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OZET

Antibiyotik  direnci sorunu hizla popiilerlik kazanmasina ragmen,
antibiyotiklerin medikal ve biyoteknolojik Onemi tartisilamaz. Ticari ve medikal
amagcl kullanilan antibiyotiklerin yaklasik %75 ini iiretebilme kapasitesine sahip olan
Streptomycetes’ler, bu yetenekleri sayesinde en dikkat ¢eken mikroorganizmalar
arasindadir.

Bir Streptomyces tiirii olan Streptomyces coelicolor en az 5 farkli antibiyotigi
sentezleyebilme yetenegine sahip olup genetik calismalarda siklikla model organizma
olarak kullanilmaktadir. Antibiyotik ve diger ikincil metabolitlerin {iretimi, besin
kithgr gibi stres faktorleriyle aktive olan “sinirlandirilmis cevap” mekanizmasi
tizerinden artirilabilir. Siirlandirilmis cevap, ortamda yeterli besin bulunmamasi
durumunda, mikroorganizmalarin alarmon (ppGpp ve pppGpp) iireterek metabolik
durumlarinin yeni kosullara adaptasyonu saglayacak sekilde yeniden diizenlenmesini
tetikler. RelA, hiicresel (p)ppGpp seviyesinin artirilmasinda gorev alan faktdrlerden
birisidir. Bu ¢aligsma kapsaminda, ilgili gen ¢ok kopyal1 ve gliserolle uyarilabilir bir E.
coli — Streptomyces mekik vektoriine (pSPG) klonlanarak yaban tip S. coelicolor A(3)2
hiicresine aktarilmis ve rekombinant susta antibiyotik iiretimi OSlgiilerek re/4’nin
yiiksek diizeyde ifadesinin ikincil metabolizma iizerindeki etkisi aragtirilmigtir.

Bilgimiz dahilinde bugiine kadar yapilmis re/4 genine ait ekpresyon ¢alismalari
bu genden yoksun mutant susun komplementasyonunu baz alan c¢aligmalardir. Bu
caligmada elde edilen rekombinant sus, zengin besiyerinde yiiksek diizeyde rel4 ifade
edebilen ilk sus olmasi bakimindan bilimsel literatiir i¢in degerli olacaktir. Ayni
zamanda, RelA’nin ikincil metabolizmaya etkisinin daha detayli ¢aligilacagi diger
arastirmalar i¢in de materyal ve On bulgular saglamasi calismanin Onemini

artirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Smirlandirilmis cevap, Alarmonlar, RelA, E. coli,

Streptomyces coelicolor, antibiyotik iiretimi.



SUMMARY

The medical and biotechnological importance of antibiotics is indisputable
despite of the rapid rice in popularity of antibiotic resistance crisis. Approximately 75
% of commercially and medically useful antibiotics are sourced from the genus
Streptomyces and they are among the most prominent microorganisms with their
antibiotic-producing capacities.

Streptomyces coelicolor, a member of the genus Streptomyces, can synthesize 5
or more different antibiotics and it is frequently used as the model organism in genetic
researches. Production of seconder metabolites including antibiotics can be enhanced
upon “stringent response” mechanism induced by stress factors like nutrient
deprivation. With the lack of enough nutrient in the environment, stringent response
prompts microorganisms to rearrange the cellular metabolic status by alormone
(ppGpp ve pppGpp) production for adaption into this new condition. relA is one of the
main factors responsible for alarmone accumulation. This gene was cloned into a
multicopy, glycerol-inducible E. coli — Streptomyces shuttle vector (pSPG) and
introduced into wild-type S. coelicolor A(3)2. Then the effect of rel4 overexpression
on secondary metabolism was investigated by measuring antibiotic production in
recombinant strain.

To our knowledge, researches have focused on complementation of the mutant
strain lacking rel4 gene so far. The recombinant strain obtained in this study will be
valuable for scientific literature since it is the first example that overexpress rel4 gene
in rich medium. Moreover, by providing materials and preliminary findings for the
future studies regarding the effect of RelA on secondary metabolism increases the

importance of this study.

Key Words: Stringent response, Alarmones, RelA, E. coli, Streptomyces

coelicolor, antibiotic production.
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CDA :  Kalsiyum bagimli antibiyotik
DAM :  Deoksiadenozin metilaz

DnaB :  DNA helikaz

DnaG :  DNA primaz enzimi

dk :  Dakika
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KCl : Potasyum kloriir

KOAc :  Potasyum asetat

KOH : Potasyum hidroksit
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1. GIRIS

Filament formunda olmalari ve kiif benzeri ¢cogalma mekanizmalar1 bakimindan
mantarlarla ¢esitli benzerlikler gésteren Streptomycetes’ler, genetik materyallerinde
yiiksek GC igerigine sahip, Gram-pozitif, toprak bakterileridir. Bu siradisi
mikroorganizmalar, tibbi veya endiistriyel agidan oldukc¢a Oneme sahip pek c¢ok
biyoaktif sekonder metabolitin iiretimini ger¢eklestirmektedir [1], [2].

Bir Streptomyces tiirii olan Streptomyces coelicolor en az 5 farkli antibiyotigi
sentezleyebilme yetenegine sahip olup genetik calismalarda siklikla model organizma
olarak kullanilmaktadir. Antibiyotik ve diger ikincil metabolitlerin {iretimi, besin
kithgr gibi stres faktorleriyle aktive olan “sinirlandirilmis cevap” mekanizmasi
tizerinden artirilabilir. Sinirlandirilmis cevap, ortamda yeterli besin bulunmamasi
durumunda, mikroorganizmalarin alarmon (ppGpp ve pppGpp) iireterek metabolik
durumlarinin yeni kosullara adaptasyonu saglayacak sekilde yeniden diizenlenmesini
tetikler. RelA ve SpoT, hiicresel (p)ppGpp seviyesinin artirilmasinda gorev alan iki
temel proteindir.

Tim gelismelere ragmen bakteriyel enfeksiyonlarin her yil yaklasik 17 milyon
insanin dliimiine neden oldugu diisiiniiliirse, ikincil metabolizma regiilasyonunun tam
olarak anlagilabilmesi antibiyotik gibi dikkat ¢ekici sekonder metabolitlerin daha
verimli bir sekilde iiretilebilmesine olanak taniyacaktir [2]. Bu yiizden bu ¢alisma
kapsaminda, sekonder mekanizmanin kontroliinde aktif rol oynayan RelA proteinin
yiiksek diizeyde ifadesinin antibiyotik iiretimi {izerinden sekonder mekanizmaya ve

bakteriyel bliylimeye etkisi arastirilmistir.

1.1. Tezin Amaci, Katkis1 ve Icerigi

Streptomycetes’ler her ne kadar farkli sekonder metabolitler (antiviraller,
immiinosupresifler ve tiimor karsiti metabolitler gibi) tiretebiliyor olsa da muhtemelen
en fazla antibiyotik iiretim yetenekleri sayesinde dikkat ¢gekmektedir [2]. Oyle ki her
Streptomyces tiirii o tiire spesifik olan birkag farkli antibiyotigi tiretebilir ve bu durum
ticari ve medikal amaclarla kullanilan antibiyotiklerin yaklasik %75’ini iiretebilen
Streptomyces’leri ozellikle tip ve genetik gibi alanlarda 6nemli bir noktaya

tasimaktadir [3], [4].



Ayrica bu mikroorganizmalarim  sahip oldugu yolaklarin  ¢ogunun
antimikrobiyal, antitlimor ve enzim inhibitorleri gibi sekonder (ikincil) metabolitlerin
tretimiyle iliskili oldugu bilinmektedir [3]. Metilenomisin (Mmy), kalsiyum bagimli
antibiyotik (CDA) ve aktinorhodin (Act) gibi antibiyotiklerin sentezinde énemli bir
yeri olan S. coelicolor, genetik caligmalarda sik¢a yararlanilan bir Streptomyces
tiriidiir ve en az 5 farkli antibiyotigi iiretebilme 6zelligiyle antibiyotik iiretiminin
regiilasyonu i¢in siklikla model organizma olarak tercih edilmektedir [2], [4], [5].

Bu tez caligmasi kapsaminda alarmon iiretimi {izerinden ikincil metabolizmanin
diizenlenmesinde Onemli rol oynayan rel4 geninin ¢ok kopyali bir plazmitle S.
coelicolor hiicresine aktarilarak, bu geni yliksek diizeyde eksprese edebilen bir
rekombinant sus olusturulmasi ve bu susta antibiyotik iiretiminin ve bakteriyel

biliylimenin 6l¢iilmesi amaglanmustir.



2. ALARMON URETIMININ SINIRLANDIRILMIS
CEVAPTAKI YERI

Mikroorganizmalar yagsamlarini devam ettirebilmek i¢in, ¢evrelerinde olup
biteni algilamak ve hiicresel sistemlerini tehdit eden bir durum s6z konusu oldugunda
ona karsi tedbir almak zorundadir. Sinirlandirilmis cevap mekanizmasi bu agamada
devreye girmekte ve antibiyotik sentezi de dahil bir ¢ok hiicresel siireci yeniden
yapilandirarak hiicrenin bu yeni kosula uyum saglamasini tesvik etmektedir.
Bakteriyel enfeksiyonlarin giiniimiizde hala ciddi saglik problemleri arasinda yer
aldig1 diisiiniiliirse, antibiyotik {iretimini tesvik eden mekanizmalarin aydinlatilmasi
hayati onem tasimaktadir. Bu kapsamda sinirlandirilmis cevap ve alarmonlar
arasindaki etkilesimlerin daha fazla arastirilmasi, Streptomyces coelicolor (S.
coelicolor) bakterisinin ikincil metabolizmasinin aydinlatilmasinda 6nemli 6l¢iide

katki sunacaktir.

2.1. Smirlandirilmis Cevap Mekanizmasi

Birbirinden oldukga farkli nislerde barinabilen bakteri hiicreleri, ortam kosullar
onlar1 tehdit etmeye basladiginda ilk etapta zorlansalar bile kisa siirede devreye giren
ve ¢ok sayida diizenleyici (regiilatdr) mekanizma barindiran adaptasyon yetenekleri
sayesinde bu kosullarla basa ¢ikabilirler [6].

