DH5a +pRAlon pRAIlon rekombinant plazmitini tagiyan [15]
sus

E. coli DH5a +pRAlonS" pRAIlon rekombinant plazmitini tagiyan Bu calisma
sus

E. coli ET12567/pUZ8002 dam, dcm, hsdsS, cat, tet [115]

ET12567/pUZ8002+ pRAlon rekombinant plazmitini tagiyan Bu calisma

pRAlon*St sus

S. coelicolor suslari

S. coelicolor A3(2) Prototrofik yaban tip [116]

S. coelicolor A3(2) + pRAlon rekombinant plazmitini tagiyan [15]

pRAIlon (Sco-pRAlon) sus

S. coelicolor M145 A3(2)’den SCP1 ve SCP2 plazmitleri [94]
cikarilmig sus

S. coelicolor M145 Appk ppk geninden yoksun sus [137]

S. coelicolor M145 Appk +  pRAlon*S"  rekombinant  plazmitini Bu ¢aligma

pRAlon*S"

tagtyan sus

5.1.6. Kullanilan Besiyerleri

(Calismada kullanilan bakterilerin biiyiitiilmesi i¢in hazirlanan besiyerleri ve

igerikleri Tablo 5.2°de listelenmistir.
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Tablo 5.2: Kullanilan besiyerleri ve igerikleri.

BESIYERI

ICERIK

Luria Bertani (LB) Besiyeri

10 g NaCl, 10 g tripton ve 5 g maya oziitii dH20 ile 1 L’ye tamamlanarak
121°C’de 20 dakika boyunca steril edilir.

Luria Bertani (LB) Agar Besiyeri

1 L LB besiyeri, 15 g agar bulunan cam siseye eklenir ve ardindan 121°C’ta

20 dakika boyunca otoklavlanarak steril edilir.

2xYT Broth

16 g Difco Bacto tripton, 10 g Difco Bacto maya 6ziitii ve 5 g NaCl dH20 ile
1 L’ye tamamlanir. Tiim bilesenler manyetik karistiricida iyice ¢ozildiikten

sonra 121°C’ta 20 dakika boyunca otoklavlanir.

Tripton Soya Besiyeri (TSB)

30 gr %3 Oxoid Tripton Soya besiyeri tartilip son hacmi 1 L olacak sekilde
dH20 ile ¢oziliir ve 121°C’ta 20 dakika steril edilir.

Tripton Soya Agar (TSA)

1 L TSB besiyeri, 15 gr agar bulunan cam siseye eklenir ve ardindan 121°C’ta
20 dakika boyunca otoklavlanarak steril edilir.

R2YE Besiyeri

103 g siikroz, 0.25 g K2SOs, 10.12 g MgCl2.6H20, 10 g glikoz ve 0.1 g
kazaminoasit ve 22 gr agar (%2.2) tartilip son hacmi 800 ml olacak sekilde
dH20 ile tamamlanir. Tiim besiyeri bilesenleri manyetik karistirict yardimu ile
tamamen ¢dziiliip ardindan 121°C’ta 20 dakika boyunca otoklavlanir.
Otoklavlanan her 160 ml besiyerine sirasiyla asagida belirtilen steril
kimyasallar eklenir.

-1 ml KH2POx4 (% 0.5),

-16 ml CaCl2.2H20 (% 3.68),
-3 ml L-Prolin (% 20),

-20 ml TES Tamponu (% 5.73),
- 0.4 ml Iz Element Soliisyonu
-1 ml NaOH (1N)

R2YE Agar Besiyeri

160 ml besiyeri 4.4 g agar (%2.2) bulunan cam siselere eklenerek
121°C’ta 20 dakika boyunca otoklavlanir ve sterilize edilmis gerekli kimyasal

maddeler ilave edilerek besiyeri kullanima hazir hale getirilir.

Maya 0ziitii-Malt
(YEME)

Oziitii  Besiyeri

3 g Difco maya 6ziitii, 5 g Difco Bacto-pepton, 3 g Oxoid malt 6ziitii, 10 g
glukoz ve 340 g siikroz dH20 ile 1 L’ye tamamlanarak. 121°C’ta 20 dakika

boyunca otoklavlanir.

TBO Besiyeri (pH 6.5)

20 g sal¢a, 20 g yulaf ve 25 g agar son hacim 1 L olacak sekilde dH20O ile

tamamlanir ve 121°C’ta 20 dakika boyunca otoklavlanir.

Mannitol Soya Unu Besiyeri (MS)

20 g mannitol, 20 g soya unu ve 20 g agar esme suyu ile 1 L’ye tamamlanir.
Besiyeri hazirlanirken ilk agamada, mannitol ¢esme suyunda ¢oziiliir ve 2 g
agar, 2 g soya unu igeren 250 ml’lik cam siselere 100’er ml olacak sekilde
boliiniir. Iki defa iist iiste 115°C’de 15 dakika otoklavlanir. Otoklavin
ardindan steril 5 mM MgCl2.6Hz0 ilave edilerek besiyeri kullanima hazir hale
getirilir.
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5.1.7. Kullanilan Antibiyotikler

Calisilan E. coli ve S. coelicolor suslarmin biiyiitiilmesi i¢in hazirlanan
besiyerlerine gerekli durumlarda cesitli antibiyotikler eklenmistir. Uygun ¢oziiciiler
kullanilarak hazirlanan antibiyotikler filtreden gegirilerek steril hale getirilmistir.
Calismada kullanilan antibiyotikler, konsantrasyon degerleri ve ¢oziiciileri ile

birlikte Tablo 5.3’te gdsterilmistir.

Tablo 5.3: Kullanilan antibiyotikler.

E. coli’de

Stok kullanilan S. coelicolor’da
Antibiyotik konsantrasyon " kullanilan Coziicii
(mg/ml) konsantrasyon konsantrasyon (pg/ml)
(ng/ml)

Apramisin (Apr) 50 50 50 dH20
Kanamisin (Kn) 50 50 50 dH.0
Kloramfenikol %100

2 -
(Chl) 50 ° Etanol
Nalidiksik asit 0.15M

2 - 2
(NA) ° ° NaOH
Streptomisin (Str) 50 - 50 dH:0

5.1.8. Kullanilan Plazmitler

Calismada kullanilan plazmitler Tablo 5.4’te gosterilmektedir.

Tablo 5.4: Deneylerde kullanilan plazmitler.

Plazmitler Direnclilik Direnclilik oriT Boyut Referanslar
belirteci
puUZ8002 neo Kanamisin + 70 kb [117]
plJ778 aadA Streptomisin T 4377 bg [118]
Spektinomisin
pRA aac(3)Iv Apramisin _ 5769 bg [119]
pRAlon aac(3)IVvV Apramisin _ 9166 bg [15]
pRAlon*St aadA Streptomisin _ 9840 bg Bu calisma
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Calismada kullanilan plazmitlerden biri olan pRA (Sekil 5.2), pSET152’den
tiretilmis E. coli-Streptomyces mekik vektoriidiir ve iizerinde apramisin diren¢ geni
(aac(3)1V) tasimaktadir. Integrative oOzellige sahip olan bu vektdr sayesinde
aktarilmak istenen genin tek kopyasi kromozoma yerlesebilmektedir [119].
Entegrasyonun, pRA vektoriinde bulunan ¢C31 int/attP bolgesi ile gergeklestigi
bilinmektedir. Bu bolge araciligi ile Streptomyces genomunda bulunan attB bolgesine

(yaklasik 34 bg), aktarilmak istenen geni tasiyan rekombinant plazmit genomu
sokulabilmektedir [120].

BamH] (5748
oRl (5
mmr
Baglll )
Xbal (5600
Pst
Hind1l1 (5579 EcoRV (1)
Poull (5488) Ay
Puul (5459) s pMB1
Fspi 438
IHindll] (4856) \
Clal (3436) Sa 7
— y
Nool (4377)
——
= RA
int P
1( aac(INv
i /
Ml ! iy
149 \ Saocl 229)
™>C % / Putl (218
aup /
Sphl (3026) onT
Pstl (3020

Sekil 5.2: pRA mekik vektorii (5769 bg).

Kullanilan bir diger plazmit plJ778’in (Sekil 5.3) iizerinde, streptomisin/
spektinomisin dire¢ geni (aadA) ve RP4 plazmidinin oriT bolgesi bulunmaktadir
[118].
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priming site Hindlll

FRT "\
| Nael*
plJ778 '1| "‘.
4377 bps aadA ||
|/ Pwl*
priming site  oriT / )
FRT
o Nael*

‘EcoRl

Sekil 5.3: plJ778 plazmiti.

5.1.9. Kullanilan Cozeltiler

Tez caligmasit kapsaminda kullanilan c¢ozeltiler ve igerikleri Tablo 5.5°te
belirtilmistir. Calisilan sollisyonlar ve tamponlar 121°C’ta 20 dakika boyunca

otoklavlanarak kullanima hazir hale getirilmistir.
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Tablo 5.5: Kullanilan ¢6zeltiler.

Kullanilan Cozeltiler

Tris-Asetat-EDTA (TAE) Soliisyon I11 Lizis Soliisyonu
(50X)

*%60 5SM Potasyum asetat *0.3 N NaOH
*242 g Tris Baz . L

*%11.5 Glasiyal asetik asit *%2 SDS
*57.1 ml Glasiyal asetik asit

20X SSC (pH 7) STET Tamponu
+100 ml 0.5 M EDTA (pH 8)

*3 M NaCl *%10.3 Siikroz
Tris-EDTA (TE) Tamponu ) i

0.3 M Sodyum sitrat *25 mM Tris-HCI pH 8
*10 mM Tris-HCI (pH 8) o

STE+ Lizozim 25 mM EDTA
1 mM EDTA (pH 8) .

*%103 siikroz Iz Element Soliisyonu
Soliisyon I .

*25 mM Tris-HCI (pH 8) +40 mg ZnCl;
*25 mM Tris (pH 8)

*25 mM EDTA (pH 8) +200 mg FeCls.6H,0
*10 mM EDTA (pH 8) o

*2 mg/ml Lizozim *10 mg CuCl,.2H,0
*50 mM Glukoz

CTAB/NaCl Soliisyonu +10 mg MnCl,.4H,0
Soliisyon IT

%10 CTAB 10 mg Na,B407.10H,0
0.2 N NaOH

0.7 M NaCl +10 mg (NH4)6M07024.4H,0
*%1 SDS

5.1.10. Kullamilan Cihazlar

4°C Buzdolabr (Ariston), -20°C derin dondurucu (Ariston), -80°C derin
dondurucu (Thermo, Forma -86 °C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE BF85),
Yatay Elektroforez Sistemi (Bio-rad), Gii¢ Kaynagi (Bio-rad, PowerPac Basic), Masa
Ustii Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R), Masa Ustii Santrifij (BECKMAN
COULTER, Microfuge 22R), Otoklav (HIRAYAMA, HICLAVE HVE-50), pH Metre
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(Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH Meter), Steril Kabin (Heraeus, HP48),
Etiiv (BINDER, 9010-0078), Inkiibatér (Heraeus, D-63450 Heraus), Calkalamali
Inkiibator (Edmund Biihler, KS-15), Su Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette), UV
Goriintilleme Cihazi  (Azure Biosystems), Mikrodalga Firin (Samsung),
Spektrofotometre (Bio-rad, Smartspec 3000), Econo UV Monitér (Bio-rad), PCR
Cihaz1 (Applied Biosystems), StepOnePlus™ Real-Time PCR Sistemi (Applied

Biosystems), ‘NanoDrop Lite” Spektrofotometre Cihazi (Thermo Scientific).
5.2. Yontemler

