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Streptomyces clavuligerus (S. clavuligerus) tunikamisin, sefamisin C (CephC)
ve klavulanik asit (CA) gibi ¢ok sayida onemli sekonder metabolitin treticisidir.
Calismamiz kapsaminda literatiirde ilk defa, S. clavuligerus'ta AdpA pleiotropik
regiilatoriiniin, antibiyotik biyosentezi ve iretimi {iizerindeki etkisi RNA-seq
analiziyle arastirilmistir. Scel meganiikleaz yontemiyle adpA geni silinen mutant sus
(S. clavuligerus AadpA), yabanil sus (S. clavuligerus NRRL 3585), ¢ok kopyali adpA
genine sahip rekombinant sus (S. clavuligerus pSPGadpA) ve bu susun vektor
kontrolii (S. clavuligerus pSPG)’ne ait TYD Kkiiltiirleriyle (Tsg) yapilan RNA-seq
analizinde gen ifadelerindeki farkliliklarin global diizenleme mekanizmalari,
metabolizma yolaklari, sekonder metabolit ve antibiyotik biyosentez yolaklari,
membran taginim ve sinyal iletim kategorilerinde yogunlastigi belirlenmistir.
Tunikamisin biyosentetik gen kiimesinde tunABCDEH ve tunF, tunG ve tunL
genlerinin ifadeleri mutantta yabanil susa kiyasla daha yiiksekken S. clavuligerus
pSPGadpA’da genel olarak gen ifadeleri kontrollere kiyasla azalmistir. Bu veriler
gRT-PCR ile dogrulanmstir. Biyoassay ve LC-MS/MS analizleriyle S. clavuligerus
AadpA’da yabanil susa kiyasla daha yiliksek tunikamisin iiretimi gergeklestigi S.
clavuligerus pSPGAdpA’da ise tunikamisin titresinin azaldigi belirlenmistir. CA
biyosentetik gen kiimesinde, S. clavuligerus AadpA’da kontrole kiyasla argR, oat2,
oppAl, orfl4, orfl6, gcasS, pbp2, orf20 ve orf21’nin ifadeleri azalirken ceaS2, pah2
ve pbpA’nin ifadeleri artmistir. Ayrica, S. clavuligerus AadpA’da CA iretimi
kontrole kiyasla daha azdir. CephC gen kiimesinde ise mutantta yabanil susa kiyasla
pbpA, cmcT, pcd, cefE, cefD, cefF, cmcl, cmcJ, ccaR ve cmcH genlerinin ifadeleri
artarken orfl10, lat, pcbAB, pcbC ve pbpR’nin ifadeleri azalmistir. Spesifik CephC
tiretimi S. clavuligerus AadpA’da 6zellikle Tos olmak lizere tiim saatlerde en yiiksek
CephC titresindedir. rAdpA’nin tunA geninin yukar1 akis dizisine baglandigt EMSA
ile tespit edilmistir. Ayrica, RT-PCR ¢aligmalariyla S. clavuligerus’da tunikamisin
gen kiimesinin c¢ogunlukla polisistronik transkriptler halinde transkribe olduklari
gosterilmistir.

Calismamiz S. clavuligerus’ta AdpA’nin antibiyotik biyosentezi ve global
regiilasyondaki roliinii detayli bir sekilde sunmaktadir. Ayrica, tunikamisin gen
kiimesinin transkripsiyonel organizasyonu ve de AdpA’nin bu gen kiimesine
dogrudan baglanarak tunikamisin biyosentezi lizerindeki negatif regiilasyon rolii ilk
kez ortaya koyulmustur.

Anahtar Sozciikler: Streptomyces clavuligerus, AdpA, Tunikamisin, RNA-seq, LC-
MS/MS, Biyoassay, EMSA, RT-PCR



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECT OF ADPA PLEIOTROPIC REGULATOR
ON ANTIBIOTIC BIOSYNTHESIS IN STREPTOMYCES CLAVULIGERUS

Cigdem OTUR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Agricultural Biotechnology
Master, July/2024
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aslihan KURT KIZILDOGAN

Streptomyces clavuligerus (S. clavuligerus) is producer of numerous important
secondary metabolites including tunicamycin, cephamycin C (CephC), and
clavulanic acid (CA). In this study, using RNA-seq analysis, the effect of AdpA
pleiotropic regulator on antibiotic biosynthesis and production in S. clavuligerus was
investigated for the first time. RNA-seq analysis of TYD cultures (Tss) of adpA
gene-deleted mutant (S. clavuligerus AadpA), wild-type (S. clavuligerus NRRL
3585), recombinant strain containing multiple copies of adpA gene (S. clavuligerus
pSPGadpA), and vector control (S. clavuligerus pSPG) revealed that differences in
gene expressions clustered on global regulatory mechanisms, metabolic pathways,
secondary metabolite and antibiotic biosynthesis pathways, membrane transport, and
signal transduction categories. In tunicamycin biosynthetic gene cluster, expressions
of tunABCDEH, and tunF, tunG, and tunL genes were higher in the mutant compared
to the wild-type, whereas overall gene expressions in S. clavuligerus pSPGadpA
were lower compared to controls. These data were also confirmed by gRT-PCR.
Additionally, higher tunicamycin production in S. clavuligerus AadpA compared to
the wild-type, while tunicamycin titer decreased in S. clavuligerus pSPGAdpA as
shown by bioassay and LC-MS/MS analyses. In CA biosynthetic gene cluster, argR,
oat2, oppAl, orfld, orfl6, gcaS, pbp2, orf20, and orf21 expressions were reduced,
but expressions of ceaS2, pah2, and pbpA were increased in the mutant compared to
the control. Correspondingly, CA production in S. clavuligerus AadpA was lower
than in the control. In CephC gene cluster, pbpA, cmcT, pcd, cefE, cefD, cefF, cmcl,
cmcJ, ccaR, and cmcH expressions increased, while expressions of orfl10, lat, pcbAB,
pcbC, and pbpR decreased in the mutant compared to wild-type. Specific CephC
production was highest in S. clavuligerus AadpA particularly at Tos. EMSA revealed
that rAdpA binds to the upstream sequence of tunA gene. Additionally, RT-PCR
studies showed that tunicamycin gene cluster in S. clavuligerus are mostly
transcribed as polycistronic transcripts.

Our study presents the role of AdpA in antibiotic biosynthesis and global
regulation in S. clavuligerus in detail. Additionally, the transcriptional organization
of the tunicamycin gene cluster and the role of AdpA in directly binding to this gene
cluster to negatively regulate tunicamycin biosynthesis have been demonstrated for
the first time.

Keywords: Streptomyces clavuligerus, AdpA, Tunicamycin, RNA-seq, LC-MS/MS,
Bioassay, EMSA, RT-PCR
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1. GIRIS

Sekonder metabolitler; benzersiz kimyasal yapilar1 ve 6nemli biyolojik etkileri
sebebiyle yeni terapoOtik ajanlarin gelistirilmesinde Onemli bir yere sahip olan,
Ozellikle de mikroorganizmalar tarafindan fazlaca iiretilen dogal biyoaktif
bilesiklerdir (Newman ve Cragg, 2016). Mikroorganizmalar logaritmik {ireme
evrelerinde, gelisme ve ¢ogalmalart ile dogrudan iliskili niikleotidler, vitaminler ve
bazi amino asitler gibi primer metabolitlerin yam1 sira iiremelerinin durgunluk
fazinda antibiyotikler, antitiimoral, antiviral ilaglar, biyolojik miicadele ajanlari, bitki
biiylime diizenleyicileri, pigmentler, toksinler, enzim inhibitorleri,
immiinomodiilatorler, hormonal aktiviteye sahip bilesikler veya cevresel rekabet
efektorleri gibi sekonder metabolitlerin iiretimini gergeklestirmektedir (Fouillaud ve
Dufossé, 2022; Bech, 2022). Tiim mikrobiyal biyoaktif metabolitlerin yaklasik %45'
aktinobakteriler tarafindan ve bu grup igerisinde iiretimin %80'" Streptomyces
cinsinin iyeleri tarafindan yapilmaktadir (Baskaran vd., 2022). Streptomyces sp.;
spor olusturan, filamentli ve gram pozitif bakterilerdir ve genis bir yelpazede
biyoaktif bilesikler sentezlemektedirler (Khadayat vd., 2020). Bu biyoaktif bilesikler
arasinda gentamisin, neomisin, streptomisin, vankomisin vb. énemli antibiyotikler
mevcuttur (Khan vd., 2023). Streptomyces sp. igerisinde Streptomyces clavuligerus
(S. clavuligerus) genomunda antitiimér ajan1 holomisin, ¢esitli klavamlar, -laktamaz
inhibitorii klavulanik asit (CA), B-laktam antibiyotigi sefamisin C (CephC) ve bir
niikleozid grubu antibiyotik olan tunikamisin dahil olmak tizere 58 farkli sekonder
metabolite ait biyosentetik gen kiimelerine sahip énemli bir tiirdiir (Ozcengiz ve

Demain, 2013; Hwang vd., 2019).

Tunikamisinler; prokaryotlarda, antibiyotik direnci kazanmis patojen bakteriler
tizerinde etki gosteren ve B-laktam grubu antibiyotiklere alternatif bir ajan olarak
dikkat ¢cekmektedir. Tunikamisin, patojen bakterilerin hiicre duvar sentezinin ilk
asamasinda rol alan fosfo-N-asetilmuramil-pentapeptid transferaz (MraY) proteinini
hedef alir ve bu sekilde peptidoglikan 6nciilii olan lipit I olusumunu katalizleyen
enzimi inhibe ederek etkisini gosterir (Brandish vd., 1996). Okaryotlarda ise
endoplazmik retikulumda (ER), N-glikopeptitlerin N-asetilglukozaminasyonundan
sorumlu  olan  UDP-N-asetilglukozamin-dolikil ~ fosfat  N-asetilglukozamin-
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fosfotransferaz (GPT) enzimini inhibe etmektedir. Okaryotik hiicreler iizerindeki bu
etkisi sebebiyle kanser hiicrelerinin bilylimesini ve tiimorlerin ilerlemesi inhibe eder.
Ayrica, meme, mide ve pankreas kanseri dahil olmak iizere ¢esitli kanser tilirlerinde
anormal glikozilasyonun bir inhibitérii oldugu goriilmiistiir (Banerjee vd., 2022).
Onemli biyolojik aktivitelere sahip bu ajanin olduk¢a karmasik kimyasal yapisi; 11-
karbonlu undekodialdoz iskeleti, lipid zinciri ve 1,1-B,a-trehaloz tipi glikozidik bagla
bagli bir GIcNAc pargasindan olugsmaktadir (Yamamoto ve Ichikawa, 2019).
Tunikamisin bilesimleri farklilik gosteren dort homolog antibiyotigin, yani A-D
homologlarinin bir karisimidir. Her homolog temel olarak bir urasil, bir N-asetil
glikozamin veya tunikamin (11-karbonlu aminodialdoz) ve amino grubuna bagli bir
yag asidi zinciri igerir (Gabani vd., 2019). S. clavuligerus’da tunikamisin sentezi i¢in
mevcut olan gen kiimesi, SCLAV_4274 (tunN)ten SCLAV_4287 (tunA)'ye kadar
uzanmaktadir. Hwang vd. (2019), tunikamisin gen kiimesinin SCLAV_4290, 4289,
4288 ve 4273 genlerini de igerdigini 6ne siiren in silico analizler
gerceklestirmislerdir. Ancak, bu varsayimin dogrulanmasi i¢in arastirmalar devam
etmektedir. Diger taraftan tunikamisin gen kiimesinin diizenleyici bir gen icermedigi
bildirilmistir (Chen vd., 2010; Wyszynski vd., 2010; Karki vd., 2011). Bu durum S.
clavuligerus’ta tunikamisin biyosentezinin global bir diizenleyicinin etkisi altinda

oldugunu diisiindiirmektedir.

Streptomyces’te  sekonder metabolizma ve morfolojik farklilagmanin
diizenlenmesi ¢esitli fizyolojik ve ¢evresel durum degisikliklerine yanit veren yolak
0zgii, pleiotropik ve global diizenleyicileri i¢eren bir ag tarafindan yonetilir (Yu vd.,
2018). Bu diizenleyiciler iginde yer alan pleiotropik regiilatdrlerden biri de AdpA
olup sekonder metabolizma icin en onemli transkripsiyon faktorlerinden biridir
(Ohnishi vd., 2005; Yu vd., 2018). Streptomyces'te en ¢ok ¢alisilan AraC ailesi
pleiotropik transkripsiyonel diizenleyici olan AdpA'nin, ¢ogu Streptomyces tiirtinde
sekonder metabolizmanin ve morfolojik farklilasmanin diizenlenmesinde merkezi bir
rol oynadig1 rapor edilmistir. ilk kez Streptomyces griseus'ta streptomisin iiretimini
etkiledigi gosterilmistir (Ohnishi vd., 1999; Bu vd., 2019). S. clavuligerus’ta yapilan
caligmalarda AdpA’nin CA-CephC siiperkiimesi, CA gen kiimesinin erken
safhalarinda rol oynayan enzimleri kodlayan genleri (ceaS2/bls2 ve cas2) ve yolak

Ozgl regiilatdor olan ccaR genlerinin ekspresyonunu etkiledigi tespit edilmistir



(Lopez-Garcia vd., 2010). Genel bir aktivator olarak bilinmesine ragmen, Bu vd.
(2019) AdpA'nin Streptomyces xiamenensis'te morfogenez ve sekonder metabolit
biyosentezinde baskilayici bir rol oynadigimmi bildirmistir. AdpA’nin etki
mekanizmasi bir¢ok sekonder metabolit i¢in arastirilmis olmasina ragmen S.
clavuligerus’ta tunikamisin gen kiimesi lizerindeki etkisi aydinlatilmamistir. Bu
nedenle, ¢alismamiz kapsaminda S. clavuligerus'ta tunikamisin biyosentezinde
AdpA'nin potansiyel diizenleyici mekanizmasini ortaya ¢ikarmak igin ilk kez RNA
dizilimi (RNA-seq) analizi gergeklestirilmis, AdpA’nin tunikamisin biyosentezi
tizerindeki diizenleyici etkisinin baskilayict yonde oldugu ortaya koyulmustur.
Ayrica, AdpA'nin, S. clavuligerus'taki tunA promotor bolgesine baglandigi EMSA ile

gosterilmistir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Streptomyces sp.

Aktinobakteri grubunun bir iiyesi olan Streptomyces cinsi; spor olusturan,
filamentli, aerobik, hareketsiz ve gram pozitif bakterilerlerden olusmaktadir
(Kampfer, 2006; Alam vd., 2022). Streptomyces cinsi ilk kez 1943'te yaygin bir
antibiyotik kaynagi olarak kesfedilmis ve giliniimiize kadar 1218 tiiri ve 73 alttiirii

tamimlanmustir (Donald vd., 2022; https://Ipsn.dsmz.de/search?word=streptomyces

(25.05.2024); Parte vd., 2020). Karasal ve sucul ekosistemlerde dagilim gosteren
Streptomyces sp. toprakta yaygin olarak bulunur ve toprak saprofitleri olarak da
taninmaktadir (Anderson ve Wellington, 2001; de Lima Procopio vd., 2012).
Streptomyces sp. filamentli funguslarla benzerlik gostermektedir ve bu durumun
sebebinin ayn1 gevresel alanlara karsi gelistirdikleri adaptasyonlarin sonucu oldugu
diisiiniilmektedir (de Lima Procopio vd., 2012; Barbuto Ferraiuolo vd., 2021).
Ozellikle Streptomyces sp.’ye ait yasam dongiisii incelendiginde, sahip olduklar:
hiflerin u¢ uzamasi ve dallanmasi yoluyla biiyiimenin sonucunda misel olusumunun
meydana gelmesi funguslar ile morfolojik benzerligini o6ne ¢ikarmaktadir.
Streptomyces yasam dongiisii (i) serbest sporun ¢imlenmesi, (ii) vejetatif miselin
tiremesi, (iil), hava misellerinin gelisimi ve son olarak (iv) spor morfogenezi olmak

izere 4 adimdan olusmaktadir (Barka vd., 2015) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Streptomyces sp.’nin yasam dongiisiine sematik genel bakis (Barka vd., 2015)
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Farmasotik olarak dogal antibiyotikler, biyoaktif bilesikler ve endiistriyel
olarak yararlt enzimler gibi Onemli sekonder metabolitlerin verimli iireticileri
olmalar1 nedeniyle bu cinsin {iyeleri bir¢ok arastirmaya konu olmaktadir (Cuebas-
Irizarry ve Grunden, 2024). Suslarin genom 6zellikleri incelendiginde, genellikle 8
Mbg¢'nin iizerinde ve yaklagik %67-78 oraninda yiiksek bir G+C igeriginde dogrusal
kromozomlara sahip olduklari tespit edilmistir (Law vd., 2019). Streptomyces'in ilk
tiim genom dizisi Streptomyces coelicolor A3 (S. coelicolor)’a ait olup 8.667,507 bg
boyutundadir ve ilgili genomun sekonder metabolitlerin biyosenteziyle ilgili 20'den
fazla gen kiimesi igerdigi bildirilmistir (Bentley vd., 2002). Daha sonra, endiistriyel
bir sus olan Streptomyces avermitilis (S. avermitilis)’in tiim genom dizisinin
9.025,608 bg'den olustugu ve genomunda cesitli sekonder metabolitlerle iligkili
30'dan fazla biyosentetik gen kiimesinin varligi rapor edilmistir (Ikeda vd., 2003).
Streptomyces sp.’de biiylik genomlarinin haricinde ayrica sahip olduklari dogrusal
plazmidler de sekonder metabolit biyosentezinden sorumlu gen kiimeleri
icermektedir (Kieser vd., 2000). Streptomyces cinsinin iiyeleri, giiniimiizde insan ve
veteriner ilaglarinda kullanilan ticari olarak degerli antibiyotiklerin %75'inden

fazlasinin tireticisi konumundadir (Law vd., 2019; Khan vd., 2023) (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Streptomyces sp. tarafindan iiretilen bazi antibiyotikler (Law vd., 2019; Khan vd., 2023)

Kimyasal Smifi ~ Antibiyotik Kimyasal yapisi Uretici Etki Etki gosterdigi patojenler ~ Kaynak
Streptomyces susu  mekanizmasi
Aminoglikozit Bekanamisin W Streptomyces Escherichia coli Yanai ve
__d ) kanamyceticus Protein sentezinin ~ Bacillus subtilis Murakami
engellenmesine ve  Staphylococcus aureus (2004)
" :[:f]‘ translasyon
’ > ’ hatalarinin
H °\El) . artmasina neden
N olur.
Aminoglikozit Neomisin A Streptomyces 30S ve bazi Pseudomonas aeruginosa Ma vd. (2010)
L A, fradiae durumlarda 50S
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‘\H,/ij " baglar ve yanls (2012)
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Aminoglikozit Streptomisin } Streptomyces Pseudomonas aeruginosa Dharmaraj
e e griseus Bakteriyel protein  Mycobacterium tuberculosis  (2010)
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Tablo 2.1. Streptomyces sp. tarafindan iiretilen bazi antibiyotikler (devam) (Law vd., 2019; Khan vd., 2023)

Kimyasal Sinift

Antibiyotik

Kimyasal yapisi

Uretici
Streptomyces susu

Etki mekanizmasi

Etki gosterdigi patojenler

Kaynak

Makrolid

Kloramfenikol

Streptomyces
venezuelae

Peptidil transferaz
adiminda 50S
rRNA alt
birimindeki
translasyonu
bozarak protein
biyosentezini
inhibe eder.

Streptococci,
Enterococci,
Staphylococci
Haemophilus influenzae,
Neisseria species

Som vd. (2017)

Lipopeptid

Daptomisin

Streptomyces
roseosporus

Sitoplazmaya
niifuz etmeden
plazma membran
fonksiyonunu
bozarak
bakterisidal
aktivite gosterir.

Staphylococcus aureus

Liu vd. (2018)

[B-laktamaz
inhibitori

Klavulanik asit

Streptomyces
clavuligerus

Bakteriyel beta-
laktamaz
enzimlerinin
inhibitori olarak
gorev yapar.

Klebsiella pneumoniae

Liras ve Martin
(2005)




2.2. Streptomyces clavuligerus

Streptomyces clavuligerus (S. clavuligerus), Higgens ve Kastner (1971)
tarafindan Giiney Amerika toprak orneklerinden izole edilmis ve bir P-laktam
antibiyotik treticisi olarak rapor edilmistir. S. clavuligerus ATCC 27064 ve S.
clavuligerus NRRL 3585 genomlarinin yaklasik 6.7 Mbg'lik dogrusal bir kromozoma
ve pSCL1 (11.7 kb), pSCL2 (120 kb), pSCL3 (430 kb), ve pSCL4 (1.8 Mbg, sadece
S. clavuligerus ATCC27064’te bulunmaktadir) olarak isimlendirilmis plazmidlere
sahip olduklar1 tespit edilmistir (Medema vd., 2010; Song vd., 2010; Martin ve Liras,
2021). Giliniimiize kadar bu bakteri genomunda 58 farkli sekonder metabolitin
biyosentezinden sorumlu gen kiimesi belirlenmistir (Hwang vd., 2019). S.
clavuligerus tarafindan {iretilen baglica metabolitler; sefamisin C (CephC),
klavulanik asit (CA), holomisin, deasetoksifalosporin C, penisilin N, ve
tunikamisin’dir (Thai vd., 2001; Paradkar, 2013) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. S. clavuligerus tarafindan iiretilen baz1 sekonder metabolitler (Thai vd., 2001; Paradkar,
2013)
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2.3. Tunikamisinin Genel Ozellikleri ve Etki Mekanizmalar:

Tunikamisin; bakteriyel hiicre duvar1 biyosentezi ve okaryotik proteinlerin N-
glikozilasyonuna kars1 giiclii inhibitér aktiviteye sahip niikleozid grubu bir
antibiyotiktir (Tsvetanova ve Price 2001). Ik kez Takatsuki vd. (1971) tarafindan
Streptomyces lysosuperificus’dan ekstrakte edilmistir. Daha sonra Streptomyces
chartreusis (Hamill, 1980), S. griseus (Tejera vd., 1982), S. clavuligerus (Kenig ve
Reading, 1979), Bacillus cereus (Kamogashira vd., 1988), Clavibacter toksikus ve
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Tsvetanova vd., 2002)
bakterilerinden izole edilerek tanimlanmistir. Gliniimiizde 43’den fazla tunikamisin
ve anologlari kesfedilmistir (Zhang vd., 2020). Tunikamisin niikleozid antibiyotikleri
arasinda essiz bir yapiya sahiptir. Urasil, N- asetilglukozamin (GIcNACc), tunikamin
olarak bilinen 11 karbonlu 2-aminodialdoz sekeri ve degisik uzunluklu bir N-a¢il yag
asidi zincirinden meydana gelmektedir. Tunikamin ile GlcNAc arasindaki o, (1"-
11") —glikozidik bagi tunikamisin bilesiginin ailesine Ozgiudir (Sekil 2.3).
Tunikamisin homologlari, ortak tunikamisin iskelet yapisinin azotuna baglanmis N-
acil yag asidi zincirindeki uzunluk, dallanma ve pozisyon bakimindan farkliliklar

nedeniyle meydana gelmektedir (Tsvetanova vd., 2002; Price ve Tsvetanova, 2007).
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Sekil 2.3. Tunikamisinin genel yapisi (Price ve Tsvetanova, 2007)

Benzersiz yapisal 6zelliklere sahip tunikamisin ve tiirevlerinin; antimikrobiyal,

antiviral ve antitiimoral biyolojik aktiviteleri birgok arastirmacinin dikkatini



cekmistir. Tunikamisin, antibakteriyel aktivitesi ile bakterinin hiicre duvar1 sentezini
engelleyen gii¢lii bir inhibitor olarak gorev yapmaktadir. Bakteri hiicre duvari
peptidoglikan tabakasindan olusur ve hiicre duvari kiitlesinin %5-90'in1 meydana
getirir (Seltmann ve Holst, 2002). Gram pozitif bakterilerde hiicre duvarlarinda ¢ok
daha fazla peptidoglikan igerigi bulunurken, gram negatif bakterilerde daha az
peptidoglikan icerigi ve ekstra olarak bir dig zar bulunur (Sekil 2.4; Davies vd.,
1983).
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Sekil 2.4. Gram pozitif ve Gram negatif bakteri hiicre duvari (Espitia vd., 2012)

Peptidoglikan, sitoplazmik membranin etrafin1 sarar ve bakterileri ozmotik
basinca kars1 koruyarak mekanik stabiliteye yardimci olur. Hiicre seklini koruyarak,
hiicrenin i¢ ve dis ortami arasindaki biiyiik molekiillerin taginmasinda proteinler ve
diger makromolekiiller i¢in sabit bir platform saglar. Ayrica, membran sizintisin
Onleyerek bir bariyer gorevi gortir (Wang, 2014). Peptidoglikan yapisi tekrarlayan f3-
1,4-glikozidik bag ile bagli N-asetil miiramik asit (MurNAc) ve N-asetil glukozamin
(GleNAc) polisakkaritlerinden meydana gelmektedir. Biyosentezindeki ilk asamada,
UDP-MurNAc pentapeptidinin olusturulmasi i¢in sitoplazmada fosfoenolpiruvat
(PEP) UDP-GIcNAc'ye pargalanir. Ardindan, MurA ve MurB enzimleri tarafindan
katalizlenen  reaksiyon ile UDP-GIcNAc’nin  UDP-MurNAc’e  doniisimii
gerceklestirilir. MurC enzimi tarafindan UDP-MurNAc’in laktil altyapisina L-
alaninden baglayarak ardarda bes amino asit eklenir ve reaksiyon {iriinii olarak UDP-
Mur-NAc-L-Ala agiga cikar. ATP-bagiml ligazlar olan MurD, MurE ve MurF

aracilig1 ile UDP-Mur-NAc-L-Ala iiriinli UDP-MurNAc-pentapeptide doniistiiriiliir.
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Bakteri membran proteini translokaz I (MraY) aracigiyla UDP-MurNAc-pentapeptit,
membrana-bagl lipit undekaprenil (Un) fosfata baglanir ve lipit I’i meydana getirilir.
Translokaz II (MurG) enzimi tarafindan GlcNAc biriminin eklenmesi ile lipit I’den
lipit II olusturulur ve peptidoglikan biyosentezinin hiicre i¢i kismi tamamlanir. Hiicre
dist kisimda ise peptidoglikan olusumu transglikolizasyon ve transpeptidasyon

reaksiyonlartyla saglanir (Zhou vd., 2022) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Peptidoglikan biyosentetik yolagi (Zhou vd., 2022)

Tunikamisin etki mekanizmasini bakteri hiicre duvari sentezi sirasinda lipit I’in
olusumunu katalize eden MraY’i inhibe ederek gostermektedir. Tunikamisinin
yapisinda bulunan tunikaminin psddoribozil halkas1 ve urasil molekiilii arasinda -
1,4-glikozidik bagi olusur ve iiridin niikleozide olduk¢a benzer bir yap: ortaya ¢ikar.
Bu yapisal benzerlik sonucunda tunikamisinin, membran proteini translokaz |
(MraY) tarafindan katalize edilen reaksiyonlarda, {iridin monofosfat (UMP) adi
verilen molekiilii taklit ettigi varsayilmaktadir. Bu durum, translokazin normal
islevini etkileyerek bakterilerde UDP-MurNAc-pentapeptit pirofosfatin olusumunun
oniine gegerek lipit I’in sentezini engellemektedir (Sekil 2.6; Price vd., 2016).

11



MryA
Hiicre Disi P o
Py P
=
oy &
A ¢
SR
Sitoplazma o o 5
O=P-O-P-Omy ) OH
C.P OH OH
= HN™ " VOH
\ (0]
° [
HN™ O
L-Ala
D-Glu
HO-P-0 m-DAP
D-Ala
HO N © o D-Ala
Il
HO N
L H C,.PP-MurNAc-pp
7 0
HN O

L-Ala
D-Glu
m-DAP
D-Ala
D-Ala

UDP-MurNAc-pp

Tunikamisin

Sekil 2.6. MraY tarafindan katalizlenen lipit I sentezinde tunikamisinin inhibisyon etkisi (Hering vd.,
2020’den uyarlanmistir)

Tunikamisinin ayrica, hiicrelerde N-bagli glikozilasyonu bloke ettigi ve
glikoprotein sentezinin inhibisyonuna neden olan dogal bir toksin oldugu tespit
edilmistir. N-baglh protein glikozilasyonu, tiim organizmalarda meydana gelen hiicre
ylizeyine veya hiicre i¢i proteinlere karmagsik glikanlar veya oligosakkaritlerin
eklenmesini saglayarak proteinlerin fizyolojik roliinii etkileyen ¢ok Onemli bir
biyolojik siiregtir (Wang, 2014). Bir proteinin en sik goriilen translasyon sonrasi
modifikasyonundan biridir ve hiicre zar1 olusumunda, protein katlanmasinda,
acilmasinda ve stabilitesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Schoberer vd., 2018).
Okaryotik hiicrelerde ER iizerindeki N-bagli protein glikozilasyon yolundaki ilk
membran adimimda, DPAGT1 geni tarafindan kodlanan N-Asetilglukozamin-1-fosfat
transferaz (GIcNAc-1-P transferaz veya GPT) proteini onemli bir rol oynar
(Lehrman, 1991). GPT, UDP-GIcNAc molekiiliin Glukozamin (GlcNAc) adli bir

boliimiinii, dolikol fosfat (Dol-P) adli bir lipid tasiyicisina aktarir. Bu iglem sirasinda,
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UDP adli bir bagka molekiil serbest birakilir ve sonug¢ olarak GlcNAc-PP-Dol adli
iriin meydana gelerek proteinlerin glikozilasyon siirecinin ilk adimi gerceklestirilmis
olur (Yamamoto ve Ichikawa, 2019). MraY ve GPT'nin benzerliginden dolay1
tunikamisinin GPT'min enzimatik aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir. GPT,
MraY gibi bir transmembran proteinidir (Spiro, 2002). Biyoinformatik analizler
GPT'nin aktif bolgesinde tunikamisin ile kompleks olugturmasini saglayan korunmus
Mg?* baglama motifini i¢erdigini gostermektedir. GPT proteininin hiicre zar1 i¢inde
gomiilii bulunmasi sebebiyle kristal yapis1 mevcut degildir, bu nedenle GPT'nin
tunikamisin ile nasil etkilesime girdiginin molekiiler temeli konusundaki bilgiler

sinirlidir. Bu mekanizma ile ilgili onerilen model Sekil 2.7°de verilmistir (Wang,
2014).

a
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BEcicNac  @PO2 @UMP @ Metal © Hua Wang

Sekil 2.7. GPT ile iliskili olan substratlar dolikol fosfat ve tunikamisinin sematize edilisi. a) Onerilen
normal modelde, GBT ile UDP-GIcNAc molekiiliin intreksiyonu sonucu UMP salinimi
gerceklesir ve dolikol fosfat (Dol-P) araciligr ile GIcNAc-PP-Dol iiriinii agiga ¢ikar. b) GPT
ile etkilesimde substrat olarak tercih edilen tunikamisinin yapisinin UDP-GIcNACc'nin
difosfatin1 taklit eden bir konformasyonu (Wang, 2014)

Klinik bir ajan olarak kullanilmasina imkan saglayan bu etkisi sebebiyle
tunikamisinin kanser hiicresi biiyltimesinin ve tiimorlerin ilerlemesinin inhibisyonuna
paralel olarak meme kanseri (Han vd., 2015), kolon kanseri (de Freitas Junior vd.,
2011) ve pankreas kanseri (Jacenik vd., 2024) dahil olmak iizere c¢esitli kanser
hiicrelerinde anormal glikozilasyonun bir inhibitorii oldugu yapilan c¢alismalar ile
kanitlanmis ve giiclii bir antitimor ajani olarak simiflandirilmistir (Banerjee vd.,
2024). Tunikamisinin antitiimor ilaglart ile birlikte kullaniminin ¢oklu ilag direncine

sahip yumurtalik kanseri hiicrelerinin ilaca olan hassasiyetini artirdig1 tespit
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edilmistir (Hiss vd., 2007). Tunikamisinin N-glikanlarin sentezini inhibe etmesine ve
hiicre dongiisiiniin Gl fazinda duraklamasina neden oldugu icin diyabet gibi

otoimmiin hastaliklarinin tedavisinde de etkinlik gosterebilecegi diisiiniilmektedir

(Shaabani vd., 2012).

Tunikamisinin ilk karakterizasyon c¢alismalarinda, Newcastle Hastalik viriisi
ve Herpes simplex viriisiiniin tavuk embriyo fibroblast hiicrelerinde neden oldugu
plak olusumunu 6zel olarak engelleyip, diislik sitotoksisite gosteren bir antiviral etki
gosterdigi tespit edilmistir (Takatsuki ve Tamura, 1971; Katz vd., 1980).
Tunikamisin antiviral etkisini, virlis niikleokapsidini ¢evreleyen viral membran (zarf)
yapisinda bulunan glikoproteinlerin glikozilasyonunu engelleyerek gerceklestirdigi
kanitlanmistir (Dawood ve Alnori, 2020). Alfaviriislerde, bunyaviriislerde,
herpesviriislerde ve miksoviriislerde yapisal glikoproteinlerin glikozilasyonunun
tunikamisin tarafindan engellendigi gosterilmistir (Dawood ve Alnori, 2020).
Gilinitimiizde ¢ogu koronaviriisiin transmembran yapisal proteinleri (HE, 3a, 8ab, S,
E, M, nsp3 ve nsp4) glikolizasyonla modifiye edilmektedir. Tunikamisinin
koronaviriislerin E2, S ve M glikoproteinlerini inhibe ettigi yapilan ¢aligmalar ile
kanitlanmistir ve SARS-CoV-2 tedavisinde kullanilmasi onerilmistir (Dawood ve

Alnori, 2020).
2.4. Tunikamisin Biyosentezi ve Gen Kiimesi

Tunikamisinler yapis1 geregi sentezlenmesi zor olan biyoaktif molekiillerdir.
1971°de kesfedilmesine ragmen gen kiimesi {lizerine hala c¢aligmalar devam
etmektedir. Biyosentetik yolak ile ilgili ilk rapor S. chartreusis NRRL 3882’de
Tsvetanova vd. (2002) tarafindan sunulmustur. Chen vd. (2010), S. clavuligerus
ATCC 27064 (Antibiyotik MM19290) ve Actinosynnema mirum DSM 43827’de
tunikamisin benzeri antibiyotiklerin potansiyel biyosentezi i¢in tunA (SCLAV_4287)
ve tunL (SCLAV_4276) arasindaki toplam 12 geni igeren tunikamisin gen kiimesini
raporlamislardir. Daha sonra, tunikamisin gen kiimesini bu metaboliti iiretmeyen S.
lividans TK24'te heterolog olarak eksprese ederek rekombinant bakteride
tunikamisin biyosentezini gergeklestirmislerdir. Diger taraftan Wyszynski vd.
(2010), S. chartreusis NRRL 3882 genomunda tunikamisin biyosentezinde gorev
aldig1 disiiniilen gen kiimesini S. coelicolor M1152'ye klonlayarak tunikamisin
biyosentetik yolunu tanimlamiglardir. Ayn1 zamanda, A. mirum DSM43827, S.
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clavuligerus ATCC 27064 ve S. chartreusis NRRL 3882’de yer alan tunikamisin gen
kiimesinin benzerliklerini rapor etmislerdir. Gergeklestirdikleri biyoinformatik
analizlerde tunikamisin gen yolagimin, ayni yonde ilerleyerek onceki gene
translasyonel olarak baglanan 14 geni (SCLAV_4287- SCLAV_ 4274 | tunA-tunN)
iceren 12.0 kb'lik bir DNA pargasindan olustugunu gostermislerdir (Sekil 2.8). Ug
bakteriye ait tunikamisin gen kiimesi kiyaslamasinda tunA-tunL disinda tunM ve
tunN adi verilen iki yeni genin de tunikamisin gen kiimesinde yer aldigi tespit
edilmistir. Karki vd. (2011) ise S. clavuligerus ATCC 27064’deki tunikamisin
biyosentetik gen kiimesini, Wyszynski vd. (2010)’nin S. chartreusis NRRL 3882’de
bildirdigi gibi on dort yerine (SCLAV_4287- SCLAV_4274 | tunA-tunN), on iki gen
tirtiniinii (SCLAV_4287- SCLAV_4276 / tunA-tunL) olarak listeleleyerek biyosentetik

yolak onerisinde bulunmustur.
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Sekil 2.8. Tunikamisin biyosentez yolagi (Wyszynski vd., 2010)

Tunikamisin biyosentez yolagindaki genlerin islevleri incelendiginde ilk
basamaklarinda tunikamin biriminin olusturulmasi i¢in TunA ve TunF’nin gorev aldig
goriilmektedir. TunA, UDP-GIcNAc iizerinde etki gosterir ve olusan iiriin TunF

tarafindan C-4" pozisyonunda epimerize edilerek UDP-6-deoksi-GalNAc-5,6-ene
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molekiilii elde edilir. TunB ve TunM, uridin ve UDP-4-keto-5,6-ene-GIcNAC
substratlarin1 bir araya getirmektedirler. TunN ve TunG’nin ardisik aktivitesi sonucu
UTP’den iiridin elde edilir. TunH, psddodisakkarit tunikaminil urasil ¢ekirdeginden
UDP’nin hidrolizini katalize eder ve GIcNAc nin serbest anomerik pozisyona transferini
gergeklestirir. Bu transfer basamagi TunD tarafindan katalizlenmektedir. TunL, lipit
sentezinin diizenlenmesinde gorev alir. Daha sonra, bir acil tasiyici protein olan Tunk,
tun gen kiimesinde ligaz olmadigindan primer metabolizmadan bir yag acil-ACP ligaz
aktivitesi yoluyla yag asitlerini aktive eder. TunE tunikamin cekirdek iskeletini N-
deasetilasyona ugratir. TunC, aktive olmus yag asitlerini ¢ekirdek yapiya tasir. Uretici

organizmanin tunikamisine direncini ve tagmimini Tunl ve TunlJ {stlenir (Chen vd.,

2010; Wyszynsky vd., 2010).

S. chartreusis NRRL 3882 genomunda 12.0 kb uzunlugundaki DNA
dizisinde mevcut olan 14 genin yerlesimi ve yine bu dizinin A. mirum DSM43827 ve
S. clavuligerus ATCC 27064'teki homologlari Sekil 2.9°da gosterilmistir.

Streptomyces chartreusis NRL3882
orf

fun orf
2 -1 A B ¢ ] E F 6 H I J KL M N 1 2 3
Streptomyces clavuligerus ATCC27064
SCLAV_42ux
90 89 88 87 B85 B5 B4 B3 B2 81 80 T9 T8 TIVE 75 T4 ?33%? T

Actinosynnema mirum DSM43827

Amir_28xx
13 14 15 16 17 18 18 20 21 22 23 24 25 2B 28 28 30

-1 & i 18k kb
L L 1 i

= Karbonhidrat yapi blogu biyosentezi ml=Tasiyic genler
£=> Tunikamisin biyossentezi = Kismi tunl homelogu

= Ya§ asitlerinin baglanmas >igermeyen bilesik genler
mPpN-asetikglukozamin baglanmasi

Sekil 2.9. Tunikamisin biyosentetik gen kiimesinin S. chartreusis NRRL 3882°de genetik
organizasyonu ve S. clavuligerus ATCC 27064 ile A. mirum DSM43827’deki homologlari
(Wyszynski vd., 2010)

Bu {i¢ bakteriye ait tunikamisin gen kiimesinde farkliliklar olmakla beraber,
amino asit dizi O6zdesliklerine bakildiginda S. chartreusis NRRL 3882 ve S.
clavuligerus ATCC 27064’ye ait ilgili gen kiimeleri arasinda amino asit dizi

0zdesligi oranin %50-90 araliginda oldugu goriilmiistir.
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2.5. p-Laktam Antibiyotikleri: CephC ve CA

2.5.1. p-Laktam  Antibiyotiklerinin  Genel  Ozellikleri ve Etki

Mekanizmalari

B-laktamlar, kiiresel olarak kullanilan antibakteriyel ajanlarin yarisindan
fazlasini olusturan en 6nemli antibiyotik sinifidir. B-laktam antibiyotikleri, dort tiyeli
bir azetidinon halkasi igerirler.  Ayrica,  penisilinler,  sefalosporinler,
karbapenemler/penemler, monobaktamlar ve p-laktamaz inhibitorleri gibi farkli

smiflara ayrilirlar (Sekil 2.10; Mora-Ochomogo ve Lohans, 2021).

H HH Hun HO Ly HN—Z
13
; \)\ m );V/\)\ NS
O
Ho' o' wo' O
Penisilin Benzilpenisilin imipenem
|
HHH H OCH, HO HO
R\n/NS_T'/?S 2 n H H 35 )\T_H/S ‘ H Ij & o
& iR ):r /ﬂfym Tk N{—\J
¥ d S
HO™ 0 H2N \n/ HO™ YO HO (0] HO' (o}
Sefalosporin HO™ ~O

Sefotaksim Sefamisin Faropenem
Penem

aktam i o inhibiterleri
o ikt igeren pHkGmsz tnkibitoricit B-laktam icermeyen B-laktamaz inhibitorleri

HOM H e, ch;
WNE H o)iN B f : \)\/ Q m .U"'iOH

o

/=0 )—N\
YN O N HO Ho/Q 0 eo/\ 0 o 0SO:H
. o so

Aztreonam Klavulanik asit ~ Sulbaktam Enmetazobaktam Avibaktam Vaborbaktam
(Monobaktam)

Sekil 2.10. B-laktam antibiyotikleri ve B-laktamaz inhibitérleri (Mora-Ochomogo ve Lohans, 2021)

B-laktam antibiyotiklerinin ana iireticisi konumunda aktinomisetler sinifinda
Norcardia lactamdurans, S. clavuligerus, S. chartreusis, Streptomyces panayaensis,
Streptomyces viridochromogenes, Streptomyces wadayamensis, Streptomyces
jumonjinenesis, ve Streptomyces limanii suslar1 bulunmaktadir (Thykaer ve Nielsen,
2003). B-laktam antibiyotikleri peptidoglikan sentezi sirasinda hiicre duvar
pentapeptidleri olan N-asetil glukozamin (NAG) ve N-asetil muramik asidi (NAM)
capraz baglayan penisilin baglayici proteinlerin (PBP'ler) transpeptidaz aktivitesini
inhibe etmektedirler. pB-laktam antibiyotikleri hiicre duvari sentezinde goérev alan
PBP'lerin aktif bolgelerinde yer alan ve enzimatik reaksiyonlarda 6nemli rol oynayan

serin amino asidine baglanir ve PBP'lerin hiicre duvari peptid zincirlerini ¢apraz
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baglama islevini durdurmaktadirlar (Aliashkevich ve Cava 2022; Jacobs vd., 2024)
(Sekil 2.11).