Adaptasyon siirecinde mikroorganizmalar, bulunduklar1 ortamdaki degisimleri
bir dizi algilama sistemiyle (sensory systems) farkedip, iliskili hiicresel yolaklari
uyarir ve bu sayede cesitli sekonder (ikincil) mesajcilarin tiretimini saglayarak, bu yeni
kosula uyum saglarlar [7], [8]. Ist soku veya besin kitlig1 gibi ¢evresel sinyallerin
etkisiyle stres toleransinin ve onunla alakali metabolik yolaklarin diizenlenmesi bu
duruma bir 6rnektir [7]. Stresle basa ¢ikmak adina hiicrede meydana gelen fizyolojik
degisimler (6rnegin, transkripsiyon profillerinin degisimi), “sinirlandirilmis cevap”
(stringent response, SR) olarak adlandirilmaktadir ve bu mekanizma ilk olarak

Escherichia coli (E. coli) hiicrelerinde tespit edilmistir [6], [8].

2.2. Stres Cevabindan Sorumlu Anahtar Molekiiller

E. coli hiicrelerindeki sinirlandirilmis cevap sistemi oldukg¢a hizli bir sekilde

uyarilarak, hiicrelerin logaritmik fazdan duragan faza gecirilmesi ve bu sayede



hiicresel kaynaklarin yeniden tahsisinin yanisira sahip olunan enerjinin miimkiin
oldugunca korunmasi saglanir [9]-[11]. Bu fizyolojik doniisiim siirecindeki anahtar
bilesenler, “alarmonlar” olarak adlandirilan ve 40 yi1ldan uzun zaman 6nce kesfedilen
siradis1 guanozin niikleotitleridir [9], [12], [13]. Konsantrasyonu strese bagli olarak
degisim gdsteren bu sekonder metabolitler, guanozin tetrafosfat (ppGpp) ile guanozin
pentafosfat (pppGpp)) molekiillerini igerir (ppGpp and pppGpp: bu ¢alisma boyunca
bu iki molekiil birlikte (p)ppGpp olarak isimlendirilecektir) [6], [8], [10], [14].

2.3. Alarmon Seviyesinin Hiicrenin Ekspresyon Profiline Etkisi

Alarmonlarin 6nemli bir 6zelligi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile etki
gosterebilmeleridir [12]. Ancak alarmon seviyesi, adaptasyon siirecindeki ekspresyon
profilinin belirlenmesi acisindan énemlidir. Ciinkii (p)ppGpp konsantrasyonu, genel
(global) transkripsiyon faktorii olan Lrp (leucine responsive protein) ve genel stres
cevabinda rol oynayan RpoS (alternatif sigma faktorii, 6°) regiilonlarindan hangisinin
aktive olacagmi belirler [10], [15], [16]. Bu siirecte, diisiik seviyeli (p)ppGpp, Lrp
regiilonunu uyararak aminoasit biyosentezi ve metabolizmasina iligkin ¢ok sayida
genin diizenlenmesini saglar. Boylece aktif biiyiimeyi tesvik eden kaynaklarin
stirdiirilmesi saglanir [15]. Ancak strese bagli olarak (p)ppGpp seviyesi artacaktir ve
yiiksek (p)ppGpp seviyesi, RpoS bagimli genlerin (6rnegin, besin yetersizligi,
oksidatif ve ozmotik stres cevabiyla iliskili genler) aktivasyonu iizerinden hiicresel
kaynaklarin sadece hiicreyi hayatta tutmak amaciyla kullanilmalarmi saglayacaktir.

Boylece hiicreler durgun fazda yasamlarina devam ederler [15], [17].

2.4. Alarmon Sentezinde Gorevli Enzimler

Sinirlandirilmis cevap mekanizmasi, temel olarak RelA/SpoT homolog (RSH)
ailesinin birer {iyesi olan, ¢ok domainli (multidomain) RelA ve SpoT enzimlerinin
aktif rol oynadigi yolaklar tarafindan kontrol edilir [8], [13], [18]. RelA gibi
monofonsiyonel sentetazlar E. coli gibi mikroorganizmalarda sadece sentetaz
(SYNTH) domainleri vasitastyla (p)ppGpp iiretiminden sorumluyken, SpoT gibi
bifonksiyonel sentetaz-hidrolaz enzimleri guanozin niikleotidlerin hem iiretiminde
hem de hidroliz domainleri (HD) araciligiyla degradasyonunda gorev alir. Giiglii
hidroliz ve zayif sentez yetenegi bulunan SpoT enzimi, bir GTP-baglanma proteini

olan CgtA ile etkilesim kurar ve bu sayede muhtemelen besin kitlig1 gibi bir sorun



bulunmuyorsa enzimin hidroliz yetenegi arttirilir [19]. Ayrica bu o&zellik RelA
tarafindan iiretilen alarmon seviyesini dengeleme acisindan da elzemdir [13], [18].
Ciinkii ppGpp birikiminin replikasyonu durdurdugu ve hiicre dongiisii kontol{inii
bozdugu, boylece E. coli ve Pseudomonas putida gibi hiicrelerde re/4’nin yiiksek
seviyede ifadesinin hiicre biiyiimesini sinirlandirildigt bilinmektedir [12], [13], [20].
Oysa bu hiicrelerinin aksine S. coelicolor hiicrelerinde bulunan RelA proteinin
bliylimeyi baskilamadig1 one siirtilmiistiir [21]. S. coelicolor RelA proteini aminoasit
sekansi acisindan E. coli hiicrelerindeki RelA proteinine (%38.5 benzerlik) kiyasla
SpoT proteinine (%42.6 benzerlik) daha fazla benzerlik gostermektedir.

RelA ve SpoT enzimleri hidroliz domaini (HD, RelA’daki inaktif) (p)ppGpp
sentetaz (SYNTH) domaini, TGS domain (ThrRS, GTPaz ve SpoT domainlerinden
olusan), helikal domain, korunmus sistein (CC) rezidiilerini igeren bir domain ve ACT
domaini (aspartokinaz, chorismate kinaz ve TyrA domainlerini igeren) olmak iizere
toplamda 6 ortak domaini paylasirlar [8]. Bu iki enzimin yanisira sadece sentez veya
hidroliz domaini bulunduran kii¢iik alarmon sentetaz (small alarmone synthases, SAS)
ve hidrolazlar (small alarmone hydrolases, SAH) da bulunmaktadir [12]. Kisaca RSH
genel olarak hem ATP’den GDP/GTP molekiiliine (3’ pozisyonuna) pirofosforil
transferiyle (p)ppGpp sentezi yapan, hem de (p)ppGpp molekiiliiniin pirofosfat (PP;)
ve GDP/GTP’ye hidrolizini katalizleyen enzimlerden meydana gelir (Sekil 2.1) [7],
[8], [13], [18]. E. coli hiicrelerinde sentezlenen (p)ppGpp molekiilii, bir fosfohidrolaz
enzimi olan ve giiclii bir ekzopolifosfataz aktivitesi bulunan GppA (guanozin
pentafosfat fosfohidrolaz, GPP) yardimiyla ppGpp’ye donistiiriiliir [9], [22], [23].
Enzim bu islevini pppGpp molekiilinden 5’ fosfat grubunu uzaklastirarak
gergeklestirir [23].
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Sekil 2.1: RelA ve SpoT enzimlerinin alarmon metabolizmasindaki rolii.

Alarmon sentez ve hidrolizinde goérevli enzimler bakterilerde biiyiik olclide
korunmustur ve genis bir dagilim gosterirler [12]. Planctomycetes, Verrucomicrobia
ve Chylamydiae (PVC iist subesi) subesindeki bakteriler ile statik bir ortama sahip
baz1 zorunlu hiicre i¢i patojenler (6rnegin, Treponema pallidum) ve endosimbiyontlar
(6rnegin, Buchnera aphidicola) disinda neredeyse tiim bakteriler bu enzimleri
icermektedir [6], [8], [24]. Ayrica bu enzimlerin bakteri, protista, bitki, hayvan ve
Homo sapiens’te homolog genler tarafindan kodlanmasi da o©nemli o6lgiide
korundugunun bir kanitidir [25]. Her ne kadar bu enzimleri genis bir organizma
spektrumunda gozlesek de, her hiicrede ayni kombinasyonda bulunmak zorunda
degildirler. Ornegin, cogu Gram-negatif bakteri (E. coli, Salmonella ve Pseudomonas
gibi) RelA ve SpoT enzimlerini birlikte icerirken, Bacillus subtilis bir RHS ile iki
SAS:RelA, RelP (YwaC) ve RelQ (YjbM) enzimlerine sahiptir [8], [12].

RelA ve SpoT proteinleri fonksiyonel farkliliklarin disinda cevap verdikleri stres
uyaranlar1 agisindan da birbirinden ayrilmaktadir. Ornegin, SpoT proteini gesitli besin
maddelerinin yetersizligi durumunda (sinirli miktarda karbon kaynagi, fosfat, demir
ve/veya yag asidi varliginda) uyarilirken, RelA proteini ise 1s1 soku ve aminoasit agligi

sirasinda biriken yiiksliz tRNA’lar1 igeren daha spesifik bir uyaran grubu tarafindan



aktive edilir [7], [8], [13]. BOoylece SpoT’den farkli olarak RelA uyarimini belirleyen
temel faktor, hiicrenin translasyonel durumudur. Normal biiylime sartlar1 altinda
protein sentezi ribozomun aminoagil (A) bolgesine baglanan yiiklii tRNA’lar
tarafindan yonetilirken, aminoasit yetersizligi yiiksiiz (deasetillenmis) tRNA’larin
birikimine (logaritmik biiylime fazinda bu oran yaklasik %15 iken aminoasit aglig1
durumunda %80’in {lizerine ¢ikar) ve ribozomun A bdlgesini mesgul etmelerine sebep
olur [8], [12], [26]. Bu sayede RelA, aksamis (stalled) ribozoma c¢ekilerek yiiksiiz
tRNA’ya baglanir [8], [10]. Aslinda bu modelin aksini 6ngoren yani RelA’nin
ribozoma yiiksiiz tRNA’dan bagimsiz bir sekilde baglandigini ve bu tRNA’larin
ribozoma baglanmasimin, RelA’nin kompleksteki kararliliginin (stabilizasyon)
saglanmasi agisindan 6nemli oldugunu 6ne siiren caligmalar da mevcuttur [27].