5.2.1. E. coli’den Plazmit izolasyonu

Sambrook ve arkadaglarinin yontemine uygun olarak E. coli DHS5a
hiicrelerinden plazmit izole edilmistir. Plazmit izolasyonu asagida belirtilen islem
basamaklar1 takip edilerek gerceklestirilmistir [121]. Plazmit izole edilecek E. coli
DH5a hiicreleri antibiyotiklerin eklenmis oldugu 100 ml LB’de 37°C’ta 12-16 saat
biiyiitiilmiistiir. 100 ml’lik hiicre kiiltiirii, 50’ser ml’lik iki tane falkon tiipe alinarak
oda sicakliginda 4500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
stipernatant uzaklastirilarak her bir hiicre pelleti iizerine 600 pl soliisyon I eklenerek
vorteks i1slemi uygulanmistir. Elde edilen pellet ve soliisyon 1 karisimi, oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra her bir ependorfta 200’er pl olacak
sekilde paylastirilmistir. Her 200 pl’lik karigimin iizerine 400 pl soliisyon II (taze
hazirlanmis) eklenerek 5 dakika boyunca buzda bekletilmis ve dakikada bir ters-diiz
edilerek karistirilmistir. Bu islemin ardidan her bir ependorfa 300 pl soliisyon III ilave
edilerek her 2 dakikada bir yavasca karistirilarak 10 dakika boyunca buzda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonu takiben karigimlar 14000 rpm’de, 4 °C’ta 20 dakika santrifiij
edilmis ve olusan siipernatantlar yeni ependorflara aktarilmistir. Her bir ependorf
igerisindeki siipernatantlarin iizerine 0.6 hacim izopropanol eklenerek yaklasik bir saat
boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan 25°C’ta
11000 rpm’de 30 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij sonrasi siipernantlar
uzaklastirilak her bir hiicre pelleti 25 ul dH20’da ¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltiler
100°er ul olacak sekilde yeni ependorflarda birlestirilmis ve her birininin tizerine 7 pl

RNaz (10 mg/ml) eklenerek 37°C’ta 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
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Gergeklestilen tiim bu islemlerin ardindan elde edilen plazmit, ‘PCR Temizleme
(clean-up) Jel Ekstraksiyon Kiti (MN) yardimiyla kolondan gegirilerek

saflastirilmistir.

5.2.2. Streptomisin Diren¢ Geninin PCR Yontemi ile Cogaltilmasi

Bu ¢alisma kapsaminda, streptomisin direng geni (aadA) segici markor olarak
belirlenmistir. plJ778 plazmidinin EcoRI ve HindIII restriksiyon endoniikleazlar ile
kesimi sonucunda, secici streptomisin kaseti elde edilmistir. Jelden izole edilen kaset,
streptomisin diren¢ geninin ¢ogaltilmasi i¢in gergeklestirilen PCR reaksiyonunda kalip
olarak kullanilmistir. Bu kasede uyumlu olarak tasarlanan primerler ise Tablo 5.6’da
gosterilmektedir. PCR 25 pl’lik hacimde, Q5 DNA polimeraz kullanilarak tretici
firmanin 6nerdigi reaksiyon bilesenleri (Tablo 5.7) ve reaksiyon kosullarina (Tablo
5.8) uygun olarak gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu sonucunda olusan amplikonun

boyutu 1425 bg’dir.

Tablo 5.6: Segici streptomisin kasedi ile uyumlu primerler.

F (ileri) primer 5 ATT CCG GGG ATCCGT CGA CC ¥

R (geri) primer 5’ TGT AGG CTG GAG CTGCTTC 3’

Tablo 5.7: Q5 DNA polimeraz PCR bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan Hacim

5X Q5 reaksiyon tamponu 5ul

5X Q5 high GC enhancer 5ul

dNTP karisimi (10 mM) 0.5 ul
Primer F (10 uM) 1.25 ul
Primer R (10 uM) 1.25 ul
Kalip DNA 1l

Q5 DNA polimeraz 1pl
Niikleaz igermeyen dH,0 Sonth;;rTﬂiilil’ye
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Tablo 5.8: Q5 DNA polimeraz reaksiyon kosullari.

Reaksiyon Basamagi Sicaklik (°C) | Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 98 10 dakika 1
Denatiirasyon 98 10 saniye

Primer baglanma 60 30 saniye 35
Uzama 72 30 saniye

Son uzama 72 2 dakika 1
Saklama 4 0

5.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez yontemi ile agaroz jelde DNA bant boyutlar1 belirlenmis ve RNA
zincirinin butiinligi tespit edilmistir. Agaroz jel, istenilen yogunluguna bagli olarak
(%0.8, %1.5 ve %2) belirlenen miktardaki toz agarozun 1X TAE tamponu igerisine
eklenmesi ile hazirlanmis ve ardindan mikrodalga firinda ¢oziilmiistiir. Agaroz
cozeltisi oda sicakliginda sogutularak iizerine 6 ul/100 ml olacak sekilde RedSafe
(20.000X) boyas1 eklenerek hafifce karistirilmistir. Bu islemin ardindan ¢ozelti, kasete
dokiiliip oda sicakliginda bekletilerek polimerize edilmistir. Niikleik asit 6rnekleri, 6X
DNA yiikleme boyasi ile son hali 1X olacak sekilde karistirilip uygun molekiiler DNA
belirteci ile birlikte hazirlanan jele yiiklenmistir. Ornekler, igerisinde 1X TAE yiiriitme
tamponu bulunan elektroforez tankinda, 80-100 Volt’ta, 50-60 dakika yiiriitiilmiis ve

ardindan UV 151k altinda goriintiilemistir.
5.2.4. 8. coelicolor’ dan Kromozomal DNA Izolasyonu

Calismada kullanilan tiim S. coelicolor suslarindan, Hopwood ve arkadaslarinin
metoduna uygun olarak genomik DNA izole edilmistir [116]. Kromozomal DNA
izolasyonu asagida belirtilen islem basamaklar takip edilerek gergeklestirilmistir. 50
ml R2YE besiyerine S. coelicolor susuna ait stok spor soliisyonundan 100 pl inokiile
edilerek hiicreler 2 giin boyunca 30°C’ta ve 220 rpm’de biiyiitiilmiistiir. Hazirlanan bu
on kiiltirden 100 ml YEME besiyerine 1/10 oraninda ekim yapilmis ve hiicreler 48
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saat boyunca 30°C’ta 220 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. 2 giinliik inkiibasyonun
ardindan hiicreler 50 ml’lik falkonlara alinarak oda sicakliginda 4500 rpm’de 20
dakika boyunca santrifiijlenmistir. Santriflij islemi sonrasi hiicre pelletleri 8 ml TE
tamponu icersinde vorteks yardimi ile ¢oziilmiis iizerlerine lizozim (2 mg/ml)
eklenmistir. Bu islemi takiben 500 pl %20 SDS ve 500 pl (10mg/ml) RNaz eklenen
ornek 37°C’ta 2 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan 6rnek
tizerine 1.5 ml 5 M NaCl ve 1.2 ml CTAB/NacCl (65°C) soliisyonu eklenerek 65°C’de
10-25 dakika bekletilmistir. Inkiibasyonu takiben bir siire oda sicakliginda bekletilerek
sogutulan Ornek esit hacimde kloroform:izoamilalkol CIA (24:1) soliisyonu ile
muamele edildikten sonra oda sicakliginda 11000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij
edilmigtir. Santrifiij sonrast olusan list faz dikkatli bir sekilde yeni bir falkona alinmis
ve 1:1 oraninda fenol:CIA (25:24:1) eklenerek tekrar santrifiij edilmistir. Bu islem iki
kere tekrarlandiktan sonra yeni bir falkona alinan {ist faz tlizerine 0,6 hacim
izopropanol eklenerek yaklasik 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda oda sicakliginda, 4000 rpm’de, 30 dakika boyunca santrifiij
islemi uygulanmis ardindan siipernatant uzaklastiralarak pellet kurutulmaya
birakilmigtir. Kurutulan pellet 2 ml TE tamponunda ¢oziilerek 1’er ml olacak sekilde
ependorflara dagitilmistir. Orneklerin iizerine esit hacimde kloroform:izoamilalkol
CIA (24:1) soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 11.000 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan iist faz dikkatli bir sekilde yeni bir falkona
alinmis ve 1:1 oraninda fenol: CIA (25:24:1) eklenerek tekrar santrifiij edilmistir. Tiim
bu islemlerin ardindan ependorflara boliistiiriileren iist faz iizerine 3 kat etanol ilavesi
yapilmis ve gece boyu -20°C’de bekletilmistir. Bu islemin ardindan 4°C’ta14000 rpm’
de 30 dakika santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant

uzaklastirilarak pellet kurutulmus ve dH20’ da ¢ozlilmiistiir.

5.2.5 DNA Fragmentlerinin Jelden Geri Kazanilmasi

DNA fragmentlerinin agaroz jelden saflagtirnlmasinda ‘PCR Temizleme
(cleanup) Jel Ekstraksiyon’kitinden (MN) faydanilmistir. Bu islem tiretici firmanin

onerdigi protokole uygun olarak gergeklestirilmistir.
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5.2.6. Restriksiyon Endoniikleaz Kesimleri

S. coelicolor ve E. coli hiicrelerinden izole edilen plazmit ve kromozomal
DNA’larin, klonloma ve dogrulama g¢alismalarinda kullanilmak iizere restriksiyon
endoniikleaz kesim reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Tiim reaksiyonlarda iiretici
firmalarinin tavsiye ettigi konsantrasyon ve kosullara uyularak onerilen tamponlar
kullanilmistir. Plazmitler 2-4 saat siire ile kesilirken, S. coelicolor kromozomal

DNA’larinin kesimleri gece boyu devam etmistir.

5.2.7. Klenow Reaksiyonu

Yapilan enzim kesimi sonrasinda plazmitlerde olusan 3'-uglar, Klenow enzimi

ile kiit u¢lu hale getirilmistir. Reaksion detaylar1 Tablo 5.9’da gosterilmistir.

Tablo 5.9: Klenow Reaksiyonu.

Reaksiyon Bilesenleri Protokol

-60 pl kesilmis plazmit (pRAlon)

-10 pl Sacl tamponu
37 °C’ta 15 dakika Inkiibasyon
-2 pl (10 mM) dANTP mix
(karigimi)

75 °C’ta 15 dakika Inhibisyon
-2 ul Klenow Fragment (Merck)

-26 ul dH20

5.2.8. Ligasyon

Ligasyon islemi Sambrook ve arkadaslarinin kullandiklar1 ydnteme uygun
olarak gergeklestirilmistir [121]. Ilk asamada, plazmit (vektdr) ve genin (insort)
kurulacak ligasyon reaksiyonlarinda konsantrasyonlarinin ne kadarinin kullanmasi

gerektigi asagida belirtilen esitlik 5.1 yardimiyla hesaplanmustir.
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o ng (vektor) X insort(kb)
ng (insort) = vektor (kb) (5.1)

Ligasyon reaksiyonlari, vektor:insort orani, 1:3, 1:5 ve 1:10 olacak sekilde
kurulmustur. Belirlenen oranlarda vektor ve insort karisimlar: hazirlanarak {izerlerine
I’er ul T4 DNA ligaz enzimi ve tamponu eklenerek son hacim dH20 ile 10 ul’ye

tamamlanmistir. Hazirlanan karisim 14-16 °C’ta gece boyu inkiibe edilmistir.