.Yermhal O-Ala

PBP

Transpeptidaz alt
i < Hirizat
Hiicre duvan sentezi =8

Clikosiltransferaz
= altbirimi

Pen Ceph Mono Carba

p-laktam antibivotikleri : CD @ . .

p-laktamlar transpeptidazlarm
aktif bélgesine baglamr

Sekil 2.11. B-laktam antibiyotiklerinin etki mekanizmasi1 Hiicre duvari sentezi ve B-laktam etki
mekanizmasi (Deck ve Winston, 2012)
https://tmedweb.tulane.edu/pharmwiki/doku.php/betalactam_pharm, Erisim: 25.05.2024)

2.5.2. CephC Biyosentezi ve Gen Kiimesi

CephC; Streptomyces cattleya, S. clavuligerus and N. lactamdurans gibi
aktinomisetler tarafindan dogal olarak iiretilen ve tipta en yaygin kullanilan B-laktam
antibiyotiklerinden  biridir (Thykaer ve Nielsen, 2003). Tim p-laktam
antibiyotiklerinde dort tiyeli heterosiklik halkadan olusan ortak bir kimyasal yap1
olan B-laktam halkas1 mevcuttur (Sekil 2.12). CephC; B-laktam halkas ile birlesmis
alt1 tiyeli bir sefem halkasi, 7p pozisyonunda a-aminoadipoil, ve 7o pozisyonunda bir
metoksi grubu icermektedir (Oster vd., 2006). Sahip olduklar1 bu metoksil grubu
yoluyla tiim sefamisinler B-laktamazlara kars1 direngli olma 6zelligini tagimaktadirlar
(MacKenzie, 2007; Otur ve Kurt-Kizildogan, 2020). CephC nétr pH'ta oldukca
stabildir ve sefoksitin, sefmetazol, temosilin ve sefotetan gibi yar1 sentetik
antibiyotiklerin sentezinde hammadde olarak kullanilir (Brites vd., 2013; Leite vd.,

2013).
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0 — yP-laktam halkasi

Sekil 2.12. CephC genel yapis1 (Bussari vd., 2009)

CephC biyosentezinin ilk basamaginda, L-lizin, lizin-6 aminotransferaz (LAT)
enzimi (lat geni tarafindan kodlanir) araciligi ile 1-piperidein-6-karboksilik aside (P6C)
donistlrilir. Ardindan bu enzim kullanilarak pcd geninin kodladigi piperidein-6-
karboksilat dehidrojenaz (PCD) enzimi tarafindan L-a-aminoadipik asit (a-AAA) elde
edilir. pcbAB tarafindan kodlanan ACV sentetaz tarafindan L-o-aminoadipik asit (o-
AAA), L-sistein ve L-valin onciillerinin kondenzasyonu ile 6-(L-a-aminoadipil)-L-
sisteinil-D-valin (LLD-ACV) tripeptidi olusturulur. Bu tripeptitden, pcbC geni
tarafindan kodlanan izpenisilin N (IPN) siklaz enziminin araciligi ile B-laktam ve
tiazolidin halkalar1 olusturularak izopenisilin N (IPN) meydana getirilir. Daha sonra,
izopenisilin N, cefD geninin kodladig1 penisilin N (PenN) epimeraz enzimi ile D-izomeri
olan penisilin N’e donistiirilir. cefE geninin kodladigi deasetoksisefalosporin C
(DAOC) sentaz ile penisilin N'nin yapisinda degisiklik meydana getirilerek
deasetoksisefalosporin C (DAOC)’nin olusmasi saglanir. DAOC’nin C-3' grubunun,
cefF geni tarafindan kodlanan DAOC hidroksilaz enzimi tarafindan hidroksillenmesi
sonucu deasetilsefalosporin C olusur. Deasetilsefalosporin C’nin C-3 hidroksil grubuna
cmcH geni tarafindan kodlanan DAC karbamoil transferaz enziminin karbamoil
grubunun eklenmesi sonucu ise O-karbamoil-deasetil-sefalosporin C (OCDAC)
meydana gelir. cmcl geninin kodladig1 sefalosporin-7-a-hidroksilaz enzimi OCDAC’ye
metoksil grubunun eklenmesi i¢in B-laktam halkasinin C-7 pozisyonunu hidroksiller ve
son olarak cmcJ’nin kodladigi sefalosporin C metiltransferaz araciligi ile C-7’ye metil
grubu transfer edilir ve CephC biyosentezi tamamlanmis olur (Sekil 2.13; Coque vd.,

1995; Enguita vd., 1996; Alexander ve Jensen, 1998; Kurt, 2011).
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Sekil 2.13. CephC biyosentez yolu (Liras ve Martin 2006)

S. clavuligerus genomunda, yaklagik olarak 38 kb biiyiikliigiinde olan CephC gen

kiimesi, CA biyosentezinden sorumlu genler ile birlikte yan yana konumlanarak yaklagik

olarak 60 kb’lik bir {stkiime olusturur. CephC gen kiimesi (SCLAV_4198 ila

SCLAV_4217), sefamisin onciisii a-AAA’y1 olusturmak i¢in gereken genleri (lat, pcd),

deasetilsefalosporin C olusumunda goérev alan enzimleri kodlayan pcbAB, pchC, cefD,

cefE, ve cefF genlerini, deasetilsefalosporin C'nin modifikasyonu ile CephC’nin

olusturulmasinda etkin genleri (cmcl, cmcJ, cmcH), tasimada gerekli cmcT genini,

antibiyotik direncinde gegici olarak yer alan bazi genleri (bla, pcbR, pbp74) ve ayrica

heniiz fonksiyonu belli olmayan orf10 geni ile SARP (Streptomyces Aktivator Regiilator

Proteini) diizenleyici proteini kodlayan ccaR geni olmak iizere 16 ayr1 geni icermektedir

(Hodgson vd., 1995; Song vd., 2010; Liras ve Martin; 2021). cmcH'nin asagisinda yer
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alan ccaR geni CephC ve CA biyosentez genlerinin ekspresyonunu kontrol etmektedir.
CephC kiimesindeki genlerin transkripsiyonel organizasyonunda biyosentezin erken (lat,
pcbAB, pcbC), orta (cefD, cefE, pcd, cmcT, pbpA) ve ge¢ (cmcl, cmd, cefF, cmcH)
asamalarinda gorev alan enzimleri kodlayan genler polissitronik transkriptler olarak
ifade edilirler. Baz1 genler ise tek tek veya bisistronik halinde ifade edilmektedir (pchC,
cefD-cefE, bla, pcbR) (Sekil 2.14; Santamarta vd., 2011; Liras ve Martin, 2021).

bla cmeT cefE cmel cefF ccaR blp pcbAB pebR
pbpA ped cefD cmeJ cemeH orfl0 lat pebC

' Diger fonksiyonel genler Tasima ile iliskili genler ~ ff} Diizenleyici genler

Erken agamada ifade olan genler f Orta asamada ifade olan genler ) Geg asamada ifade olan genler

Sekil 2.14. CephC gen kiimesi (Fu vd., 2019)
2.5.3. CA Biyosentezi ve Gen Kiimesi

B-laktam antibiyotiklerin uzun siireli ve yaygin kullanimi nedeniyle bir¢ok
antibiyotige direngli bakteri ortaya ¢ikmistir. Bu suslarin ana antibiyotik direng
mekanizmasi, PB-laktam antibiyotiklerini pargalayan ve etkisiz hale getiren f-
laktamaz {iretimidir (Fu vd., 2023). CA penisilin veya sefalosporin tiirevleriyle
kombinasyon halinde kullanilan genis spektrumlu bir B-laktamaz inhibitoriidiir
(Saudagar vd., 2008). Ilk olarak Higgens ve Kastner (1971) tarafindan S.
clavuligerus’da iiretildigi tespit edilmis, hemen ardindan ekstraksiyonu ve [-laktam
klavam grubunda siniflandirilmasi yapilmigtir (Nagarajan vd., 1971) (Sekil 2.15).
CA’nin molekiiler ¢ekirdegi klasik penisiline benzer; tek fark, penisilinin tiyazolidin
halkasindaki kiikiirt yerine okzazolidin halkasinda oksijen olmasi ve C-6/C-2
gruplarindaki modifikasyonlardir. Bu modifikasyonlar, bilesigin p-laktamazlar
tarafindan parcalanmasini 6nler ve ¢ogu class A ve D tipi B-laktamaz enzimlerinin
geri doniilemez sekilde inhibe edilmesini saglar (Baggaley vd., 1997; Ozcengiz ve
Demain, 2013).
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B-laktam halkasi 1 H
v

Sekil 2.15. CA genel yapisi (Saudagar vd., 2008)

S. clavuligerus disinda, CA ve ayn1 zamanda CephC de iireten Streptomyces
katsurahamanus ve S. jumonjinensis’in genomlar1 ve biyosentezlerine iliskin bilgiler
yakin zamanda yaymlanmistir (AbuSara vd., 2019). CA biyosentezi, arjinin ve
gliseraldehit-3-fosfat (G3P) onciillerinin, ceaS1/ceaS2 genleri tarafindan kodlanan
N2-(2 karboksietil) arjinin sentaz (CEAS) tarafindan L-N2-(2-karboksi etil) arjinin
tirtiniine dontistiirtilmesi ile baslar (Li ve Townsend, 2006). Daha sonra bls1/bls2
genlerinin bir trini olan B-laktam sentaz (BLS) enzimi tarafindan deoksiguidino
proklaviminik asit olusturulur. Bu ara {irlin; casl/cas2 tarafindan kodlanan klavamin
sentaz (CAS) enzimi aracilig1 ile guinidino proklavaminik asite doniistiirtliir.
Guinidino proklavaminik asitteki arjinin tiirevi guanidino grubu, pahl/pah2 geni
tarafindan kodlanan proklavaminat amidinohidroliz (PAH) enzimi ile katalize
edilerek proklavaminik asit aciga ¢ikar. Proklavaminik asit olusumundan sonra, CAS
tarafindan katalize edilen reaksiyon sonucunda klavaminik asit meydana gelir (Egan
vd., 1997). Klavaminik asit, gcas geninin iiriinii olan N-glisilklavaminikasit sentetaz
(GCAS) araciligt ile N-glisil-klavaminik asite doniistiiriilir. CA yolaginin geg
adimlari ¢ok iyi aydinlatilamamig olmakla birlikte, CA kiimesinde yer alan genlerin
(oppAl, oppA2, cyp, orfl2, 13, 14, 16) ifadesi ile gergeklesen reaksiyonlarla
klavaldehit olusturulur. Ve son adimda klavaldehitin, B-laktamaz inhibitor aktivitesi
icin gerekli olan (3S, 5S) stereokimyasinin (3R, 5R) stereokimyasina doniisiimii i¢in
cad geni tarafindan ifade edilen klavulanik asit dehidrojenaz (CAD) enzimi islev

gosterir ve CA stabil formuna doniistiiriilmiis olur (Liras ve Martin, 2021) (Sekil
2.16).
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Sekil 2.16. CA biyosentez yolu (Jnawali vd., 2011)

S. clavuligerus genomunda CA biyosentetik gen kiimesi 11 gen ile CephC gen
kiimesine bitisik olarak konumlanmistir (Jensen ve Paradkar, 1999). CA gen kiimesi,
hem CA hem de 5S klavam biyosentezi igin gerekli erken asamalarda yer alan
enzimleri kodlayan genlerin yani sira, yalnizca CA biyosentezine 6zgii enzimleri
kodlayan erken ve ge¢ asamalar olmak ftizere iki gen grubuna ayrilir. Erken
asamadaki genler ceaS, bls, pah, oat ve cas olmak iizere CA ve 5S klavam
biyosentetik yolunda ortak gorev yapan genlerdir. Bu genlerin genomda ceaS2, bls2,
pah2 ve oat2 olmak iizere homologlart vardir. CephC-CA siiperkiimesi kromozomal
DNA'da bulunurken klavam paralog gen kiimesi S. clavuligerus'un pLSC4
megaplazmidinde bulunmaktadir (MacKenzie, 2007; Jensen, 2012). Ge¢ asamadaki
genler (claR, cad, cyp, fd, orf22-23) yalnizca CA biyosentezi, tasinmasi ve
diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar. orf21, orf22 ve orf23 regiilatér genler olup,
ayn1 zamanda Orf22/23 iki bilesenli diizenleyici sistem (TCS) islevi gormektedir
(Liras vd., 1998; Jnawali vd., 2008; Vanli, 2010) (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17. CA gen kiimesi (Fu vd, 2019)

2.6. Streptomyces’te Antibiyotik Uretiminin Molekiiler Regiilasyonu

Streptomyces’te spesifik olarak antibiyotik iiretimi {izerinde etkin olan
regiilator sistemler; dis cevre, besin kaynagi, biyosentetik verimlilik, gelisim
asamalari, popiilasyon yogunlugu gibi birgok faktorle yakindan iliskilidir. Regiilator
genler sahip olduklari etki mekanizmalart ve konumlarina gore 3 farkli sinifa
ayrilmaktadir (Bu vd., 2019). Bunlardan birincisi, antibiyotik biyosentez kiimeleri
icerisinde yer alan yolak-6zgii regiilatorlerdir (CSR'ler). CSR'ler yalmizca tek ve
spesifik bir antibiyotigin biyosentetik yolunu etkileyebilir ve o antibiyotigin
biyosentezi icin anahtar gorevi gorerek dahil olduklar1 kiimelerin antibiyotik
biyosentez genlerini modiile edebilmektedirler (Liras ve Martin 2010; Rodriguez vd.,
2013). CSR'ler spesifik bir antibiyotigin biyosentez yolagina konumlanmis olsalar da
bazi durumlarda kendilerinden uzakta bulunan antibiyotik gen kiimelerini
etkileyebilmekte ve dolayistyla pleiotropik bir etki gosterebilmektedirler (Huang vd.,
2005). Streptomyces’de CSR'lere ornek olarak S. clavuligerus’ta CA gen kiimesinin
diizenleyicisi ClaR, CephC-CA siiperkiimesinin diizenleyicisi CcaR ve holomisin
gen kiimesinin diizenleyicisi HImJ-HImM verilebilir (Pérez-Llarena vd., 1997;
Tahlan vd., 2004; Li ve Walsh, 2010; Liras ve Martin, 2010). Ikincisi; hem ¢oklu
antibiyotik tretimi hem de morfolojik gelisim {izerinde global etki gosteren ve
cogunlukla biyosentetik gen kiimelerinin disinda lokalize olmus pleiotropik
diizenleyicilerdir. Streptomyces'te en ¢ok bulunan pleiotropik diizenleyiciler,
bakterilerdeki baskin sinyal iletim sistemleri olan TCS’lerdir (Stock vd., 2000;
Hakenbeck ve Stock, 1996). Bu sistemler, bir histidin kinaz (HK) ve bir yanit
regiilator proteini (RR) araciligi ile gen ekspresyonunu cevresel degisikliklere uyum

saglamak i¢in kontrol etmektedir. Bu TCS'ler bir sinyal algilandiginda ve sinyal
24



islendikten sonra hiicrede belirli genlerin ifadesini degistirerek antibiyotik liretimini
diizenlerler (Romero-Rodriguez vd., 2015). Ornegin Fu vd. (2019); S. clavuligerus
F613-1 susunda, CA gen kiimesine yakin konumlanmis bir TCS’yi kodlayan cagS ve
cagR genlerini genomdan sildiklerinde mutant susda CA iiretiminin azaldigini
bildirmislerdir. Diger pleiotropik diizenleyiciler, y-butirolaktonlar (GBL'ler) adi
verilen kiiglik molekiillerdir. En iyi karakterize edilen sinyal molekiilii 1960'larin
basinda kesfedilmis olan “A faktori”diir (Kitani vd., 2011). Ve son olarak ii¢lincii
diizenleyici sistem; pleiotropik diizenleyici genler, CSR genleri veya diger regiilator
genler tizerine etki gosteren global diizenleyicilerdir (Wei vd., 2018; Yin vd., 2019).
Bu diizenleyicilere 6rnek olarak Streptomyces virginiae 'da barZ (Pulsawat vd., 2007)
ve S. lividans 'da ppk (Ghorbel vd., 2006) regiilatorleri verilebilir.

Genel olarak bu kompleks regiilator sistemlerin icerisinde pleiotropik
diizenleyicilerden biri olan A-faktor bagimli protein A (A-factor dependent protein A
/ AdpA) en iyi karakterize edilen sistemlerden biridir. AdpA,; Streptomyces tiirlerinde
bulunan, hiicreler arasi iletisimde ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde kritik bir
rol oynayan, 2-izokapriloil-3R-hidroksimetil-y-biitirolakton (A-faktor) adi verilen
sinyal molekiilii ile etkisini artiran ve AraC ailesine ait bir transkripsiyon faktortidiir
(Huang vd., 2022). AdpA morfolojik gelisim ve sekonder metabolizma i¢in gerekli
olan cesitli islevlere sahip bir dizi geni aktive ederek bir AdpA regiilonunu olusturur.
Streptomyces’lerde bakterinin kompleks gelisim dongilisiinde ve antibiyotik
tretiminde kritik rol oynayan AdpA tarafindan diizenlenen gen grubunun farkli
Streptomyces tiirlerinde 100 ila 500 gen igerdigi bilinmektedir (Ohnishi vd., 2005;
Higo vd., 2012; Guyet vd., 2014). Ohnishi vd. (1999) tarafindan AdpA iizerinde
yapilan c¢alismalarda bu regiilatoriin S. griseus'ta streptomisin antibiyotiginin
tretimini etkiledigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada, molekiiler diizeyde AdpA’nin
biyosentezinin; gelisim ile dogru orantili bir sekilde tiretilen A faktoriiniin, adpA
promotoruna baglanan A faktdér reseptor proteinine (ArpA) baglanip DNA'dan
ayirmast ve AdpA'nin transkripsiyonunu etkinlestirilmesi ile gerceklestigi ve bu
durumun morfolojik faklilasma ile sekonder metabolit iiretiminde rol alan genleri
etkiledigi tespit edilmistir (Ohnishi vd., 2005; Horinouchi ve Beppu, 2007; Bu vd.,
2019) (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. S. griseus ’da AdpA ekspresyonu ve diizenleyici basamaklari (Horinouchi, 2002)

AdpA, oriC'ye yakin bir bolgeye baglanarak kromozom replikasyonunu da
diizenleyebilmektedir (Wolanski vd., 2012; Bu vd., 2019). Baska bir ¢alismada
AdpA’nin streptomisin  lretiminde yolak 0zgii diizenleyici gen StrR'nin
transkripsiyonunu da aktive ettigi tespit edilmistir (Hong vd., 2007). Ayrica, S.
clavuligerus (Lopez-Garcia vd., 2010), S. avermitilis (Komatsu vd., 2010), S.
chattanoogensis (Du vd., 2011) ve Streptomyces roseosporus (Mao vd., 2015)

suslarinda AdpA'nin CSR’lerin kontrolii araciligiyla antibiyotik biyosentezini pozitif
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yonde regiile ettigi goriilmiistiir. AdpA'nin tek bir Streptomyces susunda birden fazla
sekonder  metabolit  {iretimi  lizerindeki  farkli  etkileri,  Streptomyces
ansochromogenes’de yapilan birbirinden bagimsiz ¢alismalarda tespit edilmistir.
Ornegin, AdpA-L (AdpA homolugu), yolak 6zgii diizenleyici SnG aracilifiyla
nikkomisin biosentezini aktive edebilirken (Pan vd., 2009), etkiledigi CSR’ler
OvmW ve OvmZ araciligtyla oviedomisin biyosentezini baskilamaktadir (Xu vd.,
2017). Yu vd. (2018)’¢ ait ¢alismada S. chattanoogensis L10 susunda AdpA ortologu
olan AdpAch regiilatoriiniin  natamisin  antibiyotiginin  biyosentezi iizerinde
pleiotropik diizenleyici oldugu ifade edilerek hem aktivatéor hem de baskilayici
olarak iki yonlii bir diizenleme mekanizmasini yonettigi ortaya koyulmustur. Bu vd.
(2019) tarafindan yapilan bir ¢aligmada S. xiamenensis tarafindan iretilen anti
inflamatuar ve antifibrotik aktiviteye sahip bir prenil benzopiran bilesigi olan
xiamenmisin ve polisiklik tetramat makrolaktamlarin (PTM'ler) iiretiminde
AdpA’nin ortologu olan AdpAsx’in pleitropik etkisi arastirilmistir. Xiamenmisin ve
PTM'lerin biyosentez yolaginda herhangi bir CSR bulunmamaktadir. AdpAsx’i
kodlayan genin tahrip edilmesi ve asir1 ifade edilmesi seklinde iki yonlii olarak
yapilan arastirmada elde edilen verilerde, AdpAsx’in hiicre gelisimini ve sporlanmay1
negatif olarak etkiledigi ve xiamenmisin ile PTM'lerin biyosentezini hem negatif
hem de pozitif yonde olmak iizere ¢ift yonlii olarak diizenledigi ilgili calismada

gosterilmistir (Bu vd., 2019).

AdpA’nin pleitropik etkisi iizerine farkli Streptomyces suslarinda bir¢ok
calisma yapildig1 goriilmektedir. S. clavuligerus ozelinde, 6zelikle CephC ve CA
biyosentezleri olmak {izere antibiyotik {iretiminin molekiiler regiilasyonu iizerinde
CSR’ler, pleiotropik veya global diizenleyicilerin belirlenmesi ve etki
mekanizmalarinin aydinlatilmast yoniinde cesitli c¢alismalar yapilmistir (Perez-
Llarena vd., 1997; Trepanier vd., 2002; Song vd.; 2009; Fu vd., 2018; Fu vd., 2019).
Ornegin, AdpA’nin CephC ve CA biyosentezi iizerindeki pozitif diizenleyici etkisine
dair literatiirde bir c¢alisma mevcuttur (Lépez-Garcia vd., 2010). Ancak, S.
clavuligerus’ta tunikamisin biyosentezinin molekiiler diizenlenmesi konusunda
siirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Grubumuza ait bir ¢alismada (Bas vd., 2020),
S. clavuligerus’ta tunikamisin biyosentezi iizerinde BIdG pleiotropik regiilatoriiniin

pozitif etkisi tespit edilmistir. Bagka bir ¢aligmada ise Martinez-Burgo vd. (2019) S.

27



natalensis’e ait PimM regiilatoriiniin S. clavuligerus’ta konstitutif heterolog
ifadesinin tunikamisin kompleksinin {retiminde 5 kat artisa yol agtigini
raporlamiglardir. S. clavuligerus’ta AdpA regiilatorii ve tunikamisin biyosentezine

iliskin bagka bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamustir.
2.7. Mevcut Calisma

AdpA regiilator proteini Streptomyces genomunda c¢ogu antibiyotigin
tiretiminde diizenleyici bir rolii tistlenmektedir. AdpA'nin Streptomyces genomundan
silinmesinin, CA ve CephC gen kiimeleri iizerinde global bir etkiye sahip oldugu
bilinmektedir ancak diger taraftan tunikamisin gen kiimesinde regiilator bir genin var
olmamasi nedeniyle bu antibiyotigin {iretiminin regiilasyonunda global bir kontrol
mekanizmasmin etkin olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle Streptomyces
genomunda nadir bulunan 16sin kodonunun, tunikamisin gen kiimesinde yer alan
SCLAV_4287 (tunA) ve SCLAV_ 4275 (tunM) genlerinde bulunmasi bu gen

kiimesinin translasyonel diizenlenmenin kontroliinde olabilecegini isaret etmektedir.

Bu baglamda, mevcut ¢alisma ile S. clavuligerus'ta pleiotropik regiilator
AdpA'nin 6zellikle tunikamisin biyosentezi basta olmak tizere CA ve CephC iiretimi
tizerindeki etkileri transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde tespit edilmistir.
Calismada oncelikle S. clavuligerus kromozomunda yer alan adpA regiilator geni,
Scel Meganukleaz I stratejisi kullanilarak genomdan silinmis ve mutant sus elde
edilmistir. Ardindan pSET152ermE* plazmidi araciligi ile mutant susa tekrar adpA
geni entegre edilerek komplement sus elde edilmistir. Diger taraftan adpA gliserol ile
indiiklenebilir giiclii bir promotorii igeren pSPG vektoriine klonlanarak S.
clavuligerus genomuna aktarilmis ve ¢ok kopyali sekilde ifade ettirilmistir. Yine
calismada kullanilmak {izere bu susun pozitif kontrolii olarak bos pSPG vektoriinii
iceren rekombinant S. clavuligerus susu da elde edilmistir. Yabanil sus, mutant ve
diger rekombinant suglar kullanilarak TYD besiyerinde fermantasyon yapilmis ve 48.
saatte elde edilen RNA'lar kullanilarak RNA transkriptom analizi gergeklestirilmistir.
RNA-seq calismasiyla CephC ve CA biyosentezinde regiilatdr olarak gorev yapan
AdpA’nin S. clavuligerus’ta tunikamisin biyosentezi, tasiyici genler, diger
regiilatorler iizerindeki ve genel anlamda global etkisi transkriptom verileri araciligi
ile ilk kez incelenerek global kontroldeki rolii aydinlatilmis ve biyoassay caligmalari
ile suslarin CephC-CA biyosentezleri kiyaslanmistir. RNA-seq verileri secilen genler
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kullanilarak yapilan qRT-PCR ile dogrulanmistir. Ayrica, adpA’nin genomdan
silinmesi ve ¢oklu ifadesinin tunikamisin {iretimi tizerindeki etkisi biyoassay ve LC-
MS/MS analizleri ile tespit edilmistir. AdpA’nin tunikamisin gen kiimesindeki
baglanma bolgelerinin analiz edildigi EMSA ile de AdpA’nin tunA’nin promotor

dizisine baglandig1 belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bakteri Suslari, Plazmidler ve Besiyerleri

Calismada kullanilan bakteri suglari ve plazmid vektorleri Tablo 3.1°de
verilmistir. S. clavuligerus NRRL 3585, adpA delesyonunun gergeklestirildigi ana
sustur. Klonlama ¢alismalarinda, E. coli DH5a, E. coli ET12567/pUZ8002 ve E. coli
BL21(DE3) suslar1 kullanilmigtir. Biyoassay ¢alismalarinda, Bacillus subtilis ATCC
6633, Klebsiella pneumoniae ATCC 29665 ve E. coli ESS 22-35 suslar1 indikator
mikroorganizmalar olarak se¢ilmistir. Genomunda adpA geni silinmis mutant S.
clavuligerus AadpA susunun eldesinde kullanilan plazmidler plJ12738 (Sekil EK1.1,
EK1) ve plJ12742 (Sekil EK1.2, EK1)’dir. E. coli ara klonlama vektorii olarak
PGEM-T® Easy (Promega) (Sekil EK1.3, EK1), S. clavuligerus susunun genetik
manipiilasyonu i¢in giiclii bir gliserol promotorii tasiyan ¢ok kopyali pSPG (Sekil
EK1.4, EK1) ve E. coli/Streptomyces mekik vektorii olarak pSET152ermE*
(Combinature Biopharm AG) kullanilmistir (Sekil EK1.5, EK1). AdpA proteininin
saflastirilmas1 i¢in His-Tag etiketi tasiyan bir ifade vektorii olan pET28-a(+)
(Novogene) secilmistir (Sekil EK1.6, EK1). S. clavuligerus NRRL 3585 susunun
gelisimi ve vejetatif cogalma icin Triptikaz Soya Broth (TSB; EK2), fermantasyon
calismalari icin ise TYD (EK2), sporlandima icin ISP4 (EK2) besiyerleri kullanilmig
olup inkiibasyon 28°C sicaklikta, siv1 kiiltiirler i¢in ¢entikli erlenler kullanilarak 220
rpm’lik bir ¢alkalanma ile saglanmistir. Klonlamalarda kullanilan tiim E. coli suslar
Luria broth (LB; EK2) besiyerinde 37°C’de 200 rpm’de iiretilmistir. Indikator
mikroorganizmalarin gelisimleri TSB’de ve 200 rpm c¢alkalama kosullarinda
saglanirken, inkiibasyon sicakliklart olarak B. subtilis ATCC 6633 i¢in 28°C, K.
pneumoniae ATCC 29665 igin 37°C ve E. coli ESS 22-35 susu i¢in 30°C tercih
edilmistir. Uzun siireli saklama i¢in, S. clavuligerus NRRL 3585’e ait ODeoo degeri
5.0 olan kiiltiirlerden 500 pl alinip, 500 pl hacminde %87’lik gliserol ile karistirilarak
misel stoklar1 elde edilmistir. Diger yandan, 16 saatlik E. coli kiiltiirlerinden 2 ml
almip santrifiij edilerek siipernatant atildiktan sonra olusan pellet 500 pl LB’de
¢Oziilmiis ve 500 pl %87’lik gliserol ile karistirilmistir. Tim bakteri stoklar -
86°C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 3.1. Caligmada kullanilan bakteri suslar1 ve plazmidler

Mikroorganizma ve
plazmidler

Tanimlama

Kaynak ve Referans

Mikroorganizmalar

S. clavuligerus

Prototrof, CephC ve CA

Prof. J. Piret, Northeastern Universitesi,

NRRL 3585 iireticisi ABD
B. subtilis Tunikamisin indikatorii Bignell vd. (2005)
ATCC 6633

K. pneumoniae

CA indikatorii

Prof. P. Liras, Leon Universitesi,

ATCC 29665 ISPANYA
E. coli
ESS 22-35 B-laktama duyarlt sus Prof. J. Piret, Northeastern Universitesi,
ABD
DH5a F’ /dlacZD(lacZY E. coli Genetik Stok Merkezi
A-argF)U169 supE44k-
thi-1 gyrA recAl relAl
endAl hsdR17
ET12567/pUZ8002 F dam 13::Tn9 dcm-6 E. coli Genetik Stok Merkezi
hsdM hsdR
lacYl / oriT- plazmid
BL21(DE3) F~ompT gal dcm lon Novagen, Merck (Almanya)
hstB(rB- mB-) l(DE3
[lacl lacUV5-T7 gene 1
ind1 sam7 nin5])
Plazmidler
pGEM-T®-Easy AmpR, lacZ Promega (Madison Inc.)
PET28-a(+) T7 Promotoru, His Tag, Novagen
lacl
plJ12738 MCS ve pUC57- Fernandez-Martinez ve Bibb (2014)
Simple Scel’nim I-Scel JICStrepStrains
bolgesini tagtyan
pKC1132 (Streptomyces
konjugatif vektor)
pl12742 ermE*p-1-Scel geni Fernandez-Martinez ve Bibb (2014)

tastyan pGM 1190, thiR

JICStrepStrains
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan bakteri suslar1 ve plazmidler (devam)

Plazmidler

pSET152ermE* lacZ, reppuc, att®@C31, Combinature Biopharm AG
oriT, ermE*

pSPG ampR, apR, Pgipr Kurt vd. (2013)

pSETadpA4 adpA genini tagiyan Bu ¢alisma
pSET152ermE*
plazmidi

pSETadpA5 adpA genini tagiyan Bu ¢alisma
pSET152ermE™*
plazmidi

pSPGadpAl adpA genini tagiyan pSPG  Bu galisma
plazmidi

pSPGadpA2 adpA genini tagtyan pSPG  Bu ¢alisma
plazmidi

plJ12738AadpA adpA genini tasiyan Bu ¢alisma
plJ12738 plazmidi

plJ12742-Km5 Kanamisin genini igeren Bu c¢alisma
plJ12742 plazmidi

pGEMTadpA adpA amplikonunu Bu ¢alisma
tagtyan rekombinant
pGEM®-Teasy

pET15BL adpA amplikonunu Bu c¢alisma
tagtyan rekombinant
pET28-a(+) vektorii

pET16BL adpA amplikonunu Bu ¢alisma
tagtyan rekombinant
pET28-a(+) vektorii

Rekombinant suslar

E. coli pPGEMTadpA pGEMTadpA vektoriini Bu ¢alisma
tagtyan rekombinant
hiicre

E. coli pET16BL Rekombinant pET16BL Bu ¢alisma
vektoriinii tagiyan E. coli
DH5a

E. coli pET15BL Rekombinant pET15BL Bu ¢alisma

vektoriinii tagiyan E. coli
DH5a
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan bakteri suslar1 ve plazmidler (devam)

Rekombinant suslar

E. coli pET16-BL

Rekombinant pET15BL
vektoriinii tagiyan E. coli
BL21(DE3)

Bu caligma

E. coli pET15-BL

Rekombinant pET15BL
vektoriinii tagiyan E. coli
BL21(DE3)

Bu ¢alisma

E. coli pSET4

Rekombinant
pSETadpA4 plazmidini
tagtyan E. coli DH5a.

Bu ¢alisma

E. coli pSET5

Rekombinant
pSETadpAb5 plazmidini
tastyan E. coli DH5a

Bu ¢alisma

E. coli pSETadpA4E

Rekombinant
pSETadpA4 plazmidini
tagtyan E. coli
ET12567/pUZ8002

Bu c¢alisma

E. coli pSETadpAS5E

Rekombinant
pSETadpA5 plazmidini
tastyan E. coli
ET12567/pUZ8002

Bu ¢alisma

E. coli pSPG1

Rekombinant pSPG1
plazmidini tasiyan E. coli
DH5a

Bu ¢alisma

E. coli pSPG2

Rekombinant pSPG2
plazmidini tasiyan E. coli
DH5a

Bu ¢alisma

E. coli pSPG1E

Rekombinant pSPG1
plazmidini tasiyan E. coli
ET12567/pUZ8002

Bu ¢alisma

E. coli pSPG1E

Rekombinant pSPG1
plazmidini tasiyan E. coli
ET12567/pUZ8002

Bu ¢alisma

E. coli plJ12738AadpA

plJ12738AadpA
plazmidini tasiyan
rekombinant E. coli
DH5a

Bu ¢alisma

E. coli plJ12738
AadpAE

plJ12738AadpA
plazmidini tasiyan
rekombinant E. coli
ET12567/pUZ8002

Bu caligma
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan bakteri suslar1 ve plazmidler (devam)

Rekombinant suslar

pl12742-Km5E

plJ12742-Km5
plazmidini igeren E. coli
ET12567/pUZ8002

Bu ¢alisma

S. clavuligerus
compAadpAl

adpA geni yeniden
genoma entegre edilen
komplement S.
clavuligerus susu

Bu caligma

S. clavuligerus
pSPGadpAl

adpA genini tasiyan pSPG
plazmidini i¢eren
rekombinant
S.clavuligerus

Bu caligma

S. clavuligerus
plJ12738AadpA-1

plJ12738AadpA
plazmidini i¢eren
rekombinant
S.clavuligerus

Bu ¢alisma

S. clavuligerus AadpAl

adpA geni silinmis S.
clavuligerus mutant susu

Bu ¢alisma

S. clavuligerus AadpA2

adpA geni silinmis S.
clavuligerus mutant susu

Bu ¢aligma

3.2. Tamponlar ve Soliisyonlar

Calismada kullanilan tampon ve soliisyonlarin kimyasal

hazirlanislart EK3’de listelenmistir.

3.3. Kimyasal ve Enzimler

Calismada kullanilan kimyasal ve enzimler EK4'de listelenmistir.

igerikleri

3.4. S. clavuligerus NRRL 3585 Susundan Genomik DNA Izolasyonu

ile

S. clavuligerus NRRL 3585 susunda genomik DNA izolasyonunda tuz

¢oktiirme metodu kullanilmistir (Pospiech ve Neumann, 1995). -86°C’de muhafaza

edilen S. clavuligerus stogundan 100 pl alinip 50 ml TSB besiyerine ekilmis ve

ardindan 28°C’de 220 rpm’de 48 saat inkiibe edilmistir. Ureyen kiiltiirden 30 ml

aliarak +4°C’de 6.000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi

elde edilen pellet iizerine 5 ml SET tamponu (EK3) eklenerek vorteks yapilmistir.

Ardindan karigima 100 pl lizozim enzimi (20 pg/ml, EK4) ilave edilmis ve 1 saat

boyunca hiicre duvarinin pargalanmasi i¢in 37°C’de inkiibasyon saglanmstir.
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Inkiibasyon sonras1 karistma 140 pl proteinaz K enzimi (20 pg/ml, EK4) ve 600 pl
%10’luk SDS (EK4), 2 ml hacminde 5 M NaCl (EK4) ve 5 ml kloroform (EK4
eklenmesinin ardindan ¢ozelti karistirilmistir. 20°C’de ve 30 dk inkiibasyon
yapildiktan sonra karisim 6.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Olusan slipernatant
alimmig ve genomik DNA’nin ¢okelmesi igin iizerine 0.6X hacimde izopropanol
(EK4) eklenmistir. Hafif bir sekilde yapilan karistirma isleminden sonra goriiliir hale
gelen DNA sividan alinmis ve falkon tiip icerisinde 5 ml hacmindeki %70’lik etanol
(EK4) ile yikanmistir. 6.000 rpm’de yapilan 1 dk santrifiij sonrasinda etanol atilmis
ve DNA kurumaya birakilmistir. Ardindan, genomik DNA iizerine 500 pl TE
tamponu (EK3) eklenerek 55°C’de inkiibasyon ile DNA’nin tampon igerisinde

homojen sekilde ¢oziinmesi saglanmistir. Elde edilen DNA +4°C’de saklanmistir.
3.5. E. coli Suslarindan Plazmid DNA izolasyonu

E. coli suslarindan manuel plazmid izolasyonunda Hopwood vd. (1985)’nin
optimize ettigi prosediir uygulanirken kit ile izolasyonda Nucleospin (Macharey
Nagel) plazmid izolasyon kiti (EK4) kullanilmistir. Manuel izolasyon yonteminde
kat1 kiiltiirler kullanilmis ve steril pipet ucu ile 1 cm?’lik alandan alinan hiicreler 2
mg/ml lizozim enzimi (EK4) i¢ceren 100 pl STE tamponunda (EK3) vorteks yapilarak
siispanse edilmistir. Ardindan hiicre duvarinin pargcalanmasi i¢in 37°C’de ve 30 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonlandiktan sonra hiicreler buz igerisinde 20 dk
sogutulmustur. Orneklerin iizerine alkali bir ¢ozelti olan liziz soliisyonundan (EK3)
60 ul eklenmis ve vortekslenmistir. Once oda sicakliginda 10 dk, sonra 70°C’de 10
dk inkiibasyon yapilmistir. Tiiplerin iizerine 160 pl fenol-kloroform (1:1) (EK3)
soliisyonu eklenerek vorteksleme sonrasinda siit beyazi bir renkte bir karisim elde
edilmistir. Orneklerin +4°C’de 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij sonrasinda faz ayrimi
saglanarak {istteki tabakada bulunan sivi kisimdan 20 pl alimip %0.8’lik
konsantrasyonda hazirlanmis agaroz jele yiiklenmistir ve elektroforez ile

ayrimlanmistir.

E. coli suslarindan Nucleospin plazmid izolasyon kiti (Macharey Nagel)
kullanilarak yapilan plazmid DNA izolasyonunda, plazmide uygun secici antibiyotigi
iceren LB besiyerinde 37°C’de 16 saat inkiibe edilen bakteri kiiltiirlinden 2 ml alinip
13.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Stipernatant kism1 uzaklastirildiktan sonra
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pelletten kit prosediiriinde belirtilen sekilde plazmid DNA izolasyonu
gerceklestirilerek yiiksek saflikta ve yogunlukta DNA elde edilmistir.

3.6. Kompetan E. coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi ve Transformasyonu

Kompetan hiicre hazirliginda Hanahan vd. (1983) tarafindan tanimlanan RbCl>
(EK4) yontemi kullanilmistir. Oncelikle, -86°C’de muhafaza edilen E. coli DH5a, E.
coli ET12567/pUZ8002 ve/veya E. coli BL21 stoklarindan LB agar (EK2) besiyerine
cizgi ekim yapilarak hiicreler canlandirilmis ve elde edilen tek kolonilerden
secilerek, gerekli ise uygun konsantrasyonda antibiyotik eklenilen 10 ml LB besiyeri
icerisine ekilmistir. 37°C ve 200 rpm’de 16 saat inkiibasyon sonras1 lireyen bakteri
kiiltirinden 1 ml alinarak uygun antibiyotik igeren 100 ml LB besiyerine
agtlanmigtir. 37°C ve 200 rpm’de inkiibasyon sirasinda bakteri ODgoo degeri 0.4 ile
0.7’ye ulasincaya kadar diizenli araliklarla bakteri yogunlugu &l¢iilmiistiir. Istenilen
ODeoo degeri elde edildikten sonra oncelikli olarak kiiltiir 15 dk buz igerisinde
bekletilmis ve ardindan 3.500 rpm’de, 4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ornegin
slipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra pellet 20 ml soguk Tampon 1 (EK3)
cozeltisi icerisinde siispanse edilmis ve ayni sekilde santrifiij yapilarak tampon 1
pelletten uzaklastiritlmistir. Ardindan, pellet iizerine 8 ml soguk tampon 2 (EK3)
cozeltisinden eklenerek nazikce karistirilmistir ve 100 pl’lik esit hacimlere boliinerek
30 dk buz icerisinde bekletilmistir. Ardindan, tiipler s1v1 nitrojende dondurulmus ve -

86°C’de muhafaza edilmistir.

Taze hazirlanmig E. coli kompetan hiicrelerinin transformasyonunda Sambrook
vd. (1989) tarafindan tanimlanan yontem kullanilmistir. Oncelikle -86°C’de saklanan
100 pl’lik E. coli kompetan hiicreleri buz igerisinde 10 dk bekletilerek ¢oziilmesi
saglanmigtir. Ligasyon tiriinii ya da 1-10 pl hacimde plazmid DNA (1-50 ng) buz
icerisinde yavasca eritilen kompetan hiicrelerin tizerine eklenmis ve hiicrelere zarar
vermeden yavas hareketler ile pipetaj yapilmistir. Tiipler 20 dk buzda inkiibe edilmis
ve ardindan 42°C’de 1 dk 1s1 soku uygulanmistir. Is1 soku uygulamasi sonrasinda
tiipler hizlica buz igerisine alinip 5 dk bekletilmistir. Hiicre-DNA karigiminin {izerine
900 pl SOC besiyeri (EK2) eklenmis ve 37°C’de, 1 saat ve 150 rpm’de hiicreler
rejenerasyon igin inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan hiicreler 3.000 rpm’de 10
dk santriflij edilerek siipernatant uzaklastirilmis ve pellet 100 ul SOC besiyerinde
¢cozllmiistlir. Hiicre ¢ozeltisi segici antibiyotik iceren LA besiyerine yayma ekim

36



yontemi ile yayilmis ve koloni olusumunun gézlemlenmesi i¢in 37°C’de 16 saat

boyunca inkiibe edilmistir.
3.7. Konjugasyon Reaksiyonu

E. coli’den ve S. clavuligerus’a arasinda konjugasyon reaksiyonu ile plazmid
DNA aktarimi i¢in Flett vd. (1997) tarafindan optimize edilen metot, {izerinde bazi
modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. Dondr olarak ilgili plazmidi iceren
metilasyondan yoksun E. coli ET12567/pUZ8002 hiicreleri kullanilmistir. E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicreleri pUZB8002 ve dam™ mutasyonunun devami igin
kanamisin (Kan) (25 pg/ml) ve kloramfenikol (Cm) (25 pg/ml) (EK4), bunun yani
sira aktarim yapilmak istenilen plazmide 6zgii segici antibiyotigi iceren 10 ml’lik LB
besiyerine ekilmis ve 37°C ve 200 rpm’de 16 saatlik inkiibasyon yapilmistir. Elde
edilen gece kiiltiiriniin 1 ml’si 100 ml LB besiyerine (antibiyotik igeren) ekilerek
ODeoo degeri 0.4-0.6 araligina ulasincaya kadar inkiibe edilmistir. Ardindan bakteri
kiiltiirii 3.500 rpm’de, 4°C’de 5 dk santrifiij edilerek stipernatant uzaklastirilmistir ve
iki kere esit hacimde antibiyotik icermeyen taze LB besiyeri ile ayn1 kosullarda
yikama islemi yapilmistir. Yikama isleminin ardindan, pelletler 1/10 hacmindeki
LB’de ¢oziilmiistiir. Triptikaz Soya Agar (TSA; EK2) besiyerinde iireyen 48 saatlik
S. clavuligerus NRRL 3585 kiiltiire %20 konsantrasyonunda ve 5 ml hacminde
gliserol eklenerek miseller besiyerinin yiizeyinden toplanmis ve homojenize
edilmistir. Bu karigimm 500 pl’si 500 pl E. coli hiicreleri ile karistirilmis ve bu
karisim 3.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen E. coli-S. clavuligerus
cokeltisi 200 pul LB’de ¢oziilmiis ve 10 mM CaClz (EK4) igeren Mannitol-Soya Unu-
Agar (MSA; EK2) iizerine yayilmistir. 28°C’de 16 saatlik inkiibasyon sonrasinda
MSA besiyerleri tizerine E. coli iremesinin baskilanmasi i¢in 0.5 mg/ml nalidiksik
asit ve ekskonjugantlarin se¢imi i¢in 1 mg/ml se¢ici antibiyotik iceren 1 ml ¢ozelti

yayilmistir. Inkiibasyon 30°C’de 3-7 giin boyunca devam etmistir.
3.8. Mutant S. clavuligerus Suslarimin Elde Edilmesi

SCLAV_1957 (adpA) geninin delesyonu i¢in Fernandez-Martinez ve Bibb
(2014) tarafindan gelistirilen I-Scel meganiikleaz yontemi uygulanmistir. 1-Scel
meganiikleaz; Saccharomyces cerevisiae mitokondri DNA’sinda kodlanan, ¢ift
zincirli  DNA’y1 18 b¢  uzunlugundaki  bir  tamima  dizisinden

(TAGGGATAACAGGGTAAT) kesebilen monomerik ve 235 amino asitlik bir
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endoniikleazdir. 18 bg¢’lik bu tanima dizisi su ana kadar tanimlanmis higbir
aktinomiset genom dizisinde bulunmadigi i¢in Streptomyces sp. suslarindaki gen
delesyonu c¢alismalarinda giivenle kullanim avantaji  saglamaktadir. 1-Scel
meganiikleaz, 18 bg'lik tanima dizisinde ¢ift zincir kirilmasmna neden olarak,
hiicrenin hayatta kalabilmek i¢in kromozom onariminin devreye girmesini ve bu
amagcla homolog rekombinasyon olayinin ger¢eklesmesini miimkiin kilar (Fernandez-
Martinez ve Bibb, 2014). Yontemin uygulama asamasinda; I-Scel hedef sekansini
iceren plJ12738 (EK1) ve kodon optimize I-Scel meganiikleaz1 igeren plJ12742
(EK1) plazmidleri kullanilmistir.

Prosediiriin agsamalar1 asagida verilmistir:
(i) adpA geninin SCLAV_1956 ve SCLAV_1957 arasindaki intergenik bdlgesini
kapsayan 2419 bg’lik 5’ yukar1 ve ornA genini de kapsayan adpA-SCLAV_1959
genleri arasinda kalan 2987 bg’lik 3" asag: bitisik (flanking) bolgeleri CloneAmp™
HiFi PCR Premix (EK4; TAKARA) kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ile cogaltilmistir.
(i1) In-Fusion® HD Cloning Kit (EK4; TAKARA) ile iki amplikon birbiri ardina
bitisik fiizyon halinde plJ12738 plazmidine klonlanip E. coli DHS5a hiicrelerine
transforme edilmistir.
(iif) Konjugasyon reaksiyonu i¢in rekombinant plJ12738 vektorii E. coli DH5a’dan
E. coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerine transformasyon ile aktarilmustir.
(iv) Konjugasyon reaksiyonu ile rekombinant E. coli ET12567/pUZ8002’den S.
clavuligerus  NRRL 3585 susunun kromozomuna rekombinant plJ12738’in
entegrasyonu saglanmistir (tek kross over).
(V) plJ12742Km5 vektoriiniin rekombinant S. clavuligerus NRRL 3585 hiicrelerine
konjugasyonunu yapilmis ve kromozomdaki |_Scel tanima boélgesinde ¢ift zincir
kirig1 olusturulmustur.
(vi) Elde edilen ekskonjugantlarda yer alan plJ12742Km5 plazmidinin hiicreden
atilmasi igin hiicreler sporlandirilip 37°C’de iiretilmis ve kan®/apr® genotipli
koloniler segilmistir. S. clavuligerus’da adpA geninin delesyonu PCR ve Southern

Blot yontemleri ile dogrulanmistir (Sekil 3.1).
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Mutant genotip @ Yabanil sus genotipi
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Mutant susun 37°C de iiretilerek pIJ12742
plazmidinin hiicreden atilmasi

Sekil 3.1. I-Scel Meganiikleaz yontemi ile S. clavuligerus genomunda adpA geninin silinmesine dair
sematik gosterim (Fernandez-Martinez ve Bibb, 2014’den uyarlanmistir)

3.9. Restriksiyon Endoniikleaz Kesimleri

DNA’nin manipiilasyonu islemlerinde, klonlama ve dogrulama g¢aligmalarinda
cesitli restriksiyon endoniikleazlar (EK4) kullanilmistir. Enzim kesim reaksiyonlari

iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir.
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3.10. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Protein Orneklerinin molekiiler biiyiikliigiine gore ayrimlanabilmesi i¢in

poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) kullanilmustir.

3.10.1. Native PAGE

Elektroforetik hareket degisim deneyinde (EMSA’da) rekombinant proteinler

%12’lik native (denatiire olmayan) poliakrilamid jellerde ve Tris Borat EDTA (TBE)

tamponunda (EK3) yiiriitiilmiistiir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Native poliakrilamid jellerin hazirlanigi

Jel icerigi Miktar
Monomer konsantrasyonu %12
Akrilamid/bis (30:1) 1.670 ml
dH,0 7.13 ml
0.5X TBE 0.5ml
% 43 Gliserol 600 ul
% 10 Amonyum persiilfat 90 pul
(APS)

TEMED 5ul
Total Hacim 10 ml

3.10.2. SDS-PAGE

Rekombinant proteinlerin analizi i¢in poliakrilamid jel Tablo 3.3’de verilen

kompozisyonda hazirlanip 16 mA’ de Mini-Protean jel aparati (Biorad) kullanilarak

SDS-PAGE ile yiiriitiilmiistiir (Laemmli, 1970).

Tablo 3.3. SDS-poliakrilamid jellerin hazirlanist

Istifleme jeli Ayirma jeli
Monomer konsantrasyonu %4.5 %12
Akrilamid/bis 1.3 ml 4 ml
dH.0 6.1 ml 3.35ml
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 - 2.5ml
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 2.5ml -
% 10 (w/v) SDS 100 pl 100 wl
% 10 APS 50 ul 50 ul
TEMED 10 ul 5ul
Total hacim 10 ml 10 ml
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3.10.3. Southern Blot Deneyi icin % 6’ik PAGE

Southern blot deneylerinde PCR f{iriinleri %6°lik native poliakrilamid jellerde

yuriitiilmistiir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. %61k poliakrilamid jel kompozisyonu

Kimyasal Hacim (ml)
29:1 Akrilamid 2.4 ml

Tris Borat EDTA (TBE) Tamponu (1X) 12 ml

APS (%10) 200 pl
TEMED 10 pl

3.11. Poliakrilamid Jellerin Boyanmasi
3.11.1. Native-Poliakrilamid Jellerin Boyanmasi

EMSA deneyinde kullanilan DNA-protein kompleksleri, 1/100.000 oraninda
seyreltilmis SYBR Green I niikleik asit jel boyasi (EK4) i¢eren 0.5X TBE tamponu
icinde hafifce ¢alkalanarak (80 rpm) boyanmustir.

3.11.2. SDS-PAGE Jellerin Boyanmasi

SDS-PAGE jellerinde yiiriitiilen protein bantlarinin gézlenmesi igin jeller taze
hazirlanmis 50 ml Coomassie Blue R-250 (EK3)’de 1 saat hafif calkalama ile inkiibe
edilmis ve daha sonra 2-3 saat boyunca boya temizleme ¢ozeltisinde (EK3)

bekletilerek durulanmaistir.
3.12. Ligasyonlar

Elektroforez islemi sonrast ayrimlanan DNA bantlar1 jelden kesilerek
Eppendorf tiliplere aktarilmistir. Kesilen DNA bantlari, NucleoSpin Jel ve PCR
Clean-up (EK4; Macharey Nagel) kiti kullanilarak jelden arindirilmis ve elde edilen
DNA konsantrasyonu NanoDrop® ND-2000 (Thermo Scientific™) ) cihaziyla
Olclilmiistiir. PCR iiriinlerinin dogrusal plJ12738 vektoriine ligasyonunda In-
Fusion® HD Cloning Kit (TAKARA) (EK4) kullanilmis ve Tablo 3.5'de verilen

prosediir uygulanmistir.
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Tablo 3.5. Insertlerin pIJ12738 plazmidine ligasyonu i¢in uygulanan igerik

Icerik Hacim (pl)

Insert 1 (21.3 ng/ul)

Insert 2 (61.7 ng/ul)
Dogrusal plJ12738 plazmidi (23.3 ng/ul)

5X In-Fusion HD Enzyme Premix

dH.0

| N W P W

Toplam Hacim 10

S. clavuligerus AadpA hiicrelerin elde edilmesinde antibiyotik se¢iliminin ¢ok
daha kolay olarak yapilabilmesi i¢in |_Scel genini iceren plJ12742 vektdriine,
pTC192-Km plazmidinden (Lopez-Garcia vd., 2010) EcoRI (Thermo Scientific™)
(EK4) enzimi ile kesilerek elde edilmis olan kanamisin direng geni (aphll) ligasyon
reaksiyonu ile transfer edilmistir. Ligasyon reaksiyonu gergeklestirmeden once
yapiskan ug olusturan EcoRI ( enzimi ile kesilen aphll geninin, kiit u¢ olusturan Blpl
(Thermo Scientific™) (EK4) enzimi ile dogrusal hale getirilen plJ12742 vektoriine
baglanabilmesi i¢in fragment uyumsuzlugunun giderilmesi gerekmektedir. Bu
sebeple aphll geninde mevcut olan yapiskan uglarin enzim muamelesi ile kiit ug
haline getirilmesinde T4 DNA Polimeraz (Thermo Scientific™) (EK4) enzimi
kullanilmigtir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. aphll genine T4 DNA Polimeraz (Thermo Scientific™) uygulanan reaksiyonun igerigi

icerik Hacim (pl)
aphll geni (9.6 ng/ul) 13.8

5X reaksiyon tamponu 5

dNTP (10 mM) 1

T4 DNA Polimeraz (1U/ pl) 0.2
Toplam Hacim 20

Reaksiyon; 11°C’de 20 dk ve ardindan 75°C’de 10 dk inkiibe edilir.