RelA proteini tRNA’nin yanisira, muhtemel fonksiyonu mRNA-tRNA
translokasyonu sirasinda uzama faktérii G (EF-G)’nin ribozom {izerindeki
stabilizasyonunu saglamak olan 23S rRNA’nin SRL (sarcin-ricin loop) bolgesiyle ve
50S LI11 proteiniyle etkilesim kurar [8], [28]. Ribozomal L11 proteininin RelA
aktivasyonda 6nemli rol oynadigi1 bilinmektedir [8]. Cesitli etkilesimler sonucunda
acik konformasyona gecen RelA proteini, A bolgesindeki yiikstiz tRNA’nin A/T-
benzeri konformasyonunu (A/R (30S A-site/RelA-bound) tRNA) stabilize eder (Sekil
2.2) [8], [29]. Aym1 zamanda enzimin TGS domaininin tRNA’nin CCA ucuyla olan
etkilesimi de muhtemelen yiiklii ve yiiksiiz tRNA’larin ayirt edilmesi i¢in gereklidir
[29]. Kisaca RelA’nin yiiksiiz tRNA’ya baglanmasi gesitli yapisal diizenlemeleri
uyarmakta ve bu proteinin acik konformasyona ge¢mesini saglamaktadir. Bir
varsayima gore bu sayede RelA, kendi CTD bolgesinin (C-terminal domain) NTD (N-
terminal domain) iizerindeki otoinhibitor etkisini kaldirarak (p)ppGpp sentezini
gerceklestirmektedir [27], [29]. Sonug olarak enzim konformasyonunun ve buna bagh
aktivitesinin diizenlenmesiyle ppGpp metabolizmasi kontrol edilir ve bu siirecte
meydana gelen ¢ok sayidaki fizyolojik degisim, hiicrenin yeni ¢evresel sartlara adapte

olmasini saglar [12].
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Sekil 2.2: RelA enziminin amino asit a¢cligindan kaynaklanan yiiksiiz tRNA
birikimine dayali aktivasyonu.

2.5. Alarmonlarim Etki Mekanizmalari

Alarmonlara dair bilgimiz zaman i¢inde artsa bile bu siradis1 molekiillerin etki
mekanizmalart hala tam olarak ¢oziilememistir [12]. Genel olarak (p)ppGpp, hiicre
fizyolojisinde dogrudan veya dolayli yollarla bir takim degisiklikler meydana
getirerek, yeni kosullara adaptasyonu mimkiin kilar [8], [12]. Bu baglamda
siirlandirilmig cevap mekanizmasinin en fazla 6n plana ¢ikan amaglarindan bir tanesi
hiicresel kaynaklarin ve enerjinin miimkiin oldugunca hiicreyi hayatta tutacak
sistemlerde kullanilmasidir [8], [10], [11]. Bu yiizden logaritmik fazda bazal seviyede
bulunan ve stresle birlikte artis gosteren alarmonlar belli transkriptlerin {iretilmesini
(6rnegin, rRNA ve tRNA) ve replikasyonu inhibe ederek, niikleotid metabolizmasini
diizenler [11], [12].

(p)ppGpp’nin  transkripsiyon  siirecini  farkli mekanizmalar iizerinden
diizenleyebildigini 6ne siiren ¢esitli modeller vardir ve bu diizenleyici mekanizmalar,
tirler arasinda farklilik gosterebilmektedir [8], [12]. E. coli hiicrelerinde
transkripsiyonun regiilasyonu (6rnegin, aminoasit sentezinin uyarilmasi veya rRNA
operonlarinin baskilanmast), promotorun dizi 6zellikleri tarafindan belirlenir ve buna
bagli olarak (p)ppGpp, RNA polimeraz (RNAP) {izerinden transkripsiyon baglangicini
kontrol eder [7], [12], [13]. Temel olarak bakteriyel RNAP enzimi 1 katalitik bolgeden

(a2Bp’ o alt birimleri) ve enzimin promotoru, taniyip baglanmasini tesvik eden 1 sigma



alt biriminden (o faktér) meydana gelir. (p)ppGpp molekiilii RNAP enziminin ®
altbiriminde bulunan bazi rezidiiler (metiyonin, alanin ve arjinin; MAR paterni)
araciligiyla uygun bir lokasyona yerlestirirlir [8]. Alarmonun RNAP’a baglanmasi,
acik promotor komplekslerinin kararliligini bozar. Ayrica bu molekiil, yardimci
transkripsiyon faktorii olan DksA (DnaK supressor A) proteini ile sinerjik bir iligki
icinde caligmaktadir [11].

(p)ppGpp molekiilii ve DksA proteini, RNAP’da zit yiizeylere baglanmalarina
ve herhangi bir fiziksel bir etkilesim i¢inde olmamalarina karsin DksA, alarmonun
etkisini artirir ve RNAP’1 modifiye ederek, transkripsiyonun diizenlenmesinde rol
oynar [8], [24]. Bu protein, uzun ¢ift kivrimli (coiled-coil) domain (N-terminal) ve
kiiresel (globular) domain (C-terminal) olmak {izere iki domaine sahiptir ve DksA,
RNAP enziminin ikincil kanalina yakin bir bolgeye baglandiktan sonra proteinin ¢ift
kivrimli domaini bu kanalin i¢ine dogru hareket eder [8], [30], [31]. Ikincil kanalin
temel islevinin niikleotit substratlarin1 (NTP, Niikleotit Trifosfat) enzimin aktif
bolgesine tasimak oldugu diisiiniilmektedir [8], [31]. Boylece DksA, ppGpp ile birlikte
promotor kompleksinin kinetik 6zelliklerini degistirip, kararliligimi bozarak veya
olusumunu engelleyerek RNAP aktivitesini diizenler ve 6zellikle giiglii bir sekilde o™
(rpoD) hedefi olan promotorlarda (6rnegin, rRNA sentezi, ¢esitli proteinlerin {iretimi
ve flagella olusumuna iliskin promotorlarla birlikte bircok tRNA promotoru ve
DksA’nin kendi promotoru) transkripsiyonu azaltmaktadir [12], [13], [30], [31]. Bu
siirecte stres alternatif sigma faktorii 6 birikimini uyarir ve RNAP bu sigma faktdriine
baglanarak, sinirlandirilmis cevap mekanizmas: acisindan Onemli olan birgok
promotorun aktivasyonunu saglar (sigma faktor yarisi) [7], [13]. Sonug olarak DksA
ve fazla miktarda ppGpp varliginda diskriminator (discriminator) bolgelerinde yiiksek
oranda AT igeren promotorlar aktive edilirken, yiiksek GC oranma sahip olanlar
baskilanmaktadir (Sekil 2.3) [7], [24]. Boylece RNAP modifiye edilerek a¢ik promotor
kompleksinin kararliligi  degistirilip, makromolekiil metabolizmas1 ve stres
cevabindan sorumlu ylizlerce genin ekspresyonu diizenlenir [24], [32].

Ayrica, (p)ppGpp birikiminin gen ekspresyonu iizerinde daha dolayli bir
etikisinin olabilcegini One siiren ¢aligmalar da mevcuttur. Ciinkii alarmonun baglanma
bolgesi ne RNAP’1n aktif bolgesinde ne de DNA kalip zincirinin baglandig1 yerdedir.
Bu yiizden RNAP aktivitesinde allosterik regililasyon da etkili olabilir. Bu siirecte
magnezyumun (Mg*?), RNAP iizerindeki etkileri 6n plana ¢ikmaktadir. Mg*? iyonlar

enzimin aktif bolgesinde lokalize olur ve bu bolgedeki asparajin rezidiileri tarafindan



koordine edilir. Bu iyonlardan bir tanesi RNA’nin 3’OH grubundan bir proton kaybini
tesvik eder ve bu sayede oksijen, NTP’nin a-fosfat (Pa) grubuna niikleofilik atak
yaparak, PPi grubunun ayrilmasmi ve yeni fosfodiester bagi olusumunu
(polimerizasyonu) katalizler (Sekil 2.4) [33]. (p)ppGpp molekiiliinlin RNAP’a
baglanmasi bir takim allosterik degisimleri uyararak, Mg" iyonlarinin lokasyonunu

degistirir ve RNAP aktivitesini dolayli olarak diizenler [8].
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Sekil 2.3: ppGpp ve DksA araciligiyla transkripsiyonun kontrolii. Hiicreler stres
altindayken a) Ozellikle AT oram1 yiiksek promotorlarda transkripsiyon uyarilirken,
b) GC oran1 yiiksek promotorlarda ise baskilanmaktadir.

Transkripsiyonun yanisira (p)ppGpp, strese bagli olarak DNA replikasyonunu
da etkilemektedir [6], [25]. E. coli’de Dam metiltransferaz (Deoksiadenozin metilaz)
enzimi DNA’y1 metilleyerek, replikasyon, transkripsiyon ve DNA tamiri gibi bir¢ok
stireci dogrudan kontrol eder. Metilasyon siireci S-adenozil-L-metiyonin (SAM)
molekiiliinden bir metil grubunun GATC dizilerindeki adenine aktarilmasiyla
yonetilmektedir (Sekil 2.5.a) [34].

Bakterilerde metilasyon siirecini diizenleyen diger bir protein de SeqA’dir. Bu
protein yari-metillenmis (hemimethylated) DNA’ya yiiksek afiniteyle baglanir ve
proteinin baglanma bolgesi (GATC dizisindeki metillenmis adenin rezidiisii), Dam
metil transferazinkiyle ortiismektedir. Bu sayede SeqA proteini, Dam metiltransferaz
enziminin yeni sentezlenmekte olan DNA’nin polimerizasyonunu baskilamasina engel
olur ve replikasyon orjininin aktivasyonunu diizenler (Sekil 2.5.b). (p)ppGpp
muhtemelen bu metilasyon-bagimli veya SeqA-bagimli mekanizmalar iizerinden

replikasyonu kontrol etmektedir [12].
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Sekil 2.4: RNAP aktif bolgesinde bulunan Mg*? iyonlarinin polimerazyona katkis.

Replikasyonun kontroliinde alarmonlar tarafindan hedeflenen diger bir
mekanizma, primer sentezidir [9], [12], [24], [25]. Bu siire¢ ¢ok domainli bir enzim
olan DNA primaz (DnaQG) tarafindan yonetilmektedir. Replizomun bir pargasi olan
primaz enzimi DNA helikaz (DnaB), tek zincir baglama proteinleri (SSB) ve DNA
polimeraz III ile etkilesim kurar [12]. E. coli, Bacillus subtilis ve Staphylococcus
aureus gibi farkli bakteri tiirlerinde (p)ppGpp molekiiliiniin dogrudan primazin aktif
bolgesine baglanarak, enzim aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. B. Subtilis
hiicrelerinde (p)ppGpp molekiiliiniin inhibitdr etkinliginin ppGpp’den daha yiiksek
oldugu goézlenmistir. Ancak bu durum DnaB varliginda tersine donmektedir [9].
Kisaca alarmonlar primaz aktivitesi lizerinden primer etkinligini diizenlenleyerek,

polimerizasyon siirecini kontrol ederler [12], [25].
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Sekil 2.5: Dam metiltransferazin ve SeqA proteinin replikasyon iizerindeki etkisi. a)
Dam metiltransferaz enzimi, b) SeqA proteini.