5.2.9. E. coli Kompetan Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli hiicrelerinin kompetant hale getirilmesinde Sanders Laboratuvarinda
gelistirilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir [122]. Kompetan hiicreler asagida
belirtilen islem basamaklar1 takip edilerek hazirlanmistir. ilk asamada, E. coli
hiicrelerinden segilen tek koloni 10’ar ml LB besiyerlerine ekilerek 37°C’ta 180
rpm’de gece boyunca ¢ogaltilmistir. Elde edilen bu 6n kiiltiirden 1:100 oraninda, 50
ml antibiyotiksiz LB besiyerine ekim yapilarak 37°C’ta, 180 rpm’de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresince hiicre yogunluklarindaki artis, diizenli araliklarla
spektrofotometrik Olclimlerle takip edilmistir. 600 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri (OD600) 0.4-0.5 araligima ulasan kiiltiirler 4°C’ta, 3000 rpm’de 10 dk
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis ve pelletler buza
almarak 40 ml Tfbl sollisyonunda ¢oziilmiistiir. Cozelti buz igerisinde 10 dakika
bekletildikten sonra 4°C’ta, 3000 rpm’de, 8 dakika santrifiijlenmistir. Santrifijj
isleminin ardindan siipernatant uzaklastirildiktan sonra pelletler tekrar buza alinarak 1
ml T1bll ile ¢oziilmiistiir. Bu islemin ardindan hiicreler, buzda bekletilen ependorf
tiiplerine 100°er ul olacak sekilde pay edilerek sivi azot icinde dondurulmus ve hizlica

-80°C’a kaldirilmistir.

5.2.10 Kimyasal Transformasyon Yontemi

Ligasyon sonucunda elde edilen DNA’lar, alict E. coli DH5a hiicrelerine
Sambrook ve arkadaslarinin kullandigi kimyasal transformasyon yontemi ile
aktarilmistir [121]. Ik asamada -80°C’de muhafaza edilen kompetan hiicreler (100’er

ul) buza alinarak her hiicreye 5 pl ligasyon iirlinii eklenmistir. Elde edilen karisim buz

39



icerisinde 25-30 dakika bekletilmis ardindan 42°C’ta, 45 saniye su banyosunda
tutulmustur. Is1 sokunun ardindan hiicreler hizli bir sekilde buz igerisine alinarak 2
dakika daha bekletilmistir. Bu islemleri takiben her bir hiicrenin iizerine 800 pl
antibiyotik icermeyen LB besiyeri eklenmis ve hiicreler 180 rpm’de 37°C’ta 1 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan her bir secici LB kat1 besiyerine (50 pg/ml
streptomisin igeren) 200’er ul ekilen hiicreler 37°C’ta gece boyu iiremeye

birakilmistir.

5.2.11. E. coli DH5a Transformantlarinin Taranmasi

Olas1 rekombinant plazmiti tagiyan E. coli DHS5a transformantlarinin tespitinde
antibiyotik igeren secici besiyerinden yararlanilmistir. Transformasyon sonrasinda
secici besiyerinde olusan tek kolonilerden dogru olanlarin tespiti i¢in miniprep plazmit
izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen plazmitlerin kalip olarak kullanildigi PCR
reaksiyonlart kurulmus ve ilgili genlere 06zgii primerler ile dogru koloniler

belirlenmistir.
5.2.11.1. Miniprep Plazmit izolasyonu Yontemi

Miniprep plazmit izolasyonu, Holmes ve arkadaslarinin kullandig1 yontem ile
gergeklestirilmistir [123]. Bu yontem kapsaminda ilk asamada, transformasyon
sonrast olusan tek kolonilerin bir kismi 1’er ml LB + Str besiyerine ekilerek gece boyu
biiylitiilmiislerdir. Sonrasinda hiicreler, 4°C’ta 4500 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi siipernatantlar uzaklastirilmis ve pelletler, 250’ ser
pl STET ile vortekslenerek hizlica ¢oziinmiistiir. Bu islemi takiben 45 saniye kaynar
suda bekletilen 6rnekler ardindan 4°C’ta 13000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmistir.
Protein ve hiicresel atiklarin bulundugu pellet kismi steril kiirdan yardimi ile
uzaklastirilmis ve siv1 faz yeni ependorflara aktarilmistir. Her bir ependorf tiipiine 250
ul izopropanol ilave edilmistir. 2-3 saat siiren inkiibasyonun ardindan izopropanol

tamamen uzaklagtirilarak pelletler 25’er ul dH20 ile ¢oziinmiistiir.
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5.2.11.2. Rekombinant Plazmitin Dogrulugunun PCR ile
Ispatlanmasi

Secici besiyerinde biiyliyen transformantlardan izole edilen plazmitlerin kalip
olarak kullanildigi PCR reaksiyonlarinda, lon ve aadA genlerine 6zgii primerler
(Tablo 5.10) kullanilmistir. PCR, Boliim 5.2.2°de belirtilen sekilde iiretici firmanin
onerdigi reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon kosullarina uygun olarak
gerceklestirilmistir. Primer baglanma sicakliklari lon primeri i¢in 55°C iken aadA

primeri i¢in 60°C’dur.

Tablo 5.10: Rekombinant plazmitin dogrulanmasinda kullanilan lon ve aadA genleri
ile uyumlu primerler.

Gen Oligoniikleotid dizisi 55— 3’ Amplikonun biiyiikliigii
(b¢)

lon-F GGTACACCGAGTGCAAGAT 1114 bg

lon-R GTCGTAGTTGTCCGTGAAGT

aadA-F AGCTGGTGAAGGAGTACA 750 bg

aadA-R TCAGGAACGGCGAGTAG

5.2.12. Rekombinant Plazmitin Metilasyon Sistemi Olmayan E. coli
ET12567/pUZ8002 Hiicrelerine Aktarim

E. coli DH5a hiicrelerinden izole edilen rekombinant plazmit (pRAlon*s"), E.
coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerine elektroporasyon yontemi kullanilarak transfer
edilmistir [118]. Elektroporasyonun ilk asamasinda, 100’er ul elektrokompetan
hiicrelere ~100-200 ng/ul rekombinant plazmit eklenerek soguk elektroporasyon
kiivetlerine almmistir. Sonrasinda elektrokompetanlar, Bio-Rad GenePulser I
elektroporatoriinde E. coli i¢in kayitli olan bir programa gore (200 Q, 25 uF ve 2.5
kV) elektrik akimina maruz birakilmislardir. Akim uygulanmasi sonucunda, ‘time
constant’ degeri 4.5-4.9 ms araliginda ¢ikmistir. Bu deger beklenen araligin i¢indedir
ve yontemin basarili bir sekilde gerceklestigine isaret etmektedir. Elektroporasyonu
takiben hiicrelere 700 ul antibiyotik icermeyen soguk LB besiyeri eklenmis ve

ardindan her bir hiicre steril ependorflara aktarilmistir. 37°C’ta 1 saat boyunca inkiibe
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edilen hiicreler, Chl (25 pg/ml), Kn (50 pg/ml) ve Str (50 pl/ml) iceren LB kati

besiyerlerine ekilerek 37°C’ta gece boyu inkiibasyona birakilmuistir.

5.2.13. Rekombinant Plazmitin S. coelicolor ‘a Konjugasyon ile
Transferi

Metilasyon sisteminden yoksun 6zel bir sus olan E. coli ET12567/pUZ8002
icerisinde bulunan pRAlon*S" plazmiti, S. coelicolor M145 Appk susuna Gust ve
arkadaglarinin kojugasyon yontemi ile aktarilmistir [118]. E. coli ET12567/pUZ8002/
pRAIlon*S" hiicresi, Chl (25 pug/ml), Kn (50 pg/ml) ve Str (50 pg/ml) iceren LB
besiyerine ekilerek 37 °C’ta gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu 0On
kiiltiriinden, ayn1 antibiyotikleri igeren 50 ml LB besiyerine, 1/100 oraninda ekim
yapilmis ve hiicreler 37°C’ta 200 rpm’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresince
hiicre yogunluklarindaki artig, diizenli araliklarla spektrofotometrik dl¢timlerle takip
edilmistir. 600 nm dalga boyundaki absorbans degerleri (OD600) 0.4’e ulasan
kiiltiirler 4°C’ta, 3000 rpm’de, 10 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminin
ardindan hiicreler 2 kez 10’ar ml antibiyotiksiz LB besiyeri ile yikanip 5 ml LB’de
coziilmustiir. Yikama islemleri esnasinda, her bir konjugasyon denemesi igin 500ul
2xYT besiyerine 108 107 ve 10° sayilarinda S. coelicolor M145 Appk sporu ilave
edilmis ve sporlar 50 °C’ta 10 dakika boyunca sicaklik sokuna maruz birakilmislardir.
Sonrasinda oda sicakliginda sogutulan sporlar ile 0.5 ml E. coli ET12567/pUZ8002/
pRAloN*S" hiicreleri karistirilarak, 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis ve
slipernatantin biiyiik bir kismi1 dokiilerek hiicreler kalan sivida (~50 pl) ¢oziilmiistiir.
Bu islemi takiben 10%-10* araliginda seyreltilen hiicrelerin 100’er ul’si alinarak
antibiyotik icermeyen R2YE kati besiyerlerine ekilmistir. 30°C’ta 16-20 saat
inkiibasyonun ardindan her bir petri 1.5 doz streptomisin (75 pug/ml) ve tam doz
nalidiksik asit (25 pg/ml) antibiyotikleri igeren 1 ml dH20 ile kaplanmis ve

inkiibasyona devam edilmistir.

5.2.14. Rekombinant Plazmit Entegrasyonun PCR ile Dogrulanmasi

Integrative bir vektor olan pRA’nin S. coelicolor genomu iizerinde bulunan attB

bolgesine girerek aktarilmak istenen genin tek kopyasini kromozoma entegre
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edebildigi bilinmektedir [119], [120]. pRAlon*S" plazmitinin (9840 bg¢) genoma
entegre oldugunu ispatlamak igin S. coelicolor genomunun attB bélgesine 6zgii
tasarlanan primerler (Tablo 5.11) ile PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Olas1
rekombinant suglar ile S. coelicolor M145 ve S. coelicolor M145 Appk suslarindan
izole edilen genomik DNA’lar ise kalip olarak kullanilmistir. Phusion DNA polimeraz

ile gergeklestirilen PCR reaksiyonlariin bilesenleri ve kosullar1 Tablo 5.12 ve 5.13°te

belirtilmistir.
Tablo 5.11: attB bolgesi ile uyumlu primerler.
Gen Oligoniikleotid dizisi 5 ——» 3’ Amplikonun
bityiikliigii (bc)
attB-F GGGTGCCAGGGCGTGC ~ 10000 bg
attB-R TACGCGCCCGGGGAGCCC
Tablo 5.12: Phusion DNA polimeraz PCR bilesenleri.
Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan Hacim
10X Phusion reaksiyon tamponu
2.5 ul
dNTP karigimi (10mM) 25 ul
Primer F (25 pM) 1.25 4l
Primer R (25 uM) 125 pl
Phusion DNA polimeraz 1ul
Niikleaz igermeyen dH>O Son hacim 25 ul’ye
tamamlanur.
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Tablo 5.13: Phusion DNA polimeraz reaksiyon kosullari.

Reaksiyon Basamagi Sicaklik (°C) | Siire Dongii Sayisi
Basl ti .

aslangi¢ denatiirasyonu 98 10 dakika 1
Denatiirasyon 98 30 saniye
Primer baglanma (63,67) 30 saniye

40

Uzama 72 400 saniye
Son uzama 72 3 dakika 1
Saklama 4 0

5.2.15. Total RNA Izolasyonu ve Kantitasyonu

S. coelicolor A3(2) ve Sco-pRAlon hiicrelerine ait 200’er pl spor TSB
besiyerinde 30°C’ta iki giin boyunca biiyiitiilmistiir. Elde edilen 6n kiiltiirlerden esit
miktarda yas agirliga sahip hiicre pelletleri alinarak R2YE besiyerine inokiile
edilmistir. Bakterilerin inokiilasyonlarini takiben 24., 36., 48., 60., 72. ve 96. saatlerde
total RNA izolasyonu i¢in 5’er ml 6rnek alinmistir. Ependorflara 1,25 ml olacak
sekilde paylastirilan 6rnekler +4°C’ta 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.