Dogrusal plJ12742 plazmidi, self ligasyonu engellemek amaciyla Alkalin
fosfataz (Thermo Scientific™) enzimi (EK4) ile muamele edilmis ve uglarindaki
fosfat gruplari uzaklagtirlmistir (Tablo 3.7). Ardindan ligasyon islemi
gerceklestirilmistir (Tablo 3.8).
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Tablo 3.7. plJ12742 plazmidine Alkalin fosfataz enzimi (Thermo Scientific™) ) uygulanan

reaksiyonun icerigi

icerik Hacim (pul)
Dogrusal plJ12742 plazmidi (49.8 ng/pl) 16

10X Alkalin Fosfataz tamponu 2
FastAP™ Termosensitif Alkalen Fosfataz (1U/ pl) 1

dH20 1

Toplam Hacim 10.7

Reaksiyon; 37°C’de 10 dk ve ardindan 75°C’de 5 dk inkiibe edilir.

Tablo 3.8. plJ12742 plazmidine aphll geninin aktarilmasi igin uygulanan ligasyon igerigi

Icerik Hacim (pl)
aphll fragmenti (9.6 ng/pl) 6.7

10X ligasyon tamponu 2

Alkalin Fosfataz uygulanmis dogrusal plJ12742 plazmidi 1

(49.8 ng/ul)

T4 DNA ligaz (5 U/ul) 1

dH.0 -

Toplam Hacim 10.7

Calismada kullanilan pGEM®-T easy ve pSET152ErmE* plazmidlerine

DNA fragmentlerinin yerlestirilmesi i¢in uygulanan ligasyon reaksiyonlar1 sirasiyla

Tablo 3.9 ve Tablo 3.10°da, pET28-a(+) vektoriine gen aktariminda uygulanan

ligasyon reaksiyonu ise Tablo 3.11'de detayli olarak sunulmustur.

Tablo 3.9. pPGEM®-T Easy plazmidine adpA’nin yerlestirilmesi i¢in uygulanan ligasyon igerigi

Icerik Hacim (ul)
adpA amplikonu (50.7 ng/ul) 4.65

T4 DNA ligaz (5 U/ul) 1
pGEM®-T Easy vektor (50 ng/ul) 1

T4 DNA ligaz tamponu (2X) 5

dH,0 -

Toplam Hacim 10
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Tablo 3.10. pSET152ErmE* plazmidine adpA’nin yerlestirilmesi i¢in uygulanan ligasyon igerigi

Icerik Hacim (ul)
adpA amplikonu (23.3 ng/ul) 1.9

T4 DNA ligaz (5 Weiss U/ul) 1
pSET152ErmE* vektorii (43.4 ng/pl) 1

T4 DNA tamponu (10X) 2

dH20 4.1
Toplam Hacim 10

Tablo 3.11. pET28-a(+) plazmidine adpA’nin yerlestirilmesi i¢in uygulanan ligasyon icerigi

icerik Hacim (ul)
pPGEMT-1"den kesilen adpA amplikonu 1
T4 DNA ligaz (5 Weiss U/ul) 1
pPET28-a(+) vektori (50 ng/pl) 4
T4 DNA ligaz tamponu (10X) 2
dH20 2
Toplam Hacim 10

3.13. Primer Dizayni

National Center for Biotechnology Information (NCBI;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veritabaninda kayitli GenBank erisim numaralarindan

ulagilan  dizilere gére ve Primer3  plus  (www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) programi kullanilarak primerler tasarlanmustir. S.
clavuligerus AadpA mutantinin elde edilmesi igin yapilan klonlama g¢aligmasinda,
elde edilen PCR firiinleri ile dogrusal hale getirilmis vektoriin uglarindaki 15 bg’lik

ortigmenin gerceklesmesi icin gerekli primerler TAKARA In-fusion cloning

programi  (https://www.takarabio.com/learning-centers/cloning/in-fusion-cloning-
tools) kullanilarak dizayn edilmistir. Calismada kullanilan tiim primerler Sentebiolab
(Ankara) firmasina sentezlettirilmistir. Ilgili primer dizileri ve &zellikleri EK5’de

verilmistir.
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3.14. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.14.1. Standart PCR Reaksiyonlar:

S. clavuligerus AadpA mutantinin elde edilmesinde, adpA geninin 5’ yukar1 ve
3’ asag1 bolgelerinin (sirastyla Insert 1 ve Insert 2) ¢ogaltilmasi ve rekombinasyonun
dogrulanmasi i¢in flizyon fragmentin (AadpA-flizyon) putatif rekombinant
plazmidlerde c¢ogaltilmasinda Tablo 3.12’de verilen igerik ve kosullar altinda
CloneAmp™ HiFi PCR Premix (TAKARA) kullanilarak PCR yapilmustir.

Tablo 3.12. adpA geninin 5’ yukari ve 3’ asagi bolgelerini ¢ogaltmada kullanilan PCR igerik ve
kosullar

Reaksiyon icerigi Miktar (ul) PCR Kosullari

CloneAmp™ HiFi PCR Premix Mastermix 12.5

Kalip DNA (100 ng) 1 98°C 10 sn

fleri primer (10 uM) 1.25 #30
Geri primer (10 pM) 1.25 68°C 1dk 20 sn

DMSO 1

dH:0 8

plJ12742 vektoriine aphll geninin yerlestirilmesi sonucu elde edilen
rekombinant plazmidlerin dogrulanmasinda ise Tablo 3.13’de verilen PCR igerik ve

kosullar1 kullanilmistir.

Tablo 3.13. aphll geninin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan reaksiyon igerigi ve kosullari

PCR icerigi Hacim (pl) PCR kosullart
Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0.5 95°C 10 dk
10X standart Taq reaksiyon 2.5 95°C 30 sn
tamponu

MgCl; (25 mM) 15 52°C 30 sn #30
aphll F (10 pM) 1.25 72°C 55 sn
aphll_R (10 pM) 1.25 68°C 5 dk
Kalip DNA (100 ng) 1 +4°C o0
dNTP (10 mM) 0.5

DMSO 1

dH.0 15.5
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I-Scel genini igeren ve secilim markdrii olarak kanamisin geninin yer aldigt
plJ12742Km35 vektoriiniin S. clavuligerus’a konjugasyonla aktarilmasi i¢in oncelikle
sik1 restriksiyon bariyer sisteminin asilmasi gerekmektedir. Bu amagla metilasyondan
yoksun E. coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerine ilgili vektoriin transformasyon ile
aktarilmasi sonucu elde edilen kolonilerin dogrulanmasinda hem Tablo 3.13’de
verilen aphll geninin PCR reaksiyonu hem de Tablo 3.14’de verilen Scel-check

primerlerinin (EK5) kullanildigi PCR reaksiyonu uygulanmustir.

Tablo 3.14. Scel-check primerleri yapilan PCR reaksiyonunun igerik ve kosullari

PCR icerigi Hacim (ul) PCR kosullan

Taq DNA polimeraz (5 0.5 95°C 5 dk
U/ul)

10X Standart Taq 2.5 95°C 15 sn
reaksiyon tamponu

MgCl; (25 mM) 1.5 55°C 30 sn #30
Scel check F (10 uM) 1.25 72°C 42 sn
Scel check R (10 uM) 1.25 68°C 5 dk
Kalip DNA (100 ng) 1 +4°C 0
dNTP (10 mM) 0.5

DMSO 1

dH20 15.5

adpA geni silinmis S. clavuligerus AadpA suslarin belirlenmesi i¢in elde edilen
genomik DNA'lar kullanilarak, hem adpA geninin primerleri ile hem de genin 5’
yukar1 ve 3’ asagi bolgelerinden tasarlanan adpA dogrulama primerleri (EK5) ile
Tablo 3.15 ve Tablo 3.16°da verilen PCR igerik ve kosullar1 altinda iki ayr1i PCR
gerceklestirilmistir. Southern blot analizinde prob hazirliginda da adpAD F ve
adpAD_R primerleri (EK5) ile PCR yapilmustir.
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Tablo 3.15. adpA primerleri ile yapilan PCR reaksiyonunun igerik ve kosullar

PCR igerigi Hacim (ul) PCR kosullar:

Tag DNA polimeraz (5U/ ul) 0.5 95°C 5 dk
10X standart Taq reaksiyon 2.5 95°C 15 sn
tamponu #30
MgCl, (25 mM) 15 68°C 30 sn
adpA_F (10 uM) 1.25 72°C 1.12 sn
adpA_R (10 pM) 1.25 68°C 5 dk
Kalip DNA (100 ng) 1 +4°C 0
dNTP (10 mM) 0.5

DMSO 1

dH20 15.5

Tablo 3.16. adpA dogrulama primerleri ile yapilan PCR reaksiyonunun igerik ve kosullart

PCR icerigi Hacim (ul) PCR kosullari
Tagq DNA polimeraz (5 U/pl) 0.5 95°C 5 dk
10X standart Taq reaksiyon 25 95°C 15 sn
tamponu

MgCl, (25 mM) 1.5 55°C 30 sn #30
adpAD _F (10 pM) 1.25 72°C 1.31sn
adpAD R (10 pM) 1.25 68°C 5 dk
Kalip DNA (100 ng) 1 +4°C 0
dNTP (10 mM) 0.5

DMSO 1

dH20 155

3.14.2. Koloni PCR

Transformasyon sonrasi dogrulama caligmalarinda tek bir koloniye ait kiiciik
bir parg¢a 1 pl Triton X-100 (EK4) i¢ceren 50 pul dH20 i¢inde ¢oziilmiis ve 94°C’de 45
dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi
yapilan ¢oOzeltilerin siipernatant kismindan 2-3 pul almarak standart PCR

reaksiyonunda kalip DNA olarak kullanilmstir.
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3.15. Dizileme Reaksiyonu

DNA dizileme hizmeti Genoks Sirketi (Ankara)’nden saglanmstir.
3.16. Southern Blotlama
3.16.1. Prob Hazirhi@: ve Prob Verimliliginin Belirlenmesi

Digoksigenin (DIG) etiketli DNA problari, S. clavuligerus NRRL 3585
genomunda adpA geni ve 5°-3” dizilerine ait toplam 1514 b¢’lik bolgeden rastgele
etiketleme yontemine gore elde edilmistir (DIG DNA Labeling and Detection Kit,
Roche, UK). Uretici firmanin prosediiriine uygun olaran elde edilen PCR iiriinii PCR
saflastirma kiti kullanilarak saflastirilmis ve konsantrasyonu 60.7 ng/ul olarak elde
edilmistir. 15 pl’lik PCR iiriiniin denatiirasyonu i¢in DNA 99°C’de 10 dk inkiibe

edilerek Tablo 3.17’de verilen igerik ve kosullarda prob hazirlanmistir.

Tablo 3.17. Prob olusturma prosediirii

Icerik ve kosullar Hacim (pl)
PCR iiriinii (60.7 ng/ul) 15

99 °C’de 10 dk inkiibasyon

Hekzaniikleotit karigimi (10x) 2

dNTP isaretleme karigimi 2

Klenow isaretleme enzimi (5 U/ul) 1

37°C’de 20 saat inkiibasyon

Prob verimliliginin belirlenmesi i¢in yapilan analizde kontrol olarak kit
iceriginde bulunan etiketli kontrol plazmidi DNA pBR328 (BamHI ile
dogrusallastirilmis) kullanilmigtir. Oncelikle pBR328 (5 ng/ul) ve etiketli prob (60
ng/ul), kitte yer alan seyreltme soliisyonu (Vial 3) ile 1 ng/ul'ye seyreltilmistir. Bu
seyreltme, 10 pg/ul, 3 pg/ul, 1 pg/ul, 0.3 pg/ul, 0.1 pg/ul, 0.03 pg/ul ve 0.01 pg/ul
olacak sekilde yapilmistir. Seyreltmeler tamamlandiktan sonra numuneler, pozitif
yukli bir naylon membran (Thermo Scientific™) , EK4) f{izerine Sekil 3.2'de
gosterilen sirayla 1 pl hacminde damlatilmigtir. Numunenin membran {izerine
sabitlenmesi 8§ dk UV 1s18ina (312 nm) maruz birakilarak gerceklestirilmistir.
Ardindan kit igeriginde verilen adimlar uygulanarak probun verimliligi tespit

edilmistir.
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adpA PCR
probu

Kontrol DNA
probu

Sekil 3.2. Prob verimliliginin tespit edilmesi

3.16.2. DNA’nin Membrana Transferi

Mutant hiicrelerin  dogrulanmasinda kullanilan adpAD_F ve adpAD_R
primerleri (EKS5) ile PCR yapilmistir ve PCR firiinleri %6’lik native poliakrilamid
jelde (Tablo 3.6) yiiriitiilmiistiir. Yiirlitme sonrasi jel 30 dk oda sicakliginda nazik bir
calkalama ile denatiirasyon c¢ozeltisinde bekletilmistir. Ardindan 30 dk oda
sicakliginda nétralizasyon ¢ozeltisinde hafif bir ¢alkalama ile inkiibasyon yapilmistir.
Transfer Oncesinde jel 0.5X TBE tamponunda 10 dk boyunca dengelenmistir.
Blotlama ig¢in Tetra Blotting Module (BIORAD) kullanilmistir. Aparatin igine
yerlestirilmeden once siingerler ve 2 adet Whatman kagidi (EK4) 0.5X TBE’de
islatilmistir. Whatman kagitlarinin iizerine jel ve jelin lizerine de hava kabarcigi
olmayacak sekilde membran yerlestirilmigtir. Membranin {lizerine tekrar 2 adet 0.5X
TBE ile 1slatilmis Whatman kagitlar1 ve siingerler yerlestirilmistir. Transfer i¢in hazir

olan sistem Sekil 3.3’de gosterilen sekilde blot transfer aparatina yerlestirilmistir.

Whatmann 3 mm
Jel

Membran
Whatmann 3 mm
Siinger

. AT siinger
—————— 1

Sekil 3.3. Blot transfer aparatina jel ve membranin yerlesimi

Transfer islemi i¢in 1 saat boyunca 80 V akim uygulanmistir. Transfer

tamamlandiktan sonra membran 0.4 M NaOH soliisyonu (EK3) ile 10 dk muamele
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edilerek denatiirasyon islemi uygulanmistir. Daha sonra membran 1X SSC (EK3) ile
2 kez yikanmis ve 8 dk UV 1s1gma (312 nm) maruz birakilarak DNA’nin membran

tizerinde kross link islemi gergeklestirilmistir.
3.16.3. Hibridizasyon ve Yikamalar

Kit prosediiriinde yer alan ve Sekil 3.4’de verilen formiil kullanilarak

hibridizasyon sicaklig1 55 °C olarak hesaplanmuistir.

T =49.82 + 0.41(% G+C)-(600/1)

Topt= Tm- 20-25°C

Sekil 3.4. Hibridizasyon sicakliginin hesaplanmasi. 1: PCR fragmentinin bg¢ olarak biiyiikligii

Hibridizasyon oncesi membran 55°C’de DIG Easy Hyb tamponunda 30 dk
bekletilmistir. Etiketli problar hibridizasyon tamponuna eklenmeden 6nce 99°C’de 5
dk denatiire edilmistir. Ardindan hidridizasyon tamponuna eklenerek 50 rpm’de
55°C’de 18 saat inkiibasyon yapilmustir. Inkiibasyon sonrasi membran yikama
soliisyonu 1 (EK3) ile 2 kez 25°C ve 30 rpm’de 15 dk yikanmistir. Ardindan yikama
soliisyonu 2 (EK3) ile 68°C’de diizenli araliklar ile nazik¢e calkalanarak 15 dk iki

kez yikanmigtir.
3.16.4. Sinyal Tespiti

Yikama islemleri tamamlandiktan sonra kit prosediiriinde verilen igerik ve
kosullarda uygulanan tespit asamasinda probun hibridize oldugu DNA’larda renk

olusumu gozlemlenmistir.
3.17. Fermantasyon Calismasi

Fermantasyon c¢alismasinda S. clavuligerus NRRL 3585, adpA geni yok
edilmis S. clavuligerus AadpA, komplement S. clavuligerus compadpA, adpA
geninin ¢oklu ifadesini saglayan S. clavuligerus pSPGadpA ve vektor kontrolii olarak
S. clavuligerus pSPG suslar1 kullanilmistir. Fermantasyon oncesinde olusturulacak
on kiiltiirler i¢cin 100 ml’lik TSB besiyerine, suslarin gliserol stoklarindan 500 pl
ekim yapilmis ve 28°C’de 220 rpm’de ODeoo degeri 5-7 araliginda oluncaya kadar
inkiibasyon gerceklestirilmigtir. 500 ml’lik centikli erlenlere 100 ml TYD (EK2)

besiyeri eklenmis ve ayrica adpA geninin ¢oklu ifadesinin saglanirken pSPG
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vektoriinlin  gliserolle indiiklenen bir promotora sahip olmasi sebebiyle %1.5
oraninda gliserol besiyerine ilave edilmistir. ODgoo degerleri esitlenen suslarin 6n
kiiltiirlerinden, her bakteriden ii¢ biyolojik replika olacak sekilde %5 hacimde
besiyerine ekilmis ve 120 saat 220 rpm’de ve 28°C’de inkiibasyon
gerceklestirilmistir.  Fermantasyon  siiresince 24  saat araliklarla DNA
kuantifikasyonu, RNA izolasyonu ve biyoassay deneyleri i¢in Ornekler alinmistir.
Stipernatantlar ve RNA izolasyonunda kullanilacak olan pelletler -86°C’de muhafaza
edilirken DNA kuantifikasyonu yardimiyla ilireme egrilerinin c¢ikarilmasi icin

kullanilacak olan pelletler -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.18. DNA Kuantifikasyonu Yardimiyla Uremenin Belirlenmesi

DNA kuantifikasyonu ile iiremenin belirlenebilmesi icin Burton (1968)
tarafindan optimize edilen protokol kullanilmistir. Fermantasyon c¢alismasinda her 24
saatte bir alinan kiiltiirlerden elde edilen pelletler 2 ml hacimli %0.85’lik NaCl
¢ozeltisinde vortekslenerek ¢oziilmiistiir. Calismada standart olarak 0.3 mg/ml stok
konsantrasyonunda Herring Sperm DNA (Sigma) (EK4)’st 5 mM NaOH (EK4)
icinde ¢ozilmiis ve 6, 10, 20, 30, 50, 60, 75 ve 100 pug/ml olmak tizere farkl
konsantrasyonlara seyreltilmigtir. Blank (kor) 6rnegi (5 mM NaOH), hazirlanan
standartlar ve %0.85’lik NacCl ile seyreltilmis orneklerden 400 pl hacimde alinmistir
ve lizerlerine 1 N HCIO4’den (EK3) 400 pl (v/v) ilave edilmistir. Tiipler ters ¢evrilip
karistirilarak 70°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 6rneklerin {izerine
800 pul difenilamin belirteci (EK3) eklenmis ve 8-10 kez ters cevrilerek
karistirilmistir. Ornekler 30°C°de ve 15 -17 saat inkiibe edilmis ve spektrofotometrik
Ol¢iim Oncesinde vortekslenerek 13.200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Stipernatantlar ODesoo degerinde Slgiilmiistiir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig
standartlarin 6l¢iim sonuglarindan standart egri ve denklem elde edilmistir. Grafik
tizerinde verilen esitlik kullanilarak her bir 6rnekteki DNA konsantrasyonu (pg/ml)

hesaplanmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Herring Sperm DNA’ya ait kalibrasyon egrisi

3.19. Tunikamisin Ekstraksiyonu ve Uretiminin Biyoassay Deneyleri ile

Belirlenmesi

Tunikamisin ekstraksiyonu i¢in fermantasyon kiiltiirlerinden 24 saat araliklarla
alman 10 ml hacmindeki kiiltiirlerin {izerine son konsantrasyonu 0.2 M olacak
sekilde %37’1lik HC1 (EK4) eklenmistir. Karisim vortekslenmis ve 4.000xg’de 10 dk
ve +4°C’de santriflij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet %1’°lik
HCI ile yikanip santrifiij yapilmistir. Yikama islemi iki kez tekrarlanmistir. Pellet
tizerine 1 ml metanol eklenmis ve 10 dk boyunca vortekslenmistir. Tunikamisin
coziindiikten sonra 4.000xg’de, 10 dk ve +4°C’de santrifilj yapilmistir. Son olarak,
1.5 ml’lik Eppendorflara 1 ml’lik silipernatant eklenmis ve metanol 40°C’de
evaparator cihazinda (Christ RVC 2-18) ucurulmustur. Numuneler -20°C’de
muhafaza edilmistir. Biyoassay deneyinden once her bir numune 150 pl metanol

igerisinde ¢oziilerek konsantre tunikamisin ¢ozeltisi elde edilmistir (Bas vd., 2020).

Biyoassay c¢alismasinda indikatér mikroorganizma olarak B. subtilis 6633
hiicreleri kullanilmistir. indikatdr sus, TSB besiyerinde ODsoo degeri 1.0’e ulasincaya
dek iiretilmis ve 45°C’ye kadar sogutulmus TSA besiyerine 100 ml’de 0.0033
yogunlugunda bakteri olacak sekilde eklenmistir. TSA-kiiltiir karisimi petrilere
dokiilmiis ve katilastiginda tlizerinde 5 mm c¢apinda kuyucuklar acilmastir.
Kuyucuklar igerisine 50 pl ornek siipernatanti ve standartlar gerekli seyreltmeler

yapilarak [Tunikamisin standardi (1 mg/ml) DMSO (EK4)’da hazirlanmis ve
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ardindan metanol (EK4) ile 1.0-0.75-0.5-0.25-0.125-0.0625-0.003125 pg/ml
konsantrasyonlarda seyreltilmistir] kuyucuklara yiiklenmistir. Petriler 6nce 4°C’de 2
saat, ardindan 28°C’de 12-15 saat inkiibe edilmistir. Tunikamisine ait standart
egriden elde edilen lineer regresyon baz alinarak kiiltiirlerdeki tunikamisin tiretimleri

(ng/ml) belirlenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Tunikamisin standardina ait kalibrasyon egrisi
3.20. CA Uretiminin Biyoassay Deneyleri ile Belirlenmesi

Suslarin  CA {iretimlerinin tespit edilmesi amaciyla yapilan biyoassay
deneyinde indikatér mikroorganizma olarak bir p-laktamaz iireticisi olan K.
pneumoniae ATCC 29665 susu kullanilmistir (Romero vd., 1984). Fermantasyon
siirecinde 24 saat araliklar ile aliman Orneklerden elde edilen siipernatantlar
kullanilarak gerceklestirilen biyoasssay deneyinde standart olarak potasyum
klavulanat (Sigma, USA) (EK4) kullanilmistir. K. pneumoniae ATCC 29665
hiicreleri, penisilin G (10 pg/ml) (EK4) iceren TSB besiyerinde ODegoo degeri 1.0°e
ulagincaya dek tretilmistir. Ardindan TSA besiyeri hazirlanmis ve 45-47°C’lik
sicaklik araligina kadar sogutularak penisilin G (10 pg/ml) antibiyotigi eklenmistir.
100 ml TSA besiyeri igerisinde 0.0033 yogunlukta bakteri olacak sekilde K.
pneumoniae ATCC 29665 kiiltiiriinden eklenmis ve TSA-kiiltiir karisimi petri kabina
dokiilmistiir. Katilasan TSA-kiiltiir karisimi iizerinde 5 mm c¢apinda kuyucuklar
acilmistir ve igerisine 50 pl Ornek siipernatantt ve farkli konsantrasyonlarda

seyreltilmis standartlar [Potasyum klavulanat; sodyum asetat (EK4; pH: 6.0) ile 10,
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7.5,5.0,3.5,2.5, 1.25, 0.625, 0.312, ve 0.156 ug/ml’ye seyreltilmistir.] kuyucuklara
eklenmistir. Petriler once 4°C’de 2 saat, ardindan 30°C’de 12-15 saat inkiibe
edilmistir. Potasyum klavulanata ait standart egriden elde edilen lineer regresyon baz
almarak kiltirlerdeki CA iiretimleri belirlenmistir (Sekil 3.7). Burada, CA K.
pneumoniae tarafindan firetilen PB-laktamazi inhibe ederken, penisilin G bakteri
gelisimini engelleyerek kuyucuk etrafinda inhibisyon zonu olusmasini saglar

(Romero vd., 1984).
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Sekil 3.7. CA standardina ait kalibrasyon egrisi
3.21. Suslarin CephC Uretiminin Biyoassay Deneyleri Ile Belirlenmesi

Manipiile suslarin kontrole kiyasla CephC iiretimlerini karsilastirmak icin
yapilan biyoassay c¢alismasinda indikator mikroorganizma olarak [-laktam
antibiyotiklerine karsi asir1 duyarli olan E. coli ESS 22-35 susu kullanilmigtir
(Aharonowitz ve Demain, 1978). Fermantasyon calismasi siirecinde 24 saat araliklar
ile alinarak -86 °C’de muhafaza edilen siipernatantlar CephC iiretiminin tespitinde
kullanilmistir. Standart olarak kullanilan 1 mg/ml Cefmatazole (Gold Bio, USA)
(EK4) 1 M MOPS tamponunda (EK4; pH: 6.0) ¢oziinmiis ve 10, 7.5, 5.0, 3.5, 2.5,
1.25, 0.625, 0.312, 0.156, 0.078, 0.039, 0.019, ve 0.009 pg/ml olacak sekilde
seyreltilmistir. E. coli ESS 22-35 hiicreleri bir gece 6nce 10 ml TSB besiyerine
ekilerek 30°C ve 200 rpm’de inkiibe edilip gece kiiltiirii olusturulmustur. Ureyen
kiltirden 1 ml alimip 100 ml TSB besiyerine ekilmis ve ODeoo degeri 1.0°e

ulasincaya dek iiretilmistir. Taze hazirlanmis steril TSA besiyeri 42°C’lik sicakliga
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kadar sogutulmustur. 100 ml TSA igerisinde 0.0033 yogunlugunda olacak sekilde
ODesoo degeri 1 olan E. coli ESS 22-35 kiiltiiriinden eklenmis ve TSA-kiiltiir karigimi
petrilere dokiilmiistiir. Katilasan TSA-kiiltiir karisimi lizerinde 5 mm c¢apinda
kuyucuklar agilmistir. Igerisine 50 ul drnek siipernatant: ve seyreltilmis standartlar
eklenmistir. Kuyucuklarin igerisine eklenen numunelerin agar besiyeri tarafindan
absorbe edilebilmesi icin petriler dnce 4°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Ardindan
30°C’de 12-15 saat boyunca yapilan inkiibasyon sonrasi kuyucuklar etrafinda olusan
zonlar mm cinsinden Ol¢iilmiistiir. Cefmatazole’e ait standart egriden (Sekil 3.8) elde

edilen esitlik araciligi ile kiiltiirlerin CephC tiretimleri belirlenmistir.
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Sekil 3.8. Cefmatazole standardina ait kalibrasyon egrisi
3.22. RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

RNA izolasyonlar1 icin DNA kuantifikasyonu sonuglar1 degerlendirilerek
fermantasyonun 48. saatinde alinan oOrneklerin kullanilmasina karar verilmistir.
NucleoSpin RNA izolasyon kiti (EK4; Macherey-Nagel, Almanya) kullanilarak 2 ml
kiiltiir pelletinden RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Kitin prosediiriine ek olarak
hiicre duvarim1 par¢alamak amaciyla sonikasyon islemi uygulanmistir. Protein ve
hiicre kalintilarinin ayristirilmasi igin fenol/kloroform muamelesi ile "Phase lock gel
heavy" (5-Prime) kolonlar1 (EK4) kullanilmistir. DNA kontaminasyonunu dnlemek
icin kit igerisinde yer alan DNaz muamelesine ek olarak izolasyon sonunda 50 pl
hacmindeki RNA 0Orneklerine iki kez DNaz (Invitrogen, USA) (EK4) islemi

uygulanmistir (Kurt vd., 2013). Elde edilen RNA'lar %]1.5 konsantrasyonundaki
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agaroz jelde yiiriitiilmiis ve RNA miktari, kalitesi (A260/A230>1.8-2.2) ve temizligi
(A260/A280>2.0) spektrofotometrik  Olgiimlerle belirlenerek -86 °C'de kiigiik

hacimlerde muhafaza edilmistir.
3.23. RNA Dizileme (RNA-Seq)

RNA dizileme (RNA-seq), belirli bir zaman diliminde biyolojik bir dokuda
ifade olan RNA'min varligmi, miktarint ve dolayisiyla hiicredeki gen ifadesini
anlamak i¢in yiiksek verimli dizileme yontemlerinin avantajlarini kullanarak hizli ve
glivenilir ¢iktilar sunan dizileme prensibine dayali bir transkriptom aracidir
(Nagalakshmi vd., 2008, Kukurba ve Montgomery, 2015). ilk transkriptomik
calismalari, nispeten diisiik maliyetle yliksek verim segenegi sunan hibridizasyon
temelli mikrodizi teknolojileri kullanilarak gerceklestirilmis ancak analiz icin
onceden dizi bilgisine ihtiya¢ duyulmasi, ifadesi az ve cok yiiksek olan genlerin
verimli bir sekilde tespit edilememesi ve benzer dizilerin analizi sirasinda sorunlu
hibridizasyon problemleri gibi ¢esitli olumsuz durumlar kullanimini sinirlandirmistir
(Schena vd., 1995; Casneuf vd., 2007; Shendure 2008; Kukurba ve Montgomery,
2015). Mevcut sorunlar gliniimiizde yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin
kullanim1 ile RNA analizinde komplementer DNA'nin (cDNA) yiiksek verimli

dizilenmesi sonucunda ¢6ziime kavusmustur (Wang vd., 2009).

RNA-seq analizi 0Ozellikle prokaryotlarda c¢ogunlukla diferansiyel gen
ekspresyonunu (DEG) analiz etmek i¢in kullanilir. Standart bir RNA-seq deneyi,
RNA'min izole edilmesi, cDNA’ya donistiiriilmesi, sekanslama kiitliphanesinin
hazirlanmasi, NGS platformunda sekanslanmasi ve biyoinformatik analizlerin

yapilmasi adimlarindan olusur (Sekil 3.9).

IS.clavuligerus suglay] 3 6 | 3 : ] Yiksek verimli
ile fermantsayon RN enlasyom cDNA:sentezi 7| sekanslama

S. clavuligerus NRRL3385 I T

adaptor
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.‘\@

S clavuligerus AadpA = ‘
S. clavuiigerus pSPGadpA - ’—s"'
S. clavuligerus pSPG
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3

-
e RNA S—

Kalite Kontrol Dizileme »| Normalizasyon »| Analiz

Sekil 3.9. RNA-seq analizi i¢in is akis1 (Gong vd., 2023)

56



Calismamizda her bir 6rnege ait {i¢ biyolojik replika/numune [RNA biitiinliik
numarast (RIN) degerleri >9.0] birlestirilerek bir havuz yapilmis ve RNA-seq igin
mRNA kiitiiphanesinin hazirlanmasinda kullanilmistir (Abanoz-Seg¢gin vd., 2023).
Suslarinin RNA-seq analizi DNBSeg/Illumina platformunda (BGl Genomics, Hong
Kong) gerceklestirilmis ve PE100 kiitiiphaneleri elde edilmistir. Ham RNA-seq
verileri, PRINA707406 proje numarast altinda NCBI Sekans Okuma Arsivi'nde
(Sequence Read Archive, SRA) saklanmistir. Filtrelemeden sonra adaptor diziler,
diisiik kaliteli okumalar ve fazlalik rRNA dizileri ham verilerden ¢ikarilmistir. Temiz
okumalar HISAT (Kim vd., 2015) ve IGV (Thorvaldsdottir vd., 2013) yardimiyla S.
clavuligerus referans genom dizisine
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF _000148465.1) hizalanmistir. Ayrica,
temiz okumalar1 referans genomuna eslestirmek icin Bowtie2 (Langmead ve
Salzberg, 2012) kullanilmistir. Her numunenin gen ekspresyon diizeyi RSEM
kullanilarak hesaplanmistir (Li and Dewey, 2011) ve genlerin ekspresyon seviyesi,
milyon haritalanmis fragman basina gen bazi basina fragman sayis1 (Fragments Per
Kilobase per Million mapped fragments, FPKM) ile normallestirilmistir. Diferansiyel
olarak eksprese edilen genleri (DEG'ler) belirleme esiginde log2(FoldChange, FC)
>1, <-1 ve yanhs tespit oran1 (FDR) < 0.005 olarak kullanilmigtir. DEG'lerin
fonksiyonel siniflandirmasi Gen Ontoloji (GO) analizi ile yapilirken, DEG'lerin yol
zenginlestirme analizi Gen ve Genomlarin Kyoto Ansiklopedisi (KEGG) (Okuda vd.,

2008) veri taban1 kullanilarak saglanmistir.

3.24. Kantitatif Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(QRT-PCR)

Tunikamisin biyosentetik yolaginda bulunan gen ifade degisikliklerinin tespit
edilmesi ve ayn1 zamanda RNA-seq verilerinin biyoinformatik analizi sonucu elde
edilen diferansiyel gen ekspresyonu (DEG) verilerinin dogrulanmasi i¢in qRT-PCR
analizi gerceklestirilmistir. TYD besiyerinde gergeklestirilen fermantasyon siirecinde
48. saatte alinan orneklerden elde edilen RNA’lar hem RNA-seq hem de qRT-PCR
analizinde kullanilmistir. 2 pg RNA Ornegi ile High Capacity cDNA Reverse
Transciption Kit (EK4; Applied Biosystems) kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirilmistir (Tablo 3.18). qRT-PCR analizinde kullanilan primerlerin dizileri

ve Ozellikleri EK5’de verilmistir.
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Tablo 3.18. cDNA sentez reaksiyonu ve kosullari

Icerik Hacim (ul) Sicakhk Siire
10x RT tamponu 2 25°C 10 dk
dNTP mix (10 mM) 0.8 37°C 120 dk
MultiScribeReverse 1 85°C 5 dk
transkriptaz (50 U/ul)

10X RT random 2 4°C

primer

RNaz inhibit6r 1

RNA (200 ng/ul) 10

dH.0 3.2

gRT-PCR calismasinda BRYT Green® boyasi igeren GoTaq® qPCR Master
Mix (Promega) ajani kullanilmistir. Bu master mix, kantitatif PCR (qPCR) i¢in 2X
master mix olup, icerisinde oda sicakliginda polimeraz aktivitesini engelleyen
patentli bir antikora bagl tam uzunlukta Taq DNA polimeraz olan GoTaq® Hot Start
polimeraz  dNTP'ler ve MgCl> bulunurmaktadir. Ayrica, amplifikasyon
reaksiyonunda daha az inhibitor 6zelligine sahip, SYBR® Green I'den daha yiiksek
bir konsantrasyonda kullanilabilen yeni, ve patentli bir dsSDNA baglayici boya igerir.
Master mix i¢indeki boya konsantrasyonu, SYBR® Green I igeren master mixlerden
cok daha parlak floresans iiretmek {lizere optimize edilmistir. Boyanin uyarilma ve
emisyon Ozellikleri SYBR® Green I'e benzer, bu nedenle yaygin olarak bulunan
gercek zamanl PCR cihazlariyla uyumludur

(https://worldwide.promega.com/resources/  pubhub/introducing-gotag-gpcr-master-

mix-the-bright-choice-for-dye-based-gpcr/; 19.07.2024). Deney asamasinda verileri
normalize etmek ve gilivenilir bir karsilastirma yapabilmek i¢in referans gen olarak
RNA polimeraz sigma faktoriinii kodlayan hrdB geni secilmistir (Kurt vd., 2013).
Calismada kullanilan qRT-PCR reaksiyon igerigi ve kosullari Tablo 3.19°da
verilmistir. gRT-PCR analizi, CFX96 Real Time PCR (BioRad) cihazinda
gergeklestirilmistir. Deney sirasinda her bir 6rnek i¢in iki biyolojik ve iki teknik
replika kullanilmistir. Bunun yani sira her reaksiyona 6zgii, CONA yerine dH20’nun

kullanildig1 negatif kontrol (NTC) seti deneye eklenmistir.
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Tablo 3.19. gRT-PCR reaksiyon igerik ve kosullari

Icerik Hacim  Final Basamak Sicaklik  Siire Déngii
(nb Konsantrasyon

GoTaq®qPCR 10 1x Hot Start 95°C 2 dk 1

Master mix aktivasyonu

(2X)

cDNA 1 Denatiirasyon 95°C 15sn 40

fleri Primer 0.8 0.4 uM Yapigma/uzama ~ 60°C 1dk

(10 uM)

Geri primer 0.8 0.4 uM Dissosiasyon 60-95°C  0.5°C lik 1

(10 uM) (ergime egrisi) artiglarla

dH.0 7.4

3.25. qRT-PCR Verilerinin Rélatif Kuantifikasyonu

Rolatif kuantifikasyon, hedef genin ifade diizeyini belirli bir referans genin

ifade diizeyine gore goreceli olarak 6lgme islemidir (Pfaffl, 2007). qRT-PCR sonucu

2°44Ct yontemi uygulanmig

elde edilen verilerde gen ifade farkliliklarinin analizi igin
ve rolatif ekspresyon orani hesaplanirken kullanilan formiil Sekil 3.10°da verilmistir

(Livak ve Schimittgen, 2001).

R (Rélatif ekspresyon orani) = 2 -(A44CT)

ACT =CT (hedef gen) - CT (referans gen)

(AACT) = (ACT hedef gen- ACT referans gen manipile sus - (ACT hedef gen- ACT

referans) Kontrol sus

Sekil 3.10. Rolatif ekspresyon orani hesaplanirken kullanilan formiil

3.26. Si1 Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi/Tandem Kiitle
Spektrometrisi (LC-MS/MS) Analizi

LC-MS/MS; sivi kromatografisi (LC) ile kiitle spektorometrisi (MS)
yonteminin birlesiminden olusan, karmagik biyolojik molekiillerin, organik ve
inorganik maddelerin analiz edilmesinde kullanilan hassas ve secicilik orani yiiksek
bir analiz yontemidir (Skoog vd., 2019). LC-MS/MS analizinde ilk asama olan LC,
bilesigin analiz edilecegi karisimi ayirmak i¢in kullanilan bir tekniktir. Numune

icerigi, bilesenleri belirli 6zelliklerine (polarite, boyut, kimyasal etkilesimler vb.)
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gore ayristiran bir kolon igerisinde sivi bir tastyict araciligt ile taginarak kategorize
edilir. Ardindan ayrilmis bilesenler, kiitle spektrometrisi (MS) analizinde kullanilir.
MS, molekiiler kiitleyi dlcer ve bilesigin taniminin yapilmasii saglar. Iyonizasyon
ad1 verilen bir siirecte, bilesigin molekiilleri iyonlara dontstiiriilerek kiitle analiz
cihazi i¢inde hareket ettirilir ve kiitle-yiik oranlar1 (m/z) dlgiliir. Bu sayede her bir
iyonun kiitle spektrumu olusturularak bilesik tanimlanir ve miktar1 tayin edilir (Pitt,
2009).

Calismamizda, TYD kiiltiirlerinde manipiile ve kontrol suslar1 tarafindan
tiretilen tunikamisin antibiyotiginin miktar1 biyoassay deneyine ek olarak LC-
MS/MS analizi ile de belirlenmisitir. Biyoassay sonug¢larindan elde edilen verilerden
yola c¢ikilarak TYD besiyerinde gergeklestirilen fermantasyonun 96. saatine ait
tunikamisin ekstraktlarinin LC-MS/MS analizi DAYTAM
(https://daytam.atauni.edu.tr/) merkezinde bulunan Agilent 6460 Triple Quadrupole
LC/MS sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Kullanilan kolon Poroshell 120 SB-
Cis, 3x100 mm, 2.7 mikron 6zelliklerindedir. Analiz metodolojisi olarak Gabani vd.
(2019) referans alinmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pl olup akis hizi 0.6 ml/dk’dir.

Tablo 3.20°de uygulanan akis siireci ve solvent kompozisyonu verilmistir.

Tablo 3.20. LC-MS/MS analizinde zamana bagl solvent kullanimi

Zaman (dk) Solvent Mobil fazlar
kompozisyonu
0.01 A: %30.00 A %100 asetonitril
B: % 70.00
1.50 A: % 80.00 B 5 mM amonyum format
B: %20.00
3.50 A: %80.00
B: %20.00
6.00 A: % 30.00
B: %70.00

LC-MS/MS pozitif iyon modunda elektrosprey iyonizasyon teknigi
kullanilarak coklu reaksiyon izleme modunda calistirilmistir. Tunikamisin A-D
homologlarint 6lgmek i¢in m/z 817.18 — 596.10, 831.43 — 609.9, 845.29 — 624.0
ve 859.2 — 638.0 gegisleri kullanilmistir. Standart olarak tunikamisin (EK4; Sigma
T7765-10 mg) kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisine gore her bir 6rnekteki

tunikamisin miktart (ug/ml) belirlenmistir.
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3.27. AdpA Proteininin Saflagtirilmasi

Klonlama ¢alismasi sonucu elde edilen rekombinant E. coli pET16BL vektorii
protein ifadesinin saglanabilmesi igin transformasyon yontemiyle E. coli BL21
hiicrelerine aktarilmis ve elde edilen koloni E. coli pET16-BL olarak
isimlendirilmistir. Protein indiikleme deneyi i¢in E. coli pET16-BL kiiltiirti, 30 ug/ml
kanamisin i¢eren 10 ml LB besiyerine ekilmis ve 16 saat boyunca inkiibasyona tabi
tutulmustur. Ureyen kiiltiiriin 1 m1’si dért farkli erlen igerisinde bulunan 100 ml'lik
LB (30 pg/ml kanamisin igeren) besiyerlerine ekilmistir. iki erlen 30°C, diger iki
erlen ise 37°C sicaklikta 200 rpm’de inkiibe edilmistir. Kiiltlirlerin ODgoo degeri 0.5'e
ulastiginda, iki farkli sicakliktaki erlenlerden birine 1 mM IPTG (EK4) eklenmis ve
ikinci erlenlerdeki kiiltiire IPTG eklenmeyerek kontrol kiiltiirii olarak kullanilmistir.
IPTG eklemesi yapildiktan sonraki 5 saat boyunca tiim kiilttirler 37°C sicaklikta 200
rpm’de inkiibe edilmistir. Daha sonra kiiltiirler 4°C'de ve 6.000xg'de 15 dk siireyle
santrifiij edilmistir. Stipernantant dokiildiikten sonra elde edilen pelletler -86°C'de 30
dk boyunca bekletilmis ve ardindan oda sicakliginda ¢oziilmiistiir. Protein
ekstraksiyonu igin ilk olarak pelletler tizerine 5 ml hacimdeki LEW tamponu (EK3)
ve 10 pl beta-merkaptoetanol (B-ME) (EK4) eklenerek vortekslenmistir. Hiicre
duvarinin parcalanmasi igin LEW tamponu igerisinde homojen hale getirilen kiiltiir 5
sn araliklarla toplamda 60 sn (6 x 10 sn) siireyle ve %50’lik bir gii¢ seviyesi
(amplitud) kullanilarak sonike edilmistir (Sonics, VCX 130 PB). Sonikasyon sonrasi
ornekler 4°C'de 15.000 rpm’de 15 dk siireyle santrifiij edilmis ve elde edilen
siipernatantlar -86°C'de saklanmak iizere muhafaza edilmistir. Siipernatantlar %12'lik
poliakrilamid jelde yiiriitilmiis ve indiikleme kontrol edilmistir. SDS PAGE sonras1
IPTG ile indiiklenen proteinler, Protino® Ni-TED 2000 His Tag kolonu (EK4)
kullanilarak saflastirllmistir. Saflastirma asamasinda Oncelikle kolon 4 ml
hacmindeki LEW tamponu (ek olarak 10 mM imidazol igerir, pH: 8.0) ile
dengelendikten sonra, siipernatant kademeli olarak kolondan gecirilmistir ve
kolondan gecen numuneler -86°C’de muhafaza edilmistir. Siipernatant kolondan
gecirildikten sonra His-Tag etiketi olmayan proteinlerin uzaklastirilmasi amaci ile
kolon, ii¢ kez 20 mM imidazol iceren LEW tamponu ile yikanmis ve kolondan
gegirilen 3 yikama tiriinii de -86°C'de saklanmistir. Son olarak His-Taq etiketli IPTG

ile indiiklenmis proteinin kolondan indirilebilmesi i¢in 3 ml'lik eliisyon tamponu
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(200 mM imidazol igerir, pH: 8.0) kullanilmistir. Elde edilen tiim 6rnekler %12'lik
poliakrilamid jeldede yiritilerek rekombinant AdpA proteininin (rAdpA)
saflagtiritlip saflastirilmadigi kontrol edilmistir (Safak vd., 2020). Saf rAdpA’yi
renatiire ve konsantre etmek amaciyla, cutoff degeri 30 kDa olan Amicon® Ultra-15

30K santrifiyj filtresi (EK4) kullanilmstir.
3.28. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Orneklerin protein konsantrasyonlar1 belirlenirken Bradford kuantifikasyon
metodu kullanilmistir. Standart olarak Bovine serum albiimini (BSA) (EK4)
kullanilarak kalibrasyon egrisi ve denklemi elde edilmis ve protein konsantrasyonu

hesaplanmustir.
3.29. Western Blot Analizi ile rAdpA Proteininin Dogrulanmasi

rAdpA proteinin rekombinant E. coli pET16BL hiicrelerinde ifadesinin
dogrulanmas1 icin Western Blot deneyi gerceklestirilmistir. Oncelikle protein
ornekleri her biri %12 konsantrasyonunda hazirlanmis iki ayri SDS- poliakrilamid
jelde yiiriitiilmiistiir. Bu jellerden biri Coomassie Blue R-250 ile boyanmistir. Diger
jeldeki proteinler Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, CA, USA) kullanilarak 0.2 pm
nitroseliilloz membrana (EK4) transfer edilmistir. Primer antibadi olarak His-Tag
(Sino Biological) antibadisi (1/7000 diliisyon oraniyla) (EK4) kullanilmis ve AP
Conjugate Substrate Kit (Bio-Rad, CA, USA) (EK4) ile ¢alisilmistir (Okay vd.,
2018).

3.30. Elektroforetik Hareket Degisim Deneyi (EMSA)

EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay), bir DNA parcasinin hedeflenen
bir protein ile etkilesimini tespit etmek icin kullanilan bir yontemdir. Analizin ilk
asamasinda hedef protein ve niikleik asit ¢ozeltisi uygun bir protokol altinda bir
araya getirilir ve elde edilen protein-niikleik asit karisimi poliakrilamid jel
elektroforezi araciligi ile vyiritilir. Bu islem sirasinda olusan DNA-protein
kompleksi diger DNA parcalarindan daha yavas hareket etmektedir. Eger hedef
proteinle DNA arasinda etkilesim gerceklesip kompleks olusursa, DNA bandi bir
"shift" yaparak orijinal konumundan farkli bir konumda gozlemlenir (Hellman ve

Fried, 2007).
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Calismamizda, FIMO siirim 5.1.1.-motif arastirma araci (meme-Suite.org)
kullanilarak Steptomyces sp.’de promotor bolgelerinde rAdpA proteininin baglandigi
konsensus dizi (TGGCSNGWWY, S: G veya C; W: A veya T; Y: T veya C; N:
herhangi bir niikleotid) (Ohnishi vd., 2005) S. clavuligerus’un tunikamisin gen
kiimesinin niikleotid dizilerinde taranmistir. Tespit edilen DNA dizisinin ¢ogaltilmas1
icin primer tasarlanmis (EKS) ve ilgili dizi ile rAdpA proteinin olasi1 etkilesimini
degerlendirmek icin Tablo 3.21°de verilen EMSA prosediirii uygulanmigtir. DNA-
rAdpA etkilesiminin incelenecegi EMSA reaksiyonunda Makitrynskyy vd. (2013)’te
rapor edilen reaksiyon icerigi kullanilmistir. rAdpA farkli reaksiyonlara 0, 1 pM (
0.042 pg/ml), 2 uM (0.085 pg/ml), 4 uM (0.171 pg/ml), 6 uM (0.258 pg/ml), 8 uM
(0.344 pg/ml), 10 uM (0.430 pg/ml), 12 uM (0.516 pg/ml), 14 uM (0.602 pg/ml)
konsantrasyonlarda eklenmistir.