Alarmonlar tarafindan dogrudan veya dolayl olarak kontrol edilebilen diger bir
hiicresel siire¢ de protein sentezidir. Dolayli kontrol mekanizmasi ribozomal genlerin
transkripsiyonel diizenlenmesini igerirken, (p)ppGpp molekiilii ayn1 zamanda E. coli
hiicrelerinde dogrudan translasyon siirecinde gorevli proteinlere (6rnegin, baslama
faktorii (IF2), uzama faktorii (EF-G) ve ribozom birlesme faktorii (ObgE)) baglanarak
hem translasyonun baslama ve polimerizasyon siirecini hem de ribozom kompleksi
olusumunu dogrudan kontrol edebilmektedir [6], [12].

Bahsedilen fonksiyonlarinin disinda alarmonlar farkli canlilarda virulanslik
(6rnegin, Mycobacterium tuberculosis ve Legionella pneumophila) hiicre boliinmesi,
lipit sentezi, enerji metbolizmasi, Pseudomonas aeruginosa hiicrelerinin ‘quorum
sensing’ mekanizmasi, DNA tamiri, piirin niikleotit havuzu ve polifosfat
metabolizmast gibi sistemlerin kontoliinde de 6nemli yer tutmaktadir [8], [9], [11]-
[13], [24], [25]. Boylece bu siradist yapilar bir¢cok yolak iizerinde etkili olup, canliy1

degisen ortam kosullarina adapte etmek i¢in yeniden programlarlar.
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3. AKTINOBAKTERILER

Aktinobakteriler (ya da eski ismiyle Actinomisetler) genomik heterojeniteleri
baz alindiginda en biiyiilk taxonomik birimler arasinda yer almaktadir [36].
Genomlarinda yliksek oranda G+C igerigine sahip bu Gram-pozitif bakteri grubu kara
ya da su ekosisteminde yasayabilen {lyelerin (Streptomyces, Micromonospora,
Rhodococcus ve Salinispora tiirleri vb.) yanisira bazi probiotik (Bifidobacterium vb.)
ve patojen mikroorganizmalar1 da (Corynebacterium, Mycobacterium, ve Nocardia
tiirleri vb.) barindirmaktadir [36], [37].

Bu mikroorganizmalar bazi istisnalar disinda oksijenli solunum yapmakta ve
kemoheterotrof gelisim gdstermektedir [36]. Aktinobakteriler sahip olduklari enzimler
sayesinde kompleks bazi polimerler (seliilloz, kitin vb.) dahil pek cok organik
materyalin ayristirilmasinda rol oynar [36], [37]. Ornegin, bu bakteriler tarafindan
tiretilip, dis ortama salinan amilaz enzimleri gida endiistrisi, tekstil ve kagit endiistrisi
gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Ayni sekilde gesitli Aktinobakteriler tarafindan
iretilen lipaz enzimi, deterjan ve gida endiistrisi gibi alanlarda 6nemli yer tutmaktadir.
Ayrica baz1 Aktinobakteri liyelerinin (S. karnatakensis ve S. albidoflavus gibi) dnemli
bir L-asparajinaz kaynagi olduklar1 bilinmektedir [37]. Enzim tiretimi konusunda, ¢ok
sayida proteazi kiiltiir ortamina salgilama yetenegi olan Streptomyces’ler 6zellikle 6n
plana ¢ikmaktadir. Ornegin, iyi taninmis bir Streptomyces tiirii olan S. coelicolor 60
proteaz, 13 kitinaz, 8 seliilaz/endoglukanaz, 3 amilaz ve 2 pektat liyaz enzimi
iretebilme kapasitesine sahiptir [2]. Bdylece Aktinobakteriler, organik madde
doniisiimiinde, humus olusumunda, bitki gelisimi i¢in onemli bir parametre olan
topragin besin degerinin artirilmasinda ve karbon dongiisiinde yadsinamaz bir 6neme
sahiptir. Bu 6zelliklerinin disinda bu bakteriler, antagonistik aktiviteleri sayesinde
bitki patojenlerinin kontroliinde de rol oynarlar. Ozellikle Streptomyces’ler toprak
veya tohum kaynakli bitkisel hastaliklarla miicadelede dnemli bir yere sahiptir [37],
[38]. Biyokontrol siireglerindeki etkin fonksiyonlarinin yanisira Streptomyces’ler, ¢ok
sayida metaboliti iiretebilme, bu metabolitlerin biyoddniislimiinii saglama,
lignoseliiloz ve kitini pargalayabilme gibi 6zellikleri sayesinde dikkat cekmektedir [2].
Ayrica Aktinobakterilerin bir bagka yetenegi de enzim inhibitoérii ve immiin
diizenleyiciler (immunemodifiers) iireterek sirayla kanser tedavisinde ve immiin

sistem aktivasyonunda gorev almalaridir [37].
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Hiicresel yapilar1 ele alindiginda ise Aktinobakteriler, peptidoglikan hiicre
duvari ve niikleoid yapist bulundurmalar1 nedeniyle her ne kadar prokaryorlara has
ozellikler sergilemektedir. Ancak isminden (Actinomyces) de anlasilacagi tizere (aktis
ya da aktin (1s1n demeti) ve mukes (mantar)); bu bakteriler yasam dongiileri agisindan
(filamentli yapilar1 sayesinde) mantarlara benzerlik gosterir. Ciinkii ¢ogu miselli
aktinomiset sporlanarak cogalmaktadir. Boylece bu Aktinomisetler, bakteri ve mantar

arasinda bir yasam formu sergilerler [36].

3.1. Aktinobakteri Grubunun Dikkat Cekici Mikroorganizmalari:
Streptomyces’ler

Streptomyces’ler en genis Aktinobakteri cinsini olusturan (> 500 Streptomyces
cinsi) ve Streptomycetaceae familyasinda yer alan, filamentli, kemoorganotrofik
toprak bakterileridir [39], [40]. E. coli (%50 G+C igeren genom) ile kiyaslandiginda
genomlarinda yiiksek oranda (%69-78) G+C bulundurlar [2], [39]. Diisiik pH’ya kars1
cok duyarli olan Streptomyces’ler kompleks gelisim karakterleri acisindan da diger
bakterilerden ayrilmaktadir. Spor, vejetatif misel ve generatif misel hiicrelerini
kapsayan yasam dongiileri; sporun ¢imlenerek vejetatif hif (substrat miselyumu)
olusturmasi, ¢ok hiicreli havasal (aerial) hifin biliylimesi, septum olusumu ve

sporlanma asamalarin1 kapsamaktadir [2], [41], [42].

3.2. Streptomyces’lerin Kat1 Besiyerindeki Yasam Dongiisii

Kat1 besiyerinde biiyiitillen Streptomyces hiicrelerinin yasam dongiileri boyunca
iki farkli misel yapisi1 (substrat miselyumu ve havasal miselyum) gozlenmektedir [43].
Sporun ¢imlenmesinin ardindan gen¢ miselyumlarin (MI) bir boliimii programli hiicre
Olimiine ugrar. Bu miselyumun kalan canli segmentleri ¢ok sayida niikleoid i¢eren
ikincil miselyumu (MII) meydana getirir [40], [44]. MIL, besiyerinin i¢ine dogru
biiyiiyerek substrat miselyumunu olusturur ve bu yapi da yiizeye ve agarin i¢ine dogru
bliylimeye devam ederek yayilir [40], [42], [43].

Makromolekiiler sentezin baskilanmasi1 araciligiyla kisa siireli biliyiime
inhibisyonunun (growth arrest phase) ardindan, havaya dogru biiyiiyen 6zellesmis
havasal hif yapilarina farklilasma gerceklesir [40], [43]. Havasal hif yapilar1 da aynm
substrat miselyumlar1 gibi ¢ok sayida nukleoid igermektedir ve bu yapilarda septum

olusumu gozlenmektedir. Sporulasyon O6ncesi hem substrat miselyumunu hem de
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havasal miselyumu etkileyen bir programli hiicre 6liimii daha meydana gelir [44].
Streptomyces hiicrelerinin yasam dongiisiinde son olarak hidrofobik spor zincirleri

olusturulur (Sekil 3.1) [43].
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Sekil 3.1: Aktinobakterilerin yasam dongiisii.

Programli hiicre 6liimiinii ve sporulasyonu igeren bu yasam dongiisii sayseinde
Streptomyces hiicreleri ‘cok hiicreli prokaryotik model olarak’ goriilmektedir [42]. M1,
MII ve programli hiicre 6liimii mekanizmasinin varlig1 S. antibioticus ATCC11891 ve

S. coelicolor M 145 gibi Streptomyces tiirlerinde rapor edilmistir [40].

3.3. Streptomyces’lerin Sivi Besiyerindeki Yasam Dongiisi

Aktinobakterilerde morfolojik ve fizyolojik farklilasma arasindaki iligki
hiicresel davranis1 belirlemektedir. Bu durum sekonder metabolit {iiretimi ve
morfolojik farklilasma arasindaki giiclii bagdan da anlasilabilir [42]. S. venezuelae, S.
griseus, S. albidoflavus SMF301 ve S. antibioticus gibi tlirler disinda ¢ogu
Streptomyces hiicresi siv1 besiyerlerinde sporlanmazken, TBO gibi kat1 besiyerlerinde
sporlanma gozlenmektedir [40], [44]. Genel bir biiyiime davranisi olarak, sivi

besiyerlerinde S. coelicolor ve S. griseus gibi Streptomyces tiirlerinde pellet ve kiime

(clump) olusturmaktadir [43], [44].
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Misel morfolojisi ile sekonder metabolizma tiretimi arasinda iliski oldugunu 6ne
stiren caligmalar olsa da (6rnegin, S. olindesis hiicrelerinde retamisin tiretimi), bunun
tam tersini gosteren calismalar da (6rnegin, S. virginiae hiicrelerinde virjinamisin
tiretimi) literatiirde mevcuttur [45]. Kat1 ve s1v1 besiyerlerinde sekonder metabolit
tiretimi farkli zamanlara denk gelmektedir. Substrat miselyumlari, besin kitligiyla
beraber, sivi besiyerinde sekonder metabolit iiretimini gerceklestirmekte ve bu siireg
duragan faza rast gelmektedir. Oysa, kat1 besiyerinde sekonder metabolit iiretimi
havasal misel gelisimiyle birlikte baslar [46]. Bu morfolojik ve fizyolojik farklilasma
stireglerin yonetiminde ¢esitli anahtar diizenleyiciler rol oynamaktadir [42].