Total RNA izolasyonu gergeklestirilecek hiicre pelletlerine ~ 200 ul TE tamponu
ve ~70 pl lizozim (10 mg/ml) ilave edilerek 6rnekler 37°C’ta 60 dakika boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Eklenen TE tamponu ve lizozim ile izolasyonda
kullanilacak pellet miktar1 (1/4 veya 1/5) Orneklerin toplandigi saatlere gore
degiskenlik gostermektedir. inkiibasyonu takiben ‘’NucleoSpin RNA Plus’’ izolasyon
kiti (MN) kullanilarak tretici firmanin 6nerdigi protokol dogrultusunda asagida
belirtilen islem basamaklari takip edilerek RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

TE tamponunda ¢oziildiikten sonra lizozim ile muamele edilen hiicre pelleti,
tizerine 350 pul LBP (lizis tamponu) ilave edilerek oda sicakliginda 4-5 dakika
bekletilmistir. Elde edilen hiicre lizati, genomik DNA’dan arindirilmak i¢in 6zel bir
kolona (NucleoSpin® gDNA Removal Column) transfer edilerek 30 saniye 11.000 x
g’de santrifiij edilmistir. Kolondan gecen sivinin iizerine 100 pL. BS (RNA-baglama
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solisyonu) eklenmistir. Oda sicakliginda 1-2 dakika bekletilen karistm RNA’nin
baglanabilmesini saglayan bir kolona (NucleoSpin® RNA Plus Column) aktarilarak
15 saniye 11.000 x g’de santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan kolon, yeni bir
toplama tiipene alinarak {i¢c defa yikama isleminden gecirilmistir. Ik olarak, kolona
200 uL WBI1 (1 numarali yikama tamponu) eklenerek 15 saniye 1.000 x g’de santrifiij
edilmistir. Ayni islem bu defa 600 uL. WB2 (2 numarali yikama tamponu) eklenerek
tekrar edilmistir. Son olarak, 250 uL. WB2 eklenenen kolon 11.000 x g’de 2 dakika
santriflij edilerek yikama islemi sonlandirilmistir. Yikama islemleri sonrasinda, kolon
niikleaz igermeyen ependorfa alinip tizerine 30 uL RNaz-igermeyen H20O eklenerek
11.000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Bu islem tekrarlanmasinin ardindan RNA
izolasyonu tamamlanmustir. izole edilen RNA’larin konsantrasyonlar: ve OD 260/280
oranlart “’NanoDrop Lite’’ spektrofotometre cihazi ile 6l¢lilmiistiir. Ardindan %2’lik
agaroz jelde yiiriitiilen izolatlar UV 1g1k altinda goriintiilenmis ve RNA zincirinin
biitiinltigli tespit edilmistir. Kantitasyonun ardindan RNA’lar DNaz uygulamasi ve

cDNA sentezinde kullanilmak tizere alikotlanarak -80°C’ta saklanmuistir.

5.2.16. DNaz Muamelesi

RNA orneklerinin i¢indeki olast DNA kontaminasyonu, deoksiriboniikleaz I
enzimi kullanilarak elimine edilmistir. Reaksiyon, {liretici firmanin onerdigi protokol
iizerinde yapilan bazi degisiklikler sonrasinda Tablo 5.14’de belirtilen sekilde
gerceklestirilmistir. Basarisizlikla sonuglanan pek c¢ok denemenin ardindan kit
protokoliinde belirtilen inkiibiisyon siirelerinin ve sicakliklarin arttirilmasi ile genomik

DNA kontaminasyonu giderilebilmistir.

Tablo 5.14: Dnaz | reaksiyonu.

Reaksiyon Bilesenleri Hacim

RNA 300 ng

10X MgCl;igeren reaksiyon tamponu 1pul

Deoksiriboniikleaz I 1ul

RNaz igermeyen dH,0O Son hacim 10 ul’ye tamamlanir.
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Tiim reaksiyon bilesenleri karistirilip, 37°C’ta 1 saat 45 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan reaksiyon tiipiine 1 pl 50 mM EDTA eklenerek
72°C’ta 20 dakika bekletilmis ve DNaz inhibe edilmistir.

5.2.17. izole Edilen RNA'larda Genomik DNA Kontaminasyonun
Kontrolii

DNaz uygulamasimnin ardindan genomik DNA kontaminasyonu olup
olmadigini belirlemek amaciyla (referans gen) hrdB genine 6zgii primerler (Tablo
5.15) kullanilarak RNA PCR yapilmistir. PCR 25 ul’lik hacimde, Taq DNA polimeraz
kullanilarak firmanin Onerdigi reaksiyon bilesenleri (Tablo 5.16) ve reaksiyon
kosullarina (Tablo 5.17) uygun olarak gergeklestirilmistir. Bu kontrol PCR’indan elde
edilen triinler agaroz jelde yiiriitiillerek drneklerin DNA’dan tamamen temizlenip
temizlenmedigi belirlenmistir. Herhangi bir {iriin alinmasi, RNA 6rneklerinin DNA ile

kontamine oldugunu gosterdiginden tekrar DNaz muamelesi yapilmistir.

Tablo 5.15: hrdB genine 6zgii primerler.

Gen Oligoniikleotid dizisi 5—» 3’ Amplikonun biiyiikliigii (b¢)
hrdB-F CTCTTCCTGGACCTCATCCA 543
hrdB-R GTACACCTTGCCGATCTCGT

Tablo 5.16: Taq DNA polimeraz PCR bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan Hacim

10X Taq Tamponu 2.5 ul

25 mM MgCl, 2 ul

dNTP karigim: (10 mM) 2.5l

Primer F (10 uM) 1.25 ul

Primer R (10 uM) 1.25 pl

Kalip 1 ul RNA

Tag DNA polimeraz 1ul

Niikleaz igermeyen dH20 Son hacim 25 ul’ye
tamamlanir.
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Tablo 5.17: Taq DNA polimeraz reaksiyon kosullari.

Reaksiyon Basamag Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi

Baslangi¢ denatiirasyonu 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye
Primer baglanma 59.5 30 saniye

40
Uzama 72 30 saniye

Son uzama 72 3 dakika 1

Saklama 4 0

5.2.18. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA 6rneklerinden, spektrofotometrik dlgiim sonuglarina gore 300
ng kullanilarak "iScript c¢cDNA Synthesis Kit" (Bio-rad, ABD) ile cDNA
sentezlenmistir. Kit prosediirii uyarinca, ilk agamada her bir 6rnek igin ayri ayri
hazirlanan PCR tiiplerine belirlenen konsanstrasyonlarda RNA konularak tizerlerine 4
ul 5X reaksiyon karisimi [oligo(dT) ve random hexamer primer] eklenmis ve niikleaz
icermeyen dH>0 ile son hacim 19 ul’ye tamamlanmistir.

Bu sekilde hazirlanan Ornekler, primer dimeri ve sa¢ tokasi yapisinin
olusumunun 6nlenmesi i¢in 70°C’ta 5 dakika inkiibe edilmis ve sonrasinda 2-3 dakika
buzda bekletilmistir. Bu islemin ardindan her bir tiipe 1’er pl iScript ters transkriptaz
enzimi eklenmistir. Ayrica her c¢DNA sentezinde, kullanilan reaktiflerin
kontaminasyonunu belirlemek i¢cin RNA kalib1 harig tiim reaktifleri igeren bir kontrol
(Non Template Control: NTC) de kullanilmistir.

Son hacimleri 20 pl olan reaksiyon karisimlart PCR cihazina yerlestirilmistir.
Reaksiyon karigimi ilk olarak primerlerin baglanmasi i¢cin 25°C’ta 5 dakika ardindan
ters transkripsiyonun gerceklesmesi igin 46°C’ta 60 dakika ve son olarak ters
transkriptaz inaktivasyonu i¢in 85°C’ta 5 dakika boyunca inkiibe edilmis ve cDNA

sentezi tamamlanmistir.
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5.2.19. Sentezlenen ¢cDNA Orneklerinin Kontrolii

Sentezlenen ¢cDNA’lardan Taq polimeraz kullanilarak hrdB genine 06zgii
primerler (Tablo 5.15) ile Ters-Transkriptaz PCR (RT-PCR) yapilmistir. PCR, B6lim
5.2.17°de belirtilen sekilde iiretici firmanin 6nerdigi reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon
kosullarina uygun olarak gerceklestirilmistir. Son olarak PCR iirilinleri jelde

yiiriitiilerek UV 1s1k altinda goriintiilenmistir.

5.2.20. Gercek Zamanh PCR (Real Time PCR, RT-qPCR)

RT—qPCR icin kullanilan primerler (Tablo 5.18), primer 3 programi ve
“National Center for Biotechnology Information (NCBI)” nin Primer-BLAST
programi kullanilarak tasarlanmistir. Segilen ileri (F) ve geri (R) primerlerin kendi
kendilerine homodimer ya da birbirleriyle heterodimer olusturmadiklarindan emin
olmak i¢in her bir primer ¢ifti OligoAnalyzer Tool (IDT) programi ve DNA Star
programi altinda yer alan Primer Select araciligiyla kontrol edilmistir. Primerlerin
baglanma sicakliginin belirlenmesi i¢in (52.5°C, 55.0°C, 57.5°C, 60.0°C, 62.5°C ve
65.0°C) Gradient PCR yapilmistir. Farkli sicaklik kosullarinda, Tag DNA polimeraz
ile tretici firmanin 6nerdigi sekilde (Bolim 5.2.17) gergeklestirilen PCR’da, S.
coelicolor A3(2) genomik DNA’s1 ise kalip olarak kullanilmistir.

lon, actll-ORF4, redK, sigB, ppk ve relA genlerinin anlatim diizeyleri SYBR
Green temelli gercek zamanli PCR analizi ile kantitatif olarak belirlenmistir. Rolatif
kantitasyon ¢aligmalarinda referans gen olarak gyrA ve hrdB genleri kullanilmis ve S.
coelicolor A3(2) susuna ait RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar ise pozitif kalibrator
olarak tanimlanmistir. Gen ifadesindeki degisim 222CT formiilii ile hesaplanmistir
[124].

RT-qPCR c¢alismalarinda SYBR Green gPCR Master Mix (Bio-rad, ABD) ile
StepOnePlus™ Real-Time PCR Sistemi (Applied Biosystems) kullanilmistir. RT-
qPCR, kitin 6nerdigi reaksiyon hacmi ve konsantrasyonu ile dongii sartlarina uygun

olarak gerceklestirilmistir (Tablo 5.19 ve 5.20).
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Tablo 5.18: RT-qPCR’da kullanilan primer dizileri.