Tablo 3.21. rAdpA proteininin S. clavuligerus’un tunikamisin biyosentetik gen kiimesindeki putatif
baglanma bolgelerini belirlemek iizere yapilan EMSA deneylerinde uygulanan prosediir

Icerik Makitrynskyy vd.
(2013)

Tris-HCI pH:7.5 20 mM

MgCl, 10 mM

KCI 100 mM

EDTA 1mM

DTT 1mM

Gliserol %10

Prob 50 ng

Protein 0-14 uM

Poly[d(I-C)] 0.5 mM

Son hacim 15 ul

Kosullar 25°C; 20 dk

Inkiibasyon sonrasinda érnekler, daha 6nce 4°C'de sogutulmus olan ve 30 dk
boyunca 80 V akim uygulanan %6'lik native poliakrilamid jele yiiklenmis ve
ardindan jel komplekslerin ayrismasi i¢in 0.5X TBE tamponunda (90 mM Tris borat,
2 mM EDTA, pH 8.3) 4°C'de ve 90 V akim ile 1 saat boyunca elektroforez
yapilmistir. Bu islem i¢in Bio-Rad'e ait Mini-PROTEAN® 3 Hiicre sistemi
kullanilmistir. PAGE isleminden sonra, EMSA jelleri, rAdpA ile kompleks yapan ve
herhangi bir reaksiyona girmeyen DNA fragmentlerini gérebilmek i¢cin SYBR Green
I Niikleik Asit Jel Boyasi (EK4; Invitrogen) (1/10000, v/v oraninda) i¢eren bir ¢ozelti

63



icerisinde oda sicakliginda ve 30 dk diisiik ¢calkalama hizinda inkiibe edilmistir. Son

olarak, EMSA sonuglarina ait bantlar UV-transilluminatérde goriintiilenmistir.

3.31. Tunikamisin Gen Kiimesindeki Genlerin Ortak Transkripsiyonel

Profilinin Revers Transkripsiyon PCR (RT-PCR) ile Belirlenmesi

Tunikamisin biyosentetik yolagindaki genlerin transkripsiyonel profili, S.
clavuligerus NRRL 3585 RNA o6rnegi ve kontrol olarak S. clavuligerus NRRL 3585
genomik DNA’s1 kullanilarak RT-PCR deneyleri araciligi ile gerceklestirilmistir.
RT-PCR igin Superscript™ One-Step RT-PCR kiti (EK4; Invitrogen) kullanilmistir.
Kit igerigi 2X Reaksiyon karigimi tamponunu ve RT/platinum® Taq DNA
polimerazi  (EK4)  barindirmaktadir. RNA  orneklerinde  olast  DNA
kontaminasyonunu tespit etmek iizere RT-PCR’da negatif kontrol reaksiyonu igin
RT/platinum® Taq yerine Platinum® Taq DNA polimeraz (EK4) kullanilmistir.
Reaksiyon igerik ve kosullart Tablo 3.22°de verilmistir.

Tablo 3.22. RT-PCR’1n igerik ve kosullar1

icerik Hacim (ul) Final Konsantrasyonu

2X reaksiyon karigimi 10 1X

Total RNA (100 ng/ul) 2 10 ng

Forward primer (10 uM) 0.5 250 nM

Reverse primer (10 uM) 0.5 250 nM

DMSO 1 %5

dH,O Hacim 20 pl’ye tamamlanir. -

RT/Platinum® Taqg mix 0.3 0.04 U/ul

(RT+)

PlatinumR Taqg (RT-) (5 0.16 0.04 U/ul

U/ul)
RT-PCR Kosullari

cDNA sentezi 50°C 30 dk 1 déngii

[k denatiirasyon 94°C 2 dk 1 dongii

PCR amplifikasyonu Denatiirasyon 94°C 30sn 15-30
Baglanma Tm-10°C 30 sn dongii
Uzama 72°C 1 dk/kb

Final uzama 72°C 10 dk 1 dongii

3.32. istatistiksel Analiz

DNA kuantifikasyonu, biyoassay ve qRT-PCR verilerinin istatistiksel analizi,
Graphpad Prism Software (Graphpad Software, San Diego, CA, USA) yaziliminda
Bonferroni post hoc test ile iki yonlii ANOVA kullanilarak yapilmistir. Hata
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cubuklart %95 giliven araliklarin1 temsil etmektedir ve anlamlilik p degeri olarak

ifade edilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001 ve ****: p < 0.0001).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. S. clavuligerus’da adpA Geni Silinmis Mutant Suslarin Elde Edilmesi
4.1.1. S. clavuligerus Genomik DNA’sinin Elde Edilmesi

S. clavuligerus NRRL 3585 susu 50 ml TSB besiyerinde 28°C’de 200 rpm’de
48 saat inkiibe edilmistir. Ureyen kiiltiiriin 30 ml’si ile Pospiech ve Neumann (1995)
tarafindan tanimlanmis tuz ¢oktiirme metoduna gore genomik DNA izolasyonu

gerceklestirilmistir. Izole edilen genomik DNA kalitesi ve konsantrasyonu

NanoDrop® ND-2000 (Thermo Scientific™) ) cihaziyla 6lgtilmiistiir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. izole edilen DNA 6rneginin spektrofotometrik dlgiimleri

Ornek ad A2601280 Az601230 Konsantrasyon
(ng/pl)
S. clavuligerus NRRL 3585 2.00 1.83 471

Izole edilen genomik DNA %0.8’lik agaroz jelde vyiiriitiilerek kalitesi ve

konsantrasyonu kontrol edilmistir (Sekil 4.1).

Genomik DNA
20000

1500

500

Sekil 4.1. S. clavuligerus’a ait genomik DNA. M: GeneRuler 1 kb plus DNA ladder (Thermo
Scientific™) (EK1) 1: S. clavuligerus genomik DNA’s1

4.1.2. AadpA-fiizyon Fragmentini iceren pIJ12738’in Eldesi

In-Fusion® HD Cloning Kit (TAKARA) kullanilarak gerceklestirilen bu
islemde PCR amplikonlar1 ve dogrusal hale getirilmis vektoriin uglarinda 15 bg’lik
ortigme olmasi1 gerekmektedir. adpA geninin 5° yukar1 ve 3’ asag1 bolgelerinin tek

asamada plJ12738’ye yerlestirilebilmesi i¢in primer dizayninda kullanilan DNA
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dizisi ve primerlerin baglanma bolgeleri Sekil 4.2°de verilmistir.

Oligo 1 primerinin son 19 bg niikleotid dizisi

accggacgggcccgctcecgactccceccccatcecgtgecggggeggggggagttgaccgggegtcagtecgg
gccggcgggcgcacaggagcggggceccgaacgggecttecgggagageccgggctcaacgggcggaaacygyg
gcccgggggtgaacggactcagagggtgaacgggctcaggggatgacgacgacggggegectgggegeg
ccgggcgagccgtcccgcgaccgageccgaagatccggeccacgatgeccatgggtggageccgaccacga
tcgcgtcggcggagtactccecggecgacttecteccagttcatggcagatgteccececgecgegctecacce
aggatccacgggacctcggcgagatagtcggcgcaggccagctccagecccagcaccteggtgeggtyg
gtcggggacatcgacgaagacgggcggctcgcaccccgcecccagaccgtggtgggcagecggttggega
catgaacgatgatcagaccggaaccggaacgccgggccatgccaatggecgtaggccaatgecgegetceg
ctggaggtcgaaccgtcgaatccgaccacgacgccgtgeccggaaggcggggtcgcagggatggegtga
ctcttccgceccgeccgcecagttecgecgtgggatcggecgatcectgecttgeggtecgegggttecggggatet
cgtgacctgccatcggtgtctcggcgaagaaagtcecctecggttgagggatcgacatggcgacagactgt
tgtgtccgggaatcatcttcecctgtcececcttaccecgtaagggtacggecgacactectectectgeccagg
gccgctcggcecccaatcgecgegtecccagggagcatgectgaggtegtgecgtatggcaatgeecgecatgg
cgtctacagccgcccgcgcacggcegtcgacggcgcteccggecgcgacceccggtgeccactececggtgegge
ccccggceccgactcececggcggegegaccgegetttecaccacgacacaccggacatceccaggatttectgg
ccatcaccgggcgcaccgggacagtgcgccgacggcgecccggacggggtgecgececcgecgggecggtge
gcggceccgggeccggggcgggcgageggceccaccgeccggggecggggcggegegecgtegagggcatgg
agtccctgaccceccggctceccggaaacgacacgcgacccggccaggacggacaccgtacggacacgaacyg
cacacacagcgacacggcggggcgcggccggattccacggcggagcggccgggaaggggacggggaaa
ggacgcggcggctggaagcgggcggacggagaacgtccgcatccggecggagaaaggatcacggtggce
aaagccgcacacacccggaggcgggtccgcaccectececcgecggteccgggeccggtggacggecggecgge
ctgcgcggcggcgtcacggtccggeccgtattcecggectececececececgacggecctecgegeggecaccceccgtge
cgcagtgaccggaaggctccattcctecgttggcacctcggtcaccecccgaggecccgaggageccgtgt
gcccgaaccagcgtcecccaccgecccccggggecgggecccgeggtgecccgeccccgecccccgcgcecgeccgyg
ccggggacgctccgcecccgggcecccteccgeccaccgecccgeccccggeccgeccgcgccgcccccggcgaccce
gtgggcgaactggtgcgctgggcggccttcggectgtectgetecgtececececgtegeeccttgteggatacgg
atacccggcgggcgacgccatgacggcggcactcgggectcecgeccgecctgaccaccgectgecgggegg
cgctgcggtacgcggagcgccgggccggacggggcgcecccacgcggecccgggecggegecgeteecececeg
ccggaccccggccgaacgggacggaccggacggcgcaccgggcccggtggeccaccaccgcaggacacg
tgacaccccggcacggcecgecgcacaggccgeccacggaggcgggecgcacccececgegegactgaccceatte
gcacgctcgcacccgtataatttcagccaacttcecgecgeccggtacccatcececcttggggaaatgaccgga
ctacccccecttgtcacctggaagggaaggggcaaaggcgtcccecccgcaccctatggggacgggecatge
gcgggaggcggacttccecctgcggggecccgecgagtggaacgcttecgtgatcgaatgettegegeccaagt
tctcatggagacatagcggggcatgccgaacttgtcacggecggecgtcacgggacacagtagattecgat
cttgggtatcgaaggctcgtaactcgtgcaaaaccgaggggaaacgtgcaggagcgaaaggcccgaaa

cgaacggggagacgcgaataccgaggggggcttagegte (Oligo 2 primerinin 1-23 bg arasi),
(Alt1 ¢izili alan Oligo 3 primerine ait 1-10 bg¢’lik niikleotid dizisi)

adpA geninin lokasyonu

(Oligo 3 primerinin 11-29 b’lik dizisi, (Alt1 ¢izili alan Oligo 2 primerine ait 24-33. bg
bolgesi) arasi)

aaggtagtcgcatgaacgaccgcatggtgtggatcgactgcgagatgaccgggctctcgectgacggac
gacgcactcatcgaggtggccgcgctggtcaccgactcggaactgaatgtgectecggcgaaggggtgga
catcgtgatccgccccecceccggacgcggcecctegecgaccatgecccgaggtggtgecggcagatgcacaccyg

Sekil 4.2. SCLAV_1956-SCLAV_1959 genlerine ait niikleotit dizileri ve tasarlanan primerlerin
lokasyonlar1 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM000913.1)
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cctcgggcecctgctcgacgagctggcgggcggcaccacgctecgeccgacgeccgaggagegggtgetegece
tacatccgggagcatgtgagggaaccggggaaggctccgectgtgecgggaactcggtgggcacggaccyg
cggcttcctgtcgcgggacatgcecccgeccctggagagectggectccactaccggatecgtggacgtetect
cggtgaaggagctggcccgccgctggtacccgagggectacttcaacagtccggagaagteccggcaac
caccgggcgctcgcggacatccgcgagtcgatcgecgagectgecggtactaccgggaggecggtettegt
actgcagcccggaccggactcggagacggcgaggacgatcgcggcgaagcacgtgecteccececgeggagt
gacgctcgtcggggacgggaggggcgcccgecgcgggecaccggaaaagagtggegecgagecacectecce
ggaccctgtagacttcttctcggeccggtcgggaaaacgaccggacatggtgggtgtagectcagetggt
agagcacctggttgtggtccaggatgccgcgggttcgagtccecgtcactcaccctgatggaccaaggg
ccccggtcggaagaccggggceccttggecatgttacggggtcectgeggttcaccggttcaccggttcacce
gccgcgtgatccggcacggagacggaaacagcgcecgtceccecggtecggattggggeccgaccgggacgcgcec
ggtggggggtggggattcgctegggtccacccgaggggggecgggtactgacecetgegaggggatacyg
ccagcaccatacccacgggcatcccggcgaaagagacataggtcactcecgecccggcggatttagggtyg
cgcttaagccgctcecctgcgcgggggttaagcagaaccccggcgacagecccgtacgecgagecgacgcec
cctccgcececcecceccggaacggcecgecgcecgeccggggcggtteccececgeggecgagtgggecatggggegegtg
accgccgggagcggagagcgggceccctgtectectgggecgggegtttgectecgaccctgeggegggtyg
agccgaaggggtgccgcgggtgeccgaaagcgaagagcgcgceccctggetettgggecgggegtttgece
ttcgccececcgecggecgagtgggeccgaageggtgecgegggtgecgggagecggagagecgggeccecctgtete
ctgggccgggcgatggeccccecgecccgcecggcgagtgageccaaaggggtgecgegggtgecgaaagtgg
agagcgcgcggaggttccgaggaacgaggaaccgagcacggtcgaccgtcecggecgcacgcttcagcgec
ccggaggcgaaccgagccacaaaaaagcggcgcecccecctcagttcaggacccgggtgecggtggecgegge
ggcggtcgggggtggtgtcggtgcggaggtccaggecccageccagacgcggacttececgtgecgecgagg
accgagcgccctatgcggacgtcteccgecggtggactceccgecgacccggcggacgatgteccaggecgag
cccggtggagccgtcecceccggecgttgectcaggecgecgggccatcgecgecteggggteggegatecect
gccccgcgtcecggagaccaggatgatcaccgcecatecgtecgecgttgtggacgtcgaccgagaaggceggtyg
ccctcgggggtgtgeccggaacacattgceccgaggagecgecgtcgagecgecggegaccagttcggggeggge
caccgggatgcggacggggcggtcgacgcccgccacccggaccttgecggecctegtectecgecgageg
cggaccagaagtccatgcgttcgcggaccacctcggagacatcgcageccggccceccggggeccgeggcece
gtggtctgcggcttggcctcgecgggcggtgecggatgatgatgtcgacctegegetceccagttgttegac
ggccgcccgggtectgttecggeccgecgggectectecgeccagggacgcggcecgttcageccgcagcacggtea
gcggggtgcggagccggtgggagaggtcggecggeccagttecececgttegttggecgaggagttggaccacce
tggtcggccatggcgttgaaggcgatcgcggeccgagcgcagecteccggeggtecctectecggggacccyg
tgccccgagtcectgcecctegeccagttegtgegeggegeccgecgagecgectgggegggetggaccatece
gtatcccgagccggtcggcgacggccaccgagcccacgatcagggcgacgccgacgeccgcgagcacce
agccaggcggtggtgacgccgcgggagacctcecgtecgtcggggatgaacacctcgacgagegegatcetg
cccggtgctgatgccggtgggectggaccagtgcccagecgtectecaccteccagggtggegecctcecgg
aggagtggccctggacgcgggccaggtcggecgtccgagacccggggggagceccgatectecgatggggacg
ccgtccgggacgacggaagggatgtgcaccgcgageccgtceecgtgecacccacgeccggggecggacttceac
ggccagttccagcttggccecggtegtecggtgatggacagggcggggeccgatggtggecggegtggegtt
ccgcgttggtgaaggcgcggtcceccgggceccatctecttgatgaccagecccaggggtacggcgaacgcec
accacgaccatcgcggtgacggccaggcagaccttgaccagggecccatctecat

Oligo 4 primerinin 21-39. b¢ arasindaki niikleotid dizisi

Sekil 4.2. SCLAV_1956-SCLAV_1959 genlerine ait niikleotit dizileri ve tasarlanan primerlerin
lokasyonlar1 (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/CM000913.1) (Devam)

adpA geninin yukar1 ve asagi bitisik bolgeleri tasarlanan primerler ve S.
clavuligerus NRRL 3585 genomik DNA’sinin yer aldigi CloneAmp™ HiFi PCR
Premix (TAKARA) karisimi kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir (Sekil 4.3-4.4).
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adpA yukari
3000 «— bolge amplikonu
(2419 bg)
1500
500

Sekil 4.3. S. clavuligerus NRRL 3585 genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak yapilan PCR. M:
O’Gene Ruler 1 kb plus DNA ladder, 1: adpA yukari bolge amplikonu, 2: Negatif kontrol
PCR

adpA agagi
3000 E bolge amplikonu

(2987 bg)
1500

500 =

Sekil 4.4. S. clavuligerus NRRL 3585 genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak yapilan PCR. M:
O’Gene Ruler 1 kb plus DNA ladder, 1: adpA asagi1 bolge amplikonu, 2: Negatif kontrol
PCR

plJ12738 plazmidi klonlamada kullanilmak tizere Kpnl (Fermantas) enzimi

kullanilarak dogrusal forma dontistiiriilmiistiir (Sekil 4.5).
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20000

Dogrusal pIJ12738
5000 amplikonu
2000 (3562 bg)

Sekil 4.5. plJ12738 plazmidinin Kpnl enzimi ile kesimi. M: O’Gene Ruler 1 kb plus DNA ladder, 1:
Halkasal pl1J12738 plazmidi, 2: Kpnl enzimi ile kesilmis dogrusal plJ12738 plazmidi

PCR ve enzim kesim reaksiyonu sonucu elde edilen bantlar jelden kesilerek
NucleoSpin® Jel Ekstraksiyon Kiti (Macherey-Nagel) ile saflastirilmistir.
Saflagtirma sonucunda elde edilen fragmentler kullanilarak ligasyon reaksiyonu
yapilmigtir. Ardindan ligasyon triinleri E. coli DHS5a hiicrelerine 1s1 soku yontemi
kullanilarak aktarilmistir. Transformasyon iiriinleri segici besiyeri olarak apramisin
(50 pg/ml) iceren LB agar besiyerine yayma ekim teknigi kullanilarak ekilmis ve
37°C’de 16 saat inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon sonucu elde edilen kolonilerden
oncelikle manuel yontemle plazmid izolasyonu yapilarak aday rekombinant hiicreler

belirlenmistir (Sekil 4.6).

20000 Aday rekombinant
5000 plJ12738 plazmidleri
2000

Sekil 4.6. Transformasyon sonucu olusan hiicrelerden manuel yontemle izole edilen plazmidler. M:
O’Gene Ruler 1 kb plus DNA ladder, 1: Kontrol igin jele yiiklenen bos halkasal plJ12738
plazmidi, 2-19: Transformasyon sonucu elde edilen rekombinant plJ12738 plazmidleri
(Kpnl bolgesinde 5406 bg’lik adpA asagi ve yukart bolgelerini igeren fiizyon fragmenti
tastyan plJ12738 plazmidleri)
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Manuel yontem ile izole edilen 8, 15 ve 18 numarali koloniler kontrol
plazmidine gore daha yukarida bant verdikleri i¢in Nucleospin plazmid izolasyon Kiti
(Macharey Nagel) (EK4) aracilig1 ile izolasyon yapilmak iizere secilmislerdir. Izole
edilen plazmidlerde rekombinasyonun dogrulanmasi igin Oligo 1 ve Oligo 4
primerleri (EK5) kullanilarak fiizyon fragment (AadpA-fiizyon) PCR ile amplifiye
edilmistir. PCR reaksiyonu sonucunda 5406 bg¢ biiylikliglindeki AadpA-flizyon
amplikonu 18 numarali plazmidden elde edilmistir (Sekil 4.7). 18 numarali plazmid
PCR reaksiyonu ile dogrulandiktan sonra fiizyon fragmentin tiim niikleotid dizisinde
herhangi bir mutasyon olup olmadiginin kontrol edilebilmesi i¢in dizi igerisinden de
primerler tasarlanarak bes farkli bolge (EKS) Sanger dizileme ile dizilenmistir.
Dizileme sonucu herhangi bir mutasyon saptanmamistir. 18 numarali rekombinant
plJ12738 plazmidi plJ12738AadpA, bu vektorii tagiyan E. coli DHSa hiicreleri ise E.
coli plJ12738AadpA olarak isimlendirilmistir.

20000 AadpA-fiizyon
& amplikonu
— R
5000 (5406 be)

Sekil 4.7. Rekombinant plJ12738 plazmidinin Kpnl bolgesinde 5406 bg’lik adpA asagi ve yukari
bolgelerini igeren fiizyon fragmentinin (AadpA-fiizyon) PCR ile dogrulanmasi. M:
O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: Kalip olarak S. clavuligerus NRRL 3585 genomik
DNA’sinin kullanildig1 kontrol PCR (6806 bg), 2-4: Kalip DNA olarak sirastyla 8, 15 ve 18
numarali rekombinant plazmidlerin kullanildigi PCR, 5: Negatif kontrol PCR (kalip DNA
yerine distile su kullanilmistir)

4.1.3. Rekombinant plJ12738AadpA Vektoriiniin E. coli
ET12567/pUZ8002 Hiicrelerine Aktarilmasi

E. coli plJ12738AadpA hiicresinde bulunan rekombinant plJ12738AadpA

plazmidinin S. clavuligerus NRRL 3585 susuna konjugasyonla aktarilabilmesi igin
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sik1 restriksiyon bariyer sistemini elemine etmesi gerekmektedir. Konjugasyon
isleminde E.coli ET12567/pUZ8002 susunun igerdigi cis-etkili bir fonksiyona sahip
olmayan pUZ8002 plazmidi yardimiyla, oriT bélgesini igeren vektorler trans halinde
diger susa hareket edebilmektedirler (Gust vd., 2002). Bunun i¢in rekombinant
plJ12738AadpA plazmidi metilasyondan yoksun E. coli ET12567/pUZ8002
hiicrelerine 1s1 soku araciligiyla trasformasyonu yontemi kullanilarak aktarilmistir.
Yapilan transformasyon isleminde bakteriler kanamisin (25 pg/ml), kloramfenikol
(25 pg/ml) ve apramisin (50 ug/ml) igeren segici LA besiyerine ekilmistir. 37°C’de
16 saat inkiibe edildikten sonra besiyerinde olusan rekombinant kolonilerin
dogrulugu PCR reaksiyonu ile kontrol edilmistir (Sekil 4.8). Rekombinasyonun
dogrulanmasinin ardindan plJ12738AadpA’y1 igeren E. coli ET12567/pUZ8002
hiicreleri E. coli pIJ12738AadpAE olarak isimlendirilmistir.

20000 AadpA-fiizyon
> 1
< amplikonu
. (5406 b)

Sekil 4.8. Rekombinant E. coli plJ12738AadpAE’nin PCR ile dogrulanmasi. M: O’Gene Ruler 1 kb
plus DNA ladder, 1: Kalip olarak plJ12738AadpA’nin kullanildigi kontrol PCR, 2:
plJ12738AadpAE’nin kalip olarak kullanilmasi ile elde edilen AadpA-fiizyon amplikonu, 3:
Kalip olarak DNA yerine distile suyun kullanildig1 negatif kontrol PCR

4.1.4. Rekombinant E. coli pIJ12738AadpAE ve S. clavuligerus Arasinda

Konjugasyon Reaksiyonu

Rekombinant E. coli plJ12738AadpAE ve S. clavuligerus NRRL 3585 susu
arasinda konjugasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir. Konjugasyon {irtinleri 28°C’de
16-20 saat inkiibe edilmis ve MSA yiizeyine 1 ml hacminde 0.5 mg/ml nalidiksik asit

ve 1 mg/ml apramisin iceren karisim yayilarak 28°C’de inkiibasyona devam
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edilmistir. 4-5 giin sonra MSA’da olusan koloniler apramisin (50 pg/ml) igeren TSA
besiyerine transfer edilerek 28°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. TSA besiyerinde
iireyen koloniler apramisin (50 pg/ml) iceren TSB besiyerine aktarilmis ve 28°C’de
200 rpm’de 48 saat Uretilmistir. Siv1 kiiltiirde iiretilen kolonilerden kit ile genomik
DNA izolasyonu gerceklestirilmis ve rekombinant plJ12738AadpA vektoriinii tastyip
tagimadiklart Oligol ve Oligo4 (EKS) primerlerinin kullanildigi PCR reaksiyonu ile
belirlenmistir (Sekil 4.9). Rekombinant plJ12738AadpAE’yi igeren sus rekombinant
S. clavuligerus plJ12738AadpA-1 olarak isimlendirilmistir.

AadpA-fiizyon
— * amplikonu

(5406 be)

Sekil 4.9. S. clavuligerus plJ12738AadpA-1 susunda AadpA-fiizyon fragmnetinin PCR ile
amplifikasyonu. M: O’Gene Ruler 1 kb plus DNA ladder, 1: Kalip olarak plJ12738 AadpA
plazmidinin kullanildig1 kontrol PCR, 2,3: Kalip olarak rekombinant S. clavuligerus
plJ12738AadpA-1 genomik DNA’larinin kullanildigi PCR sonucu

4.1.5.E. coli plJ12742-Km5E ve S. clavuligerus plJ12738AadpA-1

Hiicreleri Arasinda Konjugasyon Reaksiyonu
4.1.5.1. p1J12742 Vektoriine Kanamisin Diren¢ Geninin Aktarilmasi

I_Scel genini igeren plJ12742 plazmidi iizerinde se¢ilim markorii olarak
thiostrepton ve apramisin genleri bulunmaktadir. Mutant hiicrenin olusturulabilmesi
icin ilk asamada kullanilan |_Scel meganiikleaz enziminin tanima bdlgesini igeren
plJ12738 plazmidi de apramisin genini tasimaktadir. Dolayisiyla, kromozomdaki
I_Scel bolgesinde ¢ift zincir kiriginin olusmasi igin yapilan konjugasyon reaksiyonu
sonucu plJ12742 vektoriinii tastyan hiicrelerin segilimde thiostrepton direng genine
(tsr) ihtiya¢ vardir. Mevcut calisma kapsaminda MSA’da plJ12742 plazmidini

tastyan S. clavuligerus suslarinin segilimi i¢in thiostreptonun farkli konsantrasyonlari
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(1-10 pg/ml) kullanilmig, ancak herhangi bir koloni elde edilememistir. Bu sebeple
secilimin kolaylagabilmesi i¢in kanamisin diren¢ geni (aphll) plJ12742 vektoriine
aktarilmastir.

aphll geninin eldesi i¢in pTC192-Km plazmidi (Lopez- Garcia vd., 2010)
kullanilmistir. EcoRI (Thermo Scientific™) ) enzimi ile aphll geni vektoérden
cikarilmistir (Sekil 4.10). Blpl (Thermo Scientific™) ) enzimi kullanilarak dogrusal
plJ12742 vektorii elde edilmistir (Sekil 4.11).

aphll geni
¥ (1388 bg)

Sekil 4.10. pTC192-Km vektoriiniin ECORI enzimi ile kesimi. M: O’Gene Ruler 1 kb plus DNA
ladder, 1: Halkasal pTC192-Km, 2: EcoRIl enzimi ile kesilmis dogrusal pTC192-Km
vektori (2665 bg) ve 1388 bg’lik aphll geni

7’Dogrusal plJ12742
(7681 bg)

Sekil 4.11. pIJ12742 vektoriiniin Blpl enzimi ile kesimi. M: O’Gene Ruler 1 kb plus DNA ladder, 1:
Halkasal p1J12742 vektorii, 2: Blpl enzimi ile kesilmis dogrusal plJ12742 vektorii
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Enzim kesim reaksiyonlari sonucu elde edilen fragmentler jelden
kesilerek saflastirilmistir. aphll genine T4 DNA Polimeraz ile kiit ug olusturma
ardindan dogrusal plJ12742 vektoriine alkalin fosfataz iglemi uygulanmis ve
ligasyon reaksiyonu gerceklestirilmistir. Ligasyon iirtinleri transformasyonla E.
coli DH5a hiicrelerine aktarildiktan sonra kanamisin (50 pg/ml) igeren segici
LA besiyerine ekilmiglerdir. 30°C’de 16 saat inkiibasyon sonrasinda olusan
kolonilerden  plazmid izolasyonu  gerceklestirilmistir.  Elde  edilen
plazmidlerden Aph II (EKS5) olarak isimlendirilen kanamisinin ¢ogaltilmasi
icin tasarlanan primerler kullanilarak PCR yapilmigtir (Sekil 4.12). PCR
reaksiyonunun ardindan Hindlll (Thermo Scientific™) ) ve Xbal (Thermo
Scientific™) ) enzimleri kullanilarak gergeklestirilen kesim reaksiyonlari ile de

bu plazmidlerde kanamisin geninin (aphll) varlig: ispatlanmistir (Sekil 4.13).

aphll geni
4’
(1388 bg)

Sekil 4.12. Rekombinant plJ12742 vektoriinde yer alan aphll geninin PCR amplifikasyonu. M:
O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: Kalip olarak 4 numarali koloniden izole edilen
rekombinant plJ12742’nin kullanildigi PCR sonucunda elde edilen aphll amplikonu, 2:
Kalip olarak 5 numarali koloniden izole edilen rekombinant plJ12742’nin kullanildigi PCR
sonucunda elde edilen aphll amplikonu
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aphll geni
>
(1388 be)

Sekil 4.13. Kanamisin i¢eren rekombinant plJ12742 plazmidinin HindIII ve Xbal enzimleri ile kesimi.
M: O’Gene Ruler 1 kb plus DNA ladder, 1: 4 numarali rekombinant halkasal plJ12742
plazmidi, 4: Hindlll-Xbal enzimi ile kesilmis 4 numarali rekombinant plJ12742 plazmidi,
3: 5 numarali rekombinant halkasal pIJ12742 plazmidi, 5: HindIII-Xbal enzimi ile kesilmis
4 numarali rekombinant plJ12742

PCR ve enzim kesim reaksiyonu ile kanamisin geninin varligi dogrulanan
plazmidlerden 5 numarali olan (plJ12742-Km5) konjugasyon reaksiyonunda
kullanilmak iizere E. coli ET1256/pUZ8002 hiicrelerine transformasyonla
aktarilmistir. Elde edilen kolonilerden plazmid izolasyonu yapilmis, kanamisin ve
I Scel check primerleri (EKS5) kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu ile plJ12742-
Km5 plazmidinin E. coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerindeki varligi dogrulanmistir
(Sekil 4.14 ve 4.15). plJ12742-Km5 plazmidini igeren E. coli ET12567/pUZ8002
hiicreleri E. coli plJ12742-Km5E olarak adlandirilmistir.

I Scel amplikonu
(235 bg)

Sekil 4.14. plJ12742-Km5 vektoriiniin E.coli ET1256/pUZ8002 igerisindeki varhgmin |_Scel gen
bolgesinin ¢ogaltildigi PCR ile dogrulanmasi. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1:
Kalip olarak plJ12742 vektoriiniin kullanildigit PCR, 2: Kalip olarak plJ12742-Km5SE
vektoriiniin kullanildigi PCR, 3: DNA yerine distile suyun kullanildig1 negatif kontrol PCR
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aphll geni
(1388 bg)

1500 «—{&%
1000

Sekil 4.15. plJ12742-Km5 vektoriiniin E.coli ET1256/pUZ8002 igerisindeki varhiginin aphll gen
bolgesinin ¢ogaltildigr PCR ile dogrulanmasi. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1:
Kalip olarak pTC192-Km vektoriiniin kullanildigit PCR, 2: plJ12742 vektoriiniin kalip
DNA olarak kullanildigi PCR, 3: Kalip olarak kanamisin genini igeren plJ12742-Km5E
vektoriiniin kullanildigi PCR, 4: DNA yerine distile suyun kullanildig1 negatif kontrol PCR

4.1.5.2. Konjugasyon ve Kromozomdaki |_Scel Bolgesinde Cift Zincir

Kiriginin Olusmasi

aphll genini iceren E. coli plJ12742-Km5E susu ile S. clavuligerus
plJ12738AadpA-1 susu arasinda konjugasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir.
Konjugasyon {irlinleri MSA iizerine yayma ekim teknigi ile yayildiktan sonra
28°C’de 16-20 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1t MSA’larin yiizeyine 1 ml
hacminde 0.5 mg/ml nalidiksik asit, 0.5 mg/ml apramisin ve 0.5 mg/ml kanamisin
iceren karisim eklenmis, yayici ile agar ylizeyine emdirildikten sonra 28°C’de
inkiibasyona devam edilmistir. 4-5 giin sonra olusan koloniler, kanamisin (25 pg/ml)
ve apramisin (25 pg/ml) igeren secici TSA besiyerine transfer edilmis ve lireyen
kolonilerden genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Konjugasyon isleminin
sonucunda elde edilen kolonilerde plJ12742-Km5E vektoriine ait 1_Scel enziminin,
rekombinant S. clavuligerus plJ12738AadpA-1 susunda |_Scel enzim tanima
bolgesinde yer alan dizide ¢ift zincir kirigr olusturmasi ve kromozomda meydana
gelen bu kirigin onariminin homolog rekombinasyon ile yapilmasi beklenmektedir.
Bu onarimin gergeklesmesi sonucunda orjinal genotipi ve mutant genotipi igeren bir
koloni karigimi olugmaktadir. Mutant genotipe sahip kolonilerin tespiti i¢in izole

edilen genomik DNA’lardan hem adpA genini ¢ogaltan primerler (EKS) hem de
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genin 5 yukart ve 3’ asagi bolgelerinden tasarlanan dogrulama primerleri (EKS5)
(Sekil 4.16) kullanilarak iki farkli PCR gergeklestirilmistir.

(adpAD_F Dogrulama ileri Primer Dizisi)

gcttcgecgeccaagttectcatggagacatagcggggcatgeccgaacttgtcacggecggegtcacgggac
acagtagattcgatcttgggtatcgaaggctcgtaactcgtgcaaaaccgaggggaaacgtgcaggag
cgaaaggcccgaaacgaacggggagacgcgaataccgaggggggcttagegtce

(adpA_F Primer Dizisi)

atgagtcaggactccgececgcaccggaggcggcacggaagctctcggggecgecggecgecgggaagtegt
cgccgtgctgcectcecttcagtggecggecccatttttgagagttceccateccecgetecteggtgttecggaateg
accgtcaggacgccggagttcctcgctaccgactgectecgtgtgcgecgggcgaggaagggccgctgecgg
accaccggcggtctcgaactgaccgcaccgtacggecctggaggccatcggcagagcgggcacggtegt
cgtaccggcatggcggtccatcacatcgccgceccaccgeccggaagcgctcgacgegetgegtegegege
acgaggaaggagcgcggatagtcggactgtgcacgggggecgttecgtecctecgecgecgecggactgetg
gacggcaggcccgcgacgacgcactggatgtacgecgeccgacgcectggceccaageggtatcecgtecgteca
tgtcgatccgecgggagectgttecgtecgacgacggcgatgtgetcacctecggecggcacggcecggcgggcea
tcgacctctgtctgcacatcgtgcgcaccgaccacggcaccgaggeccgecggggegetegeeccgcagyg
ctggtcgtaccgccccggecgcagecggcggtcaggagecgctacctggacaggtectttaccagaggaaat
cgggtcggacccgctggccgaggtcecgtctecctgggegectggaacatcttcacgagcagttcgacgtgg
agacgctggcggccagggcgtacatgageccgacggacgttcgaccggecgatteccgectcactcaccgge
agtgctccgctccagtggctgatcactcagcgggtgctccaggecgcagecggcectectggagacgtcecgga
ctactccgtggacgaggtcgcggggcgctgeggcecttecgttegecggtggegetgegeggacacttece
gcaggcagctcggctcgtcceccggecggectaccgggecggectaccgggtgecgcaggecccagggcgac
tccgceccecccecggegtcactggtggactecggtggtaccggtccaggecgagacgtacggecggcagceccgcgge
aggtccgggcgggceccctecgtcececgtecctectgagectggggaagecteccgtecggegectatgecggegg

gccacgggcgtcccagcctgcccgggcagcggagcgcgccataa(adp/\_R|Dr"nerEﬂZED

ggtagtcgcatgaacgaccgcatggtgtggatcgactgcgagatgaccgggctctecgectgacggacga
cgcactcatcgaggtggccgegetggtcaccgactcggaactgaatgtgeteggega (adpAD_R
Dogrulama Geri Primer Dizisi)

Sekil 4.16. adpA niikleotid dizisi ve 5° yukarn ve 3’ asagi kisimlarindaki diziler
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM000913.1).

AdpA dogrulama primerleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonunda S.
clavuligerus plJ12738AadpA-1 susunun genomik DNA’st  kullanildiginda,
kromozomda adpA geninin oldugu 1514 bg’lik bolge ve plJ12738AadpA-1 plazmidi
araciligr ile kromozoma entegre edilen 314 bg¢’lik amplikonun olusmasi, mutant
susda ise adpA geninin homolog rekombinasyon ile silinmesi sonucu sadece 314
be¢’lik bolgenin ¢ogalmasi beklenmektedir (Sekil 4.17).
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Genomda bulunan 1slevsel adpd
geninin oldugu diztyve ait amplikon
(1514 be)

. Genoma entegre plJ12738Aadpd
plazmidindek: adpd nikleotid
dizisini igermeyen bélge

(314 ko)

Sekil 4.17. AdpAD _F ve R dogrulama primerleri kullanilarak yapilan PCR. M: O’GeneRuler 1 kb
plus DNA ladder, 1: DNA yerine distile suyun kullanildig1 negatif kontrol PCR. 2: Kalip
olarak S. clavuligerus plJ12738AadpA-1 genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR
sonucu, 3-9: Putatif mutant S. clavuligerus AadpA kolonilerine ait genomik DNA’lar
kullanilarak elde edilen PCR amplikonlari, sirastyla # 4, 5, 6,7, 8,9

adpAF ve adpAR primerleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonunda S.
clavuligerus plJ12738AadpA-1 susunda 1212 b¢’lik adpA geni ¢ogalirken, mutant
susda ise adpA geni genomdan silindigi i¢in herhangi bir amplikon olusumu

gerceklesmemelidir (Sekil 4.18).

’adpA amplikonu
(1212 bg)

Sekil 4.18. adpA primerleri kullanilarak yapilan PCR. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: S.
clavuligerus NRRL 3585’in genomik DNA’sinin kalip olarak kullanildigi PCR sonucu elde
edilen adpA amplikonu, 2: Kalip olarak S. clavuligerus plJ12738AadpA-1 genomik DNA’s1
kullanilarak yapilan PCR sonucu, 3-9: 3-9: Putatif mutant S. clavuligerus AadpA
kolonilerine ait genomik DNA’lar kullanilarak elde edilen PCR amplikonlar1, sirasiyla #
3,4,5,6,7,8,9.10: DNA yerine distile suyun kullanildig1 negatif kontrol PCR

Sonuglar incelendiginde, aday mutant suslardan 4, 5, 6, 8 ve 9 numaralarin bu

kosulu sagladiklar1 goriilmektedir.
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4.1.5.3. Ekskonjugantlarda Bulunan plJ12742 Plazmidinin Hiicreden

Atilmasi

plJ12742 plazmidi 1stya duyarli, 30°C iistiindeki sicakliklarda stabilitesi
kaybolan bir vektordiir (Fernandez-Martinez ve Bibb, 2014). Yapilan dogrulama
caligmalar1 sonucunda elde edilen mutant suglardan plJ12742 plazmidinin
uzaklastirilmasi i¢in bu suslar 37°C’de 220 rpm’de 50 ml TSB besiyerinde 8 giin
boyunca iiretilmistir. Uretilen suslar daha sonra TSA besiyerine tekrar ekilmis ve
37°C’de ve 7-10 giin siiresince inkiibe edilerek koloni olusumu takip edilmistir.
Inkiibasyon sonunda, S. clavuligerus AadpA-5 susunda koloni olusumu elde edilmis
ve olusan kolonilerden TSA besiyerine ¢izgi ekimi yapilarak 28°C’de 2-3 giin
inkiibasyon yapilarak kolonilerin gelisimi saglanmistir. inkiibasyon sonrasi segilen
kolonilerden kanamisin (25 pg/ml) iceren TSA’ya baski (replika plate) yapilmistir.
28°C’de ve 2- 3 giin inkiibasyon sonrasinda kanamisinli (25 pg/ml) TSA petrilerinde
koloni olusup olusmadig1 gézlemlenmistir. Replika plate yapildiktan sonra kanamisin
seciciliginde tiremeyen koloniler secilerek sivi kiiltiirleri elde edilmis ve bu suslardan
genomik DNA izolasyonu yapilmustir. izole edilen genomik DNA’lar I_Scel check
primerleri ve AdpA dogrulama primerleri (EKS) kullanilarak PCR reaksiyonuna tabi
tutulmustur (Sekil 4.19-4.20).

300

200 I Scel amplikonu

(235 be)

Sekil 4.19. I Scel check F ve R primerleri kullanilarak yapilan PCR. M: O’GeneRuler 1 kb plus
DNA ladder, 1: DNA yerine distile suyun kullanildig1 negatif kontrol PCR. 2: Kalip olarak
S. clavuligerus plJ12738AadpA-1 genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR sonucu, 3: S.
clavuligerus AadpA-5 genomik DNA’s1 kullanilarak elde edilen PCR amplikonu, 4-5:
Sicaklik muamelesi sonucu plJ12742 plazmidini hiicreden atan kolonilere ait genomik
DNA kullanilarak yapilan PCR reaksiyonlari
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Genomda bulunan islevsel adpA
geninin oldugu dizive ait amplikon
(1514 bg)

5 Genoma entegre plJ12738AadpA
plazmidindeki adpA niikleotid
dizisini igermeyen bolge

(314 bg)

Sekil 4.20. AdpAD F ve R dogrulama primerleri kullanilarak yapilan PCR. M: O’GeneRuler 1 kb
plus DNA ladder, 1: DNA yerine distile suyun kullanildig1 negatif kontrol PCR. 2: Kalip
olarak S. clavuligerus plJ12738AadpA-1 genomik DNA’st kullanilarak yapilan PCR
sonucu, 3: S. clavuligerus AadpA-5 genomik DNA’s1 kullanilarak elde edilen PCR
amplikonu, 4-5: Sicaklik muamelesi sonucu plJ12742 plazmidini hiicreden atan kolonilere
ait genomik DNA kullanilarak yapilan PCR reaksiyonlari

Dogrulama g¢alismalart sonucu elde edilen 4 ve 5 numarali iki mutant sus S.
clavuligerus AadpAl ve S. clavuligerus AadpA2 olarak isimlendirilmislerdir.

Kromozom iizerinde adpA delesyonu sekildeki gibidir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. S. clavuligerus dadpAl ve AadpA2 mutant suslara ait kromozomda adpA geninin yok
edildigi bolge

4.2, S. clavuligerus compAdpA Susunun Elde Edilmesi

Kromozomdan silinmis adpA geninin tekrar genoma geri kazandirilmasi
amaciyla gergeklestirilen komplementasyon caligmasinda, S. clavuligerus AadpAl

mutant susunun genomuna adpA geni bir entegrasyon vektorii araciligr ile geri
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aktarilmigtir. Bu amagla, adpA geni 6nce ara klonlama vektorii olan pGEM®-T Easy

vektoriine ardindan ise pSET152ErmE* entegrasyon vektoriine klonlanmistir.
4.2.1. adpA Geninin pGEM®-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

1212 bg¢’lik adpA geni, AdpA _F ve adpA_R primerleri ile S. clavuligerus
NRRL 3585 genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir (Sekil
4.22).

M 1

1500

adpA amplikonu
1000 =—’(121: be)

Sekil 4.22. adpA geninin PCR ile ¢ogaltilmasi. M: O'Gene ruler 1 kb plus DNA ladder, 1: S.
clavuligerus NRRL 3585 genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak yapilan PCR

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen fragment NucleoSpin® Jel Ekstraksiyon
Kiti (Macherey-Nagel) kullanilarak jelden saflagtirilmistir. Elde edilen jel
ekstraksiyon iirlini pGEM®-T Easy ara klonlama vektoriine ligasyon ile
yerlestirilmis ve ardindan transformasyonla E. coli DH5a hiicrelerine aktarilmistir.
Transformasyon {irtinii ampisilin (100 pg/ml) igeren ve mavi-beyaz koloni
seciliminini saglayan 40 pl X-gal (20 mg/ml) ile 4 pul IPTG (100 mg/ml) yayilmis
LA besiyerine ekilmis ve 37°C'de 16 saat inkiibe edilmislerdir. Mavi-beyaz koloni
secilimine gore beyaz koloniler tekrar ampisilin (100 pg/ml) iceren besiyerine

aktarilmis ve manuel yontem ile plazmid izolasyonu gergeklestirilmistir (Sekil 4.23).
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20000 «—
i adpA genini igersn aday
3000 Lo -—’ rekombmant pGEM-T Easy
plazmidleri
1500«—3
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Sekil 4.23. Transformasyon sonucu olugan hiicrelerden manuel yontemle izole edilen plazmidler. M:
O’Gene Ruler 1 kb plus DNA ladder, 1: Mavi koloniden elde edilen halkasal pGEM-T®
Easy, 2-12: Putatif adpA geni tasiyan pGEM®-T Easy plazmidleri

Manuel plazmid izolasyonu sonucu 2 numarali koloniden elde edilen plazmid
kontrolden daha yukarida fragment verdigi i¢in bu koloniden ekim yapilarak kit ile
plazmid izolasyonu yapilmistir. izole edilen plazmid kullanilarak gergeklestirilen
PCR ve kesim reaksiyonu (Notl-Ndel [Thermo Scientific™) ] (EK4) enzimleri
kullanilarak yapilmistir) ile adpA geninin varligir dogrulanmistir (Sekil 4.24- 4.25).
Klonlama sonucunda elde edilen rekombinant vektére pGEMTadpA, bu vektorii
iceren rekombinant E. coli DH5a hiicrelerine E. coli pPGEMTadpA adi verilmistir.
Ayrica, Sanger dizileme ile klonlanan amplikona ait niikleotid dizisinin dogrulugu

teyit edilmistir.