Streptomyces morfolojisi, besiyeri igerigi ve sekonder metabolit iiretimiyle
alakali ¢esitli calismalar literatiirde mevcuttur [43]. Antibiyotik {iretimi gibi sekonder
metabolizmaya iliskin pek ¢ok endiistriyel siire¢ sivi  besiyerlerinde
gerceklestirilmektedir [43], [47]. Ilk etapta, ¢imlenen spor hiicreleri misel yapilarmi
olusturur. Geng¢ vejetatif miseller, pellet olusumunu baslatir. Zamanla hiicre
yogunlugu artar ve pellet merkezindeki hiicreler 6lmeye baslar. Bu asamada hiicre
yogunlugunun azaltilmasi, daha az sayida ve daha biiyiik pelletlerin olusmasina ve
ikinci misel olusumu, antibiyotik iiretimi gibi siireglerin gecikmesine yol agmaktadir.
Ikinci ¢ok nukleuslu misel gelisimi, hiicrelerin ikinci bir biiyiime fazina gegmesini

saglar ve boylece aktinorhodin ile undesilprodigiosin iiretimi baslatilmis olur [43].

3.4. Streptomyces’lerin Antibiyotik Uretim Yetenegi

Streptomyces hiicreleri farkli amaglar i¢in kullanilabilecek ¢ok sayida
metabolitin iiretimininden (6rnegin, Okaryotik hiicre farklilagmasini tesvik eden
molekiiller, antifungallar, antiviraller, antitiimor proteini (protein C kinase), immiin
baskilayicilar, apoptoz aktivator ve inhibitorleri) sorumlu olmasina karsin, kuskusuz
bu bakterinin en fazla goze ¢arpan 6zelligi antibiyotik iiretim kapasitesidir [2], [43].
Streptomyces’lerin endiistriyel amagli liretilen abtibiyotiklerin iicte ikisinden sorumlu
oldugu diisliniildiigiinde, bu hiicrelerin antibiyotik {retimiyle bu kadar
Ozdeslestirilmesi hic¢ de sasirtic1 degildir [48].

Bakteri hiicreleri rekabet ettikleri diger hiicrelerle basa ¢ikabilmek i¢in farkl
yap1 ve mekanizmalari hedef alan antibiyotiklerden yararlanmaktadir. Genel hatlariyla
bu antimikrobiyal molekiiller; hiicre duvari sentezi, replikasyon veya transkripsiyon

gibi hayati siirecleri hedef alarak bakteriyel biiylimeyi baskilar [42]. Aktinobakteriler,
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aminoglikozid (streptomisin ve kanamisin gibi), ansamisin (rifampin gibi), makrolid
(eritromisin gibi), B-laktam (sefalosporin gibi) ve antrasiklin gibi farkli yapisal
siniflara ait pek ¢ok antibiyotigi iiretebilmektedir [37]. Ayrica, farkli mekanizmalar
lizerinden protein sentezini baskilayan ¢esitli Streptomyces antibiyotikleri, siklikla
laboratuvarlar ortaminda kullanilmaktadir. S. aureofaciens tarafindan iiretilip,
aminoagil tRNA’ya baglanabilen tetrasiklin, S. venezuelae tarafindan sentezlenip 50S
ribozomal alt birime baglanabilen kloramfenikol, S. griseus tarafindan sentezlenip
rRNA’ya baglanarak baslangi¢c kompleksinin olusumunu baskilayan streptomisin, S.
kanamyceticus tarafindan tiretilip 30S ribozomal alt birime baglanabilen kanamisin ve
S. laurentii tarafindan tretilip ribozom-bagimli EF-Tu ve EF-GTPaz’1 baskilayabilen
tiyostrepton bu tarz antibiyotiklere 6rnektir [42].

Genel olarak antibiyotik tiretiminden sorumlu gen kiimeleri 6nciil molekiillerin
biyosentezi, pozitif/negatif regiilasyonu, tasinmasi ve direnci gibi mekanizmalarla
ilintili farkli sayilarda gen i¢cermektedir. Bu gen kiimeleri ¢esitli faktorler tarafindan
diizenlenmektedir. Ornegin, bir pleitropik regiilatér olan ve morfolojik gelisim ve
primer metabolizmada rol oynayan Actll-ORF4, aktinorhodin sentezini diizenlerken,

RedD undesilprodigiosin iiretiminde rol oynamaktadir [42].

3.5. RelA Proteinin Streptomyces coelicolor Hiicrelerinde Antibiyotik
Uretimine Etkisi

Bilimsel ¢calismalarda 6zellikle iki Streptomyces tiirii (S. griseus ve S. coelicolor)
on plana c¢ikmaktadir. S. griseus endiistriyel anlamda antibiyotik {iretimi igin
kullanilan ilk Streptomyces tiirliyken, miselli bir toprak bakterisi olan S. coelicolor
kompleks diizenleyici yolaklari ile genetik calismalarda sik¢a kullanilmaktadir [2]. Bu
mikroorganizma, ortam kosullarina bagli olarak fizyolojisini yeniden programlayip,
morfolojik olarak farklilasarak sekonder metabolizmasini harekete gecirebilme
Ozelligine sahiptir. Bu sayede tip ve tarim gibi alanlarda 6nemli yeri olan pek ¢ok
ikincil metaboliti sentezleyebilir [49]. S. coelicolor A3(2) model organizmasinin
genom dizisinin analizi, bu hiicrenin ikincil metablitlere iliskin en az 29 gen kiimesi
icerdigini ortaya ¢ikarmustir. Ozellikle tip II poliketid sentaz temelli bir yolak
tarafindan sentezlenen mavi pigmentli aktinorhodin (ACT), yag-asidi sentaz-benzeri
bir yolak lizerinden sentezlenen kirmizi pigmentli undesilprodigiosin (RED), kalsiyum

bagimli antibiyotik (CDA) ve metilenomisin furan (MM) gibi farkli antibiyotikleri
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(Sekil 3.2) iiretebilme yetenegi hiicrenin ikincil metabolizmasina olan ilgiyi

artirmaktadir [4].
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Sekil 3.2: Streptomyces coelicolor A(3)2 hiicreleri tarafindan iiretilen antibiyotikler.

Sinirl ortam kosullarinda RelA proteini, hiicrenin logaritmik biiyiime fazinin
sonlarinda ve gecis (transition) fazi1 boyunca sinirlandirilmis cevap mekanizmasinin
bas aktorlerinden olan ‘alarmonlarin birikimini’ (amino asit ya da azot acligi
durumunda) desteklemektedir. Bu sayede hiicrenin transkripsiyonel aktivitesi rRNA
sentezi yerine antibiyotik gen kiimeleri ve morfogenetik proteinlerin sentezi i¢in
kullanilmaktadir [50]. Antibiyotik {iretimi s1v1 besiyerinde genellikle diisiik biiyiime
hizlarinda veya duragan fazda gergeklesirken, kat1 besiyerinde morfolojik
farklilagsmanin baglamasiyla meydana gelmektedir [51].

RelA proteini ve antibiyotik iretimi arasindaki iliskiyi ortayan koyan cesitli
caligmalar mevcuttur. Chakraburtty ve Bibb (1997) Streptomyces coelicolor A3(2)
susu ile yaptiklar1 calismada azotca fakir ortamda Arel4 mutantlarinda redD and actlI-

ORF4 transkripsiyonun olumsuz etkilendigini, Act ve Red antibiyotiklerinin
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iretiminin bozuldugu ve morfolojik farklilasmanin geciktigini tespit etmistir. Bagka
bir ¢alismada glikoz, amonyum ve fosfatca fakir besiyerleri kullanilarak Areld
mutantlarinda Act ve Red dretimi incelenmistir. Glikoz ve amonyumun
sinirlandirildigr durumlarda alarmon sentezi ile Act ve Red {iretimi arasinda giiglii bir
baglant1 bulunurken, fosfatin sinirlandirilmast durumunda mutant karakterin
antibiyotik tiretimini diger besiyerleri kadar etkilemedigi goriilmiistiir [S1].

Smirlandirilmis kaynaklara sahip besiyerlerinin aksine S. coelicolor ArelA
suslar1 zengin ‘nutrient agar’ besiyerinde biiyiitiildiigiinde de morfolojik farklilasma
ve antibiyotik iiretiminde sorunlarin oldugu bulunmustur. Mutant hiicreler 120 saatlik
stirecte spor olugturamamiglardir. Ayrica karboksi-terminal bolgesi olmayan rel4 geni
tiyostrepton tarafindan uyarilabilir bir promotor altinda ifade edilerek, RelA proteini,
alarmon sentezi ve actll-ORF4 transkripsiyonu arasinda amino asit aclhigindan
bagimsiz bir iligki oldugu gosterilmistir [52].

Bu tarz ¢alismalar RelA’nin antibiyotik iiretimi lizerinde etkili oldugunu ortaya
koymustur. Bu boliimde bahsedilen ¢alismalar disinda bilgimiz dahilinde literatiirde
yer alan diger ¢alismalarin da rel4 geninin silinerek ifadesinin engellenmesine veya
ilgili genin Arel4A mutantlarina aktarilarak komplementasyonuna dayandigi
goriilmiistiir. Bu ylizden bu tez calismasi kapsaminda, zengin besiyeri (R2YE)
kullanilmis ve S. coelicolor A(3)2 relA geni ¢ok kopyali bir plazmit ile yaban tip
hiicrelere aktarilmistir. Zengin besiyeri kullanimiyla alarmon {iretiminin strese bagl
uyarilabilen herhangi bir olas1 RelA homologuyla degil; dogrudan RelA proteininin
yiiksek diizeydeki iiretimiyle saglanacagindan emin olunmustur. Bir sonraki asamada
RelA ifadesinin, undesilprodigiosin ve aktinorhodin antibiyotiklerinin spesifik

aktivitesine ve bakteriyel biiyiimeye olan etkisi arastirilmistir.
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4. GEREC VE YONTEMLER

4.1. Gerecler
4.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Pepton (Bacto™), NaCl (Sigma-Aldrich), Maya 6ziitii (Bacto™), Agar (Merck),
NaOH (Merck), SDS (Merck), Tris (Merck), EDTA (Merck), D (+) Glukoz (Merck),
KOAc, Izopropanol, Agaroz (Sigma Aldrich), Etidyum bromid (Sigma Aldrich),
Stikroz (Merck), Triton X-100 (Sigma Aldrich), MOPS (Sigma Aldrich), Gliserol
(Riedel de Haen), CaCl, (Merck), MgCl» (Merck), KCI (Riedel de Haen), KCI (Riedel-
de Haen), Asetik asit (Riedel de Haen), % 99,5 Etanol (Riedel de Haen), Triptik soya
besiyeri (Merck), K;HPO4 (Merck), KoSOs(Merck), TES Buffer (Applichem), D (+)
Glukoz (Merck), Mannitol (Merck), Bacto kazamino asit (BD), EDTA (Merck), %84-
88 Gliserol (Sigma Aldrich). Pepton (Merck).