Gen Oligoniikleotid dizisi 55— 3 Amplikonun biiyiikliigii (b¢)
gyrA-F GGTACACCGAGTGCAAGAT b
¢
gyrA-R GTCGTAGTTGTCCGTGAAGT
lon-F AGCTGGTGAAGGAGTACA
135 bg
lon-R
TCAGGAACGGCGAGTAG
actll-ORF4-F GAGCTGCGGCTTTTTGGAAT ol
¢
actl~=ORF4-R TGCGAAATTACCAGGGACCG
redK-F GCAAGGACTTCGTGATCGAG
103 bg
redK-R GCGTTGGAGACGTAGAGCAG
sigB-F GGAGTTGTCGAAGCTGTTCTT o
¢
sigB-R GTTCATCTCGATCAGCGTGTT
relA-F GTCACCAAGCTGGACAAGGT 1065
¢
relA-R CGTAGATCTCCAGGGTCTCG
ppk-F GACCTCTCCGACCTGTTCAA
129 be
ppk-R GTGGTGCTGGATCTCCTTGT
rdB-F TGCCTTCCTGGACCTCAT
86 bg
hrdB-R GAACTTGTAGCCCTTGGTGTAG

Tablo 5.19: RT-qPCR reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan Hacim
a(eBerF]{supermix (2X) 10 pl
cDNA (30 ng) 3l
Primer F (10 pM) 0.8 ul
Primer R (10 pM) 0.8 ul
Niikleaz icermeyen dH20 8.4l
Son hacim 20 pl’ye tamamlanir.
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Tablo 5.20: RT-qPCR dongii sartlart.

Reaksiyon Basamagi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye
Primer baglanma 60 30 saniye
40
Uzama 60 30 saniye
Erime egrisi 55-05 Her 0.1°C sicaklik 1

degisiminde 6l¢lim
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6.BULGULAR

6.1. Genomunda Ekstra 1 Kopya lon Geni Bulunan Mutant
Susta Antibiyotik Uretimi, Stmirlandirilms Cevap, Polifosfat
Metabolizmasi ve Stres Baglantili Genlerin Ifadesi

Laboratuvarimizda daha 6nce yapilmis bir ¢alisma kapsaminda, Streptomyces
coelicolor A3(2)’nin genomuna ekstra 1 kopya lon proteaz geni entegre edilmis ve bu
rekombinant S. coelicolor susuna Sco-pRAlon ismi verilmistir [15]. Bu tez
calismasinda, S. coelicolor A3(2) ve Sco-pRAIlon suslarinda ikincil metabolit tiretimi,
sinirlandirilmis  cevap, polifosfat metabolizmast ve stres baglantili genlerin
ifadelerinin Olgiilerek karsilastirilmasi amaciyla lon, actll-ORF4, actVI, red, redK,
relA, spoT, sigB, ppk, ppx genleri segilmistir. RT-qPCR ¢alismalarinda kullanilmak
lizere segilen genlere gore tasarlanan tiim primerler S. coelicolor A3(2) genomik
DNA’s1 ile farkli sicaklik kosullarinda denenmistir. Primerlerin baglanma sicakligi,
PCR iiriinlerine ait en iyi DNA bantlariin goriildiigii 60°C olarak belirlenmistir.
Yapilan Gradient PCR sonuglarinin bir kismi 6rnek teskil etmesi agisindan Sekil
6.1°de verilmis olup aktinorhodin biyosentetik gen kiimesinde bulunan actV1 genine
0zgli primer ile herhangi bir PCR iirlinii elde edilemedigi gozlemlenmistir. Sonug
allmamayan tiim primerler tekrar tasarlanmis ve gradient PCR ile yeniden kontrol
edilmistir. Ancak farkli kosullar altinda ve farkli DNA polimerazlarla yapilan tiim
denemelere ragmen actVI, ppx, spoT ve redD genine 6zgii tasarlanan primerler ile

herhangi bir sonug elde edilememistir.
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1000 bg —»

100bg —»

Sekil 6. 1: RT-qPCR i¢in hazirlanmis primerlerle, genomik DNA nin kalip olarak
kullanildigir Gradient PCR sonuglart. M: 100 b¢’lik molekiiler DNA belirteci. (Her
bir primer i¢in sirastyla 52.5°C, 55.0°C, 57.5°C, 60°C, 62.5°C ve 65.0°C baglanma

sicakliginda elde edilen PCR iiriinleri kuyucuklara yiiklenmistir).

6.1.1. S. coelicolor A3(2) ve Sco-pRAIon hiicrelerinden RNA
Izolasyonu

S. coelicolor A3(2) ve Sco-pRAlon hiicrelerinin R2YE besiyerine
inokiilasyonlarinin 60., 72. ve 96. saatlerinde alinan 6rneklerden total RNA izolasyonu
yapilmustir. Izole edilen total RNA’lar %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis
ve izolasyonun basarilt bir sekilde gergeklestigi saptanmistir (Sekil 6.2). Elde edilen

RNA’larin spektrofotomektrik 6l¢iim sonuglari ise Tablo 6.1°de gosterilmistir.

Sekil 6. 2: Izole edilen RNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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Tablo 6.1: Fermentasyonun 60., 72. ve 96. saatlerindeki hiicrelerden izole edilen
RNA o6rneklerinin NanoDrop sonuglari.

Ornekler OD 260/280 Konsantrasyon
(ng/ u1)
60. saat S. coelicolor A3(2) 1.97 509.7
60.saat S. coelicolor A3(2) 203 306.8
60. saat Sco-pRAlon 1.93 368.2
60. saat Sco-pRAlon 1.92 535.1
72. saat S. coelicolor A3(2) 1.89 697.2
72. saat S. coelicolor A3(2) 211 349.5
72. saat Sco-pRAlon 1.98 483.1
72. saat Sco-pRAlon 201 278.0
96. saat S. coelicolor A3(2) 2.10 136.7
96. saat S. coelicolor A3(2) 1.95 121.6
96. saat Sco-pRAlon 1.88 210.0
96. saat Sco-pRAlon 211 718

6.1.2. RNA Orneklerinin DNaz Muamelesi

Izole edilen RNA'lar DNaz ile muamele edilerek olast DNA kontaminasyonu
giderilmeye  calisilmistir.  Ardindan RNA  Orneklerinde  genomik DNA
kontaminasyonu olup olmadigini belirlemek amaciyla hiicre icerisinde her zaman
ifade edilen bir gen olan hrdB genine 6zgii primerler ile PCR yapilmis ve RNA
orneklerinde DNA bulas1 tespit edilmemistir (Sekil 6.3-A). DNaz muamelesinin
ardindan c¢aligilan iki hiicre grubuna ait RNA 6rnekleri agaroz jelde tekrar yiiriitiilmiis

ve RNA biitlinliigiiniin korundugu gozlenmistir (Sekil 6.3-B).
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Sekil 6. 3: DNaz muamelesinin ardindan genomik DNA kontaminasyonun ve RNA
biitiinliigiiniin kontrolii. A) RNA PCR jel elektroforez goriintiisii. M: 100 bg’lik
molekiiler DNA belirteci; 1-9: DNaz uygulanan RNA o6rnekleriyle yapilan PCR

sonucu; 10: S. coelicolor A3(2) genomik DNA’s1yla yapilan PCR sonucu. B) DNaz
ile muamele edilen RNA 6rneklerinin jel elektroforez goriintiisii. 1: S. coelicolor

A3(2) RNA’s1; 2: Sco-pRAlon RNA’s1.

6.1.3. Ters-Transkriptaz PCR (RT-PCR) ile cDNA Sentezi

Izole edilen ve DNaz muamalesi uygulanan RNA &rneklerinin 300 ng’1
kullanilarak RT-PCR ile ¢cDNA’lar sentezlenmistir. S. coelicolor A3(2) ve Sco-
pRAIon suslarina ait bu cDNA’larin kalip olarak kullanildigi PCR sonucunda hrdB
genine 0zgli primerler ile beklenen boyutlarda DNA fragmanlar elde edilmis ve

cDNA ¢evriminin basariyla gergeklestirildigi belirlenmistir (Sekil 6.4).
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Sekil 6. 4: cDNA’larin kalip olarak kullanildigi PCR sonucunda elde edilen hrdB
genine ait jel elektroforez goriintiisii M: 100 b¢’lik molekiiler DNA belirteci; 1: S.
coelicolor A3(2) cDNA’simin kalip olarak kullanildigi PCR sonucu; 2: Sco-pRAlon
c¢DNA’smin kalip olarak kullanildigi PCR sonucu; 3: NTC (Non Template Control)

6.1.4. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Gen
Anlatim Analizleri

S. coelicolor ve Sco-pRAIlon suslarindan elde edilen RNA’lar kullanilarak
hazirlanmis olan ¢cDNA’lar kullanilarak actll-ORF4, redK, sigB, ppk, relA ve lon
genlerinin transkripsiyonel analizleri yapilmistir.

Oncelikle gyrA ve hrdB referans genleri ile hedef genlerin optimizasyonlari igin
bir seri PCR yapilmis, ardindan cDNA’lar ile RT-qPCR analizleri gergeklestirilmistir.
Yapilan analizler sonucunda her bir 6rnek i¢in elde edilen Cp (Crossing point)
degerlerinin ortalamasi kullanilmistir. Daha sonra orneklere rdlatif kantifikasyon
analizi uygulanarak gen ifadesindeki degisim 22T formiilii ile hesaplanmistir [124].
Gen anlatim seviyelerinin istatistiksel analizleri Mann-Whitney testi ile GraphPad
Prism 5.0 programi kullanilarak gergeklestirilmistir. P<0.05 olan ifadeler bilimsel
olarak anlaml1 farkliliklar olarak not edilmistir ve grafiklerde anlamli bulunan sonuglar
(*) isareti ile gosterilmektedir.

Gergeklestirilen her RT-qPCR analizinin ardindan, primerlerin spesifitesini
anlayabilmek i¢in erime egrisi analizleri yapilmigtir. gyrA genine ait erime egrisi
grafiginde tek bir pik gézlemlenmistir (Sekil 6.5).
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Sekil 6.5: gyrA geni erime egrisi

RT-qPCR sonrasi lon, actll-ORF4, redK, sigB, ppk ve relA genlerinin
ekspresyon diizeyleri hem gyrA hem de hrdB genlerine gore normalize edilerek
hesaplanmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, lon geninin ekspresyon
seviyesinde gyrA genine gore normalize edildiginde 60., 72. ve 96. saatlerde, Sco-
pRAIlon susunda S. coelicolor A3(2) susuna kiyasla sirasiyla 16, 24 ve 12 katlik artiglar
gozlenmistir (Sekil 6.6). Elde edilen bu sonug, rekombinant susta lon’un fazla ifade

edildigini transkripsiyonel diizeyde gostermektedir.
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Sekil 6.6: Farkli saatlerde lon ekspresyon diizeyleri (* p<0.05).

Yapilan literatiir arastirmalarinin sonucunda, ¢alismamizda referans gen olarak
kullanilan hrdB geninin S. coelicolor i¢in uygun olmadigi ve farkli kosullarda anlatim
diizeyinin degisebildigi belirlenmistir [125]. Bu genin normalizator olarak kullanildigi
analizlerde, gyrA genine gore yapilanlardan farkli gen anlatim seviyeleri
belirlenmesine ragmen ¢ogu gen i¢in 6nemli bir seviyede artan ekspresyon profilinin
korundugu goriilmiistiir. Ornek teskil etmesi agisindan 72. ve 96. saatlerde lon genine
ait hrdB geninin normalizator olarak kullanilmasi ile elde edilen ekspresyon seviyeleri
Sekil 6.7°de gosterilmistir. Bu sonug haricinde, verilen diger hedef genlere ait tiim
ekspresyon diizeyleri gyrA geninin normalizator olarak kullanildigi analizler baz

alarak olusturulmustur.
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Sekil 6. 7: 72. ve 96. saatlerde lon ekspresyon diizeyleri (* p<0.05).

Aktinorhodin biyosentezi aktivator proteinini kodlayan actll-ORF4 geni

ve

undesilprodigiosin biyosentetik gen kiimesinde bulunan redK geninin transkripsiyonel

analizleri sonucunda, 60., 72. ve 96. saatlerde, Sco-pRAlon susunda S. coelicolor A3(2)

susuna kiyasla actll-ORF4 geninin ekspresyonun sirasiyla 25, 120 ve 34 kat arttigi

gozlemlenirken (Sekil 6.8), redK geninin ekspresyonunun ise sirasiyla 22, 6 ve 4 kat arttig1

belirlenmistir (Sekil 6.9).
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Sekil 6. 8: Farkli saatlerde actll-ORF4 ekspresyon diizeyleri (* p<0.05)
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Sekil 6. 9: Farkli saatlerde redK ekspresyon diizeyleri (* p<0.05).