__, adpA amplikonu
(1212 be)

1500 +—

1000+—

Sekil 4.24. Rekombinant pGEMTadpA’nin PCR ile dogrulanmasi. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA
ladder, 1: S. clavuligerus NRRL 3585 genomik DNA’sinin kalip olarak kullanildigi PCR
sonucu, 2: pGEMTadpA DNA’ si ile yapilan PCR ile elde edilen adpA amplikonu, 3: DNA
yerine distile suyun kullanildig1 negatif kontrol PCR’1

83



adpA amplikonu
(1212 bg)

1500
1000

Sekil 4.25. Rekombinant pPGEMTadpA’nin enzim kesimi (NotI-Ndel ile kesim) ile dogrulanmasi. M:
O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: pGEMTadpA’ nin NotI-Ndel ile kesimi sonrasinda
elde edilen adpA geni

4,.2.2. adpA Geninin pSET152ermE*’ye Klonlanmas1 ve Konjugasyon

Reaksiyonu

adpA geninin pSET152ermE* entegrasyon vektoriine klonlanmasi igleminde
oncelikle pGEMTadpA vektorii (70.6 ng/ul) ve pSET152ErmE* (337.8 ng/ul) EcoRI
enzimi ile farkli reaksiyonlarda 2 saat boyunca 37°C'de kesilmistir (Sekil 4.26 ve
4.27).

e - e
1000 (1212 bg)

Sekil 4.26. pPGEMTadpA’nin EcoRI enzimi ile kesimi. M: O'GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1-4:
pGEMTadpA’nin EcoRI enzimi ile kesimi sonucunda elde edilen adpA
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i Dogrusal pSET152ErmE*
(5700 bg)

Sekil 4.27. pSET152ErmE* plazmidinin EcoRI enzim ile kesimi. M: O’Gene Ruler 1 kb plus DNA
ladder, 1: Halkasal pSET152ErmE* plazmidi, 2,3: EcORI enzimi ile kesilmis dogrusal
pSET152ErmE*

PCR ve enzim kesim reaksiyonu sonucu elde edilen fragmentler jelden
kesilerek NucleoSpin® Jel Ekstraksiyon Kiti (Macherey-Nagel) ile saflagtiriimistir.
Alkalin fosfataz islemi uygulanan dogrusal pSET152ErmE* plazmidine adpA geni
ligasyon ile yerlestirildikten sonra olusan ligasyon iiriinii de E. coli DH5a hiicrelerine
151 soku yontemi ile aktarilmistir. Transformasyon iirlinli apramisin (50 pg/ml) igeren
LA besiyerinde 37°C'de 16 saat inkiibe edilmis ve elde edilen kolonilerden manuel

plazmid izolasyonu yapilmistir (Sekil 4.28).

adpA genini igeren aday
¥ rekombinant pSET152ErmE*
plazmidleri

Sekil 4.28. Transformasyon sonucu olusan putatif rekombinant hiicrelerden manuel yontemle izole
edilen plazmidler. M: O'GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: Halkasal pSET152ErmE*
plazmidi (5.7 kb), 2-9: adpA genini tagidiklar1 varsayilan rekombinant plazmidler
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Manuel plazmid izolasyonu sonucu 5 ve 6 numarali koloniler kontrolden daha
yukarida bant verdigi i¢in secilmis ve kit ile plazmid izolasyonu yapilmistir.
[zolasyon sonrasinda PCR, ve Spel-Xbal (Thermo Scientific™) ) (EK4) enzimleri
kullanilarak yapilan kesim reaksiyonu ile rekombinasyon dogrulanmustir (Sekil 4.29-
Sekil 4.30). Spel-Xbal kesimi sonucunda adpA geninin pSET152ErmE* plazmidinde
promotor yoniinde girip girmedigi belirlenmistir. pGEMTadpA vektdriinden adpA
geninin EcoRI enzimi ile kesilerek ¢ikarilmasi sirasinda Spel enzimi, genin 3’
ucunda kalmaktadir. Dolayis1 ile, genin entegrasyon plazmidine promotorun
devaminda dogru yonde girmesi durumunda Spel-Xbal kesimi sonucunda adpA
geninin vektor icinde kaldigi dogrusal ve 7249 be biiytikliiglinde bir rekombinant
pSETIS2ErmE* plazmidi elde etmek gerekmektedir. Bu kosulu saglayan
rekombinant pSET152ErmE* plazmidleri pSETadpA4 ve pSETadpA5 olarak

isimlendirilmistir.

adpA amplikonu
(1212 bg)

Sekil 4.29. pSETadpA4 ve pSETadpAS5 rekombinant plazmidlerinde adpA genininin PCR
amplifikasyonu. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: Kalip olarak S. clavuligerus
genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR, 2: Kalip olarak pSETadpA4 plazmidinin
kullanildig1 PCR, 3: Kalip olarak pSETadpAS5 plazmidinin kullanildigt PCR
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Spel ve Xbal ile
vapilan kesim

(7249 bg)

Sekil 4.30. adpA genini EcoRI kesim bolgesinde tasiyan rekombinant pSET152ErmE*'nin Spel ve
Xbal ile kesim sonuglari. M: O'GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: pSETadpA4 halkasal
plazmid, 2: pSETadpA4 Spel ve Xbal ile kesilmis dogrusal plazmid 3: pSETadpAS5
halkasal plazmid, 4: pSETadpAS5 Spel ve Xbal ile kesilmis dogrusal plazmid

PCR reaksiyonu ve enzim kesim reaksiyonu ile dogrulanan, pSETadpA4 ve
pSETadpAS vektorlerini tasiyan rekombinant E. coli DHSa hiicreleri E. coli pSET4
ve E. coli pSETS olarak isimlendirilmistir. Konjugasyon 6ncesinde E. coli DH5a
hiicrelerindeki pSETadpA4 ve pSETadpAS vektorleri transformasyonla E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicrelerine aktarilmistir. Elde edilen kolonilerden birer tanesi
secilip kit ile plazmid izole edilmistir. izole edilen plazmidler PCR reaksiyonu ile
dogrulanmistir (Sekil 4.31). E. coli ET2567/pUZ8002 hiicrelerindeki pSETadpA4 ve
pSETadpAS vektorleri pSETadpA4E ve pSETadpASE, bu rekombinant plazmidleri
tastyan metilasyondan yoksun E. coli suslari ise E. coli pSETadpA4 ve E. coli

pSETadpAS5 olarak isimlendirilmiglerdir.
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Sekil 4.31. adpA genini tasiyan pSET152ErmE* vektoriiniin E. coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerine
traanformasyonunun PCR ile dogrulanmasi. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1:
Kalip olarak S.clavuligerus genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR, 2-3: Kalip olarak
pSETadpA4E plazmidinin kullanildigi PCR, 4-5: Kalip olarak pSETadpASE plazmidinin
kullanildigi PCR, 6: Kalip olarak DNA yerine distile suyun kullanildig:1 negatif kontrol
PCR.

Transformasyon sonucu elde edilen rekombinant E. coli pSETadpA4 ve E.
coli pSETadpA5 ile mutant S. clavuligerus AadpAl ve S. clavuligerus AadpA2
suslar1 arasinda konjugasyon islemi gergeklestirilmistir. Konjugasyon sonrasi
apramisin segiciliginde lireyen kolonilerden genomik DNA izolasyonu yapilmistir.
Izole edilen genomik DNA ile yapilan PCR sonucunda mutant S. clavuligerus
AadpA’larin genomuna adpA geninin entegrasyonunun saglandigi tespit edilmistir
(Sekil 4.32). Elde edilen kolonilerden adpA F ve adpA R primerleri kullanilarak
PCR yapilmis ve istenen entegrasyonun saglandigi dogrulanmistir. PCR reaksiyonu
ile dogrulanan suslardan bir tanesi segilerek S. clavuligerus compAadpA olarak

adlandirilmis, stoklar1 yapilarak -86 °C’ye kaldirilmigstir.
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Sekil 4.32. Komplementasyonun PCR ile dogrulanmasi. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: S.
clavuligerus AadpAl genomik DNA’s1 kullanilarak adpA F ve R primerleri ile yapilan
PCR, 2: Kalip olarak S. clavuligerus NRRL 3585 genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan
PCR, 3-4: Kalip olarak komplementasyon sonucunda elde edilen sus DNA’larmin
kullanildigit PCR

4.3. S. clavuligerus AadpA ve S. clavuligerus compAadpA Suslarinin

Southern Blot Deneyi ile Dogrulanmasi

Mutant S. clavuligerus AadpAl, S. clavuligerus AadpA2 ve S. clavuligerus
compAadpA1l suslarinin Southern Blot deneyi aracilig: ile dogrulamasi yapilmistir.
Southern Blot deneyinde DIG DNA Labeling and Detection Kit-(Roche-
11093657910) ve naylon membran (Biobond Plus) kullanilmistir. Dogrulama
caligsmasinda AdpAD_F ve AdpAD_R primerleri ile PCR yapilmis ve kontrol igin 5
pl agaroz jelde kosturulmustur (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. S. clavuligerus AadpAl ve AadpA2 mutantlariyla AdpAD F ve adpAD R primerleri
kullanilarak yapilan PCR. M: O’Generuler 1 kb plus DNA ladder, 1: DNA yerine
dH2O’nun kullanildig1 kontrol PCR, 2: S. clavuligerus NRRL 3585 genomik DNA’sinin
kalip olarak kullanildigi PCR, 3: Kalip olarak S. clavuligerus compAadpAl genomik
DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR sonucu, 4: Kalip olarak S. clavuligerus AadpAl genomik
DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR sonucu, 5: S. clavuligerus AadpA2 suslarina ait ait
genomik DNA’s1 kullanilarak elde edilen PCR amplikonlar1

Sekil 4.33’de verilen PCR amplikonlarinin, adpA geni ve 5°-3’ dizilerine ait
toplam 1514 bg¢’lik bolgeden elde edilen probu ile hibridize olduklar1 ve sinyal
verdikleri Southern Blot deneyi ile de dogrulanmistir (Sekil 4.34).

1766
Genomda bulunan islevsel adpA
geninin oldugu diziye ait sinyal
(1514 bg)

304«— Genoma entegre plJ12738AadpA
» plazmidindeki adpA nikleotid
dizisini icermeyen bdlgeye ait sinyal
234 «—

(314 bg)

Sekil 4.34. Southern Blot sonucu. M: BamHI, Bgll ve Hinfl ile kesilmis dogrusal pBR328, 1: DNA
icermeyen kontrol 6rnegi, 2: S. clavuligerus NRRL 3585, 3: S. clavuligerus compAadpAl,
4: S. clavuligerus AadpAl, 5: S. clavuligerus AadpA2
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4.4, adpA Geninin pSPG Coklu ifade Vektériine Klonlanmasi ve S.
clavuligerus’a Konjugasyonu

pGEMTadpA vektoriinde (23.3 ng/ul) yer alan adpA geninin pSPG vektoriine
klonlanmas1 amaciyla rekombinant vektor Spel-Ndel enzimleri kesilmistir. Halkasal
formda bulunan pSPG (337.8 ng/ul) plazmidi de Spel ve Ndel enzimleri ile 2 saat
stiresince 37°C'de kesilerek dogrusal hale getirilmistir (Sekil 4.35 ve 4.36).

o e - 52+
1000 (1212 bg)

Sekil 4.35. pGEMTadpA’nin Spel- Ndel enzimleri ile kesimi. M: O'GeneRuler 1 kb plus DNA ladder,
1: pGEMTadpA’ nin Spel- Ndel enzimleri ile kesimi sonucunda elde edilen serbest adpA

_» Dogrusal pSPG plazmidi
(8149 bg)

Sekil 4.36. pSPG plazmidinin Spel-Ndel enzimleri ile kesimi M: NEB 1 kb Plus DNA Ladder, 1:
Halkasal pSPG plazmidi 2: Spel-Ndel enzimi ile kesilmis dogrusal pSPG plazmidi

Enzim kesim reaksiyonlar1 sonucu elde edilen fragmentler jelden kesilip
NiicleoSpin® Jel Ekstraksiyon Kiti (Macherey-Nagel) kullanilarak saflastirilmis ve

ligasyon islemi gerceklestirilmigtir. 10 pl  hacmindeki ligasyon iirlinii
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transformasyonla E. coli DH5a hiicrelerine aktarilmistir. Transformasyon iiriinleri 50
pug/ml final konsantrasyonunda apramisin iceren LB agar besiyerine yayma ekim
teknigi ile ekilerek 37°C’de 16 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi elde edilen

kolonilerden manuel yontemle plazmid izolasyonu gergeklestirilmistir (Sekil 4.37).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

adpA genini igeren aday

[ | ' ] * rekombinant pSPG plazmidleri
[— [— -

Sekil 4.37. Transformasyon sonucu olusan putatif rekombinant hiicrelerden manuel yontemle izole
edilen plazmidler. M; O’Gene Ruler 1 kb plus DNA ladder, 1: Halkasal pSPG plazmidi 1-
12: adpA genini tagidiklari varsayilan rekombinant plazmidler

Manuel plazmid izolasyonu sonucu 3 numarali koloniden elde edilen plazmid
kontrolden daha yiiksek fragment vermesi sebebiyle bu koloniden kit yardimi ile
yeniden plazmid izolasyonu gerceklestirilmis ve rekombinasyonun dogrulugu PCR
reaksiyonunu ve EcoRI-Kpnl enzimleri ile kesim yapilarak ispatlanmistir (Sekil
4.38-Sekil 4.39). EcoRI-Kpnl enzimleri ile yapilan kesim reaksiyonu sonucunda
adpA geninin pSPG plazmidine dogru yonde girip girmedigi belirlenmistir. Kpnl
enzimi adpA geninin 3’ ucunda kalmaktadir. ECORI enzimi pSPG plazmidinin
tizerinde promotor yoniinde bulunmaktadir. Dolayisiyla genin pSPG plazmidine
promotorun devaminda ve dogru yonde girmesi durumunda EcoRI-Kpnl kesimi
sonucunda adpA geninin vektor iginden ayrilmasi beklenmektedir. Bu kosulu
saglayan rekombinant pSPG plazmidi pSPGadpA3 ve E. coli DH5a hiicreleri, E. coli
pSPGadpA3 olarak isimlendirilmistir.
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Sekil 4.38. adpA geninin PCR ile ¢ogaltilmasi. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: Kalip
olarak S.clavuligerus NRRL3585 genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR, 2: Putatif
rekombinant pSPG plazmidi kullanilarak yapilan PCR, 3: DNA vyerine distile suyun
kullanildig1 negatif kontrol PCR’1

M 1 2

20000
5000
3 adpA amplikonu
1500 -_"(1212 be)
1000

Sekil 4.39. adpA genini tagiyan rekombinant pSPG'nin Kpnl ve EcoRI ile kesim sonucu M:
O'GeneRuler 1 kb plus DNA ladder 1: Halkasal pSPG plasmidi, 2: Kpnl ve EcoRl ile
kesilmis putatif rekombinant plazmid

Konjugasyon oncesinde pSPGadpA3 vektorii, transformasyon yontemi ile E.
coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerine aktarilmistir. Ureyen koloniden izole edilen

plazmidde PCR ile adpA amplifikasyonu saglanmistir (Sekil 4.40). E. coli
ET2567/pUZ8002 hiicrelerindeki rekombinant vektér pSPGadpAE olarak
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adlandirilmig, bu rekombinant plazmidleri tagiyan metilasyondan yoksun E. coli susu

ise E. coli pSPGadpA3E olarak isimlendirilmistir.

1500
1000

i
(1212 b¢)

Sekil 4.40. adpA genini tastyan pSPG plazmidinin E. coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerine
klonlanmasinin PCR reaksiyonu ile dogrulanmasi. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder,
1: Kalip olarak S.clavuligerus NRRL 3585 genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR, 2-3:
Kalip olarak pSPGadpA3E plazmidinin kullanildigi PCR

Elde edilen rekombinant E. coli pSPGadpAS3E ile S. clavuligerus NRRL 3585
suslar1 arasinda konjugasyon gerceklestirilmistir. Konjugasyonun ardindan apramisin
seciciliginde iireyen kolonilerden genomik DNA izole edilmistir. Elde edilen
DNA’lar kullanilarak apramisin (EK5) primerleri ile dogrulama PCR’1 yapilmis ve S.
clavuligerus  NRRL 3585°'in rekombinant pSPGadpA3 vektoriinii  tasidigi
belirlenmistir (Sekil 4.41).

1000 =— 1 Apr® amplikonu
(900 bg)

Sekil 4.41. Konjugasyonun AprR primerleri kullanilarak PCR ile dogrulanmasi. M: O’GeneRuler 1 kb
plus DNA ladder, 1: DNA yerine distile suyun kullanildig1 negatif kontrol PCR’1, 2: S.
clavuligerus pSPGadpA genomik DNA’st kullanilarak yapilan PCR, 3: Kalip olarak
pSPGadpA3 plazmidinin genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR, 4: Kalip olarak S.
clavuligerus NRRL 3585 genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR
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4.5. S. clavuligerus pSPG Susunun Olusturulmasi

adpA geninin pSPG c¢oklu ifade vektoriine klonlanmasi ve S. clavuligerus
NRRL 3585 susuna konjugasyonu sonrasi elde edilen S. clavuligerus pSPGadpA
rekombinant susundan elde edilecek verilerin standardize edilebilmesi ve RNA-seq
ve diger analizlerde kontrol olarak kullanilabilmesi i¢in adpA geni igermeyen bos
halkasal pSPG vektorii S. clavuligerus NRRL 3585 hiicrelerine konjugasyon yontemi
ile aktarilmistir. Bu baglamda, bos vektor kontrolii kullanilarak vektoriin kendisinin
hedef hiicreler iizerindeki etkisinin ortaya konmasi amaglanmistir. Konjugasyon
oncesi bos pSPG vektorii E. coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerine transformasyon ile
aktarilmistir. Transformasyon sonrasinda olusan kolonilerden Apr® primerleri (EK5)
kullanilarak  koloni PCR  yapilmistir (Sekil 4.42). Dogrulanan E. coli
ET12567/pUZ8002 hiicreleri E. coli pSPGE olarak isimlendirilmistir.

Apr® amplikonu
(900 bg)

1000«—

750¢—

Sekil 4.42. Bos pSPG plazmidinin E. coli ET12567/pUZ8002 hiicrelerine transformasyonunun AprR
primerleri kullanilarak PCR reaksiyonu ile dogrulanmasi. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA
ladder, 1: E. coli pSPGE kolonisi kullanilarak yapilan PCR, 2: DNA yerine distile suyun
kullanildig1 negatif kontrol PCR’1

Koloni PCR ile dogrulanan E. coli pSPGE ve S. clavuligerus NRRL 3585
suslar1 arasindaki konjugasyon reaksiyonu ile pSPG vektori S. clavuligerus NRRL
3585 hiicrelerine aktarilmistir. Konjugasyonun sonucunda apramisin segiciliginde
iireyen kolonilerden genomik DNA izolasyonu yapilmis ve Apr® primerleri ile
dogrulama PCR yapilarak S. clavuligerus NRRL 3585°'in bos pSPG vektoriinii
tasidigir dogrulanmistir (Sekil 4.43). Dogrulanan koloni S. clavuligerus pSPG olarak

isimlendirilmistir.
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Sekil 4.43. Konjugasyonun Apr® primerleri kullanilarak PCR ile dogrulanmasi. M: O’GeneRuler 1 kb
plus DNA ladder, 1: DNA yerine distile suyun kullanildig1 negatif kontrol PCR’1, 2: S.
clavuligerus pSPG genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR

4.6. Suslarin Karsilastirmalh RNA-seq Analizi
4.6.1. izole Edilen RNA’lara Ait Kalite Degerleri

TYD fermantasyonunda 48. saatte RNA izolasyonu icin 2 ml hacminde
numuneler alimmis ve NucleoSpin RNA izolasyon kiti (Macherey-Nagel)
kullanilarak RNA izolasyonu yapilmustir. izole edilen RNA orneklerinin miktari,
kalitesi (Azeo/A230 > 1.8-2.2) ve temizligi (A2eo/A280> 2.0) spektrofotometrik
Olctimlerle belirlenmistir (Tablo 4.2). Ayrica RNA'lar %1.5 konsantrasyonundaki
agaroz jelde ytritiilmustiir (Sekil 4.44).

Tablo 4.2. izole edilen RNA 6rneklerinin spektrofotometrik dlgiimleri

Ornek adi Axonso  Azozzo  Konsantrasyon
(ng/pl)

S. clavuligerus NRRL 3585 -1 2.00 1.81 271
S. clavuligerus NRRL 3585 -2 2.08 2.14 494.6
S. clavuligerus NRRL 3585 -3 2.00 2.01 456.3
S. clavuligerus AadpA-1 1.99 1.35 84

S. clavuligerus AadpA-2 1.97 1.44 75.7
S. clavuligerus AadpA-3 2.01 1.55 177.9
S. clavuligerus compadpA-1 1.92 1.52 305.8
S. clavuligerus compadpA-2 1.99 1.60 174.9
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S. clavuligerus compadpA-3 1.95 1.67 250.6

S. clavuligerus pSPGadpA-1 2.06 211 1171.6
S. clavuligerus pSPGadpA-2 2.04 2.14 918

S. clavuligerus pSPGadpA-3 2.02 1.93 1194.9
S. clavuligerus pSPG-1 2.05 2.13 1052.4
S. clavuligerus pSPG-2 2.03 211 924.4
S. clavuligerus pSPG-3 2.05 2.10 1077.1

M 1 2 3 M 1 2 3 M1 2 3 M 1 2 3

R —
—
—
—_—
—
—
—

a b c d e

Sekil 4.44. izole edilen RNA o6rnekleri. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1, 2, 3: RNA
kopyalar1 (replikalar1), a) S. clavuligerus NRRL 3585, b) S. clavuligerus AadpA, c) S.
clavuligerus compadpA, d) S. clavuligerus pSPGadpA, e) S. clavuligerus pSPG

Yiiksek kalitede elde edilen RNA 6rneklerinden, S. clavuligerus NRRL 3585,
S. clavuligerus AadpA, S. clavuligerus pSPGadpA ve S. clavuligerus pSPG suslarina
ait biyolojik replikalar birlestirilmistir (20-40 pg). RNA Ornekleri Labconco
Freezone 12plus liyofilizatoriinde -85°C'de 8 saat siiresince dondurularak liyofilize
edilmis ve ardindan RNAstable (Biomatrica) adl1 koruyucu madde igeren Eppendorf
tiplerine aktarilmistir. Liyofilize edilen RNA oOrnekleri, RNA transkriptom

dizilemesi hizmetini saglayan BGI (www.genomics.cn/BGI, HongKong) firmasina
gonderilmistir. RNA-seq ¢alismalarinda RNA biitiinliikk degerleri (RIN) (RNA
integrity number) dnemli bir olgiittiir. RNA'min biitiinliiglinii ifade eder ve genellikle
1 ile 10 arasinda bir deger alir. RNA-seq oOncesinde, kalite analizi i¢in liyofilize
edilen RNA oOrnekleri ¢oziindiirilmiis ve Agilent 2100 Bioanalyzer/Fragment
Analyzer ile RIN degerleri olglilmistiir (Sekil 4.45). Buna gore, S. clavuligerus
NRRL 3585 i¢in 9.3, S. clavuligerus AadpA igin 9.7, S. clavuligerus pSPGadpA i¢in
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9.0 ve S. clavuligerus pSPG igin 9.1 RIN degerleri elde edilmistir. Yiiksek RIN
degerleri elde edilen RNA’larin dizilemede kullanilabilecek kaliteye sahip oldugunu
gostermistir.

S. clavuligerus NRRL3585

(FU]
90~

804

60

S0

30

20

25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

S.clavuligerus NRRL3585 RNA Genel Sonuclar:

RNA Alani: 257.9 RNA Biitiinliik Sayis1 (RIN): 9.3(B.02.07)
RNA konsantrasyonu: 137 ng/ul
RNA Oranm (23S/16S): 0.8

S.clavuligerus NRRL3585 RNA Fragment Tablosu:
Fragment adi  Baslangi¢ Boyutu (baz) Bitis Boyutu (baz) Alan Toplam alanin yiizdesi

16S 1.498 1.872 79.6 30.9
238 2.716 3.454 62.2 24.1
a
S. clavuligerus AadpA
[FU) 4
70+
60
50
404
30
20
10
0
T T T T 4 T - T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]
S.clavuligerus AadpA RNA Genel Sonuclar:
RNA Alani: 185.7 RNA Biitiinliik Sayis1 (RIN): 9.7 (B.02.07)
RNA konsantrasyonu: 98 ng/ul
RNA Orani (23S/16S): 1.4
S.clavuligerus AadpA RNA Fragment Tablosu:
Fragment adi  Baslangi¢ Boyutu (baz)  Bitis Boyutu (baz)  Alan Toplam alanin yiizdesi
16S 1.505 1.793 554 298
23S 2.701 3.517 75.5 408
b

Sekil 4.45. RNA dizilemede kullanilan RNA’lara ait RIN degerleri. a) S. clavuligerus NRRL 3585, b)
S. clavuligerus AadpA
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S. clavuligerus pSPGadpA

[FU]
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IOO‘J
80J
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404
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25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

S.clavuligerus pSPGadpA RNA Genel Sonuglar:

RNA Alani: 370.2 RNA Biitiinliik Sayist (RIN): 9 (B.02.07)
RNA Konsantrasyonu: 196 ng/ul

RNA Orani1 (23S/16S): 1.3

S.clavuligerus pSPGadpA RNA Fragment Tablosu:

Fragment adi Baglangi¢ Boyutu (baz)  Bitis Boyutu (baz)  Alan Toplam alanin ylizdesi
16S 1.474 1.792 98.9 26.7

23S 2.762 3.518 1263  34.1

¢

S. clavuligerus pSPG

[FU)

200

150+

100

504

T T T

T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

S.clavuligerus pSPG RNA Genel Sonuglar:

RNA Alani: 949.6 RNA Biitiinliik Sayis1 (RIN): 9.1 (B.02.07)
RNA Konsantrasyonu: 503 ng/pl

RNA Orani (23S/16S): 1.4

S.clavuligerus pSPG RNA Fragment Tablosu:

Fragment adi Baslangi¢ Boyutu (baz)  Bitis Boyutu (baz)  Alan Toplam alanimn yiizdesi
16S 1.472 1.771 180.3 19.0

238 2.561 3.519 2448 258

d

Sekil 4.45. RNA dizilemede kullanilan RNA’lara ait RIN degerleri. ¢) S. clavuligerus pSPGadpA, d)
S. clavuligerus pSPG (devam)
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4.6.2. RNA-seq ve Biyoinformatik Analizler

Toplam dort RNA 6rnegi, DNBseq/Illumina platformunda dizilenmis ve 1.5

Gb veri elde edilmistir. Referans genom (GCF _000148465) ile yapilan ortalama

eslestirme oran1 %85.86°dir ve analiz sonucu 1601 yeni transkript tanimlanmistir. Bu

transkriptlerin 55 tanesi yeni kodlayici transkript ve 1546's1 ise uzun kodlama

yapmayan transkriplerden olusmaktadir. Dizileme sonrasi yapilan biyoinformatik

analizin ilk asamasinda, diisiik kaliteli okumalar, adaptér okumalar1 ve bilinmeyen

bazlara sahip okumalarin filtrelenmesiyle

Tablo 4.3. Okumalara ait istatistiksel degerler

temiz okumalar elde edilmistir.
Okumalarin kalite kontrolii yapilirken Fred skoru (Q) olarak bilinen Q20 ve Q30
puanlar1 kullanilmistir (Guan vd., 2019). Genel olarak tim suslarda; Q20 ve Q30

degerleri sirasi ile %98 ve %96’nin tizerindedir (Tablo 4.3).

Ornek Toplam Toplam Toplam Temiz  Temiz  N°¢ Diisiik Adaptor
Ham Temiz  Temiz  Okuma Okuma Okuma Kkalite okuma
okuma okuma baz Q202 Q30° (%) okuma (%)
(Mb)  (Mb)  (Gb) (%) (%) (%)

S. 5.73 2.62 0.39 98.82 96.42 0.02 0.39 53.75

clavuligerus

~ AadpA

S. 4.0 1.79 0.27 98.84 96.55 0.03 0.36 55.99

clavuligerus

_NRRL

S. 6.29 2.73 0.41 98.91 96.62 0.02 0.29 56.25

clavuligerus

pSPGadpA

S. 7.24 3.52 0.53 98.88 96.58 0.02 0.39 50.99

clavuligerus

pSPG

a. Q20; %1 hata sansina ve %99 giivene isaret eder.

b. Q30; %0.1 hata sansina ve %99.9 giivene isaret eder.

. %N, okunmamis bazlarin toplam baz sayisi i¢indeki oranini gosterir.

4.6.3. Farkh

ifade

Olan Genlerin (DEG) Yolak ve Fonksiyonel

Siniflandirilma Analizi

Mevcut ¢alismada tek 6rneklemde farkl ifade olan genlerin tespit edilebilmesi

icin possionDis algoritmasi kullanilmis ve suslar arasinda farkli ifade olan genlerin

sayisinin kiyaslanabilmesi i¢in Sekil 4.46°da verilen grafik olusturulmustur.
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Farkh ifade Olan Genlere (DEG) Ait istatiksel Veriler (PoissonDis Metodu)

® Up-regiile
= Down-regiile

1539

1500
|

1000

500

Sekil 4.46. Karsilastirmalarda 6nemli derecede ifadesi artan (up-regiile) ve ifadesi azalan (down-
regiile) gen sayilarini gosteren bar

DEG’lere ait sonuglara gore tiim karsilastirmalar i¢in volkan grafikleri elde
edilmistir (Sekil 4.47). Kirmizi noktalar up-regiile DEG’ler, mavi noktalar down-

regiile DEG’ler ve gri noktalar fakli ifade olmayan genleri ifade etmektedir.
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S. clavuligerus AadpA vs 8. clavuligerus_ NRRL3585
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Sekil 4.47. Kontrol susuna kiyasla énemli derecede ifadesi artan (up-regiile) ve ifadesi azalan (down-
regiile) gen sayilarin1 gosteren volkan grafikleri. a) S. clavuligerus AadpA vs S.
clavuligerus NRRL 3585, b) S. clavuligerus pSPGadpA vs S. clavuligerus NRRL 3585
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S. clavuligerus pSPG vs S. clavuligerus_ NRRL3585
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Sekil 4.47. Kontrol susuna kiyasla dnemli derecede ifadesi artan (up-regiile) ve ifadesi azalan (down-
regiile) gen sayilarini gosteren volkan grafikleri. ¢) S. clavuligerus pSPG vs S. clavuligerus
NRRL 3585 d) S. clavuligerus pSPGadpA vs S. clavuligerus pSPG (devam)

Suslar arasindaki karsilastirmalarda elde edilen DEG’ler ayrica Venn

diyagrami ile de gosterilmistir. Her kiime bir karsilastirma grubunu temsil etmekte
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olup farkli renklerle isaretlenmistir. Kesisim kisimlarinda gruplar arasinda ortak
ifade olan genlerin sayisi yer almaktadir. Tiim gruplarda 243 genin ortak DEG olarak
ifade edildigi goriilmektedir (Sekil 4.48).

S.clavuligerus_ pSPG S.clavuligerus_ pSPGadpA
vs
S.clavuligerus_ NRRL3585 - S. clavuligzjus pSPG

S.clavuligerus_ pSPGadpA
vs
S.clavuligerus NRRL3585

S.clavuligerus _ AadpA
Vs
S.clavuligerus_ NRRL3585

Sekil 4.48. Suslarda ifade edilen genlere ait venn diyagrami

DEG’lerin  biyolojik islevlerinin ve diger yolaklarla etkilesimlerinin
siniflandirilmasi icin yolaga dayali KEGG analizleri yapilmistir. KEGG analizi, tiim
genom ile karsilastirilarak farkli ifade olan genlerin hiicresel fonksiyonlarinin ve
biyolojik siireclerin anlagilmasina yardimci olmaktadir. Dizileme sonucu tespit edilen

DEG’lerin yolak siniflandirma sonuglar1 Sekil 4.49°daki grafiklerde verilmistir.
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S. clavuligerus AadpA vs 8. clavuhgerus_ NRRIL3585
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Sekil 4.49. Suslarin karsilastirilmasinda farkli ifade olan genlerin KEGG yolak siniflandirmasi
clavuligerus AadpA vs S. clavuligerus NRRL 3585, b) S. clavuligerus pSPGadpA vs S.

clavuligerus NRRL 3585
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S. clavuligerus pSPG vs S. clavuligerus_ NRRL3585
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Sekil 4.49. Suslarin karsilastirilmasinda farkli ifade olan genlerin KEGG yolak smiflandirmasi. ¢) S.
clavuligerus pSPG vs S. clavulligerus NRRL 3585, d) S. clavuligerus pSPGadpA vs S.
clavuligerus pSPG (devam)
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KEGG yolak siniflandirmasi analizlerinin sonucunda tiim suslarda DEG’lerin
cogunlukla metabolizma ve hemen ardindan ise cevresel bilgi isleme ile ilgili
genlerde yogunlastigi goriilmektedir. Suglarin genelinde, 6zellikle global ve genel
bakis haritalar1 basta olmak iizere, metabolizma kategorisinde; karbonhidrat, amino
asit, enerji ve poliketid metabolizmalarinda DEG’lerin kategorize oldugu tespit
edilmistir. Bunun yanmi sira spesifik olarak membran taginimi ve sinyal iletimi ile
ilgili genlerin g¢evresel bilgi isleme kategorisinde DEG’lerin yogunlastigi
goriilmektedir. S. clavuligerus AadpA susu daha detayli incelendiginde kontrole
kiyasla global ve genel bakis haritalari, karbonhidrat metabolizmasi, sekonder
metabolit biyosentezi, antibiyotik biyosentezi gibi farkli metabolizmalara ait
yolaklarinda ¢ok fazla sayida DEG’lerin gruplandigi goriilmektedir. adpA geninin
¢ok kopyasini igeren S. clavuligerus pSPGadpA susunda da S. clavuligerus AadpA
ile ayn1 dogrultuda DEG’lerin simiflandig1 ancak sayisinin mutant susa gére daha az
oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak, suslarin karsilastirmasinda yukar1 ve asagi
yonde farkli ifade olan genlerin yolak fonksiyonel zenginlestirme sonuglari ise Sekil

4.50’de verilmistir.
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S.clavuligerus pSPGadpA vs S.clavuligerus pSPG karsilasirmasinda en zengimlestarlms
yolaklarda DEG’lerin sayisi

uepiies HAA

Sekil 4.50. Suslarin karsilastirmasinda yukar1 ve asag1 yonde ifade olan (up-regiile/down regiile)
DEG’lerin yolak fonksiyonel zenginlestirme sonuglari. ¢) S. clavuligerus pSPG vs S.

clavuligerus NRRL 3585, d) S. clavuligerus pSPGadpA vs S. clavuligerus pSPG (devam)
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Sekil 4.50’de tiim suslarda ifade farklili§i olan genlerin ¢ogunlugunun
metabolik yolaklarda yogunlastigi goriilmektedir. S. clavuligerus AadpA susunda
metabolik yolaklarda konumlanan down-regiile DEG’lerin sayisinda up-regiile
genlere gore artis gozlemlenmistir. Ayrica sekonder metabolit biyosentezi ve
antibiyotik biyosentezinde de down-regiile DEG’lerin sayisi up-regiile genlere gore
daha fazladir. Buna karsin, adpA geninin ¢ok kopyasmi igeren S. clavuligerus
pSPGadpA susunda kontrol susuna kiyasla metabolik yolaklar, sekonder metabolit

biyosentezi ve antibiyotik biyosentezinde up-regiile DEG’ler ¢ogunluktadir.

Ayrica, DEG’lerdeki kiimelenme bubble diagrami ile Sekil 4.51°de
verilmistir. Grafiklerde x ekseni zenginlestirme faktorii degerine (Q degeri) iliskin
bilgileri, y ekseni ise yolak adlarmni temsil etmekte ve noktalarin boyutu DEG
sayisini, renk yogunlugu ise istatistiksel Onemini temsil etmektedir. Bubble
diyagramlarda S. clavuligerus pSPGadpA vs S. clavuligerus pSPG, S. clavuligerus
pSPGadpA vs S. clavuligerus NRRL 3585 ve S. clavuligerus pSPG vs S.
clavuligerus NRRL 3585 karsilastirmalarinda sayica ve yogunluk bakimindan az
olmakla birlikte penisilin ve sefalosporin biyosentezi ile iliskili genlerin DEG olarak

yer aldig1 gortilmektedir (Sekil 4.51).
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S. clavuligerus AadpA vs S. clavuligerus NRRL3585 KEGG yolunun
zenginlestirilmesinin bubble diagram
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Sekil 4.51. Suslarin kargilagtirilmasinda DEG’lere ait yolak fonksiyonel zenginlestirme istatistigi a) S.
clavuligerus AadpA vs S. clavuligerus NRRL 3585, b) S. clavuligerus pSPGadpA vs S.
clavulligerus NRRL 3585
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S. clavaligerus pSPG vs S. clavuligerus NRRL3585 KEGG yolunun
zenginlestirilmesinin bubble diagram
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Sekil 4.51. Suslarin karsilastirilmasinda DEG’lere ait yolak fonksiyonel zenginlestirme istatistigi c) S.
clavuligerus pSPG vs S. clavuligerus NRRL 3585, d) S. clavuligerus pSPGadpA vs S.
clavuligerus pSPG (devam)

Calismamizin devaminda gergeklestirilen GO fonksiyonel zenginlestirme

analizi, DEG’lerin hangi biyolojik islevlere sahip oldugunun anlasilmasina yardime1
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olan bir yontemdir. Bu analiz, genler arasindaki farkli ifade diizeylerini inceleyerek,
belirgin bir sekilde farkli ifade edilen genlerin hangi biyolojik siireclerle iliskili
oldugunu ortaya ¢ikarir. Bu analiz tiim anlamli DEG’leri veya hedef genleri, Gene
Ontology veritabanindaki cesitli terimlerle eslestirmektedir
(http://www.geneontology.org/). Calismamizin GO sonuglar1 asagidaki grafiklerde
verilmektedir (Sekil 4.52).
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8. clavuligerus AadpA vs S. clavuligerus NRRL3585 GO fonksiyonel simflandirmasi
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Sekil 4.52. Suslarin karsilagtirilmasinda DEG’lere ait fonksiyonel GO siniflandirilmasi. a) S.
clavuligerus AadpA vs S. clavuligerus NRRL 3585, b) S. clavuligerus pSPGadpA vs S.
clavuligerus NRRL 3585
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S.clavuligerus pSPG vs S.clavuligerus NRRL3585 GO fonksiyonel simflandirmasi
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Sekil 4.52. Suslarin kargilagtirmasinda DEG’lere ait fonksiyonel GO smiflandirilmasi. ¢) S.
clavuligerus pSPG vs S. clavulligerus NRRL 3585 d) S. clavuligerus pSPGadpA vs S.
clavuligerus pSPG (devam)
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Sekil 4.52 incelendiginde, tiim suslarda biyolojik proseslerde en ¢ok metabolik
ve hiicresel islemler, hiicresel bilesen kategorisinde baslica membran ve hiicre ile
ilgili kisimlar, molekiiler fonksiyon sinifinda ise en ¢ok katalitik aktivite ve
baglanma aktivitelerinde DEG’ler bulunmaktadir. Bu veriler AdpA’nin pleiotropik
bir regiilator olusu ve morfogenez ile birlikte sekonder metabolit liretimi {izerine etki
gostermesi  ile  baglantihdir.  Sekil 4.53°’de  ise  zenginlestirilmis GO
siniflandirmasindaki up/down regiille DEG sayilar1 verilmektedir. Bu sekil
incelendiginde, S. clavuligerus AadpA susunun GO smiflandirmasinda molekiiler
fonksiyon kategorisinde ozellikle katalitik aktivite, baglanma ve transkripsiyonel
regiilator aktivitesi ile ilgili genlerin ifadesinin kontrol susuna goére arttig
gbzlemlenmistir. Diger karsilagtirmalarda molekiiler fonksiyon siniflandirmasinda

genel olarak genlerin ifadelerinin azaldig1 goriilmiistiir.

S.clavuligerus AadpA vs S.clavuligerus NRRL3585 karsilastirmasinda GO Zenginlegsme
yolaklarinda DEG’lerin sayisi
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Sekil 4.53. Suslarin karsilagtirilmasinda up-regiile/down regiile DEG’lerin GO zenginlestirme
sonuglari. a) S. clavuligerus AadpA vs S. clavuligerus NRRL 3585
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S.clavuligerus pSPGadpA vs S.clavuligerus NRRL3585 karsilastrmasinda GO Zenginlesme

yolaklarinda DEG’lerin sayisi
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Sekil 4.53. Suslarin karsilastirilmasinda up-regiile/down regiile DEG’lerin GO zenginlestirme

sonuglart. , b) S. clavuligerus pSPGadpA vs S. clavuligerus NRRL 3585, ¢) S. clavuligerus

pSPG vs S. clavuligerus NRRL 3585 (devam)
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S.clavuligerus pSPGadpA vs S.clavuligerus pSPG karsilasarmasinda GO Zenginlesme
yolaklarinda DEG’lerin sayisi
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Sekil 4.53. Suslarin karsilagtirilmasinda up-regiile/down regiile DEG’lerin GO zenginlestirme
sonuglari. d) S. clavuligerus pSPGadpA vs S. clavuligerus pSPG (devam)

4.6.4. Morfolojik Farkhlasma/Sporulasyon {le iliskili DEG’lerin Analizi

Streptomyces cinsinin iyelerinde AdpA morfolojik farklilagma ile ilgili
yiizlerce genin ifadesini kontrol eden bir ana transkripsiyonel diizenleyicidir.
Plachetka vd. (2021), Streptomyces venezuelae’da bir AdpA ortologu olan
AdpAsy’nin genomdan silinmesi sonucu morfolojik farklilasma ve kloramfenikol
biyosentezi iizerindeki etkisini arastirmislardir. Elde ettikleri sonuglarda mutant
susun karakteristik olarak bald (ciplak) bir fenotip sergiledigi, komplement susun
yabanil susdan daha az olmak kaydiyla sporlandigi gortilmiistiir. Bagka bir caligmada
Bu vd. (2019) Streptomyces xiamenensis 318 susunda yine bir AdpA ortologu olan
AdpAsx'nin, hiicre gelisimi ve spor olusumu iizerine etkisini incelemislerdir.
Sporulasyon ve morfolojik farklilasmadaki durumun analiz edilebilmesi i¢in mutant,
yabanil ve adpAsx’in ¢ok kopyasini i¢eren rekombinant susu MSA’da iiretilmistir.
Ilgili ¢alismada, adpAsc’in ¢ok kopyasini igeren susda belirgin bir sekilde spor
olusumunda kusurlu bir fenotip gozlenlenirken ve mutant susun yabanil tipden daha

erken hava hifleri ve spor olusturdugu ortaya koyulmustur. Arastirmada taramali
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elektron mikroskobu (SEM) analiz sonucunda yabanil tip sus ve mutant susun bol
miktarda spor zinciri igerdigi, adpAsx'in asir1 ifade edildigi susda septa igermeyen
vegetatif misellerinin varhigi tespit edilmistir. Bu bulgular, AdpAsx'in hava
miselyumu ve spor olusumunu olumsuz etkiledigini gostermektedir. Zhang vd.
(2019) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise Streptomyces asterosporus DSM 41452
susunun sporlanmadan yoksun bald bir fenotip sergiledigi bildirilmistir. Calisma
kapsaminda gerceklestirilen proteom analizlerinde adpA mutantindan AdpA’nin
biyosentezinin ger¢ceklesmedigi gosterilmis, ve bir transpozonun AdpA promotdriine
yerlestigi tespit edilmistir. Bunun tizerine, islevsel bir adpA sekansi ile rekombinant
bir Streptomyces asterosporus DSM 41452 susu elde ederek, rekombinant susda
morfolojik farklilasmanin yeniden sagladigini ve niikleozidin antibiyotiginin
tiretiminin desteklendigini rapor etmislerdir. Goriildiigii tizere AdpA’nin sporulasyon
ve morfolojik farklilasma ile ilgili yolaklar iizerinde dogrudan etkisinin oldugu
goriilmektedir. Ozel olarak, Lopez-Garcia vd. (2010)’ne ait bir calismada S.
clavuligerus genomunda adpA'nin apramisin gen kaseti ile tahrip edilmesi, mutant
susda, besiyerine bagimli sekilde seyrek hava miselyum olusumuna ve sporlanmayan
bir fenotipe neden olmustur. S. clavuligerus’ta adpA geninin genomdan silinmesi ve
de hiicrede ¢ok kopya olarak ifade edilmesi seklinde AdpA’nin etkisini iki yonlii
inceledigimiz mevcut ¢alismada ISP4 besiyerinde (EK2) sporlandirma sonucunda
kontrol susuna kiyasla S. clavuligerus AadpA'nin sporlanmadigi, S. clavuligerus
compadpA komplement susunda sporlanma yeteneginin geri kazanildigi ve yabanil
sus ile aym seviyede sporlanmanin oldugu gézlemlenmistir. Diger taraftan, en iyi

sporlanma S. clavuligerus pSPGadpA'da tespit edilmistir (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. ISP4 besiyerinde suslarin sporlanma durumlari

RNA-seq sonuglar1 incelendiginde ise adpA geninin yoklugunda S.
clavuligerus’ta fenotiple iliskilendirilen genlerin ifadelerinin negatif yonde
etkilendigi goriilmiistir (Tablo EK6.1). Ozellikle putatif sporlanma proteinini
kodlayan SCLAV_5519 geninin ifadesinin S. clavuligerus AadpA susunda kontrole
gore 19.54 kat azaldigi, putatif sporiilasyon K benzeri proteini kodlayan
SCLAV_0389 geninde ise ifadenin 14.77 kat azaldigi goriilmistiir. Hiicre boliinme
proteini kodlayan SCLAV_4356 geninin ifadesi mutant susda kontrole kiyasla 4.8 kat
azalmig, diger taraftan bu genin ifadesi kontrol gruplarma (yabanil tip ve S.
clavuligerus pSPG) kiyasla adpA'nin ¢ok kopyasmi igeren S. clavuligerus
pSPGadpA'da 1.67 ila 2.51 kat artig gostermistir. Buna ek olarak, sporlamanin ve
hiicre boliinmesinin diizenlenmesinde gorev alan SsgA’y1 kodlayan ssgA geninin, S.
clavuligerus pSPGadpA susunda ifadesi 2.83 kat daha azken, S. clavuligerus

AadpA’da ise istatistiksel agidan anlamli bir diizeyde ifade edilmemistir.

Yine, WhiB benzeri putatif transkripsiyon faktorii olan WbIA’y1 kodlayan
SCLAV_2573 geninin ifadesinde kontrole kiyasla S. clavuligerus AadpA susunda
18.02 kat azalma ve S. clavuligerus pSPGadpA'da ise vektor kontroliine gore ise 2.75
kat artig gozlemlenirken, WhiB ailesi transkripsiyonel diizenleyicisi olan WhiB’yi
kodlayan SCLAV_3950 geninin ifadesi S. clavuligerus AadpA susunda 2.98 kat
azalmis ve WbIE’yi kodlayan SCLAV_4100 geninin ifadesi 3.3 kat artmistir. Hava
miseli olusumundan sorumlu olan afsK-g (SCLAV_3467a-3467b) geninin ifadesi S.
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clavuligerus AadpA susunda 13.12 kat artarken, S. clavuligerus pSPGadpA susunun
vektor kontrolii ile karsilagtirmasinda 4.38 kat diisiik ifade diizeyi tespit edilmistir.
Ayrica, S. clavuligerus AadpA susunda morfolojik farklilasma ile iliskili olan brp
(Butirolakton otoregiilator reseptor proteinini kodlayan SCLAV_2349 ifadesi 14.44
kat), adsA/bldN (ECF alt ailesi RNA polimeraz sigma faktorii 70’i kodlayan
SCLAV_2349 ifadesi 4.85 kat), bldM (LuxR ailesi iki bilesenli transkripsiyonel
diizenleyiciyi kodlayan SCLAV_3699 ifadesi 3.11 kat) ve arpA/schA
(Transkripsiyonel diizenleyici, ScaA-/BarX gama-butirolakton biyosentezi proteinini
kodlayan SCLAV_2310 ifadesi 2.95 kat) genlerinin ifadeleri adpA’nin S. clavuligerus
genomundan silinmesi ile 6nemli 6l¢iide azalmistir. Daha Onceki bir ¢alismada, S.
clavuligerus Abrp'de adpA'min transkripsiyon seviyesinin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Lopez-Garcia vd., 2010). Ek olarak, S. clavuligerus'ta adpA'nin
yoklugunda, g¢ogunlukla GntR-, TetR-, LysR- ve AraC-ailesi transkripsiyonel
diizenleyicileri kodlayan c¢esitli genlerin ifade diizeylerinde 15.01 kata kadar disiis
tespit edilmistir (Tablo EK6.6). Lee vd. (2013) S. coelicolor’da adpA mutantinda,
morfolojik farklilasma ve ikincil metabolizmanin kilit bir diizenleyicisi olan wbIA
geninin ifadesinin arttigini, dolayisiyla AdpA'nin, wWbIA transkripsiyonunu negatif
olarak diizenledigini ortaya koymuslardir. Bir diger calismada, Guyet vd. (2014)
adpA mutanti olan S. lividans’da, AraC-ailesi iiyelerinden bldH’nin ifadesinin 0.39
kat, RNA polimeraz ana sigma faktorii hrdD’nin 2.50 kat, putatif RNA polimeraz
sigma faktorii bldN’nin 0.39 kat ve putatif regiilator wIbA’nin 0.31 kat ifade degisimi
gosterdigini tespit ederek AdpA’nin regiilasyonda goérev alan genler lizerindeki
etkisini vurgulamiglardir. Bu vd. (2019) S. xiamenensis 318'de adpAsx geninin asir1
ekspresyonunun, morfolojik farklilagma {izerinde olumsuz etkiler yarattigini ve
putatif ssgA, ftsZ, ftsH, amfC, morfolojik farklilasmayi diizenleyen WhiB ailesi
proteinlerinden whiB, wblAl, wblA2, wblE genlerinin ve sporulasyon ile iligkili bir
proteini kodlayan (sxim_29740) genin ifadesinin azalmasina neden oldugunu tespit

etmislerdir.