4.1.2. Kullanilan Enzimler

Kullanilan enzimler T4 DNA ligaz (Jena Bioscience), EcoRI Restriksiyon
Endoniikleaz (Fermantas), EcoRV Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Kpnl
Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Sa/l Restriksiyon Endoniikleaz (Jena
Bioscience), Xbal Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Ndel Restriksiyon
Endoniikleaz (Fermantas), Spel Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas), Riboniikleaz
A (Fermantas), Lizozim (Sigma), BamHI Restriksiyon Endoniikleaz (Fermantas),
Klenow Fragment (Merck) ve Q5 DNA polimeraz (NEB, Biolabs) enzimleridir.

Reaksiyonlar enzim tedarik¢isi firmalarin 6nerdigi kosullarda ve belirtilen

tampon ¢ozeltiler kullanilarak kurulmustur.

4.1.3. Kullanilan Kitler ve DNA Molekiiler Belirtegleri

Hem kimyasal yontemle izole edilen plazmitlerin ve PZR iirlinlerinin
temizlenmesinde hem de DNA’larin jelden saflastirilmasi islemlerinde PZR
Temizleme (clean-up) Jel Ekstraksiyon kiti (MN) kullanilmistir. rel4 geninin
pET6xNH-N plazmidine aktariminda In-Fusion® HD Klonlama kitinden (Clontech®)

faydalanilmistir.
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izole edilen ve kesilen DNA bantlarmin tespitinde kullanilan 1 kb molekiiler

DNA belirteci ve protein ¢alismalarinda kullanilan belirte¢ Sekil 4.1°de sunulmustur.
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Sekil 4.1: Calismada kullanilan belirtegler. a) 1 kb Molekiiler DNA Belirteci
(Thermo, SMO311), b) Protein Belirteci (Fermentas).

4.2. Mikroorganizmalar ve Besiyerleri

4.2.1. Mikroorganizmalar

Bu c¢alismada genetik manipiilasyon amach kullanilan tiim hiicre suslar1 Tablo

4.1°de listelenmistir.

Tablo 4.1: Calismada faydalanilan mikroorganizmalar ve kaynaklari.

Bakteri tiirleri  Genotip ozellikleri Kaynak/Referans
E. coli DH5a F—recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 [53]
(rK—, mK+), sup44, relA1\-,(c80
dLacZAM15), D(lacZY A-argF)U169
E. coli TG1 A(lac-pro) supE thi hsd5/F’ traD36 proA*B*lacl? [54]
A(lacZ) M15
E. coli ET12567 dam, dem, hsdS, cat, tet [55]
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Tablo 4.1: Devam.

Bakteri tiirleri  Genotip ozellikleri Kaynak/Referans
E. coli ET12567 dam, dem, hsdS, cat, tet/ tra, neo, RP4 [56]
(pUZ8002)

Streptomyces Prototrofik yaban tip [57]
coelicolor A(3)2

E. coli DH5a/pSK(-) pSK(-)reld plazmidi tasiyan rekombinant sus Bu ¢alisma
reld

E. coli DH5a/pSPG +  pSPG + reld plazmidi tasiyan rekombinant sug Bu ¢alisma
reld

E. coli ET12567/ pSPG + rel4 plazmidi tasiyan rekombinant sus Bu ¢alisma
pSPG + reld

E. coli ET12567 pSPG + rel4 plazmidi tasiyan rekombinant sus Bu ¢alisma
(pUZ8002) pSPG +

reld

S. coelicolor pSPG + rel4 plazmidi tasiyan rekombinant sus Bu ¢alisma
A(3)2/pSPG +

reld

4.2.2. Kullanilan Besiyerleri

Calismada kullanilan E. coli suslar1 Luria-sivi ve Luria-kati besiyerlerinde

blyiitilmiistiir. Gerekli durumlarda besiyerlerine ampisilin (100 pg/mL), apramisin

(50 pg/mL), kloramfenikol (25 mg/ml) ve/veya kanamisin (50 pg/mL) antibiyotikleri

eklenmistir.

S. coelicolor hiicrelerinin biiyiitiilmesinde ise genel olarak daha kompleks

besiyerleri tecih edilmistir.

4.2.2.1.Luria Bertani (LB) Besiyeri (pH 7.0) -1 L

e 5 g Maya oziiti

e 10 g Pepton
e 5 gNaCl

Yukarida belirtilen bileselerin eklenmesinin ardindan, hacim dH>O ile 1 L’ye

tamamlanir. Manyetik karistirici yardimiyla ¢oziilen besiyeri 121 °C’ta 20 dakika steril

edilir [58].
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4.2.2.2.Luria Bertani (LB) Agar Besiyeri (pH 7.0) -1 L

e | L LB besiyeri

e 15 gAgar

1 L LB besiyeri yukarida belirtildigi sekilde hazirlanip, agar bulunan sigelere
uygun hacimlerde paylastirilir. Daha sonra 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanarak

sterilizasyon islemi gerceklestirilir [58].

4.2.2.3.Xgal ve IPTG’li Luria Bertani (LB) Agar (pH 7.0)-1L

e 2 ml Xgal (20 mg/ml)
e 250 uL IPTG

¢ 1 ml Segici antibiyotik
e 5 g Maya ozutu

e 10 g Pepton

e 5 gNaCl

e 3 g Agar

Pepton, maya 6ziitii ve NaCl son hacim 1 L olacak sekilde dH>O ile ¢oziiniip,
agar bulunan siselere paylastirilir. Daha sonra 121 °C’ta 20 dakika steril edilir [58].
Besiyeri 50 °C’m altina diistiigiinde, Xgal, IPTG ve uygun antibiyotik (pSK(-)
plazmidi tagiyan hiicrelerin kiiltiire edilmesinde Amp (100 pg /ml)) eklenir.

4.2.2.4.2xYT Broth

¢ 16 g Difco Bacto tripton
¢ 10 g Difco Bacto maya 0ziitli
e 5 g NaCl

Tim bilesenler eklenip, son hacim H»O ile 1 L’ye tamamlanir ve manyetik

karistiricida iyice ¢oziindiikten sonra 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir [58].
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4.2.2.5.Tripton Soya Besiyeri (TSB)

¢ % 3 Oxoid Tripton Soya besiyeri

30 g TSB tartilip, son hacmi 1 L olacak sekilde dH>O ile ¢oziiliir. Daha sonra,
besiyeri 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanir [58].

4.2.2.6. Tripton Soya Agar (TSA)

e 1 L TSB besiyeri
o 15 g Agar

1 L LB besiyeri hazirlanip, agar bulunan siselere uygun hacimlerde paylastirilir.
Daha sonra 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanarak sterilizasyon islemi ger¢eklestirilir

[58].

4.2.2.7.Mannitol Soya Unu Besiyeri (MS)

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

Mannitol, dH>O ile ¢oziiliir. 2 g agar ve 2 g soya unu iceren 250 ml’lik siselere
her birinde 100 ml olacak sekilde boliiniir. 115 °C’ta, 15°er dk iki kez {ist liste
otoklavlanir [58].

4.2.2.8.R2YE Besiyeri

103 g Siikroz

0.25 g K2SOq4

10.12 g MgCl>.6H,O
10 g Glikoz

¢ 0.1 g Kazamino asit

e 22 g Agar (% 2.2)
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Besiyeri bilesenleri son hacim 800 ml olacak sekilde dH>O ile ¢oziiliir. 121 °C’ta
20 dakika otoklavlanir ve her 160 ml besiyerine asagida belirtilen sirayla steril R2ZYE

soliisyonlar1 eklenir [59]:

e 1 ml KH,PO4 (% 0.5)
e 16 ml CaCl2.2H20 (% 3.68)
e 3 ml L-Prolin (% 20)
e 20 ml TES Tamponu (% 5.73, pH 7.2)
e 0.4 ml iz Element Soliisyonu:
40 mg ZnCl,
200 mg FeCl3.6H>O
10 mg CuCl».2H>0O
10 mg MnCl2.4H,0
10 mg NaxB4+O7.10H0
- 10 mg (NH4)6M07024.4H,0
e 1 ml NaOH (1N)

4.3. Kullamlan Cozeltiler

Tez caligmasi kapsaminda kullanilan ¢ozelti ve antibiyotikler Tablo 4.2°de
sunulmustur.

Tabloda listelenen soliisyonlarin disinda antibiyotik Ol¢iim siirecinde, 5 M
potasyum hidroksit, 0.5 M HCl ve 0.5 M metanol-HCI kullanilmistir. Bu soliisyonlarin

hazirlanma prosediirleri asagida verilmistir:

5 M, 200 ml KOH hazirlamak i¢in; 56.11 g KOH tartilip, hacim dH>O ile 200
ml’ye tamamlanir ve 121 °C’ta, 20 dakika otoklavlanarak sterilizasyon islemi
gergeklestirilir.

0.5 M, 200 ml HCI hazirlamak i¢in; %37’lik HCI ¢6zeltisinden 9.85 ml alinarak,
hacim dH20O ile 200 ml’ye tamamlanir.

0.5 M, 200 ml metanol-HCI hazirlamak i¢in; %37’lik HCI ¢ozeltisinden 9.85

ml alinarak, hacim metanol ile 200 ml’ye tamamlanir.
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Tablo 4.2: Deneylerde kullanilan ¢6zelti ve antibiyotikler.