Sekil 6.10°da sigB geni i¢in elde edilen sonuglar gosterilmistir. Yapilan istatistik
calismasinin sonuglarina gére SigB geni i¢in, Sco-pRAIlon susu ile S. coelicolor A3(2)
susu kiyaslandiginda ekspresyonunun 60., 72. ve 96. saatlerde sirasiyla 2.5, 2.2 ve 1.5

kat arttig1 gézlemlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 6. 10: Farkli saatlerde sigB ekspresyon diizeyleri (* p<0.05).

Polifosfat metabolizmasi ile baglantili ppk geninin ve alarmon sentezinden
sorumlu relA geninin ekspresyon diizeylerine ait sonuglara gore, Sco-pRAlon susunda
S. coelicolor A3(2) susuna kiyasla ppk geninin ekspresyonu 60., 72. ve 96. saatlerde
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sirasiyla 5.3, 3.6 ve 5.1 kat artmustir (Sekil 6.11). relA geninin ekspresyon seviyesinde

ise 60. saatte 2.3 katlik bir artis gézlemlenirken 72. ve 96. saatlerde istatiksel olarak

anlamli bir degisim saptanamamuistir (Sekil 6.12).
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Sekil 6. 11: Farkl: saatlerde ppk ekspresyon diizeyleri (* p<0.05).
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Sekil 6. 12: Farkli saatlerde relA ekspresyon diizeyleri (* p<0.05).
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6.2. Ekstra Tek Kopya lon Geninin Polifosfat Uretemeyen
Mutant S. coelicolor M145’e Etkisi

Laboratuvarimizda daha 6nce gergeklestirilen ¢alismalardan birinde polifosfat
kinaz geni silinmis mutant susun (AppK) yaban susa gore yaklasik 9 kat daha fazla
aktinorhodin tirettigi [137], baska bir ¢alismada ise genomuna 1 kopya entegre edilmis
S. coelicolor’in (Sco-pRAIlon) yaban susa gore 34 kat aktinorhodin {irettigi
bulunmustur [15]. S6z konusu iki mutasyonun antibiyotik tiretiminde olas1 kiimiilatif
etkisini aragtirmak igin bu ¢alisma kapsaminda, Appk’nin genomuna tek kopya lon
geni entegre edilmesi de amaglanmistir. Bunun igin apramisin direng geni tasiyan
pRAlon plazmiti aracihigi ile lon geninin S. coelicolor M145 Appk susuna
entegrasyonu hedeflenmistir. Ancak Appk susundaki mutasyon kaseti de apramisin
diren¢ geni tasidigindan oncelikle pRAlon tizerindeki apramisin diren¢ geni yerine

streptomisin diren¢ geni klonlanmistir.
6.2.1. Streptomisin Diren¢ Geninin (aadA) PCR ile Cogaltilmasi

Streptomisin diren¢ geni (aadA), plJ778 plazmitinin EcoRIl ve Hindlll
restriksiyon endoniikleazlar ile kesimi sonucunda elde edilen DNA fragmaninin kalip
olarak kullanildigi PCR ile ¢ogaltilmistir. 1425 bg’lik PCR iiriinii, agaroz jelden
saflagtirnllmis  ve Dbiiylikliigii molekiiler DNA belirteci ile karsilastirilarak
dogrulanmistir (Sekil 6.13).
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Sekil 6.13: Agaroz jelden saflastirilan aadA genine 6zgii PCR iiriinii. M:1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci; 1: aadA genine 6zgii PCR firtinii (1425).

6.2.2. Streptomisin Diren¢ Geninin (aadA) pRAlon Plazmitine
Klonlanmasi

E. coli DHS5a+pRAlon hiicrelerinden izole edilen rekombinant pRAlon
plazmitinin boyutu 9166 bg¢’dir. Sacl restriksiyon enzimi, pRAlon plazmitini
apramisin diren¢ genini tastyan fragmentinin basinda (1178. b¢) ve sonunda (1929. bg)
bulunan iki noktadan kesmektedir. Kesim sonrasinda jelde, 751 bg¢ ve 8415 bg
boyutunda iki tane bant beklenmektedir. pRAlon plazmitinin Sacl restriksiyon enzim
kesim sonucu Sekil 6.14 A’da gosterilmistir. Apramisin direng¢ genini tasimayan 8415
bg¢’lik DNA fragmani agaroz jelden saflagtirilmig ve yapigkan uglar klenow fragmenti
ile kiit uclu hale getirilmistir (Sekil 6.14 B). Streptomisin geni (aadA) ve pRAlon
plazmitinin apramisin direng genini tasimayan fragmenti (vektor) ligaz enzimi ile
birlestirilmis, ligasyon iriinleri E. coli DH5a hiicrelerine aktarilmistir. Streptomisin
iceren besiyerinde iireyen transformantlardan elde edilen plazmitlerin kalip olarak
kullanildig1 PCR reaksiyonlari ile olasi rekombinant plazmitler dogrulanmistir. aadA
ve lon genlerine 6zgii primerler ile yapilan PCR sonrasinda elde edilen iiriinler agoroz
jelde yiiriitiilmiistiir (Sekil 6.15). Rekombinant plazmide bu ¢alismada pRAlon*™S" adi

verilmistir.
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- 8415bg
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Sekil 6.14: Ligasyona hazirlanan pRAlon plazmidinin jel goriintiisii. A) M: 1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci; 1: pRAlon plazmiti (kesilmemis) 2: pRAlon plazmidinin
Sacl kesimi. B) M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1: Sacl kesimi sonrasi klenow
enzimi ile doldurulan pRAlon plazmitinin 8415 b¢’lik fragmani.

1.0Olast 2.0Olas1 3.0las1
rekombinant  rekombinant rekombinant
plazmit plazmit plazmit
I 1 | | I |
M 1 2 3 4 5 6

10000 bg

1500 b
1000 bg 1140 bg

750 bg
750 bg

Sekil 6.15: Olasi rekombinant plazmitlerdeki lon ve aadA genlerinin dogrulanmasi
amaciyla gerceklestirilen PCR reaksiyonlari. M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci;
1,3,5: 750 bg’lik aadA genine 6zgii primerlerin kullanildigi PCR sonucu; 2,4,6: 1140
bg’lik lon genine 6zgii primerlerin kullanildigi PCR sonucu.
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6.2.3. pRAlon*S Rekombinant Plazmidinin S. coelicolor M145 Appk
Susuna Konjugasyon ile Aktarim

Rekombinant plazmitlerin, S. coelicolor hiicrelerininin giiglii restriksiyon
sistemini atlatarak bu hiicrelerde ifade edilebilmesi i¢in metil gruplar1 tasimamalari
gerekmektedir [126]. Bu sebeple rekombinant plazmit pRAlon™" Streptomyces
hiicrelerine aktarilmadan 6nce metilasyon sisteminden yoksun 6zel bir sus olan ve
pUZ8002 plazmidi tasiyan E. coli ET12567 hiicrelerine aktarilmigtir. pUZ8002
plazmidi ise yabanct DNA’nin Streptomyces’e transferini saglayan tra genlerini
tagimaktadir [117].

pRAlon*S" plazmidi S. coelicolor M145 Appk susuna E. coli ET12567/pUZ8002
araciligryla konjugasyon ile aktarilmistir. Konjugasyon sonrasi hiicreler, nalidiksik
asit (NA) ve streptomisin (Str) iceren R2YE besiyerinde biiytitiilmistiir. Nalidiksik
asidin sadece E. coli hiicrelerini inhibe etmesi streptomisine dayanikli konjugantlarin
sec¢ilebilmesini miimkiin kilmistir.

pRAlon*S" plazmitinin, S. coelicolor genomuna entegrasyonu PCR ile
ispatlanmigtir. PCR reaksiyonlarinda kalip olarak kullanilmak iizere, konjugasyon
sonrasinda streptomisin varliginda tireyen 3 olasi rekombinant sus ile S. coelicolor
M145 ile S. coelicolor M145 Appk suslarinin kromozomal DNAlar1 izole edilmistir
(Sekil 6.16). Izole edilen genomik DNA’larm kalip olarak kullamldizn PCR
reaksiyonlari, Streptomyces genomunda bulunan ve pRAIon*S" plazmidinin (9.840 bg)
entegre olmasi beklenen attB bolgesine 6zgli primerler ile gerceklestirilmistir.
Entegrasyonun ger¢eklesmesi halinde, PCR sonucunda ~10000 b¢ boyutunda bir bant
beklenmektedir. Boliim 5.2.14°de belirtildigi gibi 2 farkli primer baglanma sicakligi
(63°C ve 67°C) denenmistir. PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen iiriinlerin

biiytikliikleri molekiiler DNA belirteci ile karsilastirilarak dogrulanmistir (Sekil 6.17).
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10000b¢

3000bg — =

Sekil 6.16: Genomik DNA izolasyon sonuglart. M: 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci; 1: S. coelicolor M145 genomik DNA’s1; 2: S. coelicolor M145 Appk
genomik DNA’s1; 3: 1. olas1 rekombinant susa ait genomik DNA; 4: 2. olas1
rekombinant susa ait genomik DNA; 4: 3. olasi rekombinant susa ait genomik DNA.

«—— 10000 bg

«—— 3000 bg

63°C  67°C  63°C 67°C 63°C  67°C 63°C 67°C 63°C 67°C

Sekil 6.17: pRAlon™" plazmidinin genoma entagrasyonunun dogrulanmas1 amaciyla
gerceklestirilen PCR reaksiyonlari. M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1,2: S.
coelicolor M145 genomik DNA’sinin kalip olarak kullanildigi PCR sonuglari; 3,4: S.
coelicolor M145 Appk genomik DNA’sinin kalip olarak kullanildigi PCR sonuclari;
5-6: 1. olas1 rekombinant susa ait genomik DNA’larin kalip olarak kullanildigi PCR
sonuglari; 7-8: 2. olas1 rekombinant susa ait genomik DNA’larin kalip olarak
kullanildigi PCR sonuglari; 9-10: 2. olasi rekombinant susa ait genomik DNA’larin
kalip olarak kullanildigi PCR sonuglari.

65



6.3. S. coelicolor M145 Appk + pRAlon**" Susunun R2YE
Besiyerinde Uremesi

S. coelicolor M145 Appk susunun R2YE besiyerinde yiiksek miktarda
antibiyotik irettigi ve spor olusturabildigi bilinmektedir [137]. Bu mutant susun
genomuna ekstra bir kopya lon geni entegre edilerek olusturulan S. coelicolor M145
Appk + pRAIoN™" susu, antibiyotik iiretimi ve {ireme durumunun belirlenebilmesi
amaciyla R2YE besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Bu susun R2YE kat1 (Sekil 6.18 A) ve s1v1
besiyerinde (Sekil 6.18 B) cok yavas biiyldigi ve antibiyotik iretiminin
Olgiilemeyecek kadar az oldugu goézlemlenmistir. Ayn1 zamanda kati besiyerindeki

goriintiisii spor olusturma yetenegini de kaybettigini gostermektedir.