4.6.5. Sekonder Metabolit Biyosentez Kiimeleri ile Iliskili DEG’lerin

Analizi

4.6.5.1. Tunikamisin Gen Kiimesi
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RNA-seq sonuglarina gore, yabanil susa kiyasla S. clavuligerus AadpA susunda
tunikamisin gen kiimesindeki genlerin ifadeleri genel olarak 1.14 ila 2.68 kat
artmustir. ifadesi artan genler tunA (2.68 kat), tunB (2.18 kat), tunC (1.80 kat), tunD
(1.60), tunE (1.14 kat), tunF (1.45 Kkat), tunG (1.67 kat), tunH (1.36 kat), tunl (1.42
kat), tunJ (1.95 kat) ve tunL (1.22 kat)’dir. Bu sonuglarla uyumlu olarak, ilgili
genlerin ifadelerinin adpA’nin ¢ok kopyali oldugu S. clavuligerus pSPGadpA
susunda her iki kontrole kiyasla azaldigi tespit edilmistir. Buna gore, S. clavuligerus
pSPGadpA susunda S. clavuligerus NRRL 3585’¢ kiyasla ifadesi azalan genler ve
log2 kat degisimleri tunA (-1.44 kat), tunB (-1.76 kat), tunC (-2.01 kat), tunD (-2.59
kat), tunE (-3.45 kat), tunF (-2.95 Kkat), tunG (-1.77 kat), tunH (-2.27 kat), tunl (-2.58
kat), tunJ (-3.08 kat) ve tunL (-2.31 kat)’dir. S. clavuligerus pSPGadpA susunda S.
clavuligerus pSPG’ye kiyasla ifadesi azalan genler ve log2 kat degisimleri tunA (-
1.89 kat), tunB (-1.86 kat), tunC (-1.97 kat), tunD (-2.42 kat), tunE (-2.90 kat), tunF
(-2.97 kat), tunG (-1.54 kat), tunH (-2.06 kat), tunl (-2.29 kat), tunJ (-2.96 kat) ve
tunL (-1.83 kat)’dir (Tablo 4.9). S. clavuligerus AadpA susda yabanil susa kiyasla
tunikamisin biyosentez kiimesinde ve yolaginda yer alan up-regiile (kirmizi) genler

Sekil 4.55°de gosterilmistir.
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Sekil 4.55. S. clavuligerus AadpA susunda kontrole kiyasla tunikamisin biyosentez yolagi ve
tunikamisin biyosentetik gen kiimesindeki ifadesi artan genler (kirmiz1)
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Widdick vd. (2018)’ne ait ve S. chartreusis’in tunikamisin gen kiimesini (tunl-
14; tunA-tunN) heterolog olarak ifade eden S. coelicolor ile yapilan mutasyon analizi
caligmalarinda, bu genlerden yalnizca altisinin (tunABCDEH) heterolog konakg1 S.
coelicolor'da tunikamisin tretimi i¢in gerekli oldugu, birincil metabolizmada
muhtemel karsiliklar: olan tunFGKLN genlerinin esansiyel olmayip biiyiik olasilikla
antibiyotigin verimli Uretimini saglamada gorev aldiklar1 ortaya koyulmustur.
Antibiyotigin hiicre disina saliniminda gérev yapan iki bilesenli bir ABC tasiyicisini
kodlayan tunl ve tunJ ile bir S-adenosilmetiyonin (SAM) bagimli metiltransferazi
kodlayan tunM genlerinin S. coelicolor'da ifadelerinin hiicrenin bu antibiyotige
diren¢ kazandirdigi da aym c¢alismada bildirilmistir. S. clavuligerus AadpA'da
tunikamisin biyosentezinin erken asamalarinda rol oynayan esansiyel tunABCDEH
biyosentetik genleri ile tunikamisin verimi ile iliskili tunF, tunG ve tunL genlerinin
artan seviyede ekspresyonu literatiir verilerini dogrulamakta ve ayni zamanda

AdpA’nin tunikamisin biyosentezi tizerindeki baskilayici etkisini isaret etmektedir.
4.6.5.2. CA Biyosentetik Gen Kiimesi

CA biyosentetik gen kiimesindeki genlerin ifadelerine ait RNA-seq datasi
incelendiginde, S. clavuligerus AadpA’da yabanil susa kiyasla oat2, oppAl, orfl4,
orfl6, gcaS, pbp2 ve orf20 genlerinin ifadeleri 6nemli 6l¢iide azaldigi goriilmektedir
(1.22 ila 4.23 kat). CA biyosentetik gen kiimesinde, mutant susta yabanil susa kiyasla
ifadesi en fazla azalan gen 11.42 katlik asagi yonde regulasyon ile orf21 olarak
(RNA polimeraz sigma faktorii) tespit edilmistir. orf21 geninin tahrip edildigi S.
clavuligerus mutantina ait Nisasta asparajin (SA) tanimlanmis besiyerinde CA
seviyesinin %10-15 oraninda azaldigi, buna karsin, genin hiicrede ¢oklu ifadesi
durumunda SA Kkiiltiirlerinde CA veriminin 1.43 kat artig gosterdigi bildirilmigtir
(Jnawali vd., 2011; Lopez-Agudelo vd., 2021). Patifio vd. (2022)’ne ait bir ¢alismada
orf21 geni ermE* promotoru altinda asir1 ifade olan rekombinant S. clavuligerus’un
GSPG Kkiiltiirlerinde CA {iretiminde 2.6 kat artis ISP kiiltiirlerinde ise 1.8 kat diisiis
tespit edilmistir. Ayrica, GSPG Kkiiltiirlerinde adpA ve gcaS genlerinin ifadeleri hafif
seviyede artmistir. ISP kiiltiirlerinde ise claR ifadesi biiylik dlglide azalmistir. Yani,
Orf21 proteini ortamin besinsel bilesimine bir yanit olarak CA biyosentezinin

diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
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ceaS2 (1.18 kat), pah2 (1.03 kat) ve pbpA (1.40 kat) genleri ise S. clavuligerus
AadpA susunda kontrole kiyasla ifadeleri artan genlerdir. claR CSR, S. clavuligerus
pSPGadpA’da vektor kontrole kiyasla 2.08 kat daha diisiik seviyede ifade edilmistir.
Bunun yani sira argR baskilayici geninin ifadesi S. clavuligerus AadpA’da 1.4 kat
azalmistir (Tablo EKG6.7). Literatiirde, S. clavuligerus'un adpA mutantlarinda, CA
tiretiminde 6nemli bir azalma meydana geldigi, ayrica ccaR (7 kat azalma) ve claR (4
kat azalma) ifadelerinde ciddi diisiislere bagli olarak CA olusumunun erken
asamalar1 i¢in biyosentez enzimlerini kodlayan genlerin ekspresyonunda biiyiik bir

azalma da literatiirde bildirilmistir (Lopez-Garcia vd., 2010; Paradkar, 2013).

CA yolaginda ve biyosentez kiimesinde, S. clavuligerus AadpA susunda
kontrol susuna kiyasla up-regiile (kirmizi) ve down-regiile (yesil) genler Sekil

4.56’da verilmistir.
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Sekil 4.56. S. clavuligerus AadpA susunda kontrole kiyasla CA biyosentez yolagi ve CA biyosentetik
gen kiimesindeki farkli ifade olan up-regiile (kirmizi) ve down-regiile (yesil) genler

4.6.5.3. CephC Biyosentetik Gen Kiimesi

CephC gen kiimesindeki genlerin ifadeleri incelendiginde, S. clavuligerus
AadpA’da yabanil susa kiyasla cmcT (1.65 kat), pcd (1.38 kat), cefE (1.73 kat), cefD
(1.15 kat), cefF (1.35 kat), cmcl (1.57 kat), cmcJ (1.02 kat), ve blp (3.69 kat) genleri
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daha yiiksek ekspresyon profili sergilemistir. Yolaktaki genler igerisinde en énemli
ifade artis1 blp (Beta-laktamaz inhibitdr protein benzeri protein) geninde meydana
gelmistir. CephC biyosentetik gen kiimesindeki pbpR geninin ifadesi mutant susda
1.67 kat azalmistir (Tablo EK6.7). Diger taraftan, S. clavuligerus pSPGadpA’da
vektor kontroliine kiyasla da CephC genlerinin ifadeleri azalmistir. Genlerin
ifadelerinin rekombinant susdaki log2 kat azalislart su sekildedir: cmcT (-1.83), pcd
(-1.63), cefE (-1.57), cefD (-1.88), cmcl (-1.47), cmed (-1.57), cefF (-1.79), cmcH (-
1.76), ccaR (-1.31), orfl0 (-2.05), blp (-2.32), lat (-1.66), pcbAB (-1.91), ve pcbC (-
1.63). CephC yolaginda ve biyosentez kiimesinde, S. clavuligerus AadpA susunda
kontrol susuna kiyasla up-regiile genler kirmizi renkle, down-regiile genler ise yesil

renk gosterilmistir (Sekil 4.57).
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Sekil 4.57. S. clavuligerus AadpA susunda kontrole kiyasla CephC biyosentez yolagi ve CephC
biyosentetik gen kiimesindeki farkli ifade olan up-regiile (kirmiz1) ve down-regiile (yesil)
genler

Transkripsiyonel regiilatorlerin sekonder metabolitlerin biyosentetik gen
kiimeleri lizerinde giiglii etkileri vardir. S. clavuligerus'ta tunikamisin, CephC ve CA
gen kiimeleri bisistronik ve hatta daha biiylik polisistronik transkriptler halinde
organize edilmistir (Santamarta vd., 2011). Martinez-Burgo vd. (2019)
transkripsiyonel aktivatorlerin heterolog ekspresyonunun, sekonder metabolitlerin
biyosentetik yollarin1 aktive etmek icin giiclii bir ara¢ olabilecegini 6ne siirdiikleri
caligmalarinda birden fazla Streptomyces susunda islevsel olarak korunmus olan

PAS-LuxR ailesine iiye regiilator bir protein olan PimM’yi S. clavuligerus ATCC
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27064'te ¢ok kopyal1 olacak sekilde ifade etmislerdir. ilgili ¢alismada, pimM genini
tasiyan rekombinant S. clavuligerus susunda yabanil susa kiyasla tim CA
biyosentetik genlerinin 1.5 ila 8 kat daha fazla ifade olduklari, benzer sekilde CephC
gen kiimesinde de genel olarak genlerin ifadelerinde artis kaydedildigi bildirilmistir.
Diger taraftan pimM ekspresyonunun, tunikamisin gen kiimesi transkripsiyonunu
etkilemedigi ortaya koyulmustur (Martinez-Burgo vd., 2019). Bir baska calismada
ise CephC-CA siiperkiimesinin CSR’si olan SARP tipi protein ailesinden CcaR
proteinini kodlayan ccaR geninin S. clavuligerus ATCC 27064 susunun genomundan
silinmis mutant susu ile yapilan mikroarray calismasi sonucunda CephC ve CA
biyosentez genlerinin ifadelerinin mutantta yabanil susa kiyasla biiyiik ol¢iide
azaldig1 saptanmistir (Alvarez-Alvarez vd., 2014). CephC ve CA biyosentetik gen
kiimeleri tizerinde CSR etkileri tespit edilmis olmasina ragmen tunikamisin gen
kiimesine ait heniiz bir CSR geni tanimlanmamistir ve tunikamisin biyosentezinin
diizenleyici mekanizmalar1 heniiz tam olarak ortaya ¢ikarilmamistir. Grubumuza ait
bir calisma ile (Bas vd., 2020) tunikamisin biyosentezi iizerinde BldG pleiotropik
regiilatoriin pozitif etkisi tespit edilmistir. Streptomyces ghanaensis'teki moenomisin
gen kiimesi CSR geni icermemektedir ve ifadesi dogrudan AdpA ve BIdA
pleiotropik regiilatorler tarafindan diizenlenmektedir (Makitrynskyy vd., 2020). Bu
literatiir verisi S. clavuligerus’ta tunikamisin biyosentezinin kontroliinde AdpA
regiilatdriin ~ diizenleyici  etkisini ortaya ¢ikarmaya yonelik bulgularimizi

desteklemektedir.
4.6.6. Transporter ile Tliskili Genler

Transporterlar, tim canli organizmalarda metabolizmay: kolaylagtirmak,
hiicreler arasi iletisimi saglamak, biyolojik sentez ve iireme siireglerini desteklemek
icin kritik Oneme sahiptir. Bu proteinler, ¢evreden besinlerin alinmasinda,
metabolitlerin salgilanmasinda, ila¢ ve toksinlerin disar1 atilmasinda, iyon
konsantrasyonu gradyaninin membranlar boyunca korunmasinda, sekerler, lipidler,
proteinler ve niikleik asitler gibi makromolekiillerin salgilanmasinda, sinyal
molekiillerinin iletilmesinde ve membran proteinlerinin tasinmasinda rol oynarlar.
Streptomyces sp. ozelinde, bakteri ¢esitli yasam alanlarina adapte olabilmek igin
giiclii tasima sistemleri gelistirmislerdir. Genel olarak, transporterler Streptomyces

sp. proteomunun %10'unun iizerinde bir kismini olusturmaktadir (Zhou vd., 2016).
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Ornegin, S. coelicolor'da, 600'den fazla tasima proteini bulundugu tahmin
edilmektedir. Bunlarin biiyiilk bir kismini1 antibiyotikler de dahil olmak {izere
sekonder metabolitlerin taginmasinda rol alan ATP-baglayic1 Kaset (ABC) ve Major
Kolaylastiric1 Stiper Ailesi (MFS) tasiyicilar1 olusturmaktadir (Bentley, 2002; Zhou
vd., 2016). Ozellikle bu tastyic1 sistemin icerisinde ABC tastyicilar miselyumlara
peptidlerin taginmasinda Onemli gorevler dstlenirler (Akanuma vd., 2011).
Calismamizda elde ettigimiz verilerde; SCLAV_4936 (15.22 kat), SCLAV_4935
(11.14 kat) ve SCLAV_ 2954 (12.03 kat) gibi ABC tasiyicilar1 kodlayan genler
kontrole kiyasla S. clavuligerus AadpA’da asir1 ifade edilmistir. Ayn1 genlerin S.
clavuligerus pSPGadpA’da yabanil susa kiyasla ifadelerinin arttig1 (sirasiyla 3.85,
1.31 ve 2.81 oraninda artis) ancak bu artisin mutant sustaki kadar yiliksek olmadigi
goriilmektedir (Tablo EK6.2). Diger taraftan, S. clavuligerus AadpA’da
SCLAV_5697 (putatif membran proteini kodlayan gen) yabanil sus ile
kiyaslandiginda 19.23 katlik azalan bir ifade gosterirken S. clavuligerus
pSPGadpA’da kendi vektor kontroliine kiyasla 1.69 kat artig gostermistir. Genel
olarak adpA geninin silinmesi, S. clavuligerus'ta gesitli tasiyicilarla iligkili genlerin
ekspresyon diizeylerini artirmistir. Literatiir incelendiginde yapilan caligmalarda
ozellikle ABC tastyicilar ile iligkili transporter genlerinin adpA mutanti olan diger
Streptomyces suslarinda da bizim ¢alismamizdan elde ettigimiz verilerle gibi artan
ifade profili sergiledigi gériilmektedir. Ornegin Akanuma vd. (2009), S. griseus adpA
mutantinin proteom analizinde putatif peptid ABC tastyicisinin  (SGR2418)
ifadesinin yabanil susa kiyasla 5.36 kat artis gosterdigini tespit etmislerdir. Aym
sekilde Guyet vd. (2014) S. lividans adpA mutantinda yabanil susa kiyasla cesitli
ABC tasiyict genlerin ifadelerinde yaklasik 2 kat artis tespit etmislerdir.

4.6.7. Siderofor ile iliskili Genler

Sidereforlar; bakterilerin ¢ogu tarafindan salgilanan ve hiicresel solunum ile
metabolizma i¢in hayati 6neme sahip olan ferrik demire yiiksek bir afinite gosteren
kiigiik molekiillerdir (Challis ve Hopwood 2003). Demir, aerobik ortamda
cogunlukla ferrik iyonlar olarak bulunur ve organizmalar ic¢in hayati bir elementtir.
Ferrik iyonlarin su iginde nétr pH'da diisiik ¢oziintirliigli, onu sinirli minerallerden
biri yapar (Salwan ve Sharma, 2020). Sideroforlar, ferrik demirle kompleks

olusturarak bu kompleksi hiicre igine aktif olarak tasir, hiicre i¢inde ayrisarak ferrik
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demirin c¢esitli hiicresel siireclerde kofaktor olarak kullanilmasini saglamaktadir
(Challis ve Hopwood 2003). Hiicrenin ferrik demiri yeterli miktarda alamamasi
durumunda genellikle sekonder metabolit biyosentezini etkinlestirdigi bilinmektedir.
(Hwang vd., 2019, Abanoz-Seggin vd., 2023). Lee vd. (2020), demir kisitlamasinin
sekiz Streptomyces tiiriinde 21 sekonder metabolit gen kiimesinin ifadesi i¢in ortak
bir tetikleyici oldugunu tespit etmislerdir. Caligmamizda elde ettigimiz verilerde;
siderofor etkilesimli proteini kodlayan SCLAV_1947 (sidE) geninin ifadesinin S.
clavuligerus AadpA’da yabanil susa kiyasla 14.1 kat ifade artis1 tespit edilirken
adpA’nin asirt ifade edildigi S. clavuligerus pSPGadpA’da ise SidE geninin
ifadesinde 12.8 katlik bir artis elde edilmistir. Hiicrede enerji iiretiminde gorev alan
SCLAV_3543 (ccsB) geninde ise yabanil susa kiyasla S. clavuligerus AadpA’da 4.1
kat, S. clavuligerus pSPGadpA’da ise 3.1 kat artis gozlenmistir. S. clavuligerus
pSPGadpA’da ise vektor kontroliine kiyasla bu genin ifadesinde 1.2 kat azalma s6z
konusudur (EK6.3). Guyet vd. (2014)’¢ ait ¢alismada S. lividans’in adpA mutantinda
yabanil susa kiyasla siderofor ile iliskili genlerden SL10454 (cchF), SLI0456 (cchD)
ve SL10457 (cchC)’in ifadelerinde sirasiyla 0.6, 0.4, ve 0.4 kat artis kaydedilmistir.

Bu veriler ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglart desteklemektedir.
4.6.8. iki Bilesenli Sistem (TCS)’ler ile Iliskili Genler

Iki bilesenli sistem (TCS), bir histidin kinaz (HK) ve bir yanit diizenleyiciden
(RR) olusur ve bakterilerde 6zellikle Streptomyces gibi organizmalarda hiicre igi
veya hiicre dis1 uyaranlara hizli bir sekilde yanit vermek i¢in kullanilir (Parkinson ve
Kofoid, 1992; Jin vd., 2023). Streptomyces tiirlerinde, TCS'ler genellikle sekonder
metabolitlerin {iretimini diizenlerler (Rodriguez vd., 2013). Streptomyces cinsine ait
bakteriler, diger bakteri cinslerine kiyasla daha fazla sayida TCS’ye sahiptirler. Bu
durumun muhtemel sebebi, Streptomyces’lerin ¢evresel degisikliklere hizli ve etkili
bir sekilde yanit verebilmelerini saglamaktir (Rodriguez vd., 2013). Fu vd. (2019)’ne
ait bir ¢alismada S. clavuligerus’da CagRS'nin CA iiretimi iizerinde olumlu etkisi
olan pleiotropik bir diizenleyici TCS oldugu bildirilmistir. Mutant AcagRS ve yabanil
susun karsilagtirmali transkriptom analizi sonucunda CagRS TCS'nin CA
biyosentetik gen yolunu yukar1 yonde (up-regiile) diizenledigi tespit edilmistir. S.
clavuligerus igin bagska TCS'ler de tanimlanmustir. Kwong vd. (2012), Cvm7p

transkripsiyon aktivatoriiniin transkripsiyonunun snk ve res2 tarafindan olusturulan
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bir TCS tarafindan kontrol edildigini bulmuslardir. S. clavuligerus’ta res2 ve snk
mutantlari, 5S klavam yolu metabolitlerini sentezleyememistir (Kwong vd., 2012).
Salehghamari vd. (2012), S. clavuligerus’da bakterilerde fosfat ihtiyacina yanit
olarak bilinen tek diizenleyici mekanizma ve aym zamanda bir TCS olan Pho
regulonu tizerinde ¢aligmislar ve S. clavuligerus'ta pho regulonunun varliginin, fosfat
siirlamasi altinda hiicrenin yiliksek CA iiretimini destekledigini bildirmisler, ve 31
genin promotor bolgelerinde PHO baglanma dizilerini tanimlayarak bu regulonun
varligini gostermislerdir. Paraluji vd. (2005) ise asfR-p'yi S. clavuligerus da dahil
olmak {tizere gesitli Streptomyces bakterilerinde asir1 eksprese ederek bu pleiotropik
diizenleyici etkisini gostermiglerdir. Fu vd. (2019b); CepRS'min (sefamisin
diizenleyici/algilayict) CephC biyosentezinde kilit rol oynayan bir TCS diizenleyicisi
oldugunu tespit etmislerdir. Calismamiza ait RNA-Seq sonuglarinda TCS’lerin
ifadelerinde anlamli degisikliller oldugu gorilmustir (EK6.3). S. clavuligerus
AadpA’da yabanil susa kiyasla SCLAV_1381, SCLAV_2807 TCS’lerininin ifadeleri
sirastyla 11.8 ve 11.7 kat artarken, S. clavuligerus pSPGadpA’da ise ayni genlerde
bu artigin sirastyla 7.8 ve 9.5 kat seviyesinde oldugu goriilmiistiir. SCLAV_5389 ve
SCLAV_pl1461 TCS’lerinde ise S. clavuligerus AadpA’da yabanil susa kiyasla
ifadelerinde 11.7 ve 11.2 kat azalma kaydedilmistir (EK6.5).

4.6.9. Kemotaksis ile Tliskili Genler

Kemotaksis, hiicrelerin kimyasal uyaricilara yanit olarak yon degistirmesidir ve
bu siireg, bircok bakteri tiirlinde hayatta kalma ve ¢evresel adaptasyon icin kritik bir
durumdur. Bu siire¢, kemotaksis sinyal yolaklar1 araciligiyla hiicrelerin kimyasal
uyaricilara yanit olarak hareketlerini diizenlemesiyle gerceklesir ve degisimin
sliresini ayarlayarak bakterilerin yon degistirmelerini saglar. Genellikle, kemotaksis
organizmalarin besin veya enerji kaynagi olarak kullanabilecekleri kimyasal
maddelere yoneldigi bir besin arama stratejisi olmasinin yani sira stres faktorlerinden
kaginmasini saglayan bir harekettir (Keegstra vd., 2022). Kemotaksis, bakterilerin
cevrelerini daha etkili bir sekilde kolonilestirmelerine ve en uygun gelisme
kosullarint bulmalarina olanak tanir (Guo vd., 2020). Calismamizda bir metil-alic1
kemotaksis duyusal transdiiser proteinini kodlayan SCLAV_p1093 geninin ifadesi S.
clavuligerus AadpA’da yabanil susa kiyasla 18.1 kat azalmistir. S. clavuligerus

pSPGadpA’da ise ayni genin ifadesinde 0.7 katlik bir azalma meydana gelmistir
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(EK6.4). Bu genin kodladig1 reseptdr protein hiicrenin etrafindaki kimyasal sinyalleri
algilamakta ve hiicrenin hareket yoOniinii belirleyen sinyal yolaklarim
etkinlestirmektedir (Hangman vd., 1997). Dolayisiyla AdpA mutasyonunun bu genin

ifadesini mutant susda Onemli derece azaltarak hiicrenin kemotaksis yetenegini

siirladig diistiniilebilir.

4.7. Tunikamisin Gen Kiimesine Ait RNA-seq Ekspresyon Seviyelerinin

gRT-PCR Verileri ile Validasyonu

Calismamizda, 48 saatlik TYD Kkiiltiirlerinden izole edilen RNA O6rnekleri ile
tunikamisin biyosentetik yolaginda bulunan genlerin ifadelerindeki degisimin
incelenmesi i¢in qRT-PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir. Sekil 4.58’de tiim

suslarda Tsg’de genlerin rolatif ifade degerleri gosterilmistir.

[ S.clavuligerus AadpA ve S.clavuligerus NRRL3585

| S.clavuligerus pSPGadpA ve S.clavuligerus pSPG

[ S.clavuligerus pSPG ve S.clavuligerus NRRL3585

' S.clavuligerus pSPGadpA ve S.clavuligerus NRRL3585

EEAE

ok ok ok

_| *kkk
n

100
Ak RkkE

10

Rolatif ifade
!

0.1 =

Tunikamisin gen kiimesi

Sekil 4.58. qRT-PCR ile tunikamisin gen kiimesine ait genlerin 48. saatteki rolatif ifade degerleri (*: p
<0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001 ve ****: p < 0.0001)

Tunikamisin biyosentetik gen kiimesindeki genlerin S. clavuligerus AadpA

susunda kontrol susuna kiyasla ifadelerine ait qRT-PCR sonuclart RNA-seq
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verilerini dogrulamaktadir (Tablo 4.4). S. clavuligerus AadpA susunda kontrole
kiyasla SCLAV_4274 (tunN), _4276 (tunL), _4278(tunJ) _4279 (tunl), _4280 (tunH),
_ 4283 (tunk), _4284 (tunD), 4286 (tunB) ve _4287 (tunA) genlerinin ifadelerinin
artttig1 belirlenirken, diger genlerde kontrolle ayn1 ya da daha diisiik seviyede ifade
tespit edilmistir. S. clavuligerus pSPGadpA’da ise bu genlerin ifadelerinin azaldigi
gozlemlenmistir. Gen seviyelerindeki bu ifade degisiklikleri, AdpA regiilatdriiniin
yoklugunda S. clavuligerus'ta tunikamisin gen kiimesine ait genlerin ifadelerinde
artts oldugunu ve AdpA’nin bu gen kiimesi iizerinde negatif bir regiilasyon

gosterdigini ortaya koymaktadir.

Tablo 4.4. TYD Kkiiltiirlerinde 48. saatte, tunikamisin gen kiimesinde gen ifade farkliliklar:

log2 kat degisim (log2FC)

Aa‘\j,‘S’A 0SPGadpA 0SPG pspc\igdpA
Gen VS VS
pRRL 5558 NRRL 3585 NRRL 3585 PSPG

RNA gRT- RNA  gRT- RNA  gRT- RNA  RT-

seq PCR seq PCR seq PCR seq PCR
4274  ND*
(tunN) 2.08 ND* g0 ND* 1 49 ND* 945
4275  ND* ND* ND* ND*
(tunM) 2.38 0.05 1.34 0.04
4276 048
(unl) 121 159  -2.30 036 : 0.85 182 0.43
4277  ND* ND* ND* ND*
(tunk) 0.94 0.17 0.39 0.44
4278
(tund) 193 2446  -308 179 012 7.94 295 022
4279
(tunl) 142 258 257 042 028 122 228 035
4280
(tunH) 135 157 226 042 020  1.28 206 0.33
4281
(tunG) 166 138  -176  0.26 023 042 153 0.63
4282
(unF) 144 103  -2.95  0.36 001 057 296 0.64
4283
(unE) 113 130  -344 027 055 077 289 035
4284
(tunD) 159 468  -2.58  0.24 016 136 241 018
4285
(tunC) 179 237 201 023 004 085 196 027
4286
(tunB) 217 324  -176 026 009 095 185 027
4287
(tunA) 267 585  -143 045 045 115 -1.89  0.39

*ND: belirtilmedi.
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4.8.S. clavuligerus’ta AdpA Regiilatériiniin  Antibiyotik Uretimi

Uzerindeki Etkisinin Biyoassay ile Belirlenmesi

Streptomyces sp.’de sekonder metabolitlerin {iretilmesinde AdpA’nin
diizenleyici etkisi bircok farkli ¢alisma ile ortaya konmustur. Ornegin, Yu vd.
(2018)’ne ait bir calismada, S. chattanoogensis L10'da AdpA ortologu olan
AdpAcn’nin natamisin biyosentetik gen kiimesinde baglandigi iki bolgede yapilan
mutasyon sonucunda natamisin antibiyotiginin {iretiminin %21 ve %25 oraninda
arttig1 tespit edilmis ve ilgili raporda, natamisin biyosentezinde AdpA’nin {ist diizey
bir pleiotropik diizenleyici oldugu bildirilmistir. Yine, Ptachetka vd. (2021)’ne ait bir
caligmada S. venezuelae’da bir AdpA ortologu olan AdpAsy'nin kloramfenikol
antibiyotigi izerine olan etkisi aragtiritlmis ve AdpAsy’nin S. venezuelae genomundan
silinmesi sonucu elde edilen mutant hiicrelerde kloramfenikol {iretiminin arttig1 rapor
edilmistir. Ayrica, yapilan ¢alismalar, Streptomyces'te AdpA tarafindan morfolojik
gelisim ve antibiyotik tiretimine iliskin diizenlemenin kullanilan besiyerine bagimli

oldugunu da gostermektedir (Liu vd., 2013).

Calismamizda S. clavuligerus NRRL 3585, S. clavuligerus AadpA, S.
clavuligerus compadpA, S. clavuligerus pSPGadpA ve S. clavuligerus pSPG
suslarma ait TYD Kkiiltlirlerinde 120 saatlik fermantasyon sonrasinda suglarin lireme
profilleri incelendiginde mutant susun 72. saat diginda tiim fermantasyon siiresince
yabanil sustan daha yavas iiredigi, komplement susun ise yabanil susa daha yakin bir
tireme profili sergiledigi belirlenmistir. Ote yandan, S. clavuligerus pSPGadpA hem
yabanil sus hem de vektor kontrol susuna kiyasla 48 ve 72. saatlerde biraz daha iyi
gelismis, ancak 96 ve 120. saatlerde ya ayn1 (vektor kontroliine kiyasla) ya da daha
diisiik (yabanil susa kiyasla) bir tireme profili gostermistir (Sekil 4.59).
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Sekil 4.59. Suglarin TYD kiiltiirlerinde zamana bagli ireme profilleri

TYD kiiltiirlerinde suslarin spesifik CephC iiretimleri karsilagtirildiginda, S.
clavuligerus AadpA susunda fermantasyonun tiim saatlerinde daha yiiksek CephC
biyosentezinin ger¢eklestigi goriilmektedir. Mutant susun en verimli spesifik CephC
tiretimi Tos’da ve 388.91 pg CephC/mg DNA olarak belirlenmistir. Bu deger yabanil
susun spesifik CephC iretiminden 2.51 kat daha yiiksektir. S. clavuligerus
pSPGadpA susunda Tes’ya kadar spesifik CephC iiretimi her iki kontrolden daha az
miktarda olurken, sadece fermantasyonun 120. saatinde, ancak istatistiksel ag¢idan

anlamsiz bir artis goriilmiistiir (Sekil 4.60).

500 350
—@- S. clavuligerus NRRL3585
300 -
< 400 § -@-S. clavuligerus AadpA
é / ; N A 250 4 ~@-S. clavuligerus compadpA
E‘] 300 / : \\\ %‘! 200 - B-S. clavuligerus pspGadpA
o N o 0 @ S. clavuligerus pspG
= [ ] ® \ = E‘P SR,
#2004 / %6 ® £ 1501 >
=) / = <
g [ g g s £ 100-
% 100 ~ -
2 / 2 | /Q/z/ ;
=]
0@ 0 L‘/ =
0 0

24 48 72 96 120 24 48 72 96 120
Zaman (h) Zaman (h)

Sekil 4.60. Suslarin TYD kiiltiirlerinde zamana bagli spesifik CephC tiretimi

Suslarin spesifik CA iiretimi incelendiginde en yiiksek spesifik CA {iretimi
fermantasyonun 48. saatinde ve kontrol susu tarafindan saglanmistir. Tsg’de yabanil
sus ile mutant susun CA iiretimleri ayni iken mutantin spesifik CA {iretimi zamanla
giderek azalmis ve 120. saatte son bulmustur. Komplement susun spesifik CA
tiretimi kontrolden az ancak S. clavuligerus AadpA susu ile kiyaslandiginda daha

fazladir. S. clavuligerus pSPGadpA susu ise T120’de yabanil sus ile ayni miktarda CA
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tretmistir. S. clavuligerus’ta adpA geninin asir1 ifadesi spesifik CA iiretiminde

olumlu bir katki saglayamamistir (Sekil 4.61).

P 1600 e —@- S. clavuligerus NRRL3585
Vd 1400 -+ ;:‘ 1400 + -@-S. clavuligerus AadpA
‘a" 1200 - E,; 1200 - -@-S. clavuligerus compadpA
% 1000 A = 1000 q —B-S. clavuligerus pspGadpA
< é’ 0 S. clavuligerus pspG
= 800 2 800 -
o =
E 600 3 600 %J
= =
% 400 | 2 400 %
= S L |- o
200 ® = 2004 /@ :
\ _— @
A el il
S : 3 bt b 0 T T T T
0 24 @8 2 %6 20 0 24 48 72 9% 120
Zaman (h) Zaman (h)

Sekil 4.61. Suslarin TYD kiiltiirlerinde zamana bagl spesifik CA {iretimi

Lopez-Garcia vd. (2010)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada tanimlanmig
besiyeri olan SA ve zengin besiyeri TSB’de ¢ogaltilan adpA geni apramisin ile tahrip
edilmis mutant S. clavuligerus'ta antibiyotik iiretimi arastirilmistir. Bu mutanttaki
CA iretimi kullanilan besiyerine bagl olarak farklilik gostermekte olup, 36. saatte
TSB kiiltiirtinde yabanil susun tirettigi CA seviyesinin %14 'line ve SA kiiltiiriinde ise
60. saatte %5'ine inmistir. AadpA mutantinda CephC {iiretimi ise TSB kiiltiirlerinde
kontrolle hemen hemen ayni iken, SA kiiltiirlerinde 36. saatten sonra azalmistir.
Bunula birlikte, adpA kopya sayisinin arttirilmasiyla rekombinant S. clavuligerus’ta
CA ve CephC firetiminin giiclii bir sekilde uyarildig1 tespit edilmistir (Lopez-Garcia
vd., 2010). Bizim calismamizda, TYD Kkiiltiirlerinde, adpA geninin genomdan
silinmesi CA iretiminde azalisa, CephC iiretiminde ise artisa neden olurken, adpA
geninin ¢ok kopyasini igeren rekombinant S. clavuligerus’ta CephC iiretimi

azalirken, CA iiretiminde herhangi bir artis kaydedilmemistir.

Tunikamisin  agisindan  degerlendirildiginde, adpA’nin  silindigi S.
clavuligerus AadpA susunda T24 Ve Tes’da spesifik tunikamisin tiretimi diger suslara
kiyasla nispeten daha yiiksek iken T72’de tunikamisin iiretiminin kontrol susunda
biraz daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Komplement susda da tunikamisin iiretim
profili S. clavuligerus AadpA susu ile benzerdir. Ancak en yiiksek tunikamisin
verimi Tes’da ve mutant sus tarafindan saglanmis olup, 38.2 pg tunikamisin/mg

DNA’dir. S. clavuligerus pSPGadpA susunda ise Tio disinda tiim Orneklem
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saatlerinde kontrollerden daha az miktarda tunikamisin tiretimi gergeklestigi tespit

edilmistir (Sekil 4.62).
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Sekil 4.62. Suslarin TYD kiiltiirlerinde zamana bagli spesifik tunikamisin tiretimi

4.9. Suslarda Tunikamisin Uretiminin LS-MS/MS ile Belirlenmesi

Calismamizda mutant, kontrol ve manipiile suslara ait TYD kiiltiirlerindeki

tunikamisin tiretimlerine ait biyoassay verilerinde en yiiksek tunikamisin iiretim saati

baz alinarak Tes’ya ait orneklerin LC-MS/MS analizleri gerceklestirilmistir. Deney

iki kez tekrarlanmistir. Toe’da suslarin tunikamisin iiretimlerine iliskin ilgili

kromatogramlar Sekil 4.63’de verilmistir.

S. clavuligerus AadpA | *

S. clavuligerus NRRL358S5 |g «

1

S. clavuligerus pspGadpA

=

Tunikamisin (pg/ml)

S. clavuligerus compadpA

S. clavuligerus pspG

® 8. clavuligerus NRRL
® S, clavuligerus AadpA
u S clavuligerus compadpA

u S. clavuligerus pspGadpA

@ 8. clavuligerus pspG

Suslar

Sekil 4.63. (a) Tes’da TYD Kkiiltiirlerinde suslar tarafindan iiretilen tunikamisin homologlarinin
kromatogramlari, (b) Kiimiilatif LC-MS/MS sonug¢lar1
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LC-MS/MS  verileri incelendiginde S. clavuligerus compadpA, S.
clavuligerus pSPG ve S. clavuligerus NRRL 3585 suslarinin hemen hemen ayni
miktarda tunikamisin tirettikleri, buna karsin S. clavuligerus AadpA susunda kontrole
kiyasla tunikamisin iiretiminin 2.55 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayni
sekilde, adpA'nin asir1 ekspresyonunun, tunikamisin tiretiminin kontrole kiyasla 2.99
kat azalmasina yol actigi saptanmistir. LC-MS/MS verileri biyoassay datasi ile
uyumlu olup, bize AdpA’nin tunikamisin iiretimi tizerinde negatif diizenleyici etkisi

oldugunu gostermektedir.
4.10. rAdpA Proteininin Saflastirilmasi
4.10.1. adpA Geninin pET28-(a)+ Vektoriine Klonlanmasi

rAdpA proteinin pET28-a(+) ekspresyon vektorii aracihigr ile E.coli BL21
(DE3) hiicrelerinde ifadesi gerceklestirilmistir. pET28-a(+) ekspresyon vektoriine
adpA geninin klonlanmasi ig¢in rekombinant pGEMTadpA vektorii kullanilmistir. Bu
amagcla; adpA geni, pPGEMTadpA rekombinant vektoriinden Notl-Ndel enzimleri
kullanilarak ¢ikarilmis ve pET28-a(+) vektorii de ayni enzimlerle kesilip dogrusal

hale getirilmistir (Sekil 4.64).

M 1

- o

Dogrusal pET28-a(+)

5000 «— (5369 bg)
1500 «— n _, adpA amplikonu
(1212 bg)

1000 <

Sekil 4.64. pPGEMTadpA ve pET28-a(+) vektorlerinin Notl ve Ndel enzimleri ile kesim sonuglari. M:
O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: Notl ve Ndel enzimleri ile kesilmig pET28-a(+), 2:
Notl ve Ndel enzimleri ile kesilmis pPGEMTadpA

Jel ekstraksiyonu ile 5.1 ng/ul pET28-a(+) ve 14 ng/ul adpA fragmenti jelden

ekstrakte edilmistir. Ligasyon reaksiyonunda 20 ng pET28-a(+) vektori
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kullanilmigtir. Ligasyon firlinleri transformasyonla E. coli DH5a hiicrelerine
aktartlmistir. Hiicreler 30 pg/ml kanamisin iceren LA besiyerine ekilmis ve 37°C’de
16 saat inkiibe edilmislerdir. Olusan kolonilerden manuel plazmid izolasyonu

yapilmistir (Sekil 4.65).

M1 2 3 4 56 78 910111213 1415 16 17

adpA genini igeren

5000 ™ pET28-a(+)

Sekil 4.65. Transformasyon sonrasinda elde edilen kolonilerden manuel yontemle izole edilen
plazmidler, M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: Halkasal pET28-a(+) plazmidi, 2-
17: adpA genini tagtyan rekombinant pET28-a(+) plazmidleri

Aday rekombinant pET28-a(+) plazmidleri elde etmek amaciyla 15 ve 16
numaralt koloniler secilmistir. Kit ile plazmid izolasyonu yapildiktan sonra aday
rekombinant plazmidleri dogrulamak i¢in PCR ve enzim kesimi yapilmistir (Sekil

4.66, Sekil 4.67).

1500 <— m — adpA amplikonu
1000 (1212 b¢)

Sekil 4.66. adpA genini tagiyan rekombinant pET28-a(+) vektorlerinin PCR ile dogrulama sonuglari.
M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: Kalip olarak S. clavuligerus NRRL 3585
genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR, 2: Kalip olarak 15 numarali rekombinant
pET28-a(+) plazmidinin kullanildigt PCR, 2: Kalip olarak 16 numarali rekombinant
plazmidin kullanildig1 PCR sonucu

137



adpA amplikonu

1500 "
(1212 be)

1000

Sekil 4.67. adpA genini tagtyan rekombinant pET28-a(+) vektorlerinin Ndel-Notl enzim kesimi ile
dogrulama sonuglart. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder 15: Kalip olarak adpA
amplikonunun yerlestirildigi 15 numarali pET28-a(+) plazmidinin kullanildigi enzim
kesimi, 16: Kalip olarak adpA amplikonunun yerlestirildigi 16 numarali pET28-a(+)
plazmidin kullanildig1 enzim kesimi

Dogrulama calismalar1 sonucu plazmidlerin genleri dogru yonde tasidiklari
tespit edilmistir. Rekombinant plazmidler pET15 ve pET16 olarak, bu plazmidi
tastyan rekombinant E. coli DH5a hiicreleri ise E. coli pET15 ve E. coli pET16
seklinde isimlendirilmistir. Ilgili vektorlerden pET16 transformasyon araciligi ile E.
coli BL21 hiicrelerine aktarilmistir. Transformasyon sonucu iireyen kolonilerden

manuel plazmid izolasyonu yapilmistir (Sekil 4.68).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

5000 «— —» pETI16 vektoriini iceren

E.coli BL21 hiicreleri
1500 «—

Sekil 4.68. Transformasyon sonrasinda elde edilen kolonilerden manuel yontemle izole edilen
plazmidler, M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: Halkasal pET28-a(+) plazmidi, 2-
17: pET16 vektorii kullanilarak E.coli BL21 hiicrelerine yapilan transformasyon sonucu
elde edilen plazmidler

Manuel plazmid izolasyonu sonucu elde edilen 2 numarali koloniden kit ile
yeniden plazmid izolasyonu yapilmis ve bu plazmidde rekombinasyonun dogrulugu

PCR ile ispatlanmistir (Sekil 4.69).
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adpA amplikonu
(1212 bg)

1500 «—

1000 «—

Sekil 4.69. E. coli BL21 hiicrelerine pET16 vektorleriiniin tranformasyonla aktarilmasimin PCR ile
dogrulanmast M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: Kalip olarak S. clavuligerus
NRRL 3585 genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR, 2: Kalip olarak E. coli BL21’den
izole edilmis pET16 plazmidinin kullanildigi PCR, 3:DNA yerine distile su kullanilarak
yapilan negatif kontrol PCR’1

PCR reaksiyonu ile dogrulanan rekombinant vektor pET16BL olarak
isimlendirilirken bu vektorii tasiyan rekombinant E. coli BL21 hiicreleri E. coli
pET16BL olarak isimlendirilmistir. Rekombinant genin vektor iizerindeki konumu

Sekil 4.70°de verilmistir.

Notl Ndel

T7 terminatir

—

His adpA biélgesi T7 His 17

.tﬂg .tag .tag pmm_n[ﬁ.r

Sekil 4.70. adpA geninin pET28a(+) daki konumu
4.10.2. rAdpA Proteininin Saflastirilmasi

rAdpA proteini Expasy programiyla biyoinformatik olarak analiz edilmistir.
Elde edilen verilerde 399 amino asit uzunluguna ve teorik olarak 9.6 pl degeri ile
42.6 kDa molekiill agirligina sahip bir protein oldugu  goriilmiistiir
(https://web.expasy.org/translate/; https://web.expasy.org/cgi-
bin/compute pi/pi_tool). Proteinin saflastirilmasi igin E. coli pET16-BL kiiltiirii 1
mM IPTG ile indiiklenmistir. Kiiltiir ¢oktiiriilerek pellet elde edilmis, pelletler LEW
tamponunda ¢oziindiiriilerek sonike edilmislerdir. Sonikasyonla elde edilen protein

cozeltileri 6nce SDS_PAGE’de yiiriitiilerek kontrol edilmistir (Sekil 4.71).
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58 kDa

46 kDa rAdpA
426 kDa

32 kDa<+—

25 kDa

Sekil 4.71. IPTG ile indiiklenmis kiiltiirlerde AdpA ifadesi. M: Prestained protein molekiiler agirlik
markdrii, 1: 30°C’de 1 mM IPTG ile indiiklenmemis 6rnek, 2: 30°C’de 1 mM IPTG ile
indiiklenmis 6rnek, 3: 37°C’de IPTG ile indiiklenmemis kontrol &rnegi, 4: 37°C’de 1 mM
IPTG ile indiiklenmis 6rnek

Her iki indiikleme sicakliginda, kontrol ve IPTG indiiklenmis Orneklerde
rAdpA bandi gozlenmistir. Kontrolde rAdpA proteinin ifadesinin goriilmesinin
sebebi; lac ve L8-UVS promotorlari, IPTG yoklugunda iyi bir sekilde baskilanmig
olmasina ragmen her ikisinin de bazal aktiviteye sahip olmasindan dolayidir (Kaur
vd., 2018). Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda E. coli pET-16BL susunda IPTG ile
indiikleme sonrasinda rekombinant rAdpA proteininin ekspresyonunun gerceklesip
gerceklesmedigini belirlemek amaciyla caligmalar yapilmistir. Bu amagla E. coli
PET16-BL susu, adpA genini igermeyen bos pET28-a(+) vektoriinii igeren E. coli
BL21 susu ile karsilastirilmistir. Her iki sus da 37°C'de ODsoo~ 0.5 degerine
ulastiginda erlenlerden bir tanesine 2 mM IPTG eklenmis ve 5 saatlik inkiibasyon
sonrasinda protein ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Sekil 4.72°de her kiiltiirden

elde edilen protein ifadeleri gosterilmektedir.

140



Sekil 4.72. Kiiltiirlerde rAdpA ifadesi. M: Prestained protein molekiiler agirlik markérii (NEB#
P7212S), 1: IPTG eklenmemis E. coli pET16-BL kontrol kiiltiriinden toplam protein, 2:
IPTG ile indiiklenmis E. coli pET16-BL kiiltiirline ait total protein, 3: adpA geni icermeyen
bos PET28-a(+) vektoriini igceren E. coli BL21 e ait IPTG eklenmemis kiiltiirden elde
edilen protein, 4: adpA geni igermeyen bos pET28-a(+) vektoriinii igeren E. coli BL21 e ait
IPTG eklenmis kiiltirden elde edilen protein, 5: pET28-a(+) vektoriinii icermeyen E. coli
BL21 e ait IPTG ile indiiklenmemis kiiltiire ait total protein 6: pET28-a(+) vektdriinii
icermeyen E. coli BL21 e ait IPTG ile indiiklenmis kiiltiire ait total protein profili

Sekil 4.72 incelendiginde; kontrol E. coli BL21, adpA genini icermeyen bos
PET28-a(+) vektoriine sahip olan E. coli BL21 susunda, ve ifade vektoriini
tasimayan standart E. coli BL21 susunda IPTG indiiklemesi varhiginda/yoklugunda
herhangi bir rAdpA ifadesinin olmadigi goriilmektedir. Bu bulgular, spesifik rAdpA
ifadesinin sadece pET-BL16 vektoriine sahip rekombinant E. coli BL21 susunda
gerceklestigini gostermektedir. Optimizasyon ¢alismalarindan sonra, Protino Ni-TED

kolonlar1 (Macherey-Nagel) kullanilarak rAdpA proteini saflagtirilmistir (Sekil 4.73).
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58 kDa

46 kDa rAdpA
42.6 kDa
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Sekil 4.73. Protino Ni-TED kolonlar1 kullanilarak rAdpA proteininin saflastirilmasi. M: Unstained
protein molekiiler agirlik markorii, 1: IPTG ile indiiklenmis 6rnek, 2: Flow through drnegi,
3: Birinci yikama 6rnegi, 4: Ikinci yikama ornegi, 5: Uclincii yikama 6rnegi, 6: Eliisyon

ornegi
Ornekleri konsantre etmek igin 30 kDa cutoff degerine sahip Amicon® Ultra-
15 30K santrifiij filtresi kullanilmistir. Konsantre edilmis ve saf rAdpA proteini Sekil

4.74'de gosterilmektedir.

rAdpA
42.6 kDa

Sekil 4.74. Amicon® Ultra-15 30K santrifiij filtresi kullanilarak rAdpA’nin saf ve konsantre halde
elde edilmesi. 1: IPTG ile indiiklenmis 6rnek, 2: Birinci yikamaya ait 6rnek, 3: Ikinci
yikamadan elde edilen rAdpA proteini
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4.11. Western Blot Deneyi ile Rekombinant Saf rAdpA Proteininin

Varhigimmn Dogrulanmasi

Saflagtirma ¢alismasi sonucu elde edilen proteinin rAdpA oldugu yapilan
Western blot analizi ile dogrulanmistir. Ni-TED saflastirma kolonunun calisma
prensibine gore histidin amino asidi eklentisine sahip proteinler kolondan gegirilerek
saflastirilmaktadir. His-Tag primer antikor kullanilarak gergeklestirilen Western blot
calismasi ile His-Tag eklentisine sahip rAdpA proteininden sinyal elde edilmistir
(Sekil 4.75).

58 kDa
46 kDa

rAdpA
42 6 kDa

32kDa

25kDa

Seki 4.75. Saf rekombinant rAdpA proteininin SDS-PAGE (a) ve Western blot (b) analizleri. M:
Prestained markor (New England Biolabs P7712), 1: 50 ug AdpA, 2: 25 pg AdpA, 3: 15 ng
AdpA, 4: 5 pg AdpA, 5: 25 pg st ile denatiire edilmis AdpA

4,12, Jel Retardasyon Deneyi-EMSA (Elektroforetik Hareket Degisim
Deneyi)

4.12.1. AdpA Proteininin Baglanma Bolgelerinin EMSA ile Belirlenmesi

AdpA sekonder metabolitlerin iiretiminde biyosentetik yolaklarin dogrudan
veya dolayli olarak diizenlenmesinde gorev almaktadir. Yapilan bir¢ok g¢aligmada
AdpA proteininin biyosentetik yolaklara veya onciilerine baglanarak metabolitlerin
{iretimini etkiledigi goriilmektedir. Ornegin, Kang vd. (2023)’ne ait bir ¢calismada S.
lincolnensis'teki sekonder metabolizmanin transkripsiyonel diizenleme aginda
AdpA’nin etkisi arastirllmistir. EMSA ¢alismalari ile AdpAiin’nin S. lincolnensis'te
linkomisin ve ayrica melanin biyosentezi igin gerekli olan anahtar enzimlerin
tiretiminden sorumlu ¢esitli genler ile dogrudan etkilesime girdigi kanitlanmistir.
Ayrica, ayni bakteride, AdpAin’nmin ayr1 ayr1 bu sekonder metabolitlerin

biyosentezleri iizerinde aktivator/represor rolii tespit edilmistir. Bu vd. (2019)
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tarafindan, S. xiamenensis'te bir AdpA ortologu olan AdpAsx proteininin,
xiamenmisin ve polisiklik tetramat makrolaktamlarin (PTM'ler) biyosentetik gen
kiimelerinde bulunan yapisal genlerin promotor bolgelerine baglandigi EMSA ile

gosterilmistir.