Soliisyonlar & Jeller Tamponlar & Antibiyotikler

Soliisyon I (4 °C)
25mM Tris (pH 8)
10 mM EDTA (pH 8)
50 mM Glikoz

Soliisyon IT
¢0.2 N NaOH
*% 1 SDS

Soliisyon I1I (4 °C)

*% 60 5M Potasyum asetat
*% 11.5 Glasiyal asetik
asit

Liziz Soliisyonu (4 °C)
o1 M Tris-HCI (pH 8)
¢0.5 M EDTA (pH 8)

o1 M Siikroz

Alkalin Soliisyonu
4°0)

¢10 N NaOH

*% 20 SDS

SDS Jeli (%12’lik):
Ayirma jeli (4 ml)
¢1.28 ml dH,O

¢1.6 ml %30 Akrilamid
©1.04 ml 1.5 M Tris
40 ul %10 SDS

*40 ul %10 APS

5 ul TEMED

Commasie Blue (SDS
PAGE icin)

% 50 Metanol

% 0.05 Commasie

% 10 Asetik asit

% 40 dH,O

Protoplast P (-)
Soliisyonu (800 ml)
¢103 g Siikroz

024 g K2S04

¢2.02 g MgCl.6H,0
o2 ml iz element
soliisyonu

Tfbl (4 °C)

e 5 M KOAc

e IM MnCl,

e 1 MKCI

e 1 M CaCl,

® % 75 Gliserol

TfbII (4 °C)

e 1 M Na-MOPS
e 1 M CaCl,

e | MKCI

® % 75 Gliserol

STET (4 °C)

o8 gram Siikroz

% 0.5 Triton X-100
o] M Tris-HCI

0.5 M EDTA

% 40 Gliserol (50 ml)
4°0)

23 ml % 84-88 gliserol
¢27 ml dH,O

Yogunlastirma jeli
(1.5 ml)

¢1.28 ml dH,O

e1.6 ml %30 Akrilamid
©1.04 ml 1.5 M Tris
*40 ul %10 SDS

*40 ul %10 APS

5 ul TEMED

Destaining Soliisyonu
(SDS PAGE icin)

% 50 Metanol

0% 10 Asetik asit

*% 40 dH,O

Protoplast P(+)
Soliisyonu

80 ml P(-) soliisyonu
+ steril 1 ml KH,PO4 (%
0.5) + 10 ml CaCl,.2H,O
+ 10 ml TES buffer (%
5.73,pH 7.2)

v' Antibiyotikler diginda tiim sterilizasyon islemleri otoklavla

gerceklestirilmistir.

v' Antibiyotikler ise filtreden gegirilerek steril hale getirilmistir.

Antibivotikler | Stok
Konsantrasyonlari

eApramisin (Apr) | 50 m/ml

e Ampisilin (Amp) | 100 mg/ml
eKloramfenikol (Chl) | 25 mg/ml
e Kanamisin (Kn) | 50 mg/ml

Tampon cozeltiler

50X Tris-Asetat-EDTA (TAE)
(L)

® 242 g Tris Baz

¢ 57.1 ml Glasiyal asetik asit

¢ 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8)

Tris-EDTA (TE) Tamponu
©10 mM Tris-HCI (pH 8)
elmM EDTA (pH 8)

50X Tris-Asetat-EDTA (TAE)
(1L)

0242 g Tris baz

©57.1 ml Glasiyal asetik asit
«100 ml 0.5 M EDTA (pH 8)

Liziz Tamponu (Sonikasyon)
(pH 7.4)

20 mM Sodyum fosfat tamponu
50 mM Sodyum kloriir

o5 mM Imidazol

Sodyum fosfat Tamponu
(Sonikasyon) (20 mM)
¢().185 gram NaH,PO4
©0.427 gram Na,HPO4.2H,0

SDS-PAGE:

2X Yiiriitme tamponu (1 L)
028.8 gr Glisin

©6.04 gr Tris

o2 or SDS

¢1.8 L dH,O

4X SDS Yiikleme Tamponu
o2 ml 1M Tris-HCI (pH 6.8)
¢(0.8 g SDS

o4 ml % 100 gliserol

0.4 ml B-merkaptoetanol
¢1.0ml 0.5 M EDTA

*8 mg bromofenol mavisi

2.6 ml dH,O
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4.4. Kullanilan Kozmit ve Plazmitler

Calismada yer alan bifonksiyonel (mekik) vektorlerinden biri olan pZH1351
(8300 bg), Streptomyces coelicolor susunda yiiksek kopya sayisina sahiptir ve
ampisilin direg¢lilik geni plazmidin E.coli’de seg¢ilebilmesinde kullanilmistir.

Diger bir E. coli-Streptomyces mekik vektori pRA (5769 bg), kromozoma
entegre olabilme yetenegine sahiptir ve bu sayede aktarilmak istenen genin tek
kopyasinin kromozoma yerlesmesini saglar.

Calismada kullanilan pSPG plazmidi 40-300 arasinda degisen kopya sayisina
sahip, plJ699 tiirevli bir E. coli/Streptomyces mekik vektoriidiir [60]. Bu vektor,
gliserol alim yolaginda gorevli bir promotora (Pgpr) sahiptir. S. coelicolor’da da
bulunan Pgj,r, gylR geninin altinda yer alir ve promotorun indiiklenmesi, gliserol ve
GylR araciligyla diizenlenir [61]. pSPG vektorii 19 Mayis Universitesi dgretim iiyesi
Yrd. Dog. Dr. Aslihan Kurt Kizildogan’dan temin edilmistir.

Streptomyces coelicolor A3(2) StL2 kozmidi (38640 bg) ise reld geninin
cogaltilmasinda kalip olarak kullanilmistir. Faydalanilan tiim kozmit ve plazmitler

Tablo 4.3 te gosterilmektedir.

Tablo 4.3: Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan plazmitlerin genel 6zellikleri ve

kaynaklari.
Direncg
Kozmit ve romotorlar1 | Direnclilik . - R, Kaynak/
. p . enetl Direnclilik | Bityiikliik Y
plazmitler disindaki belirteci referans
promotorlar
pBluescript II lac promotoru | 4 o
SK (-) (pSK(-)) T7 promotoru mp Ampisilin 2958 bg Stratagene
pET6xHN-N T7 promotoru | Amp Ampisilin 5754 bg Clontech
pHZ1351
(plJ101 tiirevi tsr Ltz— sti+ | Tiyostrepton
bir mekik - amp Ampisilin 8300 b [62]
vektorii)
PRA - Apr Apramisin 5769 bg [63]
amp Ampisilin
pSPG Pgpr promotoru | or Apramisin 8149 bg [64]
Igerdigi genlere Johnes
StL2 dzgii Amp Ampisilin 38640 bg Innes
promotorlar Center
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Caligsmada kullanilan tiim vektorlerinin restriksiyon haritasi sirayla verilmistir.

A B
6xHN tag _ MCS RBS Neol Stl Sall Bglll Hindlll

5313 AGA RGG AGA TAT ACC ATG GGT RAG GCC TCT GTC GAC CAG ATC TCT ARAG CTT
Met Gly Lys Ala Ser  Val Asp Gln Ile Ser Lys Leu

EcoRlI Notl Thrombin cleavage site Pstl
5364 GCG BAT TCT GGC GGC CGC CTG GIT CCG CGT GGC TCT CCG GGC GCT GCR GGT
PET6XHN-N Ala Asn Ser Gly Gly Arg Lew Val Pro Arg Gly Ser Pro Gly Al Ala Gly
foct BR322 ori
5754bp P Pl

6xHN tag Pacl Xbal

5415 CAT AAT CAT AAT CAT AAT CAT AAT CAT AAT CAC AAT TAA TTA ATT AAT CTA GAG
s Asn Mis Asn Mis Asn His Asn T Asn His Asn Stop

Sekil 4.2: a) pET6xHN-N ekspresyon vektorii (2958 bg), b) pET6xHN-N
plazmidinin ¢oklu klonlama bolgesi (MCS).

“\‘\ﬂg)
EcoRlI

(Bel)

Bgll!

Psti OO
HindIll O
Xbal O
BamHi O
Kpnl O
Sacl O
EcoRI
Bgill

-
s
o

N

&3

a,
4
o}
o

Sekil 4.3: pHZ1351 mekik vektorii (8300 bg).
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NgoMIV (132)
Nael (124)

BtoZl (232)
BsaAl (237)
Dralll (240)
(2645) Xmnl

(2583) BsaHI Psil (365)
(2526) Scal

S molr r
(2524) Tatl pgpR PIOMEE!

Mi3fwd
ACcH51 (653)
Kpnl (657)
PspOMI (659)
Ec001091 (660)
Apal (663)
Absl - PaeR71 - PspXI - THI - Xhol (668)
Sall (674)
Accl (675)
Hincll (676)
BspDI - Clal (684)
HindIII (689)
ECORY (697)
EcoRI (701)
Pstl (711)
TspMI - Xmal (713)
Smal (715)
BamHI (719)
Spel (725)
Xbal (731)
Eagl - Notl (738)
Btgl (747)
Alel (749)
Sacll (750)
BstXI (751)
EcoS53kI (757)
Sacl (759)

T3 promoter

pBluescript SK(-)
2958 bp

e
) s

(2194) NmeAlll

Lowud ¥5 o
4e s

(2107) Bsal

(2046) AhdI

BspQI - Sapl (1037)

AL - Pcil (1153)
Nspl (1157)

(1569) AlwNI
(1461) PspFI BseYI (1457)

Sekil 4.4 : pBluescript SK(-) ekspresyon vektorii (2958 bg).

- BamHI (5748)
EcoR1 (5737)
mmr
Bglll (5612)
Xhol (5606)
Xbal (5600)
Pstl (5592)
Hindlll (5579) -1EcoRV (1)
* Puull (5488) ‘ ”
“'Puul (5459) \\\ ot
Fspl (5438)
HindlI (4856) N\
Clal (4436)

pMB1

Sacl (1178)

Neol(4377) L7 T
int PRA
Fspl (3894) s aac(3)iv
HindlIl (3887) E Milul (1686)
Mlul (3717) 4 N Xhol (1699)

Xhol (3349) \ Sacl (1929)

T™>C / Pstl (2218)
attP / l
Sphl (3026) oriT

Pstl (3020)

Sekil 4.5: pRA mekik vektorii (5769 bg).
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(0) Spel Rev—DgI;ﬁQ (1«30}

(7725) Nspl Ndel (7)

(7721) Pcil KflI (s0)

Bsu36I (72)
PglpF promoten

BsaBI* (216)
BspDI - Clal (220)
EcoRI (327)

_———— Dir-PgIPF (309 .. 332)

S Misc_Feature_1
o ~(Misc_Feature_2
——__ BsmI (436)
Pasl (498)
Afel (611)

Mlul (644)
T XemI (780)
X “Oapr (309 .. 930)
T BSIWI (1349)
~orit (1540 .. 1560)
BamHI (1693)
HindIII (1709)
(secuencia ignota del pII699)

(6352) Scal — __

8149 bp

(5815) Psil

(4829) Mscl

(4611) BpulOI
(4541) Sfil
(4508) Mfel |
{4439) AsiSI PmII (3858)
(4339) BsSpEI BbsI (3906)

‘ PfIMI (3270)

Sekil 4.6 : pSPG mekik vektorii (8149 bg). Calismada kullanilan klonlama bolgeleri
kirmiz1 oklarla isaretlenmistir.