A. S. coelicolor M145 Appk S. coelicolor M145 Appk + pRAlon*st

Sekil 6. 18: S. coelicolor M145 Appk + pRAIon™" susunun R2YE kat1 (A) ve s1vi
besiyerinde (B) tireme durumu
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7T.TARTISMA

Bakterilerde besin kitlig1, 1s1 soku gibi ¢esitli stres durumlarinda sentezlenen
alarmonlar [(p)ppGp], polifosfat polimerinin hiicrede birikimini tetiklerler [4].
Esherichia coli’de polifosfatin, hiicre i¢in hayati énemi olan pek c¢ok fizyolojik
proseste gorev alan Lon proteaza baglanarak olusturdugu kompleks (PoliP-Lon
kompleksi) ise ribozomal proteinleri yikarak strese adaptasyonu saglayan enzimlerin
sentezinde kullanilacak yeni amino asitlerin olusumunu saglamaktadir [8].

Arkeadan insana kadar biitiin canlilarda bulunan ATP bagimli Lon proteaz,
protein kalite kontroliinden sorumlu temel enzimlerden biridir [32]. Bakterilerde
onemli stres yanit mekanizmalarindan biri olan sinirlandirilmis cevabin yani sira gen
anlattiminin kontroliinde gorev alan regiilatdr proteinleri yikarak hiicre bdliinmesi,
sporulasyon, motilite ve patojenite gibi hiicre igin hayati dnemi olan proseslerin
diizenlemesinde de etkin rol oynamaktadir [34], [45], [127]. Stres bakterilerde ikincil
metabolit liretimini tetikleyen onemli faktorlerden bir tanesidir [14], [106]. Lon
proteazin, bakterilerin hiicresel faklilagma siireglerinde rol almasi ve 6nemli bir stres
cevap regiilonunun bir pargasi olmasi onu ikincil metabolit liretimini etkileyebilecek
onemli bir aday yapmaktadir [36], [51].

Bu bilgiler 1s181nda bu tez ¢alismasi kapsaminda, iirettigi sekonder metabolitlerle
medikal ve biyoteknolojik agidan 6nemli bir mikroorganizma olan Streptomyces
coelicolor’da Lon proteaz, smirlandirilmig cevap, polifosfat metabolizmasi ve
antibiyotik iiretimi arasindaki iliski aydinlatilmaya calisilmistir.

Oncelikle, SYBR Green temelli gercek zamanli PCR analizi ile lon, actll-ORF4,
redK, sigB, ppk ve relA genlerinin anlatim diizeyleri kantitatif olarak belirlenmistir.
RT-qPCR calismalari, R2YE besiyerinde biiyiitiilen S. coelicolor A3(2) ve Sco-
pRAIlon suslarmna ait 60., 72., ve 96. saat 6rneklerinden izole edilen RNA’lardan
sentezlenen cDNA’lar ile gergeklestirilmistir. Referans gen olarak gyrA ve hrdB
genleri kullanilirken S. coelicolor A3(2) susuna ait cDNA’lar ise pozitif kalibrator
olarak tanimlanmustir.

Deneylerde kullanilan referans genler, yapilan literatiir taramalarinin
sonuglarina gore belirlenmistir. Pek c¢ok bakteri tiirii ile yapilan RT-gPCR
calismalarinda yaygin olarak kullanilan 16S rRNA geninin S. coelicolor A3(2) i¢in

uygun olmadigin1 gosteren calismalardan birinde bu genin transkripsiyonunun
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smirlandirilmis cevap gibi bazi biyolojik faktorlerden etkilendigi gosterilmistir [128],
[125].

Calismamizda da kullanilan referans genlerden biri olan hrdB geni S. coelicolor
A3 (2) ve diger Streptomyces tiirleri icin siklikla tercih edilmektedir. Ancak Hesketh
ve arkadaslari, bu susta ppGpp miktarmin artmas: sonucunda hrdB geninin
baskilandigin1 gézlemlemislerdir [12]. Bunun yani sira S. coelicolor M145 susunda
gerceklestirilen mutasyonlarin ve kiiltiir kosullarininin, hrdB’nin promotor giiciinii
onemli Ol¢iide etkiledigini gosteren bir ¢alismada, bldB mutantinda hrdB promotor
aktivitesinin yaklasik 5 kat arttig1 belirlenmistir [125], [129]. Bizim ¢alismamizda da
hrdB geninin normalizator olarak kullanildigi analizler sonucunda gyrA geninkinden
farkl1 gen anlatim seviyelerinin tespit edilmesi bu ¢aligmalar destekler niteliktedir. Bu
sebeple 16S rRNA ve hrdB geninin referans gen olarak kullanilmasi halinde elde edilen
verilerin dogru sonu¢ vermemesi ihtimali yiiziinden temel referans gen olarak gyrA
geninin kullanilmasina karar verilmistir. Calismada yer alan sonuglarda hedef genlerin
ekspresyon seviyeleri gyrA genine gore normalize edilerek hesaplanmuistir.

Rt-qPCR calismalarinda kullanilan ve laboratuvarimizda daha 6nceden yapilmis
bir ¢alismada olusturulan Sco-pRAIlon susu, S. coelicolor A3(2) genomuna integratif
pRAIlon plazmiti araciligiyla ekstra bir kopya lon geninin entegrasyonu sonucunda
elde edilen rekombinant bir sustur [15]. pRA gibi integratif vektorlerin S. coelicolor
A3(2) genomunda attB bolgesine girebildikleri ve bu bdlgeye girisin deneysel olarak
ispatlanan diger 3 pseudo-attB bdlgesine giristen 300 kat daha etkili oldugu
gosterilmistir [120].

Calisilan rekombinant susta 60., 72. ve 96. saatlerde yaban susa kiyasla lon
geninin ekspresyonunda sirasiyla 16, 24 ve 12 katlik artiglar goriilmiistiir. Yaban tipe
oranla rekombinant susta lon geninin ekspresyonunun bu denli artis1 “Genomda bir
genin iki kopyasinin bulunmasi halinde o genin transkript miktarinin da iki katina
cikmalidir” yargisinin bizim g¢alismamiz i¢in gecerli olmadigini gdstermektedir.
Literatiirde bir genin kromozoma ekstra bir kopya halinde entegre edildiginde
transkripsiyonunun neden iki kattan daha fazla arttabilicegini gosteren farkl
calismalar mevcuttur. Ornegin, Schmid ve Roth Salmonella typhimurium'un L-
histidin biyosentezinden sorumlu his operonunun (hisGDCB) ilk doért genini
promotoru ile birlikte farkli 16 kromozomal bdlgeye aktarmislardir [130]. Bu

yonlendirilmis translokasyon sonucunda farkli kosullar altinda farkli bolgelerde hisD
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geninin ekspresyon seviyesinin degistigini gozlemlemislerdir. Ayrica, Streptomyces
albus J1074 susunda antibiyotik biyosentetik genlerinin ekspresyon seviyelerinin,
genomda bulunduklari konuma goére 6nemli oranlarda arttig1 belirlenmistir [131]. Gen
ekspresyonu iizerindeki pozisyon etkisi Okaryotik organizmalarda da goriilmektedir
[132].

Lon proteazin antibiyotik iiretimi lizerindeki etkisini incelemek i¢in olusturulan
Sco-pRAlon susun hem aktinorhodin hem de undesilprediogisin antibiyotiklerini
yiiksek konsantrasyonlarda tirettigi bilinmektedir [15]. Bu tez ¢aligsmasi kapsaminda
ise ekstra bir kopya lon geninin antibiyotik {iretimi tizerindeki etkileri transkripsiyonel
diizeyde incelenmistir. Bu amagcla, aktinorhodin {iretiminin regiilasyonundan sorumlu
aktivator proteini kodlayan actll-ORF4 geni ve undesilprodigiosin biyosentetik gen
kiimesinde bulunan redK geninin transkripsiyonel analizleri yapilmistir. 60., 72. ve
96. saatlerde, Sco-pRAlon susunda yaban susa kiyasla actll-ORF4 geninin
ekspresyonun sirasiyla 25, 120 ve 34 kat arttigi gozlemlenirken redK geninin
ekspresyonunun ise sirastyla 22, 6 ve 4 kat arttig1 belirlenmistir.

S. coelicolor susunda gesitli genlerin ve strese neden olan farkli g¢evresel
sinyallerin sekonder metabolizmay1 etkiledigi bilinmektedir. Literatiirde, 5nemli bir
stres cevap regiilonunun (HSPR/HAIR) parcast olmasi nedeniyle ikincil metabolit
iretimini etkileyebilecek dnemli bir aday olan Lon’un antibiyotik iiretimi tizerindeki
etkisinin incelendigi yalnizca tek ¢alisma mevcuttur [51] Pseudomonas fluorescens
Pf-5 lon mutant1 ile gergeklestirilen bu ¢alismada, pyoluteorin biyosentez geninin
(pItB) ekspresyon seviyesinin arttig1 gosterilmistir. Lon proteazin antibiyotik tiretimi
tizerindeki bu negatif etkiyi, plt biyosentez gen kiimesine ait transkripsiyonel
aktivatorii degrede ederek sagladigi ongoriilmiistiir Ayrica Lon, bu bakteride daha
onceden karakterize edilen antibiyotik liretimi ve stresle iligkili global regiilatrden
biri olarak tanimlanmistir [113]. Bu ¢aligmada, genel stres cevabinin olusmasindan
sorumlu sigma faktorii kodlayan sigB geninin ekspresyonu rekombinant susta yaban
susa kiyasla 60., 72. ve 96. saatlerde sirasiyla 2.5, 2.2 ve 1.5 kat arttigi
gozlemlenmistir. Bu durum, stresle antibiyotik {retiminin arttig1 bilinen S.
coelicolor’da, ekstra bir kopya lon genin varliginin rekombinant susta stres yarattigini
gostermektedir.

S. coelicolor’da dallanmis zincirli amino asit katabolizmasi ile iiretilen asetatin

aktinorhodin gibi tip II poliketid sinifina ait antibiyotiklerin iiretiminde kullanilan
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onemli bir prekiirsér oldugu bilinmektedir [133]. Traxler ve arkadaslar1 aghigin,
dallanmis zincirli amino asit (16sin, 1z616sin, valin) biyosentez yolaklar1 ile ilgili
genlerin yani sira bu aminoasitlerin biyosentezi i¢in gerekli olan onciillerin tiretildigi
yolaklardaki genlerin de uyarimini tetikledigini gostermislerdir [134]. Bu durum, stres
altinda olan rekombinant susun daha fazla dallanmis aminoasit liretmesi sonucunda
yiiksek miktarda aktinorhodin sentezlemesiyle iliskilendirilebilir.

Bakterilerde, 6nemli stres yanit mekanizmalarindan biri olan simirlandirilmis
cevap slirecinde kritik bir dneme sahip olan Lon proteaz, alarmon sentezi ile birikimi
tetiklenen poliP ile bir kompleks olusturarak spesifik bazi proteinlerin yikiminm
gerceklestirmektedir. Yikim sonucunda elde aminoasitler yeni g¢evresel kosullara
adaptasyonun saglanmasi igin gerekli olan proteinlerin sentezinde kullanilmaktadir
[8], [52]. Stres altindaki hiicrelerde Lon proteazin degradasyon yoluyla antibiyotik
biyosentezinde kullanilan onciillerin iiretimini tetikleme ihtimali, rekombinant susun
sahip oldugu fazladan bir kopya lon geninin varliginin antibiyotik tretimini ciddi
oranda arttirmasiyla iligkili olabilir. Bunun yan1 sira Paul ve arkadaslari, gesitli stres
kosullarinda sentezlenen alarmonlarin [(p)ppGpp], DksA proteini ile birlikte sekonder
metabolitlerin Onciillerinin {iretiminde kullanilan g¢esitli aminoasit biyosentetik
genlerinin promotorlarin1 dogrudan uyardiklarini géstermislerdir [68].