S. clavuligerus’a ait tunikamisin gen kiimesinde heniiz regiilator bir gen
tanimlanmadigindan tunikamisin {iretimin global bir kontrol mekanizmasinin altinda
olmast muhtemeldir. Streptomyces genomunda nadir goriillen TTA 16sin kodonu
adpA gen dizisinde yer almaktadir ve devamindaki niikleotid Y (C veya T)’dir.
Tunikamisin gen kiimesi incelendiginde SCLAV_4288 ve SCLAV_4287 geni
arasindaki intergenik bolgenin niikleotid dizisinde de ayni motif bulunmaktadir.
Streptomyces genomunda baglandig1 konsensus dizist TGGCSNGWWY (S: G veya
C; W: AveyaT; Y: T veya C; N: herhangi bir niikleotid)’dir (Ohnishi vd., 2005). Bu
dejenere konsensiis dizisi nedeniyle AdpA diisiik bir DNA baglama ozgilligi
sergilemektedir. Bu 0Ozellik, AdpA'nin ¢esitli transkripsiyon faktorleriyle
kompleksler olusturmasini saglayarak birden fazla genin ekspresyonunu kontrol eden
temel diizenleyici aglarin meydana getirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Higo
vd., 2012; Ptachetka vd., 2022). Yapilan FIMO (version 5.1.1.- motif arastirma araci,
meme-suite.org) analizine gore AdpA proteininin tunikamisin gen kiimesindeki
promotor dizilerine potansiyel baglanma noktalar1 SCLAV_4288 ve SCLAV_4287
geni arasindaki intergenik bolgededir (Tablo 4.5 ve Sekil 4.76).

Tablo 4.5. S. clavuligerus’a ait tunikamisin gen kiimesinde AdpA proteininin baglandigi konsensus
dizisinin bulundugu lokasyonlar ve niikleotid dizileri

Direkt/Revers ~ SCLAV_4287 baslangic Eslesen Konsesus dizisi
(Gene gore kodonundan uzaklik (bg) TGGCSNGWWY

konumu)

Revers 411-420 [TGGCGCGATT]
Revers 268-277 [TGGCGAGTGT]
Revers 232-241 [TGGCAAGTAC]
Direkt 163-172 [TGGCTTGATC]
Revers 879-888 [CGGCGGGTTC]
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["ScLav 4288 > SCLAV 4287 >| SCLAV 4286 >

gccectecgecaccacccgcagcacgggcgacaacagcacggcecacagaaccgca
ggaccgccagcacgacagaggggccggggatcactcceceggececcttegeca
ttcectececggggaggaccggagecgeggeccgcectcecececgecggeggetgaagceaa
tcgeccecgecacacccecccgggaggcecggactcteccegecgggtgaagteggtte

agtacgcgcggagaagcggtccgcgctccecgggaatgacacag cg
tctcccagagctgtgggcccagggcgtacggcaccgeccggaaggeccgttgeg
catgcccgecgecccgcgecgcaagaggaccgagaaggacagtgggacgetcea

ccgtgatggagtggcaggcccacccgggccgeccggeccgcggaaaagcectcte
cgccgecgegtcecatcgectecgatatgecatatcgagatgaggcgcacgggtegt
acgaggcctgaaaaaatgcaccggctatcgacctcccccataaagatggaac
caccggcgagttgccgaattcacggccttccatatccctggaactcacttte
ccgtgccggaatccatacgecctccacatgacacagaggcatcecgeccatcaac
ctttcacaccattgaatggtgattttccagcatttcttaccaatcgaccgtt
atcacaaccacaqcaatccqqaatcttcccqtccqtaqaaaqm
ttgacacgtgaaaaacgactatcactcagccaagtaaagcgagaaattaccg
aagggtaacattccatatcacctctccaccaggaccttcacctgaacgagga
gcgccgageggtccactgtgatccacgacllagr e tgatcggcaccce
acctaagatgcttf g acgacatcgagtgaatcgccgacaacacc
cgtcgggaaataaatcagcaa r.c(:(:g(:acatatccg ttgcgg
aggtgcagggtgcaaaccattcctagtgaactctcccgaagacgetctctea
ttaccggaggcgccggattcataggaggaaacctggcccggaggcttacaga
gtcgggttgtgatgtcactgtcgtcgacgacttgegegtcecctecaatgatt

Sekil 4.76. SCLAV_4288 ve SCLAV_4287 arasindaki intergenik bdlgenin niikleotid dizisi. Yesil
(Revers) ve mavi (Direkt) renklendirme (Gene gore Revers ve Direkt baglanma konumu
temsil eder), eslesen dizilerdeki korunmus TGGCSNGWWY motiflerini gdstermektedir

AdpA pleiotropik regiilator proteininin tunikamisin biyosentetik gen
kiimesindeki promotor bolgelerine baglanma kapasitesini belirlemek ve S.
clavuligerus'ta tunikamisin biyosentezi iizerindeki olasi diizenleyici roliinii anlamak
amacityla EMSA calismalar1 gerceklestirilmistir. EMSA icin tespit edilen bolge
adpAEI! olarak isimlendirilmistir. ilgili 1262 b¢’lik bolge AdpAE1 primerleri (EKS5)
kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir (Sekil 4.77).

adpAFEl
(1262 bg)

1500
1000

Sekil 4.77. AdpA regiilatoriiniin baglanma bolgelerini belirlemek lizere EMSA’da kullanilan PCR
amplikonu. M: O’GeneRuler 1 kb plus DNA ladder, 1: adpAE1 amplikonu
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Makitrynskyy vd. (2013) tarafindan rapor edilen yontem optimize edilerek
reaksiyon igerigi ve kosullart olusturulmus ve EMSA sonucu Sekil 4.78’de

verilmistir.

Protein konsantrasyonu (uM):
0 1 2 4 6 8 10|12 14

Sekil 4.78. S. clavuligerus’ta rAdpA baglanma bolgelerinin EMSA analizi (a) 0: rAdpA igermeyen
serbest prob, 1: 1 uM (0.042 pg/ml) rAdpA igeren reaksiyon, 2: 2 uM (0.085 pg/ml)
rAdpA igeren reaksiyon, 4: 4 uM (0.171 ug/ml) rAdpA igeren reaksiyon, 6: 6 uM (0.258
pg/ml) rAdpA igeren reaksiyon, 8: 8 uM (0.344 pg/ml) rAdpA iceren reaksiyon, 10: 10 pM
(0.430 pg/ml) rAdpA igeren reaksiyon, 12: 12 uM (0.516 pg/ml) rAdpA igeren reaksiyon,
14: 14 uM (0.602 pg/ml) rAdpA igeren reaksiyon

EMSA sonucunda, rAdpA proteininin adpAE1 olarak isimlendirilen prob
bolgesine baglandigi belirlenmistir. Widdick vd. (2018)’nin, S. chartreusis iizerinde
yaptiklar aragtirmada, tunA'min yukari akis bolgesinde iki promotor bdolgesinin
(tunpl ve tunp2) transkripsiyonda birlesik bir operon gorevi gordiigli bildirilmistir.
Benzer sekilde, ¢alismamizin sonuglar1 S. clavuligerus'ta bdyle bir promotorun
tunAnin  yukarisinda mevcut olabilecegi fikrini desteklemektedir. EMSA
sonucumuz, global diizenleyicilerden AdpA'nin, yalmizca CSR'ler araciligiyla
sekonder metabolit gen kiimelerinin ifadelerini kontrol etmedigini, ayn1 zamanda
biyosentetik gen kiimelerine dogrudan baglanarak da diizenleyici etkilerini
gosterebildiklerine dair yeni literatiir bulgularini desteklemektedir (Bednarz vd.,

2019).

4.13. S. clavuligerus NRRL 3585 Susunda Tunikamisin Biyosentetik
Yolagindaki Genlerin Ortak Transkripsiyonel Profili

Tunikamisin gen kiimesindeki lokalize olmus olan genler birbirine ¢ok yakin

konumlanmstir (Sekil 4.79).
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SCLAV 42XX 75 77 79 81 83 85 87
73 tun M tun K tun 1 tun G tun E tun C tun A

tun N tun L tunJ tun H tun F tun D tun B 88
74 76 78 80 82 84 86 90

Sekil 4.79. S. clavuligerus’ta tunikamisine ait gen kiimesi

Genlerin ortak transkripsiyonel profilinin belirlenebilmesi icin genler
arasindaki intergenik bolgeleri de kapsayacak primerler (EKS) kullanilarak yapilan
RT-PCR analizi ile ¢ogaltilan bolgelerin uzunluklari Tablo 4.6’da verilmistir. RT-
PCR deney sonuglari ise Sekil 4.80’de verilmektedir.

Tablo 4.6. Genlerin ortak transkripsiyonel profilinin belirlenebilmesi igin ¢ogaltilan bolgelerin

uzunluklari
RT-PCR ile ¢cogaltilan Cogaltilan bélgelerin
bolgeler uzunluklari (bg)
SCLAV_4288-tunA 1261
tunA-tunB 397
tunB-tunC 500
tunC-tunD 1426
tunD-tunE 429
tunE-tunF 385
tunF-tunG 562
tunG-tunH 490
tunH-tunl 358
tunl-tunJ 562
tunJ-tunkK 443
tunK-tunL 265
tunL-tunM 586
tunM-tunN 496
tunN- SCLAV_4273 320
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1 2 1 2 1 2 3 1 2 3
SCLAV_4288-tunA| tund-tunB tunB-tunC tunC-tunD
P —» > P
1261 bg 397 bg 500 be 1426 bg
] 2 3 L 2 3
runD_tun-E n t“nF-[unG tunG_tu :
> N
562 be 490 bg
1 2 3 1 2 3
tunJ-tunk tunK-tunL
> —
443 be 265 bg
o)
funMtunN tunN-SCLAV, 4273
496 be 320 bg

tunE-tunkF|
385 be

>

429 be

tunH-tunl

e

358 be

tunl-tunJ

—

562 be

b
------------ > ——————————————
SCLAV_4290-tunA tunAd-tunC tunD-tunkF tunG-tunl = T tunk - SCLAV 4273-funM
4930 b 1493 be 1184 bg 2129 bg 562 bI 1437 bi
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 12 3 1 2 3
______ > ——— ——— ——— —=—h m==h mmp ey ===+ —_— —— ——— ———
SCLAV_4288 tunA B c D E F G H i J K L M N SCLAV 4273

Sekil 4.80. S. clavuligerus'taki (a, b) tunikamisin gen kiimesinin ortak transkripsiyonel profili. 1: RT-
PCR'de kalip olarak RNA kullanmilmigtir, 2: Pozitif kontrol reaksiyonu (kalip olarak S.
clavuligerus genomik DNA's1 kullanilmistir), 3: Negatif kontrol reaksiyonu (Kalip olarak
RNA ve enzim olarak platinum Taq polimeraz kullanilmistir)

RT-PCR sonucunda elde edilen verilerde tunA-tunB, tunB-tunC, tunD-tunE,
tunE-tunF, tunF-tunG, tunG-tunH, tunH-tunl, tunl-tund, tunJ-tunK, tunK-tunL,
tunM-tunN ve tunN- SCLAV_4273 genlerinin birlikte ifade edildigi tespit edilmistir
(Sekil 4.80a). tunL ve tunM'nin tunikamisin gen kiimesinde birbirine ters yonde
konumlandiklarindan monosistronik transkiptler vermeleri beklenilen bir durumdur.
Ancak, RT-PCR c¢alismalarimizda aym1 yonde konumlanan tunC-tunD genlerinin
birlikte ifade olmadig1 tespit edilmistir. Tunikamisin biyosentezindeki erken
asamalarda gorev alan enzimleri kodlayan genlerin ekspresyonlarinin (tunA-tunC,
tunG-tunl ve tunl-tunK) polisistronik transkriptler araciligiyla gergeklestigi
anlagilmistir. Ancak SCLAV_4273-tunM, tunD-tunF ve SCLAV_4290-tunA bolgeleri

i¢in olumlu sonuglar alinamamustir.
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5. SONUC

S. chartreusis ve S. clavuligerus'ta klonlama ve heterolog ekspresyon
caligmalari ile tunikamisin gen kiimesinde toplam 14 gen (tunA-tunN / SCLAV_4287-
4274) tanimlanmistir (Chen vd., 2010; Wyszynski vd., 2010; Karki vd., 2011).
Literatiirde tunikamisin iiretimi lizerine global ve yolak 6zgii regiilatorlerin etkileri
ile ilgili calismalar oldukga kisithidir. Henliz tunikamisin gen kiimesinde regiilator bir
genin tespit edilmemesi bu antibiyotigin biyosentezinin diizenlenmesinde
pleiotropik/global regiilatorlerin olasi etkisinin varligin1 akla getirmektedir. S6z
gelimi, PimM regiilatoriiniin S. clavuligerus ATCC 27064'te heterolog ifadesi ile
yabanil susta aktif olmayan tunikamisin gen kiimesinin aktif hale geldigi ve
rekombinant susda tunikamisin kompleksinin iiretiminde bes kat artisin saglandigi
tespit edilmistir (Martinez-Burgo vd., 2019). Daha 6nce ekibimiz tarafindan yapilan
bir ¢alismada; tunikamisin biyosentezinin diizenlenmesinde S. clavuligerus'ta BldG
pleiotropik diizenleyicinin olumlu etkisi rapor edilmistir (Bas vd., 2020). Literatiirde
S. ghanaensis'te bir CSR igermeyen moenomisin gen kiimesinin ifadesinin dogrudan
AdpA ve BIdA pleiotropik regiilatorler tarafindan diizenlendigi (Makitrynskyy vd.,
2020) bilgisini de dikkate alarak g¢aligmamiz kapsaminda AdpA regiilatoriiniin S.
clavuligerus’ta tunikamisin ve diger sekonder metabolitlerin biyosentezi ve global

mekanizma tizerindeki etkisi arastirilmistir.

S. clavuligerus NRRL 3585 susunun genomundan adpA geni I-Scel
meganiikleaz yontemi araciligi basarili sekilde silinerek mutant S. clavuligerus
AadpA susu ve daha sonra komplementasyon igin mutant susa tekrar adpA geni
pSET152ermE* entegrasyon vektorii aracilign ile aktarilarak komplement S.
clavuligerus compadpA susu elde edilmistir. Southern Blot deneyi ile S. clavuligerus
AadpA ve komplement susda yapilan genetik manipiilasyon dogrulanmistir. Ayrica,
adpA geninin ¢ok kopyali sekilde S. clavuligerus genomunda ifade edilebilmesi i¢in,
adpA pSPG ekspresyon vektoriine klonlanmistir. pSPG ekspresyon vektorii giiglii bir
gliserol promotoriinii igermektedir. Elde edilen rekombinant plazmid S. clavuligerus
NRRL 3585 susuna konjugasyon reaksiyonu ile aktarilmigtir. Ayni zamanda,
rekombinant susun degerlendirildigi deneylerde vektor etkisinin tayin edilebilmesi
i¢in kontrol olarak bos pSPG igeren S. clavuligerus pSPG susu elde edilmistir. S.
clavuligerus genomundan adpA delesyonunun ve adpA geninin hiicrede ¢ok kopyali
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ifadesinin etkilerinin tespit edilebilmesi i¢in S. clavuligerus AadpA ve rekombinant
suslar ile TYD besiyerinde fermantasyon deneyi yiirlitiilmiistir Suslarin iireme
kapasiteleri i¢cin DNA  kuantifikasyonu, antibiyotik {iretim  oranlarinin
kiyaslanabilmesi i¢in biyoassay ve tunikamisin iiretiminin belirlenebilmesi i¢in LC-
MS/MS analizleri, tunikamisin biyosentetik yolagindaki genlerin ifade degisimleri ve
suslarda farkli ifade olan genlerin tespit edilebilmesi i¢in 48. saatte alinan
orneklerden RNA izolasyonu yapilarak RNA-seq calismalar1 gergeklestirilmistir.
Ayrica EMSA c¢aligmalar1 ile tunikamisin gen kiimesinde AdpA regiilatoriiniin
baglanma bolgeleri arastirllmigtir. Ayrica, bu caligmalardan bagimsiz olarak, S.
clavuligerus’ta tunikamisin biyosentetik kiimesinin transkripsiyonel profili

belirlenmistir.

DNA kuantifikasyonu ile suslarin iireme profilleri incelendiginde genel olarak
T72 disinda tiim suglarda benzer bir tireme profili tespit edilmistir. T72’de iiremenin S.
clavuligerus AadpA ve komplement suslarda yabanil susa kiyasla yiiksek oldugu
goriilmustiir. 48. saate ait RNA-seq analizler sonucu S. clavuligerus AadpA susunda
kontrole kiyasla tunikamisin biyosentetik gen kiimesine ait SCLAV_4274, 4276,
_4278 _4279, _4280, _4283, _4284, _4286 ve _4287 genlerinde ifade artisi
gozlenirken, diger genlerde kontrolle ayn1 ya da daha diisiik ifadeler kaydedilmistir.
S. clavuligerus pSPGadpA susunda ise tam tersi yonde bu genlerin ifadelerinin
azaldig1 gozlemlenmistir. Tunikamisin biyosentetik yolaginda meydana gelen bu
degimlerin {iretime olan etkisini belirlemek i¢in biyoassay ve LC-MS/MS analizleri
gerceklestirilmistir. Biyoassay sonuclarinda spesifik tunikamisin {iretiminin S.
clavuligerus AadpA susunda kontrol ve komplement susa gore daha yiiksek oldugu,
S. clavuligerus pSPGadpA susunda ise yabanil susdan daha az tunikamisin tiretimin
gerceklestigi  gorliilmiistiir.  Bununla birlikte, Toe’ya ait LC-MS/MS datasi
incelendiginde, S. clavuligerus AadpA susunda spesifik tunikamisin {iretiminin
kontrole kiyasla 2.55 kat daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Paralel olarak, hiicrede
adpA'nin asirt ekspresyonu tunikamisin tiretiminin kontrole kiyasla 2.99 kat daha
diisiik olmasina yol agmustir. Biyoassay/LC-MS/MS verileri RNA seq datasini
dogrulamaktadir. Ayn1 zamanda, qRT-PCR c¢aligmalar1 ile tunikamisin biyosentetik
gen kiimesindeki genlerin ifadelerindeki degisimler analiz edilmis ve RNA-seq

verileri ile uyumlu sonuglar elde edilmistir. S. clavuligerus AadpA susunda yabanil
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susa kiyasla tunikamisin biyosentez genlerinin ifadelerinde ve de tunikamisin
tiretimindeki artts AdpA’nin tunikamisin {iretimi iizerinde negatif diizenleyici

etkisini gostermektedir.

CA biyosentetik gen kiimesinde; S. clavuligerus AadpA’da kontrole kiyasla
argR, oat2, oppAl, orfl4, orfl6, gcas, pbp2, orf20 ve orf21 genlerinin ifadelerinin
azaldig1 tespit edilmistir. Yolakda konumlanmis diger genlerde ceaS2, pah2 ve
pbpA’nin ifadesi S. clavuligerus AadpA susunda artmustir. S. clavuligerus pSPGadpA
susunda ise mutant susda elde edilen ekspresyonlarin tam tersi sonuglar elde
edilmistir. Yapilan biyoassay ¢alismasi, RNA-seq verileri ve de literatiirle uyumlu
(Lopez-Garcia vd., 2010) olarak S. clavuligerus AadpA susunda CA {iretiminin
kontrole kiyasla daha az oldugu, 6zellike T72’den sonra neredeyse hi¢ liretimin

gerceklesmedigi goriilmiistiir.

CephC gen kiimesinin ifadeleri incelendiginde, S. clavuligerus AadpA’da
yabanil susa kiyasla pbpA, cmcT, pcd, cefE, cefD, cefF, cmcl, cmed, ccaR ve cmcH
genlerinin ifadelerinin arttif1 tespit edilmistir. Yolakta yer alan diger genlerden
orfl0, lat, pcbAB, pcbC ve pbpR’nin ifadelerinde ise azalma goriilmiistiir. S.
clavuligerus pSPGadpA’da kontrole kiyasla tiim genlerin ifadeleri artmistir.
Biyoassay sonuglari incelendiginde spesifik CephC iiretiminde S. clavuligerus
AadpA susunda ozellikle Tos olmak lizere tiim saatlerde en yiiksek CephC titresine
ulagildigr goriilmistiir. S. clavuligerus AadpA’nin 48 saatlik TYD kiiltiirlerinde
CephC’nin iiretiminin yiiksek olmasi ve aynm1 zamanda biyosentezin orta ve son
kademelerindeki genlerinin ifadelerinde artis S. clavuligerus’ta AdpA’nin
diizenleyici etkisinin besiyerine de bagimli oldugu (Lopez-Garcia vd., 2010) bilgisini

desteklemektedir.

RNA-seq datasindan elde edilen verilerde; DEG’ler ile KEGG yolak
siniflandirmasi ve fonksiyonel zenginlestirme analizleri yapilmistir. Ozellikle global
ve genel bakis haritalar1 basta olmak iizere, mertabolizma kategorisinde;
karbonhidrat, amino asit, enerji ve poliketid metabolizmalarindda DEG’lerin
kategorize oldugu tespit edilmistir. S. clavuligerus AadpA susunda kontrole kiyasla,
global ve genel bakis haritalari, karbonhidrat metabolizmasi, sekonder metabolit
biyosentezi, antibiyotik biyosentezi gibi farkli metabolizma yolaklarinda ¢ok sayida
DEG bulunurken, S. clavuligerus pSPGadpA susunda da ayni kategorilerde fakat
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daha az sayida DEG’ler yer almaktadir. GO zenginlestirme analizinde tiim suslarda
biyolojik proseslerde en ¢ok metabolik ve hiicresel islemler, hiicresel bilesen
kategorisinde baslica membran ve hiicre ile ilgili kisimlar, molekiiler fonksiyon
sinifinda ise en ¢ok katalitik aktivite ve baglanma aktivitelerinde DEG’ler ifade

olmustur.

S. clavuligerus’ta RNA-seq, gRT-PCR, biyoassay ve LC-MS/MS analizleri
AdpA pleitropik regiilatoriiniin tunikamisin biyosentezi tiizerindeki baskilayici
etkisini gostermistir. Diger yandan, AdpA’nin tunikamisin gen kiimesi lizerindeki
etkisinin dogrudan promotor bolgesi/lerine baglanma seklinde gergeklesip
gerceklesmediginin tespiti i¢cin EMSA yapilmistir. Once, FIMO analizleri ile AdpA
regiilatoriiniin baglandig1 konsensus dizisi tunikamisin biyosentetik yolagindaki
potansiyel bolgelerde taranmis ve tunA’nin 5° bolgesinde Widdick vd. (2018) nin, S.
chartreusis’deki tunA'min yukari akis bolgesinde buldugu bdlgeye benzer bir
baglanma dizisi tespit edilmistir. AdpA proteininin elde edilebilmesi igin S.
clavuligerus genomundan g¢ogaltilan adpA geni His-Tag ifade vektorii olan pET28-
a(+)’ya klonlanmis ve E. coli BL21 hiicrelerine aktarilmistir. IPTG indiiklenen
rekombinant E. coli BL21 hiicrelerinde ifadesi gergeklesen rAdpA saflastirilip
konsantre edilmis ve Western Blot deneyi ile iiretimi dogrulanmistir. EMSA
calismasi oncesinde FIMO analizi ile tespit edilen konsensus dizisini igeren bolge
PCR ile ¢ogaltilmis ve rAdpA ile reaksiyona tabi tutulmustur. tunA geninin yukari
akis bolgesinde bulunan ve adpAE] olarak isimlendirilen bolgeye rAdpA proteininin
baglandig1 tespit edilmistir. Bu sonug diger Streptomyces’lerde AdpA regiilatoriiniin
sekonder metabolit biyosentetik genlerinin promotor bdlgelerine baglandigini

gosteren literatiirdeki ¢aligmalarla uyumludur (Bu vd., 2019; Bednarz vd., 2019).

RT-PCR sonucunda elde edilen verilerde S. clavuligerus’ta tunA-tunB, tunB-
tunC, tunD-tunE, tunE-tunF, tunF-tunG, tunG-tunH, tunH-tunl, tunl-tunJ, tunJ-tunk,
tunK-tunL, tunM-tunN ve tunN- SCLAV_4273 birlikte ifade edildigi tespit edilmistir.
kiime iginde zit yonlerde konumlanan tunL ve tunM'nin monosistronik transkriptler
olusturdugu gosterilmistir. Ancak ayni yonde bulunan tunC-tunD genlerinin birlikte
ifade olmadig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte, tunikamisin biyosentezindeki erken
asamalarda gorev alan enzimleri kodlayan genlerin ekspresyonunun (tunA-tunC,

tunG-tunl  ve tunl-tunK) polisistronik transkriptleri yoluyla gerceklestigi
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belirlenmistir. Ancak SCLAV_4273-tunM, tunD-tunF ve SCLAV_4290-tunA

bolgeleri i¢in olumlu sonuglar alinamamistir.

Literatiirde daha o6nce S. clavuligerus'ta AdpA pleiotropik regiilatoriiniin
dogrudan bir biyosentetik gen kiimesine baglandigina ve ayni1 zamanda diizenleyici
etkisinin baskilayict yonde olduguna dair bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez
calismas1 kapsaminda, literatiirde ilk defa bir RNA-seq c¢alismasi ile S.
clavuligerus'ta AdpA pleiotropik regiilatoriiniin tunikamisin biyonsentez kiimesi
tizerindeki negatif regiilasyonu ortaya koyulmus, ayrica rAdpA’nin tunikamisin
biyosentetik gen kiimesinde tunA geninin promotor dizisine baglandig1 gosterilmistir.
Elde ettigimiz bulgular bu bakteride B-laktam antibiyotiklerine alternatif olarak
kullanilma potansiyeli olan tunikamisin antibiyotiginin molekiiler diizenlemesi
tizerinde yapilan ilk calisma olmasi bakiminda énem tasimaktadir. Temel bilimlere
yapilan bu katki endiistriyel 6lgekli antibiyotik iretimi i¢in kullanilabilecek onemli
bir S. clavuligerus susun gelistirilmesinde aday genler/yolaklar sunmaktadir. RNA-
seq verilerinin derinlemesine incelenmesi ile AdpA'nin diizenleyici etkilerinin daha
iyl anlagilmasi ve antibiyotik biyosentezinde yapilacak optimizasyon c¢alismalari
neticesinde ilag hammaddesi tiretiminde biiyiik Olgekli ticari iiretim i¢in Onemli
avantajlar saglanabilecegi diistiniilmektedir. Tez ¢calismamizda, 6zellikle, tunikamisin
ve CephC antibiyotiklerinin eldesinde iilke ekonomisine ticari anlamda katki
saglayabilecek prototip bir mutant sus gelistirilmistir. Bu susun, ila¢ endiistrisinde
antibiyotik tiretiminin verimliligini artirarak, daha ekonomik ve siirdiiriilebilir {iretim

siireclerine katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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[482 Notl
- | 496 Spel
|| 528 EcoRV
MCS 480,587
oriT ||| sozRent
/ I-Scel recognition site
facZ

2877 Clal _,

plJ12738
3562 bp

aac(3)Iv /

Sekil EK1.1. Streptomyces konjugatif vektor plJ12738 plazmidinin yapisi

oriT
S
rep
frem
paGE aac(IV
plJ12742
7681 bp
}Drr’
“
o
:_‘"'" -._-F""'E""E P
B

I-scel meganuclease

Sekil EK1.2. ermE*p-I-Scel geni tagiyan plJ12742 plazmidinin yapist

Xrmnl 2009
174
1 start
Scal 1890 Nael 2707 Apal 14
Aatll 20
1 ori Sphl 26
BstZI 31
Neol 37
Amp” ESIZI 43
pGEM®-T Easy facZ L S;‘},‘H ﬁg
Vector EcoRl | 52
(3,015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 7
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXI 18 Z
Nsil 127 8
T EES -
SP6 g

Sekil EK1.3. E. coli ara klonlama vektorii pPGEM-T® Easy plazmidinin yapisi
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Spel Ndel

aac(3)IV

B
glpt’

oril

R
amp  pSPG
(8149)

Sekil EK1.4. Streptomyces ekspresyon vektorii pSPG plazmidinin yapisi

BamHl 8458
Noal 058

ESRV £
EcoR) £22

ermbE*®

pSET152emE*p
5037 bp

oriIRp4

aac(3)V

Sekil EK1.5. E. coli/Streptomyces mekik vektorii pSET152ermE* plazmidinin yapisi

His tag

T7 terminator
vdel(z33)

aph T7 promoter

pET28-a(+)
5365bp

Sekil EK1.6. His-Tag etiketi tastyan ifade vektorii olan pET28-a(+) plazmidinin yapist
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bp ng/10ul kDa

bp ng/0.5 pg % 250 —
180 —
130 —
20000 20 4 i
10000 20 4 10000 70 a
7000 20 4 21888 79 72 -
5000 75 15 2000 70
P 3,000 =
4000 20 4 S ;‘5‘0 55
— 3000 20 4 8 2000 70 aq=
— 2000 20 4 1500 65
— 1500 80 16 34 —
1,000 140
— 1000 25 5 -
—700 25 5 e a -
—500 75 15
— 400 g‘g ?
— 300
® —%00 25 3 G 17 =
8 7% 25 5
% 1 kb DNA Ladder
= 1% agarose, 1x TAE 10 — [
a b C

Sekil EK1.7. Markorlerin haritalari. a) O’GeneRuler 1 kb plus DNA markéri b) NEB 1 kb Plus DNA
Markori ¢) Renk Korumali Protein Standardi
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EK2: Kiiltiir Besiyerlerinin I¢erigi ve Hazirlansi

Sivi Besivyerleri

Luria Broth (LB)

Tripton

NaCl

Maya Oziitii

pH:7.2’ye ayarlanir.121°C’del5 dk otoklavlanir.

Triptikaz Soya Broth (TSB)
Triptikaz Soya Broth
121°C’de 15 dk otoklavlanir.

TYD

Tripton

Maya Oziitii

Glukoz

MgCl2.6H20

pH:7.2’ye ayarlanir.121°C’del5 dk otoklavlanir.

SOC Besiyeri

Tripton

Maya Oziitii

NaCl

KCI

MgCl;

MgSO4

Glucose

pH 7.2 121°C’de 15 dk otoklavlanir.

Kat1 Besiverleri

LB Agar

Tryptone

NaCl

Yeast ekstrakt

pH:7.2’ye ayarlanir.

Agar

121°C’del5 dk otoklavlanir.

TSA

Triptikaz Soya Broth

Agar

121°C’de 15 dk otoklavlanir.

Mannitol Soya Unu Agar (MSA)
Soya unu
Mannitol
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%2
%0.5
10 mM
2.5 mM
10 mM
10 mM
20 mM

g/l
30

15

g/l
20
20



Agar 20
121°C’del5 dk olmak tizere iki kez otoklavlanir.

Inorganic Salt Agar (ISP4 agar) a/l
Nisasta 10
K2HPO4 1
MgSOs . 7TH.O 1
NaCl 1
(NH4)2S04 2
CaCOs 2
FeSO4 . 7H.0 0.001
MnCl. . 4H20 0.001
ZnS04 . TH20 0.001
pH: 7.2 olarak ayarlanir.

Agar 20

121°C’de 15 dk otoklavlanir.
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EK3 Tamponlar ve Soliisyonlar

Plazmid ve DNA izolasyonunda kullanilanlar

SET tamponu
NaCl

EDTA (pH 8.0)
Tris-HCI (pH 7.5)

TE tamponu
Tris-HCI (pH 8.0)
EDTA (pH 8.0)

STE tamponu
Stikroz

Tris-HCI (pH 8.0)
EDTA (pH 8.0)

Lizis cozeltisi
NaOH
SDS

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

Fenol
Kloroform
Distile su

Cozelti oda sickaligin da saklanir ve 1giktan korunur.

Agaroz Jel Elektroforezinde kullanilanlar

Tris-Asetat-EDTA Tamponu (TAE) (50X)
Tris Bazi

Glasiyal Asetik Asit

EDTA (0.4 M, pH 8.0)

Distile su ile hacim 1000 mI’ye tamamlanir.

Yiikleme tamponu (6X)
Bromo fenol mavisi
Zaylan siyanol FF

Stikroz ¢ozeltisi (su i¢inde)

Etidyum Bromiir Cozeltisi

Etidyum Bromiir (10 mg/ml)
TAE Tamponu (1X)
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75 mM
25 mM
20 mM

10 mM
1mM

0.3 M
25 mM
25 mM

0.3 M
% 2

5009
500 ml
400 ml

242 g
57.1 ml
125 ml

% 0.25
% 0.25
% 40

100 pl/l
11



Rekombinant kolonilerin secilmesi kullanilanlar

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-g-D-galactoside)

X-Gal 20 mg
Dimetil formamit 1ml
Cozelti 1s1ktan korunacak sekilde ve -20°C’de muhafaza edilir.

IPTG (izopropil-B-D-tiyogalaktozidaz)

IPTG 100 mg
dH20 1ml
Cozelti filtrasyonla steril edilir ve -20°C’de saklanir.

E. coli kompetan hiicre hazirhginda kullanilan tamponlar

Tampon 1

Potasyum asetat 30 mM
RuCl; 100 mM
CaCl» 10 mM
Gliserol (% 87) 8.6 ml

Hacim dH20 ile 50 m1’ye tamamlanir ve filtrasyon ile steril edilir.

Tampon 2

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

Cozeltinin pH’st 0.2 M KOH ile 6.8’e ayarlanir. Hacim dH20 ile 50 ml’ye
tamamlanir ve filtrasyon ile steril edilir.

Bakterilerin iiremesinin DNA kuantifikasvonu ile belirlenmesi

Difenilamin Ayraci
Difenilamin 159
Glasiyal asetik asit 100 ml

Isiktan korumak i¢i naliminyum folyo ile sarilir.
Kullanmadan 6nce iizerine agsagidaki maddeler ilave edilir:

Konsantre H2SO4 1.5 ml/100 ml
Asetaldehid (%1.6) 0.1 ml/20 ml
Su ile hazirlanan Asetaldehid (%1.6) ¢ozeltisi

Asetaldehid 1ml
dH.0 49 ml
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1 N HCIO4
HCIO4 (%80) 10.87 mI/100 ml
HCI04 (%60) 16.74 mI/100 ml

Protein saflastirmasinda kullanilanlar

LEW Tamponu

Ure 8M
NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
pH 8.0

Dengeleme Tamponu
LEW tamponuna 10 mM imidazol, pH 8.0, eklenerek hazirlanir.

Yikama Tamponu
LEW tamponuna 20 mM imidazol, pH 8.0, eklenerek hazirlanir.

Eliisyon Tamponu
LEW tamponuna 250 mM imidazol, pH 8.0, eklenerek hazirlanir.

Diyaliz Tamponu

Ure 25M
NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
pH 8.0

Poliakrilamid Jel Elektroforezinde kullanilanlar

Bradford Ayraci (Belirteci) (5X)
Coomassie Brillant mavisi G250 100 mg

50 ml % 95’lik etanolde ¢oziiliir. Cozelti 100 ml %85’lik fosforik asit ile
karigtirthir ve dH20 ile hacim 1000 ml’ye tamamlanir. Bradford belirteci Watman

No.1 filtre kagidi kulnailarak siiziiliir ve etrafi aliminyum folyo ile sarilarak
4°C’de saklanir.

Tris HCI (1.5 M)
Tris bazi 54.45¢
dH20 150 ml

Cozeltinin pH’s1 8.8 degerine getirilir, hacmi dH20 ile 300 ml’ye tamamlanir ve
4°C’de saklanir.

Tris HCI (0.5 M)
Tris bazi 69
dH.0 60 ml
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Cozeltinin pH’s1 6.8 degerine getirilir, hacmi dH20 ile
4°C’de saklanir.

Akrilamid/Bis (30:1)
Akrilamid
N.N'-Metilen-bisAkrilamid
dH>0

Cozelti stiziiliir ve 4°C’de saklanir. Isiktan korunur.

Coomassie R-250 Boyama Cozeltisi
Coomassie mavisi R-250

Metanol

Glasiyal Asetik asit

dH20

Tesbit (Fiksasyon) Cozeltisi
Etanol

Glasiyal Asetik asit

dH20

Destaining Cozeltisi
Metanol

Glasiyal Asetik asit
dH20

SDS-PAGE icin Running (Yiiriitme) Tamponu (5X)
Tris baz1

Glisin

SDS

dH20

4°C’de saklanir.

Yiikleme Tamponu (4X)
dH20

Tris HCI (0.5 M)

Gliserol

SDS (%10)

[-merkaptoetanol

Bromofenol mavisi (%0.5, w/v)

Southern Blotlama icin kullanilanlar
20X SSC Tamponu

Sodyum sitrat dihidrat
NaCl

pH 7.0
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100 ml’ye tamamlanir ve

146 g

49
500 ml

0.25¢
125 ml
25 ml
100 ml

40 ml
10 ml
50 ml

100 ml
100 ml
800 ml

159
729

5¢
1000 ml

3ml
1ml
1.6 ml
0.4 ml
0.4 ml
0.4 ml

88.2 g/l
175.3 gl



Yikama Soliisyonu 1
2x SSC
%0.1 SDS

Yikama Soliisyonu 2
0.5x SSC
%0.1 SDS

EMSA icin kullanilanlar

TBE (0.25X) (Native PAGE igin)
Gliserol

Bromo fenol mavisi (w/v)

Native PAGE icin Tris-Borat Tamponu (TBE) (1X)
Tris Bazi

Borik Asit

EDTA (0.5 M, pH: 8.3)

%60
%40
%0.2

90 mM
90 mM
4 ml/l

pH 8.0-8.3 deger araligina ayarlanir ve hacim dH20 ile 1000 ml’ye tamamlanir.
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EK4 Kimyasallar, Enzimler, Kitler ve Antibiyotikler
Kimyasallar

Asetaldehid
Akrilamid
Agar
Agaroz
Ammonyum persulfat
Apramisin
Borik asit
Bovine serum albumin
Bromo fenol mavisi
[-merkaptoetanol
CaCl2.2H20
Sefalosporin C
Potasyum klavulanat
Kloroform
Kloramfenikol
Coomassie Brillant Mavisi R-250
Difenilamin
DMSO
Ditiotreitol (DTT)
EDTA
Etanol
Ethidyum bromiir
FeS04.7H20
Glasiyal Asetik asit
Gliserol
Glisin
HEPES
Herring sperm DNA’s1
HCI
HCIO4
H2SO4
Imidazol
IPTG
[zoamilalkol
[zopropanol
Potasyum acetate
Kanamisin
KCI
K2HPO4
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Sigma
Sigma
Merck
Prona
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma

Sigm
Merck
Merck
Sigma
Merck
Meck



KH2PO4
L-Asparajin
Mannitol
Metanol
MgCl;
MgS0O4.7H20
MnCl,.4H,0
MOPS
Sodyum asetat
NaCl
NaH.PO4
Nalidiksik asit
NaOH

NN'Metilen Bisakarilamid

Penisilin G
Fenol
Poly[d(l-c)]
RuCl;

SDS

Soya unu
Nisasta

Sukroz

TEMED
Tris-HCI

Tryptik Soya Broth
Ure

X-Gal
ZnS04.7H0
Whatman Kagidi

Enzimler

Lizozim
Proteinaz K
T4 DNA Ligaz
EcoRlI

Blpl

Hindlll

Xbal

Notl

Ndel

Spel
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Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Amresco
Roche
Merck
Merck
Ticari
Merck
Merck
Merck
Merck
Oxoid
Sigma
Sigma
Merck
Sigma

Sigma

Sigma
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™



Dream Tag DNA polimeraz

T4 DNA Polimeraz

Alkalin Fosfataz

Q5 DNA polimeraz
CloneAmp™ HiFi PCR Premix

Kitler

Plazmid izolasyon Kiti

Gel Eliisyon Kiti

RNA mini izolasyon Kiti

DNAaz-free TM Kiti

Phase lock gel heavy tiipleri
Superscript TM One-Step RT-PCR Kiti
Super Script TMIII Reverse Transcriptase kiti
GoTaq®qPCR

SYBR Greenl Niikleik asit jel boyasi
Protino®Ni-TED 2000 kolonlar1
Amicon®Ultra-15 Centrifugal

Filter Units

AP Conjugate Substrate Kit
In-Fusion® HD Cloning Kit

Antibiyotikler

Ampisilin
Kanamisin
Kloramfenikol
Penisilin G
Apramisin
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Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
NEB

TAKARA

Macharey-Nagel
Macharey-Nagel
Macharey-Nagel
Thermo Scientific™
5-Prime
Invitrogen
Invitrogen
Promega
Invitrogen
Macherey-Nagel
Merck

Bio-Rad
TAKARA

Stok Konsantrasyonu

100 mg/ml dH20
50 mg/ml dH20
25 mg/ml Etanol
10 mg/ml dH,0
50 mg/ml dH20



EK5 Primer Listesi

Gen silinmesi
ve asirl
ekspresyonu
icin primerler

5’___3’

Uzunluk
(b¢)

Kullanim amaci

Oligol

cgacctcgagggggggceccgaccggacgggeccgetcga 2419

adpA geninin 5’
flanking

Oligo2 cgactaccttgacgctaagcccccctcggtatt bolgelerinin
cogaltilmasi
Oligo3 gcttagecgtcaaggtagtcgcatgaacga adpA geninin 3’
2987 flanking
Oligo4 ctcactatagggcgaattggatgagatgggcecctggtca bdlgelerinin
cogaltilmasi
Aph_lIF gaacacgtagaaagccagt 1108 Kanamisin  direng
geninin
Aphll_R tcagaagaactcgtcaaga ¢ogaltilmasi
I_Scel_check F catgcagttcgagtggaaga 1_Scel gen
235 bolgesinin
I_Scel_check_R cgggatggtcttcttgttgt ¢ogaltilmasi
AdpA _F catatgatgagtcaggactccgccgcac
1212 adpA geninin
AdpA R actagtttatggcgcgctccgctge cogaltilmasi
adpAD_F gcttcgegcecaagttctcat adpA niikleotid
314 dizisini icermeyen
adpAD_R tcgecgagcacattcagtte bolgenin
¢ogaltilmasi
ermEl_Scel _F- taggatccagcccgacccgage plJ12742
1050 plazmidinin  tespit
ermEl_Scel_R- acgaattcgatatcgcgegegg edilmesi
plJ12738 D1 ggacatccaggatttcctggccatc AadpA-flizyon
550 fragmentinin
dogrulanmasi
plJ12738_D2 acgaattcgatatcgcgegcegg 570 AadpA-flizyon
fragmentinin
dogrulanmasi
plJ12738_D3 taggatccagcccgacccgage AadpA-flizyon
550 fragmentinin
dogrulanmasi
plJ12738_DA4 acgaattcgatatcgcgcegegg 570 AadpA-flizyon
fragmentinin
dogrulanmasi
plJ12738_D5 taggatccagcccgacccgage AadpA-fiizyon
550 fragmentinin
dogrulanmasi
gRT-PCR i¢in 5---3 Uzunluk Kullanim amaci
primerler (bg)
tunN i¢ bolgesini
tunN-F tgtgctggtgatecttggetgcta 144 gogaltmak igin ileri
primer
tunN i¢ bolgesini
tunN-R gogaltmak icin geri

gggcggctgatgtcctgcttcc

primer
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tunM-F

gtgaggaggaagggaacggc

81

tunM i¢ bolgesini
¢ogaltmak icin ileri
primer

tunM-R

attgaaggcgacacaggtcg

tunM i¢ bdlgesini
¢ogaltmak igin geri
primer

tunL-F

tcggactcgeccaggaca

101

tunL i¢ bdlgesini
¢ogaltmak igin ileri
primer

tunL-R

attgccccaggaggtgatgaa

tunL  i¢ bdlgesini
¢ogaltmak i¢in geri
primer

tunK-F

ctttcggcgatctggatgtggac

146

tunK i¢ bolgesini
¢ogaltmak icin ileri
primer

tunkK-R

gctgacgecggcegatgtatte

tunK i¢ bolgesini
¢ogaltmak i¢in geri
primer

tunJ-F

gcgcageaccggagectttgagta

102

tund  i¢c bolgesini
¢ogaltmak icin ileri
primer

tunJ-R

gcgggcagegagageagtgagaa

tund  i¢c bolgesini
¢ogaltmak icin geri
primer

tunl-F

ccgeatcgaggagggggagtt

148

tunL i¢c bolgesini
¢ogaltmak icin ileri
primer

tunl-R

gtaccgggagtgggcgaagacat

tunL i¢c bolgesini
¢ogaltmak ic¢in geri
primer

tunH-F

cgagaagagctcactcaccg

153

tunH i¢ bolgesini
¢ogaltmak icin ileri
primer

tunH-R

gccagacgtcacggatcac

tunH i¢ bolgesini
¢ogaltmak igin geri
primer

tunG-F

ggcggagtctggceacgatttcat

147

tunG i¢ bdlgesini
¢ogaltmak icin ileri
primer

tunG-R

ctccegecaccgttcageagttct

tunG i¢ bolgesini
¢ogaltmak i¢in geri
primer

tunkF-F

cctgegeegggtettte

104

tunF  i¢ bolgesini
¢ogaltmak icin ileri
primer

tunF-R

cceggtagtacgtggtgatgte

tunF  i¢ bolgesini
¢ogaltmak icin geri
primer

tungE-F

cgggagaactgggtgcgaaggaga

tunE-R

ccgggtggtgggtgaggacgagt

150

tunE i¢ bolgesini
¢ogaltmak igin ileri
primer

tunE i¢ bolgesini
¢ogaltmak icin geri
primer

tunD-F

ggccttgtcgegeacggteacte

114

tunD i¢ bolgesini
¢ogaltmak igin ileri
primer
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tunD  i¢ bolgesini

tunD-R tcggcgaaaggeggeacactcac gogaltmak igin geri
primer
tunC-F tunC i¢ bdlgesini
atctcctcggtcatcgtegty 90 gogaltmak i¢in ileri
primer
tunC i¢ bdlgesini
tunC-R gagccgtgeggtgtegta gogaltmak i¢in geri
primer
tunB  i¢ bdlgesini
tunB-F ccgtcegeaaggggttetgg 88 gogaltmak igin ileri
primer
tunB  i¢ bolgesini
tunB-R tggttggccgegtiggtgatg gogaltmak icin geri
primer
tunA i¢ bolgesini
tunA-F ccggaggggacaggtaaat 98 gogaltmak igin ileri
primer
tunA  i¢ bdlgesini
tunA-R ttgtgcgaggctagatggtaaa gogaltmak igin geri
primer
RT-PCR i¢in 5---3 Uzunluk Kullanim amaci
primerler (bg)
tcgacaacggtctgaagtagg SCLAV_4288-tunA
88-87co-F intergenik bolgesini
¢ogaltan ileri
1961 primer
gcgaggctagatggtaaacg SCLAV_4288-tunA
88-87co-R intergenik bdlgesini
¢ogaltan geri
primer
ggctccggtatctccttcte tunA-tunB
87-86c0-F int?rgenik bélge’sin%
¢ogaltan ileri
397 primer
aactgctcgatggagagcat tunA-tunB
87-86c0 R int?rgenik bt')lgesin%
- ¢ogaltan geri
primer
tgttccectatctggtgagg tunB-tunC
86-85co-F intergenik bolgesini
¢ogaltan ileri
500 primer
aggtgttgatgtcgcagcta tunB-tunC
86-85co-R intergenik bolgesini
¢ogaltan geri
primer
atccaccggtccttctcac tunC-tunD
85-84c0-F 512 int?rgenik bélge.sin%
¢ogaltan ileri
primer
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cacactcacggtgtccaga tunC-tunD
85-84¢0-R 1nt?rgen1k bolgesm%
cogaltan geri
primer
acagcgcgtcgaatatctct tunD-tunkE
84-83¢0-F 1nt?rgen1k bolge.sny
¢ogaltan ileri
429 primer
gatgtggatgtgcacctgag tunD-tunE
84-83¢0-R 1nt?rgen1k bolgesm%
cogaltan geri
primer
ccgatgtcttctacgacgtg tunE-tunF
83-82¢0-F 385 1nt?rgen1k bolge'sny
¢ogaltan ileri
primer
gatgtccacgaccctcagat tunE-tunF
83-82¢0-R 1nt?rgen1k bolgesm%
¢ogaltan geri
primer
acatccatgtggaggacctg tunF-tunG
82-81c0-F 1nt?rgen1k bolge’sm?
¢ogaltan ileri
rimer
562 P
actcccagtggatctcgttg tunF-tunG
82-81c0-R 1nt?rgen1k bolgesm%
¢ogaltan geri
primer
caacgagatccactgggagt tunG-tunH
81-80c0-F 1nt?rgen1k bolge’sm?
¢ogaltan ileri
rimer
490 d
gggcgagattgaagaaatca tunG-tunH
81-80c0-R 1ntvergen1k bolgesm%
¢ogaltan geri
primer
agctccaggaggaagtgaca tunH-tunl
80-79¢0-F 1nt?rgen1k bolge’sm?
¢ogaltan ileri
358 primer
cagaccgatcatctgcttga tunH-tunl
80-79¢0-R 1nti:rgen1k bolgesm%
¢ogaltan geri
primer
cattctgatcacccacaacg tull-tunJ intergenik
79-78co-F bolgesini  ¢ogaltan
562 ileri primer
ttgctggcaatcttgttctg tull-tunJ intergenik
79-78co-R bolgesini  gogaltan

geri primer

182



accaccatagagcaggcatc tunJ-tunkK
78-77¢0-F intergenik bolgesini
cogaltan ileri
442 primer
ctggttcagggagtccacat tunJ-tunkK
78-77¢0-R intergenik bdlgesini
¢ogaltan geri
primer
atgtggactccctgaaccag tunK-tunL
77-76¢0-F intergenik bolgesini
cogaltan ileri
265 primer
cgacctggtcaattccttgt tunK-tunL
77-76c0-R intergenik bdlgesini
¢ogaltan geri
primer
ctcctcaaggagttggtgga tunL-tunM
intergenik bolgesini
g ¢ogaltan ileri
586 primer
actctccacccgctgtacc tunL-tunM
76-75¢0-R intergenik bdlgesini
¢ogaltan geri
primer
ggtacagcgggtggagagt tunM-tunN
75-74¢0-F intergenik bolgesini
¢ogaltan ileri
496 primer
gcccgagatatcgagaagtg tunM-tunN
75-74c0-R intergenik bdlgesini
¢ogaltan geri
primer
gagccggtgatagtggtcat tunN-SCLAV_4273
74-73¢0-F intergenik bolgesini
¢ogaltan ileri
320 primer
ggttccgggtcttctcgta tunN-SCLAV_4273
74-73¢0-R intergenik bdlgesini
¢ogaltan geri
primer
ggacctggtgctgatgga SCLAV_4290-tunA
90-87¢0-F intergenik bdlgesini
¢ogaltan ileri
4930 primer
aactgctcgatggagagcat SCLAV_4290-tunA
90-87co-R intergenik bolgesini
¢ogaltan geri
primer
73-75c0-F ggtacagcgggtggagagt 1437 SCLAV_4273-tunM

intergenik bdlgesini
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cogaltan ileri
primer

ggttccgggtcttctcgta SCLAV_4273-tunM
73-75c0-R int?rgenik bélgesin%
¢ogaltan geri
primer
EMSA icin 5°---3 Uzunluk  Kullammim amaci
primerler (bg)
tcgacaacggtctgaagtagg tunA'nin yukari akis
AdpAELl-F 1261 bolgesi i¢in ileri
primer
gcgaggctagatggtaaacg tunA'nin yukari akis
AdpAE1-R bolgesi igin geri

primer
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EK6 RNA-Seq Analizi Verilerine Gore Farkh ifade Olan Genlerin Listesi