Literatiirde, smirlandirilmis cevap alarmonlarinin S. coelicolor’da ikincil
metabolit iiretimini tetikledigini gosteren cesitli calismalar bulunmaktadir. Bu
caligmalardan birinde ppGpp sentezinin uyarimiyla act gen kiimesine ait 5 tane genin
transkripsiyonunun uyarildigi goriilmistiir [12]. Aym1 zamanda bakterilerde gen
ekspresyonunun global regiilatorii olarak tanimlanan bu anahtar molekiiliin,
Streptomyces genomunda bulunan aktinorhodin (act) ve undesilprodigiosin (red)
antibiyotik biyosentez genlerinin yolak spesifik aktivatorleri olan Actll-ORF4 ve
RedD proteinlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunu uyardigi da bilinmektedir
[12], [13], [14]. Bizim calismamizda da ScopRAlon susunda relA geninin ekspresyon
seviyesinde 60. saatte 2.3 katlik bir artis gozlemlenmistir. Elde edilen bu veri, ekstra
bir lon geninin varligi ile stres altinda olan hiicrede, alarmon sentezinin tetiklenmesiyle
antibiyotik liretiminin artmis olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda ekspresyon seviyesine bakilan bir diger gen polifosfat
sentezinden sorumlu ppk genidir. Rekombinant susta bu genin ekspresyonunun yaban

susa kiyasla 60., 72. ve 96. saatlerde sirasiyla 5.3, 3.6 ve 5.1 kat arttig1 belirlenmistir.
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Literatiirde, bakterilerde pek ¢ok hiicresel proseste gorevleri oldugu bilinen poliP’in
antibiyotik Uretimi ile iliskisinin incelendigi sinirli sayida calisma bulunmaktadir.
Daha Once laboratuvarimizda yapilan bir calismada, Ppk enzimi liretemeyen S.
coelicolor A3(2) mutant1 olusturularak, ppk’nin genomdan silinmesinin aktinorhodin
antibiyotiginin yiiksek diizeyde iiretilmesine sebep oldugu gosterilmistir [11]. Bunun
yan1 Bacillus thuringiensis ile yapilan diger bir ¢alismada, ppk’nin asir1 ifadesinin
endotoksin iiretimini 8 kat arttirdigi bulunmustur [9]. ppk geninden yoksun olan B.
thuringiensis mutant susunda ise endotoksin iiretiminde 2 kat artis saglanmustir.
Mutant suslarin proteomlari incelendiginde, poliP metabolizmasindaki herhangi bir
degisikligin hiicrede genel stres durumu yarattigi belirlenmistir [10]. Tiim bunlar
polifosfat metabolizmasindaki herhangi bir degisikligin strese yol agarak ikincil
metabolizmay1 etkiledigini gostermektedir. Stres altinda oldugunu bildigimiz
rekombinant susta ppk geninin ekspresyon seviyesindeki artiglar antibiyotik tiretiminin
tetiklenmesine katki saglamis olabilir.

Transkripsiyonel analizlere ek olarak, bu calismada, polifosfat iiretemeyen
yiiksek antibiyotik ireticisi S. coelicolor M145 Appk susunun genomuna pRAlon
plazmiti araciligiyla ekstra bir kopya lon geni entegre edilerek mutant bir sus (Appk +
pRAlon™") olusturulmustur. Ancak hem Appk susunun mutasyon kaseti hem de
pRAlon plazmiti apramisin direng geni tagidigindan, oncelikle bu plazmit iizerindeki
apramisin diren¢ geni yerine streptomisin diren¢ geni klonlanmis ve olusturulan bu
plazmit M145 Appk susuna aktarilmigtir. Genomuna ektra bir kopya lon geni entegre
edilmis olas1 rekombinant suslar, dncelikle streptomisin direncliligine gore se¢ilmis,
ardindan PCR ile dogrulanmistir.

S. coelicolor M145 Appk mutant susun yaban susa gore yaklasik 5 kat daha fazla
antibiyotik irettigi ve Sco-pRAlon susunun da yiiksek antibiyotik iireticisi oldugu
bilindiginden, bu calisma kapsaminda olusturulan Appk + pRAlon*S" susunun
beklenenin aksine 6l¢lilemeyecek kadar az antibiyotik {iretmesi ve normalden ¢ok daha
yavas biiylimesi sasirtict bir sonu¢ olmustur.

Cesitli bakterilerle yapilan caligmalarda poliP miktarinin, duragan faz sigma
faktoriinii kodlayan rpoS geninin ekspresyonunu etkiledigi goriilmiistiir. E. coli’'de
yapilan bir ¢alismada diigiik polifosfat seviyesinin rpoS geninin ekspresyonunun
azalmasina neden oldugu bildirilmistir [82]. Aym1 zamanda Pseudomonas putida

KT2440 Appk mutantinda rpoS promotor aktivitesinin azaldigir gériilmiistiir [135].
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Grubumuzda daha 6nce yapilan ¢alismalarda ise polifosfat konsantrasyonunun artmasi
ya da azalmasinin stresi tetikledigi gosterilmistir [9], [10]. Tiim bunlar polifosfat
varliginin hiicrenin stresle basa ¢ikabilmesine yardimci oldugunu gostermektedir.

Appk + pRAIon*S" mutantinda antibiyotik iiretiminin ger¢eklesmemesi ve
biliylimenin yavaslamasi, PoliP metabolizmasindaki degisimlerin yarattig1 strese ek
olarak, ekstra bir kopya lon geninin varliginin hiicreyi asir1 yiiksek stres diizeyine
cikararak yasamsal faaliyetlere sekte vurmasiyla iliskilendirilebilir. Bunun yan1 sira
elde edilen bu veriler, hiicrenin stresle basa ¢ikmasi igin poliP-Lon kompleksine
ihtiyag duydugunu da gostermektedir. E. coli hiicrelerinde, bu kompleksin, strese karsi
cevap olusturmak icin ihtiya¢c duyulan enzimlerin sentezinde kullanilmak {izere var
olan proteinleri yikarak aminoasit olusturdugu bilinmektedir [8], [25].

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan tiim ¢aligmalar, E. coli’de ongiiriilen Lon
proteaz-poliP etkilesiminin S. coelicolor’da da var oldugunun 6n verilerini sunmasi ve
Lon proteaz, (p)ppGpp ve poliP arasindaki calisma agi icerisinde gerceklesen
etkilesimlerin ikincil metabolizmaya olan etkilerinin aydinlatilmasina katki saglamasi

acisindan olduk¢a onemlidir.

72



8. SONUC VE ONERILER

Antibiyotik tiretiminin regiilasyonunun incelendigi ¢caligmalarda siklikla model
organizma olarak tercih edilen Streptomyces coelicolor susunda ¢esitli genlerin ve
strese neden olan farkli ¢evresel sinyallerin sekonder metabolit gen kiimelerinin
ckspresyonlarin1 etkiledigi bilinmektedir [14], [95]. Bu c¢alisma kapsaminda
rekombinant susta aktinorhodin (act) gen kiimesinin yolak spesifik aktivatorii olan
actll-ORF4 ile undesilprodigiosin (red) gen kiimesine ait biyosentez genlerinden biri
olan redK genlerinin ekspresyon seviyeleri incelenmis ve yaban susa gore onemli
artiglar elde edilmistir. act ve red gen kiimelerinde bulanan diger genlerin de
transkripsiyonel diizeyde calisilmasi, bu ¢alismanin bulgularinin desteklenmesi i¢in
onemli olacaktir. Ayrica, farkl: stres kosullarinda bu gen kiimelerinin diizenlenemesini
saglayan cesitli global regiilatorlere ait genlerin anlatimlarinin incelenmesi de oldukga
Onem tasimaktadir.

Bu calisma kapsaminda elde edilen 6nemli verilerden biri yiiksek antibiyotik
tireticisi oldugu bilinen Sco-pRAlon susunda lon geninin anlatiminin da ciddi oranda
indiiklemesidir. Lon proteaz onemli bir stres regiilonunun (HspR/HAIR) pargasi
olmast nedeniyle antibiyotik {iretimini etkileyen Onemli bir adaydir [51].
Streptomyces’lerde Lon geninin transkripsiyonu HspR tarafindan baskilanirken CigR
aktivatori tarafindan indiiklenmektedir olacaktir [21], [51]. Bu sebeple lon ile beraber
bu proteinleri kodlayan genlerinde transkripsiyonel analizlerinin yapilmasi faydal
olacaktir.

Calisma kapsaminda smirlandirilmis cevap mekanizmasinda alarmonlarin
birikiminden sorumlu relA ile polifosfat metabolizmasindan sorumlu ppk genlerinin
ekspresyon seviyelerinde anlamli artiglar gézlenmistir. Cesitli stres durumlarinda,
RelA proteininin yani sira SpoT proteini de alarmonlarin sentezinden sorumludur [4].
Ppk enzimi tarafindan sentezlenen polifosfat polimerinin yikimi ise Ppx enzimi
tarafindan gergeklesmektedir [6], [7]. Hiicrenin stresle basa ¢ikmasina katki saglayan
polifosfatin sekonder metabolizmay1 etkiledigi bilinmektedir [10], [82]. Burada bahsi
gecen tiim proteinler, sinirlandirilmis cevabin olusturulmasini saglayan ve E. coli’de
onerilen Lon, alarmon ve polifosfat arasindaki ¢alisma aginda yer almaktadir. Bu

sebeple ppk ve relA genine ek olarak ppx ve spoT genlerinin anlatim seviyelerinin de
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rekombinant susta incelenmesi, bu kompleks agin S. coelicolor’daki varliginin ve
antibiyotik tiretimine etkisinin belirlenmesine 151k tutacaktir.

Bu calismayla ekstra bir kopya lon geninin S. coelicolor susunda strese neden
oldugu sigB geninin ekspresyon seviyesindeki artisla kanitlanmistir. Bu ¢alismada yer
alan tiim genlerin transkripsiyonel analizleri R2YE besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerden
elde edilen ¢cDNA’lar kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayni ¢alismanin minimal
besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerle yapilmasiyla elde edilecek sonuglar olduk¢a merak
uyandirici olacaktir. Ciinkii zaten streste olan hiicrede besin yetersizliginin de etkisiyle
gerceklesecek degisimlerin 6nemli olacag diisiiniilmektedir.

Rekombinant susun total transkriptom verisinin elde edilmesi, yiiksek
antibiyotik iretiminin sebeplerini aydinlatacak en kisa ve etkili yol olarak
goriilmektedir. Ancak, Bucca ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada
belirli stres kosullarinda S. coelicolor susunda genom ¢apinda yaptiklar1 analizlerden
elde ettikleri transkriptom ve translatom verilerinin her zaman birbiriyle tutarli
olmadigin1 gosterdiklerinden, rekombinant susun total proteomunun da caligilmasi
yararli olacaktir [136].

Transkripsiyonel analizlere ek olarak gerceklestirilen bir diger calisma
kapsaminda, kendisi yliksek antibiyotik iireticisi olan M145 Appk mutant susun
genomuna 1 ekstra lon geni entegre edilerek olusturulan mutant susun antibiyotik
iretemedigi ve normalden ¢ok yavas bliylidiigli gézlemlenmistir. Bu durum, polifosfat
tiretemeyen bu susta, sinirlandirilmis cevap igin gerekli PoliP-Lon kompklesinin
olusamadig1 i¢in hiicrenin asir1 strese girmesiyle iliskilendirilmistir. Bu baglamda, Lon
ve polifosfatin birbirlerine baglanip baglanmadiginin arastirilmasi, E. coli’de
ongiirilen Lon proteaz-poliP  etkilesiminin S. coelicolor’daki  varliginin

belirlenebilmesini saglayacaktir.
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