Tablo EK6.1. Sporulasyon ve hiicre boliinmesi ile iligkili farkli ifade olan genler

Gen  Uniprot '(‘;%Zd';i log2FC log2FC log2FC
ismi aumaris Protein iiriinii v (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
NRRL 3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
SCLAV Putatif sporul_asyon K06377|1|2.4e-187|659.8|
5519 E2Q1G0 kontrol protein -19,54399468 0,032081804 -1,184086437 1,216168241 sclf:BB341_00945|sporul
ation-control protein
SCLAV Putat!f _sporulasyqn K(_)6413|1|2.3e—59|236.5|
0389 E2Q8D3 proteini K benzeri  -14,77375737 -3,006814431 -3,610107696 0,603293265 Ipil:LIP_1733|stage \Y
protein sporulation protein K
K03466|1|0.0e+00[2625.9|
SCLAV Putatif o sclf:BB341_18690DNA
1930 E2Q4G5 FtsK/SpollIE ailesi 1,86560406  1,974499628 2,207876017 -0,23337639 segregation ATPase
proteini FtsK/SpolllE, S-DNA-T
family
TIR alani igeren K11749|1|1.4e-
SCLAV_ popyaq  PrO®INTspolllE o hoe766506 -2,061342822 -4,22038931 2,159046489 14186.3)msd:MYSTI_029
0949 58|regulator of sigma E
protease
Putatif sporulasyon K06413|1]|2.4e-
SCLAV_ ppqeyy  Proteinik -9,632995197 -6,311067102  -3,311067102 3 59[236.Ljtmr: Tmar_1080ls
4357 tage V sporulation protein
K
Hiicre boliinmesi K03466|1|0.0e+00|3053.8|
SCLAV ile ilgili protein sclf:BB3_41_07075|DNA
4356 E2Q6Y0 -4,799975392 2,510312788 1,671119144 0,839193643 segregation ATPase

FtsK/SpolllE, S-DNA-T
family
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Tablo EK6.1. Sporulasyon ve hiicre boliinmesi ile iligkili farkli ifade olan genler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
K07646|1|2.4e-
SCLAV DUF2334 alani 18|99.4|maqu:Mag22A_c
i i i 17265|two-component
0317/kd E2Q861  €OMPTOIIM 3549708616 3,053888196 -0,66768724 3,721575436 earmil
oD system, _OmpR amily,
sensor histidine  kinase
KdpD
K03466|1|2.2¢-
SCLAV Putat@f salgilanan 18|99.0|bmu:Bmu|_0956|
2923 B5H390 protein 6,714245518  3,292781749 7,094869433 -3,802087683 DNA segregation ATPase
FtsK/SpolllE, S-DNA-T
family
K07667|1|6.8e-
SCLAV_ Salgilanan 09]67.0|mee:DA075_0736
p0751/k D5SJZ5 protein -7,888743249  3,897934785 -4,566815154 8,464749939 5[two-component system,
dpE OmpR  family, KDP
operon response regulator
SCLAV_ Yecel ailesi 0K72|E153711|Lln|§s.§MIS 2040|
4479/cw  B5H3NO . -5,675092319  -1,891443844 -3,405300547 1,513856704 > ’ —
10 proteini peptldogl_ycan DL-
endopeptidase CwlO
K03466|1|1.2e-
SCLAV Fosforibozilamin 25|123.2|bmu:|_3mu|_0956|
3001 B5GT64 -glisin ligazi -7,440445013  -2,898786296 -3,928394883 1,029608587 DNA segregation ATPase
FtsK/SpolllE, S-DNA-T
family
SCLAV _ K17680|1|4.4e- _
01379 — D5SLS0 Plastosiyon, PetE -14,87550939  -1,095892623 -2,451343105 1,355450482 14|84.7|btr:BT_2129|twin

kle protein
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Tablo EK6.2. Tagima ile iliskili farkl1 ifade olan genler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
ABC tipi Fe3+ K02011|1/1.2e-
SCLAV_ tasima sistemi, 292|1010.4|sclf:BB341_0
4935 E2PW18 gecirgenlik 11,13506795  4,008988783 7,857980995 -3,848992212 4260firon(I1l) transport
bileseni system permease protein
K02004|1/4.1e-
SCLAV ABC tastyict ile 235|818.9JSC|f:BBS41_13
2953 B5GZT2 iligkili protein 10,56128795  4,906890596 7,378511623 -2,471621028 810|putative ABC
transport system permease
protein
K02351|1/8.2e-
SCLAV_ ggppkp  Integral 1347104009  8,469641817 0,068778278 -0,599136461 156[555.1/spri:SPRI_6333
0509 membran protein |putative membrane
protein
K02003|1|1.1e-
SCLAV ABC tastyici, 142|511.1_|SC|f:BBB41_13
2954 B5GZT3 ABC tagtyict ile  12,0317012 6,392317423 9,199426968 -2,807109545 805|putative ABC
iliskili protein transport system ATP-
binding protein
K03305|11.2e-
SCLAV Di-tripeptid 222|777.7|srn:A4G23_020
2165 B5GXT5 tastyict 11,36194377 7,981281854 9,011227255 -1,029945401 66|proton-dependent
oligopeptide transporter,
POT family
K02012|1|2.4e-
SCLAV ABC tipi Fe3+ 196|_689.9|sc|f:BBB41_04
1936 E2PW19 tagima sistemi, 15,21515377  9,731319031 11,03871327 -1,307394236 255|iron(l11) transport
periplazmik system substrate-binding
bilesen protein
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Tablo EK6.2. Tagima ile iliskili farkl1 ifade olan genler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
SCLAV_ oppeq  Mnteeral 13756556320 0,289557848 1054930337 -1,25974552 :
0787 membran protein
SCLAV TrkA-C alani K07228|1|2.1e-
5150 E2PY48 igeren protein- 14,36461347 8,611393726 9,526694846 -0,91530112 83|313.5/sclf:BB341 032
potasyum tagiyict 40[TrkA domain protein
SCLAV_ popgye  Pulatifmembran ;4 07697408 -6,011652005  -7,698129637 1686477633 :
5697 protein
Putatif ABC K16014[1]0.0e+00[2362.8]
SCLAV_ tastyict ATP sclf:BB341_14275|ATP-
2856 E2PVL5 baglayici protein  2,934683555 2,580157517 4,648597412 -2,068439895 binding cassette,
(cydD) ve gegirgenlik subfamily C, bacterial
bileseni CydCD
K07738|19.2e-
SCLAV_ Transkripsiyonel 93|344.7|sclf:BB341_054
4683 B5GW54 paskilayici, NrdR 2,638340844 2,688231941 3,590056278 -0,901824337 g5(transcriptional
repressor NrdR
K13668]|1|1.5e-
SCLAV_ ggi1gg  Integral  .3.066262258  -4,072520946 -9,0452136 4,972692654 45[189.1stre:GZ1._06384|
2087 membran protein phosphatidyl-myo-inositol
dimannoside synthase
K11904|1|1.3e-
SCLAV_ pegypp  Hiereyilizeyi 1675759001 1,658351759 -3,314446514 4,972798272 23(116.3jyro:CH64_3139]t
5410 protein, Bakir- ype VI secretion system

baglayici protein

secreted protein VgrG
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Tablo EK6.2. Tagima ile iliskili farkl1 ifade olan genler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi nun[l)arm Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
glléeniim tasima K102341]1.9e-
oran tas 190/670.2|sclf:BB341_17
SCLAV_ proteini, Seker .
B5H185 -2,658948812  -2,425711299 -4,587404758 2,161693458 890Jalpha-glucoside
2086 ABC tastyict
) ; transport system permease
gecirgenlik -
- protein
protein
. K13668]|1|1.5€-
SCLAV_ pgij1gs  Integral _ .3,066262258  -4,072520946 -9,0452136 4,972692654 45[189.1|stre:GZL._06384]
2087 membran protein phosphatidyl-myo-inositol
dimannoside synthase
K03466]1|9.0e-
SCLAV Hiicre ylizeyi 17|93.6|bmj:BMULJ_023
1862 B5GV88 protein, Bakir- -6,58757006 -5,695936668 -7,624406828 1,928470161 08|DNA segregation
baglayici protein ATPase FtsK/SpolllE, S-
DNA-T family
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Tablo EK6.3. Siderefor ile iligkili farkli ifade olan genler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
K02013|1/5.2e-
Siderofor 32|143.7|bsau:DWV08_1
SCLAV_ tkil tei 0890liron complex
1947-  E2Q412 CIKIICSCN PIOTEIN 14 11374217 12,84268426 9,523953939 3,318730322 P
sidE tr_ans_port system ATP-
binding protein
[EC:3.6.3.34]
K02343[1|7.9e-
SCLAV_ Sitokrom C 14|83.6|salf:SMD44_0411
3543 B5GWC2 montaj protein 4,168704212 3,147227816 4,379663169 -1,232435353 O|DNA  polymerase Il
(ccsB) subunit gamma/tau
[EC:2.7.7.7]
Tablo EK6.4. Kemotaksis ile iligkili farkli ifade olan genler
Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi numaras Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
Metil kabul eden K02519|1]4.9e-
SCLAV_ poskye  Kemositaksi g 17506 0743278 10,013971 -0,729307 09[67.0lrrz:CS378_01410)
p1093 duyusal translation initiation
transdiiser factor IF-2
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Tablo EK6.5. TCS ile iliskili farkli ifade olan genler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
K07696|1/5.9e-
SCLAV Iki bilesenli 39|166.4|pmw:B2K_0886
1381 B5GUZ0 sistem yanit 11,89708913 7,8703647 8,6780719 -0,807707 Oltwo-component system,
regiilatorii NarL family, response
regulator NreC
K02483|1|1.1e-
SCLAV Iki bilesenli 132|478.0|sclf:BB341_14
2807 B5GWL4  sistem yanit 11,72366094  9,5493996 10,579316 -1,029916 510|two-component
regiilatorii system, OmpR family,
response regulator
K07664|1|1.3e-
SCLAV Putatif iki 48|198.7|pspu:NA29_036
2045 E2Q577 bilesenli sistem  1,73956062 -0,401113 0,3033961 -0,704509 10|two-component
yanit regiilatorii system, OmpR family,
response regulator BaeR
K07692|1|7.5e-
SCLAV iki bilesenli 40|169.5|mta:Moth_0975|t
- B5GYG3 transkripsiyonel ~ -11,70043972  -1,61696 -1,071994 -0,544966 wo-component  system,
5389 e :
regiilator, LuxR NarL family, response
ailesi proteini regulator DegU
K02483|1|2.1e-
SCLAV Iki bile_seqli 65|254.2|rop:ROP_pROB
p1461_ B5GLT5 transkripsiyonel  -11,22761594  -3,605564 -2,213595 -1,391969 01-01890|two-component

regiilator, kanatl
eliks ailesi

system, OmpR family,
response regulator
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
K18955|1|1.6e-
SCLAV WhiB ailesi 68]263.8]slv:SLIV_20395|
2573  E2QoRg  Uanskripsiyonel g 51537604 -1,83010177 -4,584924386 2754732615 WhiB family
(WhlA) regiilator, WblA transcrlptlo_nal regulator,
redox-sensing
transcriptional regulator
K13633|1/8.1e-
SCLAV AdpA 84/316.2lvma:VAB18032
- _10960|AraC family
1957 B5SH1M7 -15,10938178  2,212246894 0,72130672 1,490940174 L
(adpA) transcr!pt!onal regu_lator,
transcriptional  activator
FtrA
K18955|1/6.7e-
SCLAV WhiB a_lile_si 44|181_.4|kab:B7C62_25_2
4100 ~ B5GQD1  ranskripsiyonel s 000705061 1011350143 1,903573212 0,007785931 A0[WhiB family
(WHIE) regiilator transcrlptlo_nal regulator,
redox-sensing
transcriptional regulator
K18958]1/5.7e-
Transkripsiyonel 65/251.9|sclf:BB341_084
SCLAV_ sgoee  regtlatdr WhiB g 135760579 0,510683012 1,765384356 -1,245701343 SO[WhiB family
4054 transcriptional regulator,

redox-sensing
transcriptional regulator
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
Transkripsiyonel K18955|1|3.1e-
regiilator WhiB 60|236.1|sclf:BB341 089
SCLAV_ BsGTUS 2,078603147  -2,756944111  -3,462333336 0,705389225 BSIWhIB family
3950 transcriptional  regulator,
redox-sensing
transcriptional regulator
ignzlli?isp?sni;onel KO2479[1[L 4e-
SCLAV_ Alator. LuxR 28|131.7|xcv:XCV2153[t
3699 ~ B5GYVL -3,10871468  -0,231157148 -2,937861858 2,706704709 wo-component  system,
(bldm) ailesl, I d NarL family, response
bilesenli sistem
I regulator
yanit regiilatorii
SCLAV AdsA, RNA K03088|1/1.3e-
2349 polimeraz sigma 155|554.3|sclf:BB341_16
(adsA/bl B5H2H8 faktor 70, ECF  -4,858580245  0,584762778 -1,702238216 2,287000995 6_60|RNA polymerase
dN) alt ailesi sigma-70  factor, ECF
subfamily
DNA baglayici
SCLAV_ protein, MerR
3110 B5GT44 ailesi -0,910639783  -0,556304567 -1,508515384 0,952210817 -
(bldC) transkripsiyonel
regiilator bldC
Belirli olmayan K12132|1|1.1e-
gfé%v— serin/treonin 72|278.9|tcg:Tcur_4168|e
34673 E2Q133 protein kinazi 13,11926538  5,786596362 10,16616308 -4,379566721 ukaryotic-like _
(afsK-g) serine/threonine-protein

kinase
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi nun[l)arm Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
DNA baglayici K02343|1|1.6e-
SCLAV_ protein 06|58.2|salf:SMD44_0411
0719 B5GWZ7 -0,428885189  -1,121397716 -0,927533562 -0,193864154 O|DNA  polymerase 1l
(bldD) subunit gamma/tau
[EC:2.7.7.7]
Transkripsiyonel
e K22463|1|1.8e-
ggi_éw_ ;;ibr‘f“’;’m Sead: 187|660.2/scIf:BB341_16
E2Q7H7 ar% g -2,951760237  -5,416399681 -5,464937052 0,04853737 850|2-0x0-3-
(arpAlsc biitrolakton
. (phosphooxy)propyl  3-
bA) biyosentez
L oxoalkanoate synthase
proteini
Biitrolakton K03723|1|7.6e-
SCLAV_ otoregiilator 18|96.3|ncy:NOCYR_466
p0894  QB84E47 reseptor protein  -14,44436787  -1,007005907 -0,771721542 -0,235284365 5|transcription-repair
(brp) coupling factor
(superfamily 11 helicase)
AfsR/SARP K01990|1|7.7e-
SCLAV_ ailesi yol spesifik 41]172.9|sesp:BN6_53560
0477 E2Q9D3 regiilasyon -0,468737498  -0,666551896 -1,946582453 1,280030557 |ABC-2 type transport
(afsR) proteinleri system ATP-binding
protein
SsgA,
SCLAV sporlamanin ve
0768  E2PV97 hlfcfe . -0,343157229  -2,8325865 -2,879618348 0,047031848 -
boliinmesinin
(ssgA) .
protein
diizenleyicisi
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi ¥ maradl Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
GntR ailesi K03710[1|1.4e-
SCLAV_ poagys  transkripsiyonel ;51640763 0379078361 0,745455902 -0,36637754 46[191.8Jahg:AHOG_195
3860 regiilator 65|GntR family
transcriptional regulator
Olasi DNA KO03711|1/|7.8e-
SCLAV baglayici protein O7|60.5|orn:DV701_012_6
00758 B5GN70 -15,09436639  -2,596514557 -2,962509433 0,365994876 5|Fur family
transcriptional  regulator,
ferric uptake regulator
Transkripsiyonel K19587|1|2.0e-
SCLAV regiilator, o 08|64.3|phh:AFBOO_10§7
01581 D5SMB9 BadM/Rrf2 ailesi -14,70081898  -1,926855614 -1,603609839 -0,323245775 5|Rrf2 family
transcriptional regulator,
repressor of ogxAB
Arsr2 K03892|1|1.3e-
48|197.6|srw: TUE45_050
SCLAV 59|ArsR _ family
00607 B5GTM7 -13,80342483  -3,601301008 -3,377160077 -0,224140931 transcriptional  regulator,
arsenate/arsenite/antimoni
te-responsive
transcriptional repressor
PadR benzeri aile K10917|1/5.8e-
SCLAV transkripsiyonel 24|116.3|_axe:P40_1.40.00|P
01175 — B5H127 regiilator -13,75447 -1,520251317 -1,333457139 -0,186794178 adR family transcriptional

regulator,
protein AphA

regulatory
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi nun?aram Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
SCLAV Transkripsiyonel K03710|1|4.0e-
p0239  Dssliy  esllatdnTraR o yq 56a77401 0830526561  -1,927728631 1,09520207 84316 6jsv1:Strvi_9022|G
ntR family transcriptional
(traR)
regulator
AraC ailesi K14063|1|4.1e-
diizenleyici 17/94.4|pset: THL1_3182]
SCLAV_ pogups  Proteini 113551076417  -4,151014608 -10,18883607 6,037821465 AraC family
p0166 transcriptional  regulator,
positive regulator of tynA
and feaB
AraC ailesi K07506|1|1.3e-
SCLAV_ ggenys  ranskripsiyonel ;5 10007975 .0,220908291 0,623997849 -0,85390614 15/89.0|ppw:PputW619_2
3441 regiilator 736/|AraC family
transcriptional regulator
IcIR ailesi K02624|1]6.7¢e-
SCLAV_ hesygq  transkripsiyonel ;416934097 _1,16866032 -2,776185618 1,607525298 10170.1jpmad:BAY61_09
p0568 regiilator 170|IcIR family
transcriptional regulator
Yanit regiilatorii K13419|1]|2.5e-
SCLAV_ transkripsiyon i i i i 87|327.0|roa:Pd630_LPD
3505 E2Q279 faktorii 12,80755618 1,660987501 1,224943726 0,436043776 06849]serine/threonine-
protein kinase PknK
GntR ailesi K03710|1/6.8e-
SCLAV_ gopyjq  transkripsiyonel ;5 75709001 .2.45132832 -0,406450828 -2,044877492 25[119 8[fsy-FsymDg_126
1025 regiilator 7|GntR family

transcriptional regulator
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
GntR ailesi K11475|1/5.2e-
transkripsiyonel 16]90.1|pde:Pden_3536|G
SCLAV_ gsgyge  regtilatdr -12,71145189  -0,95907124 0,194274634 0764796606 MR family transcriptional
5384 regulator, vanillate
catabolism transcriptional
regulator
Transkripsiyonel K10947|1/6.3e-
SCLAV rt_:giil_at(')r, PadR 47|191.8_|kf|:Kfla_1_09_6|Pa
00596 B5GTL5 ailesi -12,67330908  -1,207742671 -2,398348603 1,190605933 dR family transcriptional
regulator, regulatory
protein PadR
Transkripsiyonel K18476|1|2.7e-
regiilator, TetR 13|81.3|scy:SCATT_p047
SCLAV_ hookpe  allesiproteini 45 66429504 -0,606571701 0,042486804 -0,649058505 SO[TetR/ACrR — family
p0892 transcriptional regulator,
tetracycline repressor
protein
Transkripsiyonel K07110|1|7.6e-
SCLAV regiilator 08|63.2|r_nsI:MsiI_3.15.8|X
00530 — B5GRHO -12,60686784  0,271183075 0,145930921 0,125252154 RE family transcrlptlon_al
regulator, fatty  acid
utilization regulator
GntR ailesi K03710|1|2.6e-
SCLAV_ pggygo  lranskripsiyonel 15 10460562 -0,04726405 0,314961567 -0,362225617 27|127.9sle:sle_20770/Gn
2721 regiilator tR family transcriptional

regulator
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
Olast
transkripsiyonel K21471|1|4.9e-
SCLAV_ goquuy  DaskilayiVTeR 15 45789384 -2,020141765  -1,797006567 0223135108 _0I70-L|cceu:CBR64 041
5570 ailesi 60|peptidoglycan DL-
transkripsiyonel endopeptidase CwlO
regiilator
Olasi K16137|1|4.8e-
transkripsiyonel 36/156.4Jamyb:BKN51_3
SCLAV_ gogwqy  regtilatdr -12,39302668  -2,38260942 10,326156218 2,056543202  OOOITER/ACIR  family
5454 transcriptional regulator,
transcriptional  repressor
for nem operon
AraC ailesi K14063|1|3.9e-
transkripsiyonel 12|77.8leno:ECENHK_10
SCLAV_ poosyg  regilatdr 112,169925  -0,874156067 0,834822156 -1,708978223 280|AraC family
0064 transcriptional regulator,
positive regulator of tynA
and feaB
MarR ailesi K03712|1]8.7e-
transkripsiyonel 07|58.9|noa:BKM31_126
SCLAV_ ggglos  reetilator -12,10689005  -2,796277263 -1,402121806 -1,394155458 65MarR family
4319 transcriptional regulator,
multiple antibiotic
resistance protein MarR,;
Transkripsiyonel K15733|1]|2.8e-
SCLAV_ paqerg  TegtlatonTeR 1) 74861218  -1,163649676  -4,163649676 3 174616.7strc:AA958_12
0415 ailesi 605|dye decolorizing

peroxidase [EC:1.11.1.19]
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
LysR ailesi K09681|1]|2.0e-
transkripsiyonel 26|125.2]acts:ACWT_240
SCLAV regiilator 5|LySR_ _ family
3697 E2Q2I11 -11,95673915  -0,893344064 -1,292291861 0,398947797 transcriptional regulator,
transcription activator of
glutamate synthase
operon
LysR ailesi K21757|1|4.2e-
transkripsiyonel 26|124.0|pge:LG71_1373
regiilator 5|LysR family
SCLAV_ gsgsi7 -11,76404222  -1,692579855 -1,107617354 -0,584962501 transcriptional _regulator,
2073 benzoate and cis,cis-
muconate-responsive
activator of ben and cat
genes
LysR ailesi K11921|1]6.3e-
transkripsiyonel 28|130.2|psin: CAK95_05
SCLAV_ pgiige  regiilator -11,75905504  -2,28535019 10,15589326 -2,12945693 780LysR family
p1262 transcriptional regulator,
cyn operon transcriptional
activator
AraC ailesi K02099|1|2.1e-
transkripsiyonel 23|115.2|slo:Shew_2711|
SCLAV_ Eaqoca  reglilatdr -11,65731845  -2,499971514 -1,370760688 -1,129210826 AraC family
5400 transcriptional regulator,
arabinose operon

regulatory protein

199



Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
LysR ailesi K09681|1|7.0e-
transkripsiyonel 24|117.1|pjd:Pjdr2_1709|
SCLAV regiilator LysR o family
5692 E2Q2P8 -11,3858624 -0,438225463 0,784375652 -1,222601114 transcriptional regulator,
transcription activator of
glutamate synthase
operon
ArsR ailesi K03497|1|3.3e-
SCLAV transkripsiyonel 08|64.7|scl:sce_pseudo_0
00844 B5GMY1  regiilator -11,36577564  -0,937415463 -0,282296308 -0,655119155 2|chromosome
partitioning protein, ParB
family
Olasi1 TetR-ailesi K18476|1|2.1e-
transkripsiyonel 18|98.2|sau0:BVv401_104
SCLAV_ eoqoge  regtilatdr -11,2011707  -0,799317603  -0,66911888 0130108723 ~ LOITER/AcrR = family
5422 transcriptional regulator,
tetracycline repressor
protein
Transkripsiyonel K18954|1|5.4e-
regiilator 27|1127.1|cdn:BN940_066
SCLAV_ - g5GNes 11108148344  -2,972958981  -2,162620201 -0,81033878 SlAraC family
p0760 transcriptional regulator,
transcriptional activator of
pobA
LysR ailesi K02519|1|1.1e-
SCLAV_ Bopapr  Uanskripsiyonel g 6j305184 3169490114 -1,454848105 1714651008 LOI928kab:B7C62 2772
p1262 regiilator 5|translation initiation

factor IF-2
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
Olas K21405(1|1.2e-
transkripsiyonel 34|152.9]bkw:BKAM31D
regiilator _16385|sigma-54
SCLAV_ " £50oN7 -10,62021983  0,116182106 -2,581300836 2,697482942 dependent - transcriptional
5681 regulator, acetoin
dehydrogenase operon
transcriptional  activator
AcoR
SARP ailesi K22894|1|3.3e-
transkripsiyonel 34|152.1|nfr:ERS450000_
SCLAV_ - pogwpe  regtilatdr 11026561505  -2,673158009 -3,458260124 0,785102115 04489ISARP —  family
p0084 transcriptional regulator,
regulator of embCAB
operon
Olasi K21449|1|5.5e-
SCLAV_ poopg  transkripsiyonel ;5530600 2731437795 0,248483453 2482954341 58|231.9jaun:AWM73_05
5602 aktivator srcap- 835|trimeric
benzeri protein autotransporter adhesin
S s o
- lyosentezi 3laun: |
?slt;% D5SL15 transkripsiyonel -8,924812504  4,820336574 3,444784843 1,375551731 835trimeric
aktivatorii StaR autotransporter adhesin
LuxR yanit K07693|1|1.2e-
SCLAV regiilator alicisi 104|384.4|sclf:BB341_25
0472 E2Q9C8 -4,403958672  -3,50385652 -4,387787991 0,88393147 510jtwo-component
system, NarL family,

response regulator DesR
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
Olas1 LuxR-ailesi K21685|1|3.8e-
transkripsiyonel 152|542.7|sclf:BB341_04
SCLAV_ gopyyyy  regtilatdr -4,070484181  -8,332260378  -4,577372876 3754887502 OSolLuxR family
4985 transcriptional  regulator,
regulator ~ of  acetate
metabolism
Oligoriboniikleaz K13288|1|2.1e-
orn B5H1M6 -4,13463501 0,753662756 0,669417289 0,084245467 109|400.2|sclf:BB341_18
550|oligoribonuclease
Olas1 gliserol K13641|1|8.6e-
SCLAV operon regiilator 31|139.A_f|aac:Aaci__25_31|Ic
0876 E2PWCO protein, IcIR- -3,679629827  0,448337063 -0,290971282 0,739308345 IR family transcriptional
ailesi regulator, acetate operon
repressor
Olast DNA K21686(19.8e-
baglayici protein 07]59.7|buj:BurJv3_0219|
SCLAV_ BsGyms 3458230318  -1764920623  -2,542852396 0777931773 XRE family
1107 transcriptional regulator,
fatty acid utilization
regulator
TetR-ailesi K09017|1|1.0e-
SCLAV_ gopzrg  UaNSKripSyOMel 3561734320  -1,383428975  -1,353100936 -0,03032804 13[82.4[cpe:CPEO029| et
1314 regiilator R/AcrR family
transcriptional regulator
Lacl-ailesi K02529|1|3.2e-
SCLAV_ pgoxps  lranskripsiyonel 545180539 0,132083099 0,161909604 -0,029826505 42[177.9|nal:B005_0256|L
2860 regiilator acl family transcriptional

regulator
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
Olasi IcIR-ailesi K13641|1|1.8e-
SCLAV transkripsiyonel 13|81.6|F05:The05__18(_)0|Ic
2049 E2Q581 regiilator -2,918001183  -2,039578903 -3,231645292 1,192066388 IR family transcriptional
regulator, acetate operon
repressor
DeoR-ailesi K03436|1|2.4e-
SCLAV transkripsiyonel 44|184.9|sth:STH7£_93|_Deo
3828 B5GSX2 regiilator -2,514382998  -0,599317516 -1,765329518 1,166012001 R family transcriptional
regulator, fructose operon
transcriptional repressor
MarR-ailesi K06075|1|5.6e-
transkripsiyonel 10|69.7|bho:D560_0898|
SCLAV_ pgggyg  reetilator -1,73244874  0,233997412 -0,988581749 1,222579161 MaR = family
3855 transcriptional regulator,
transcriptional  regulator
for hemolysin
DNA baglayici K03466|1|1.0e-
SCLAV protein 23|116.3|bmj:BMULJ_(_)2
5124 E2PY21 -1,595272177  -1,707510611 -5,482622586 3,775111974 308|DNA segregation
ATPase FtsK/SpolllE, S-
DNA-T family
Arginin K03402|1|1.2e-
SCLAV_ repressori 92|344.4|sclf:BB341_239
0797 B5H255 (ArgR) -1,407634588  -0,265177899 0,127994455 -0,393172353 60|transcriptional
(argR) regulator of arginine

metabolism
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
Olas1 anti-sigma K04757|1|1.6e-
SCLAV_ faktor rshA 68|263.8|sclf:BB341_082
4104 E2Q5G5 -1,098226028  -1,458161103 -1,234380225 -0,223780879 45|serine/threonine-
(rshA) protein  kinase = RsbW
[EC:2.7.11.1]
Histidin kinaz1 K07638|1|1.6e-
22|112.8Jasz:ASN_3020]t
SCLAV_ Bsiims 0,779615292  -0,924178565 -1,750958986 0,826780421 wo-component  system,
1959 OmpR family, osmolarity
sensor histidine kinase
EnvZ [EC:2.7.13.3]
Olasi K05346]1|1.5e-
SCLAV_ popyjpy  transkripsiyonel g 19558165 0183199406 0,613803132 -0,430603726 27]129.0/cax:CATYP_039
0698 regiilator 35|deoxyribonucleoside
regulator
rex, Redoks_ algllayan K01926|1|5.9e-
SCLAV_ E2qQ7Lg  lranskripsiyonel 001550458 1,000695069 0,559269698 0,531425371 130/468.8]sclf-BB341_16
2346 baskilayici Rex 675|red_ox_—sensmg
transcriptional repressor
AmphRI benzeri K01708|1|6.4e-
SCLAV_ transkripsiyonel 23|115.2|maqu:Maq22A_
5978 E2PZ90 regiilator 1,582109068  2,971608288 3,818793354 -0,847185066 c21660|galactarate
dehydratase [EC:4.2.1.42]
GntR ailesi K03710|1]1.8e-
SCLAV_ transkripsiyonel 137|493.8|sclf:BB341_23
0930 E2PWH4 regiilator 1,876085051 0,35236277 0,297662817 0,054699954 330/GNtR family

transcriptional regulator
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi nun[l)arm Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
MarR ailesi K02519|1]6.1e-
SCLAV_ copyxg ~ transkripsiyonel 5 256595419 0,880165785 2211720541 -1,331554756 13179.7|kra-Krad_1443}ira
4802 regiilator nslation initiation factor
IF-2
Transkripsiyonel K18352|1/|2.0e-
CUtR, diizenleyici 73|280.8|frp:AX769_0773
SCLAV_ B5GUQ3 protein cutR 2,333603408 1,915701766 2,616685032 -0,700983266 Oltwo-component system,
4788 OmpR family, response
regulator VanR
Transkripsiyonel K07738|1]|9.2e-
SCLAV_ pegowisg  baskilayiet, NrdR ) cagaineas 2688231941 3,590056278 -0,901824337 931344.7]sclf-BB341_054
4683 85|transcriptional
repressor NrdR
K15973|1/2.1e-
Diizenleyici 09]67.8|vil:CFK37_00270]
SCLAV protein MarR family
— B5GL05 2,724179439 1,525142415 2,011446527 -0,486304112 transcriptional regulator,
4319
2-MHQ and catechol-
resistance regulon
repressor
Olas1
SCLAV g::iﬁ;ﬁscllyonﬂ K02529[11 2e-
a951-  E2PWSAE R ac 2769509394  0,614475781 1,508827665 0804351884 2/[129.4Inal:B00S_0256|L
2PW33 . _ acl family transcriptional
4950 ailesi/Lacl ailesi
L regulator
transkripsiyonel
regiilator
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Tablo EK6.6. Regiilator DEG'ler

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi - Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
Transkripsiyonel K07670|1/5.6e-
SCLAV diizenleyici 53|213.0|cdt:CDHCO01_06
2379 E2Q7P6 protein cseB 3,019632466 3,626246182 3,68030408 -0,054057898 32|two-component
system, OmpR family,
response regulator MtrA
Olas1 TetR-ailesi K22108|1]4.8e-
transkripsiyonel 16|90.1|dpc:A6048_03215
SCLAV_ gggzyy  regilator 3165631057  3,04202227 3,653433995 -0,610511725 [TetR/ACrR family
2975 transcriptional regulator,
cholesterol catabolism
regulator
TetR-ailesi K21471]1]6.5e-
SCLAV_ popzsg  transkripsiyonel 5 /6057107 1201427511 1,867506353 -0,666078842 13]79.7|cceu:CBR64_041
5246 regiilator 60|peptidoglycan DL-
endopeptidase CwlO
RpiR-ailesi K11904|1]6.9e-
SCLAV transkripsiyonel 34|150.2|bac:BamMC496
3977 E2PZ17 regiilator 11,81618368  9,506605116 8,241268177 1,265336938 _6682|type VI secretion
system secreted protein
VorG
SCLAV MarR-giIe_si
1905 E2Q4EQ translkrlp5|yonel 13,7320614 11,27093768 9,808159773 1,462777906 -
regulator
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Tablo EK6.7. Sekonder metabolitler biyosentezi ile iliskili DEG'ler

Sefamisin C gen kiimesi

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi B oSt Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
bla/ Ramnozil O-
SCLAV_ metiltranferaz
4215/ E2Q5S6
CRV15_
07440
Penisilin K07258|1|0.0e+00]1365.9|
baglayici protein sclf:BB341_07725|serine-
pbpA/ PbpA type D-Ala-D-Ala
SCLAV_ E2Q5S5 0,37450741 2,131763028 3,063940692 -0,932177665 .
4214 carboxypeptidase .
(penicillin-binding protein
5/6) [EC:3.4.16.4]
CmcT proteini K08166|1|2.4e-
cmcT/ 66]258.5|shy:SHIG_3729|
SCLAV_ E2Q5S4 1,651820513  3,44671409 5,27589585 -1,82918176 MFS transporter, DHA2
4213 family, methylenomycin
A resistance protein
ocd/ Aldghit K00128|1|9.2e-
SCLAV_  B5GLAg  dehidrogenazi y agn106040 1 488271813 3,11369178 -1,625419966 250[867.8[sct-SCAT_5688
212 (NAD(+)) |aldehyde dehydrogenase
(NAD+) [EC:1.2.1.3]
Deasetoksefalosp K12744]1]8.0e-
cefE / orin C sentetaz 180|634.8|sclf:BB341_07
SCLAV_ B5GLBO 1,733642324  1,688861325 3,253526287 -1,564664962 740|deacetoxycephalospor
4211 in-C synthase
[EC:1.14.20.1
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Tablo EK6.7. Sekonder metabolitler biyosentezi ile iliskili DEG'ler

Sefamisin C gen kiimesi

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi nun‘:arm Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
cefD / Isopenisilin N K04127|1|7.5e-
SCLAV_ BsGLBL ~ °pimeraz 115120197  1,665277149 3,546635671 -1,881358522 231/804.7sclf:BB341_07
210 745|isopenicillin-N
epimerase [EC:5.1.1.17]
cmel / Ramnozil O- K18062|1|4.0e-
SCLAV_ BsgLe3 ~ Mmetiltranferaz — seqeq4904  1,702683741 3,176457612 -1,473773871 139]499.2Isclf-:BB341_07
- 750|cephamycin C
4208 ; . .
biosynthesis protein
emed/ 7-alfa-sefem- K18063|1|3.5e-
SCLAV_ B5GLB4 metoksilaz P8 1,021057635  1,574117422 3,144902498 -1,570785076 183(646.0lscl-BB341_07
zinciri 755|cephamycin C
4207 ; X .
biosynthesis protein
Deasetoksefalosp K12745|1|8.7e-
cefF / orin C 182|641.3|sclf:BB341_07
SCLAV_ B5GLB5 hidroksilaz 1,354196859  1,604260911 3,398835876 -1,794574965 760|deacetoxycephalospor
4206 in-C hydroxylase

[EC:1.14.11.26]
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Tablo EK6.7. Sekonder metabolitler biyosentezi ile iliskili DEG'ler

Sefamisin C gen kiimesi

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi nun‘:arm Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) PSPG)
3- K04128|1[5.2¢-
cmeH / hidroksimetilsefe 309|1064.7|sclf:BB341_0
SCLAV_ B5GLB6 rk“(g ransfe | 0813146992 1,089312127 2,844465175 -1,755153048 776§|hydroxymemy'
4205 arbamoiltransfe cephem
raz carbamoyltransferase
[EC:2.1.3.7]
ccaR / Pozitif regiilator K22894|1|1.3e-
SCLAV_ B5GLB7 0,252220126  0,130297639 1,441540271 11,311242632 29]135.6[nbr-031_040155]
4204 SARP family
transcriptional regulator
ORF10/ Salgilanan K02519|1]9.7e-
SCLAV_ B5GLBg  Protein 10241116049 1,827400864 3,878309569 -2,050908705 06]56.6jmno:Mnod_4618]t
4203 ranslation initiation factor
IF-2
blp/ Beta-Laktamaz K08303|1|3.1e-

SCLAV_ B5GLCO  nhibitdr Protein- 5 605509731 5 935482115 5,258636671 -2,323154556
4202 Benzeri Protein

06|57.4|sta:STHERM_c21
690|putative protease
[EC:3.4.-.-]
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Tablo EK6.7. Sekonder metabolitler biyosentezi ile iliskili DEG'ler

Sefamisin C gen kiimesi

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi B oSt Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
L-lizin 6- K03918]1/5.9-
lat/ transaminaz 264|914.8|sclf:BB341_07
SCLAV_ B5GLC1 -0,02065715 0,18208005 1,843059181 -1,660979131 785|L-lysine 6-
4201 transaminase
[EC:2.6.1.36]
N-5-amin-5- K127431/0.0e+00|7471.7|
karboksipentanoi sclf:BB341_07790|N-(5-
PCAB/ I-L-sisteinil-D- amino-5-
SCLAV_ E2Q5R1 . -0,116150603  0,415065357 2,328154765 -1,913089409
4200 valin sentetazi carbo_xypentano_yl)-L-
cysteinyl-D-valine
synthase [EC:6.3.2.26]
0chC Isopenisilin N K04126|1|5.5e-
SCLAV_ E2QsRo ~ Sentetaz! 10,023925375  -0,365364216  1,262141646 1,627505862  Lo0l685.3isclfiBB34L_07
4199 795|isopenicillin-N
synthase [EC:1.21.3.1]
Salgilanan K01286|1|7.1e-
pcbR/SC penisilin 38|164.1|cgb:cg2199|D-
LAV_41 B5GLC4 baglayici protein  -1,659147035  -0,061646684 0,829154839 -0,890801523 alanyl-D-alanine
98 carboxypeptidase

[EC:3.4.16.4]
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Tablo EK6.7. Sekonder metabolitler biyosentezi ile iliskili DEG'ler

CA gen kiimesi

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi B oSt Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
ceas? / Karboksietylargi K12673|1/0.0e+00|1135.2]
SCLAV_ E2Q5Qg ~ Minsentazl 1,179215737  1,533409205 2,092511585 -0,559102381 scl:-BB341_07805|N2-(2-
4197 carboxyethyl)arginine
synthase [EC:2.5.1.66]
Karboksietyl- K12674|1|4.7e-
bls2/SC arginin beta- 294|1015.0|sclf:BB341_0
LAV_41 B5GLC7 laktam sentazi 0,972189833 1,87076818 2,645230674 -0,774462494 7810|(carboxyethyl)argini
96 ne beta-lactam-synthase
[EC:6.3.3.4]
Proklavaminat K12676|1]|9.5e-
pah2/SC amidinohidrolaz 181|637.9|sclf:BB341_07
LAV_41 B5GLCS8 1,033543997 1,78264087 2,610851012 -0,828210142 815|proclavaminate
95 amidinohydrolase
[EC:3.5.3.22]
as2/SC Klavaminat K12675|1|1.5e-
LAV 41 Q53939  Sentas 0,257894097  0,767705665 1,416062301 -0,648356636 149[534.3}sclf:BB341_13
94 950|clavaminate synthase
[EC:1.14.11.21]
Arginin K00620|1]1.3e-
oat2/ b!yosen_tezi 219|767.3|sclf:BB341_07
SCLAV_ E205Q4  Difonksiyonel -, gac) 3553 .0,060554709 0,804210472 -0,864765181 825/glutamate N-

4193

proteini ArgJ

acetyltransferase / amino-
acid  N-acetyltransferase
[EC:2.3.1.352.3.1.1]
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Tablo EK6.7. Sekonder metabolitler biyosentezi ile iliskili DEG'ler

CA gen kiimesi

Gen willrot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi nun‘:arm Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)

oppAL/ ABC tipi dipeptit K02035(1|0.0e+00|1144.0|

SCLAV_ E2Q5Q3  @simasistemi, 4 a3361149 1301362036 1,866669169 -0,565307132 sch-BB341_07830jpeptid

4192 pgrlplazmlk e/nickel trgns_port syst.em

bilesen substrate-binding protein

clar/ Transkripsiyonel K02519|1|2.7e-

SCLAV_ 0p603g  KtvatdrClaR 4570700711 0,680173132 2763186686 -2,083013555 241118 6fri:Frakullc_110

4191 2|translation initiation
factor IF-2

cad/ Klavaldehit K12677|1|1.9e-

SCLAV_ BsgLD3 ~ denidrogenaz 4 gqo55005 2081517458 2,432702095 -0,351184636 131473 8[sclf:BB341_07

4190 840|clavulanate-9-
aldehyde reducatase

cyp/ Sitokrom P450- K17876|1|1.2e-

SCLAV_ B5GLD4 Y2 -0,053663031  1,64156869 2503841639 -0,862272949 85[322.4jsct: SCAT_0296|

4189 pentalenic acid synthase
[EC:1.14.15.11]

fd/

SCLAV_ E2Q5P9 Ferredoksin

4188
K21471|1]2.3e-

cpe/ Sefalosporin 18|99.0|cceu:CBR64_041

SCLAV_ B5GLD6 P -0,817872036  1,251250802 2,136684939 -0,885434136 60|peptidoglycan DL-

esterazi ¢
4187 endopeptidase CwlO

[EC:3.4.-.-]
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Tablo EK6.7. Sekonder metabolitler biyosentezi ile iliskili DEG'ler

CA gen kiimesi
Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC
ismi W aradl Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology
vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) pSPG)
Integral K15268|1|4.2¢-
orfl3/ membran protein 190|669.1|sclf:BB341_07
SCLAV_ Q8KRB6 DUF6 -0,662916106  1,630635357 2,523863025 -0,893227668 860|0-
4186 acetylserine/cysteine
efflux transporter
orfla/ Asetiltrapsfe_raz K02519|1|1.9e-
SCLAV_ Q8kRB5 ~ CNATallesl ) 511044201  1,647013715 2,348467452 0701453737 L7199:5050v:BIH19_2910
4185 proteini 5|translation initiation
factor IF-2
oppAZIS ABC tipi dipeptit K02035]L{0.0+00[1157.1]
CLAV 4 Q8KRB4  @Imasistemi, 29593000 2951721125 3,822698277 -0,870977152 scli-BB341_07870]peptid
183 c;ozuc_u_baglaym e/nickel transport system
proteini substrate-binding protein
orf16/ DUF482 ala_nl K09919|1|1.8e-
SCLAV_ BSGLEQ  lSerenprotein 551603195 2547318296 3,44764888 -0,000330584 232/810.1jsclf:BB341_07
4182 875|u_ncharacter|zed
protein
K22847|1]4.4e-
gcas 43|181.0ja0i:AORI_5322|
Biotin S-sulfo-L-cysteine
/SCLAV E2Q5P2 K . -1,308553144  2,131890924 2,86661989 -0,734728965
4181 arboksilaz syn_thase (3-phospho-L-
- serine-dependent)
[EC:2.8.5.1]
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Tablo EK6.7. Sekonder metabolitler biyosentezi ile iliskili DEG'ler

CA gen kiimesi

Gen Uniprot log2FC log2FC log2FC log2FC

ismi W aradl Protein iiriinii  (AadpA (pSPGadpA vs (pSPG vs (pSPGadpA vs KEGG Orthology

vs NRRL3585) NRRL3585) NRRL3585) PSPG)

obpA/ Penisilin K05364|1|3.4e-

SCLAV_ Q8KRB1  Paglayierprotein o jo110559 0205612411 0,82418412 -0,618571708 281/972.2|sclf:BB341_07

4180 PBP 885|p_en|C|II|n-b|nd|ng
protein A

pbp2/ Penisilin K05515|1|0.0e+00|1117._4|

SCLAV_ Q83zsg  Paglayierprotein 515040044 066038466 -0,516931498 -0,143453161 sgu:SGLAU_11885]penic

4179 illin-binding  protein 2
[EC:3.4.16.4]

or120) Sitokrom P450 K19106/1[2.26-

SCLAV_ E2Q5N9 4228223642  -3,488286481  -3,15100414 0,337282342  (0l271.blami:Amir_4596)

1178 nocardicin  N-oxygenase
[EC:1.14.13.-]

Putatif RNA K03088]1[6.7e-

orf21/ polimeraz sigma 111|405.2|sclf:BB341_07

SCLAV_ BIPR38 faktori 11141679753  -3,603016336 -2,798412025 -0,804604311 900RNA  polymerase

4177 sigma-70  factor, ECF
subfamily

HK/ Histidin kinazi

SCLAV_ BIPR39

4176

RR/ Putatif iki

SCLAV_ B2LX15 bilesenli sistem

4175 yanit regiilatorii
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