4.5. Tasarlanan Primerler

relA geni Steptomyces coelicolor A3 (2) susuna ait StL2 kozmidi {izerinde yer
almaktadir. Bu yiizden genin ¢ogaltilmasinda kalip iplik olarak StL2 kullanilmis ve
primer tasarimi i¢in rel4’nin bu plazmit iizerindeki lokasyonu, StrepDB veritabani

kullanilarak belirlenmistir (Sekil 4.7).

I
1615878 1616878 1617878 1618878 1619878 1620878 1621878
SC01511 SC01512
i SC01513 - i " ” SC01514 A8(201.515 i @ 51301;516 i
St9Cs
StL2

Sekil 4.7: rel4 geninin (SCO1513) StL2 kozmidi iizerindeki lokasyonu.
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Genom iizerinde (erisim numarasi: AL645882.2), 1616607 bg - 1619150 bg
arasinda yer alan rel4 geninin sekanst NCBI veritabani iizerinden indirilmis ve
primerler uzunluk, GC/AT orani, dimer olustuma egilimi ve erime sicakliglr (Tm)
degeri gibi parametreler géz oniinde bulundurularak tasarlanmaistir.

pRA ve pHZI1351 plazmitlerinde promotor dizisi bulunmadig1 i¢in primer
dizileri, diizenleyici (regulator) bolgeleri (promotdr ve terminatdr gibi) dislamayacak
sekilde; yani genin 1000 bg¢ asagisindan ve yukarisindan tarama yapilarak tespit
edilmistir. S. coelicolor’a ait relA geni, adenin fosforibozil transferaz enzimini (adenin
ve S-fosforibozil pirofosfatin AMP’ye doniisiimiinii katalizleyen) kodlayan apt
geninin altinda yer almaktadir (Sekil 4.8). apt geni iki promotor iizerinden (relApl ve

bolgeden tasarlanmustir (Sekil 4.9) [21, 49].

f /A
2> | = >< 1kb
| l [ 11 [ 111 | | |
[T 11 Pl ? I i |
22 &8 £E8% S g% 3 T8
“w » 3 o & @

Sekil 4.8: S. coelicolor hiicrelerinde apt—relA bolgesinin restriksiyon haritasi.

Her iki primer ¢ifti i¢in ortak bir geri primer ve iki farkli ileri primer olusturulmus

ve uglarina genin aktarilacagi plazmide 6zgii kesim bolgeleri eklenmistir (Sekil 4.9).

F L 6 G R AR L E P AL A G A P L E A L
CTTCCTCGGCGGGCGGECCCGGCTGGAGCCGGCGCTGGCCGGGGCACCGCTGGAGGCACT 600

L T v *
GCTCACGGTCTGAACCACGCGAACCGCACGGCTGGGGCGGGCCCEGAGCGARTCCGGCGCC 660

CGCOCAGGCGTTGCAGGGETTGHCGGCCGTCACAGGCCCTCACATTGGCCAGARGGCGAT 720

Hleri primer (pRA ve pHZ1351)
CCTGGAGGGCAGGATCGCTACCATGGGGTATCCGGAGCCTGACCGGGGGACCCGGATCGE T80

M P D E A Q P L T A A K P E 5
GCACGAGGAGTCCTCTIGCCAGACGAGGCCCAGCCACTGACCGCCGUAAAGCCCGAGTCC EB4D

Sekil 4.9: pRA ve pHZ1351 plazmitlerine klonlanacak S. coelicolor rel4 geninin ileri
primer dizisinin lokasyonu. Transkripsiyonel baslama bolgesi halkayla ve
transkripsiyon yonii okla gosterilmistir.
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pSK ve pET6xNH-N plazmitlerine klonlama yapmak i¢in “In-Fusion® HD
Klonlama Kiti” kullanim kilavuzunda belirtilen 6l¢iitlere uyularak, genin baglangic ve
bitig bolgelerini i¢ine alacak sekilde ortak bir primer seti olusturulmustur.
relA geninin pSPG vektoriine klonlanabilmesi i¢in yeni bir primer seti
tasarlanmistir. {leri primer genin baslangic kodonundan (TTG) [65] itibaren
olusturulurken, geri primer genin bitis kodonunun yaklasik 420 bg¢ altindan ve
terminator bolgeyi de icine alacak sekilde tasarlanmistir. Ndel ve Spel kesim

bolgelerini igeren primerler Tablo 4.4°te sunulmustur.

Tablo 4.4: Calismada kullanilan tiim primerler

I ~GC
Primer Dizisi Bz:_ing:) orani
: (%)
Tleri primer (pHZ1351 3°'ggggtaccCAGGCGTTGCAGGGGTITGAS® (Kpnl) 27 67
icin)
Tleri primer (pRA icin) 37ggaattcCAGGCGTTGCAGGGGTTGAS’ (EcoRI) 2% 58
Geri primer (pHZ1351 ve)
pRA icin) 3'getetagaGCACGAGTICGGCGGCTGAS' (Xbal) 27 63
Tleri primer (pET6xNH-N  5°‘taaggcctctgtegacTTGCCAGACGAGGCCCAGCCA 38 63
ve pSK icin) C3’ (Sall)
Geri primer (pETGXNH-N - 5. o atctggtegacCTACGACGGCCTGCGCGCCGA 39 64
ve pSK icin) AG3’ (Sall)
Tleri primer (pSPG icin) 3’ ataattccatatgT TGCCAGACGAGGCCCAGCCACS® 35 51
(Ndel)
Geri primer (pSPG icin)  3’actagtAAGCTCGTCCCGGTCACCGACCTCAAGT 35 57
C3’ (Spel)
Dizileme — primeri - as -
5’ACCGGAAATACCCGTTAGA3 19 47

(pSPG+relA icin)

Tasarlanan primerlerin etkinliklerinin kontrolii i¢cin DNASTAR (Lasergene)

primer tasarim programina bagvurulmustur.

4.6. Kullanilan Cihazlar

Deneylerde masa {istii santrifiij (Heraeus, Labofuge 400R), masa iistii santrifiij

(Beckman Coulter, Microfuge 22R), yatay elektroforez sistemi (BIO-RAD, Mini-Sab
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Cell CT), gii¢c kaynag1 (BIO-RAD, PowerPac Basic), +4 °C buzdolab1 (Ariston), -20
°C derin dondurucu (Ariston), -80 °C derin dondurucu (Thermo, Forma -86 °C ULT
Freezer), buz makinesi (BAR-LINE BF85), otoklav (Hirayama, Hiclave HVE-50), pH
metre (Hana Instruments, pH 211 Microprocessor pH Meter), steril kabin (Tez-San),
etiiv (Binder, 9010-0078), inkiibatér (Wisecube), ¢alkalamali inkiibatér (Edmund
Biihler, KS-15), su banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette), UV goriintiileme cihazi
(Vilmer Lourmart), Mikrodalga Firin (Kumtel), spektrofotometre (BIO-RAD), PZR
cihazi (Applied Biosystems) kullanilmstir.
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5. YONTEMLER

5.1. E. coli Hiicrelerinden Kozmit / Plazmit izolasyonu

StL.2 kozmidi ve ¢alismada kullanilan plazmitler E£. coli DH5a hiicrelerinden
Sambrook ve arkadaglarinin (1989) yontemi ile izole edilmistir [66]. Bu metot
kapsaminda, uygun antibiyotik ¢esidini iceren 100 ml LB besiyerinde, 37 °C’ta, gece
boyu (12-16 saat) biiyiitiilen hiicre kiiltiirii esit hacimde iki falkona aktarilip 25°C’ta,
4500 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Her bir pellet 800’er pl soliisyon I ile
vortekslenerek ¢oziilmiis ve 5 dk oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan, karisimlar
ependorf tiiplerine paylastirilmistir. Her 200 pl ‘lik karigima, 400 ul soliisyon II
eklenip 5 dk buzda bekletilmistir. Bu siire boyunca ependorflar 2 dakikada bir ters-diiz
edilip karnistirtlmistir. Daha sonra 300 pl soguk soliisyon III ilave edilip, her 2 dk’da
bir yavasca karistirilarak 10 dk boyunca buzda inkiibe edilmistir. 14000 rpm’de, 4
°C’ta 20 dk santrifiij uygulanmis ve supernatantlar yeni ependorflara transfer edilerek,
her birine 0.6 hacim izopropanol eklenmistir. Oda sicakliginda yaklasik 2.5 saatlik
inkiibasyonun ardindan, 24-25 °C’ta santriflij islemi uygulanmistir. Supernatantlar
atilip, pelletler 200 pl dH2O ile ¢oziilmistiir. Her bir tiipe 14 ul RNaz (10mg/ml)
eklenip, 37 °C’ta, 30 dk inkiibe edilmistir. Elde edilen kozmit/plazmit, ‘PZR
Temizleme (clean-up) Jel Ekstraksiyon Kiti (MN)’ yardimiyla kolonla saflagtirilmistir.

5.2. relA Geninin PZR Yéntemi ile Cogaltilmasi

S. coelicolor A(3)2 hiicresine ait rel4 geni, uygun primer ¢iftlerinin (Tablo 4.4)
ve kalip olarak StL2 kozmidinin kullanildigi PZR yontemiyle cogaltilmistir.
Kullanilan PZR protokolii ve programlar1 Tablo 5.1’de 6zetlenmistir.

Primerlerin baglanma sicakliklar1 gradient PZR kurularak belirlenmistir. Bu deger
pRA ve pHZ1351 e klonlamada kullanilacak genlerin primerleri i¢in sirasiyla 60 °C
ve 67.5 °C olarak bulunurken, pSK(-)/pET6xNH-N caligmalar1 i¢in 65 °C ve pSPG

caligmalari i¢in 70 °C olarak saptanmustir.
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Tablo 5.1: rel4 geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR protokolii ve programu.

PZR BIiLESENLERI (100 pL) PZR PROGRAMI

92 pul dH,0 08°C 3 dk

40 pl Q5 reaksiyon tamponu 0 | T oSS T oo T T I T T T oo s s - ———————

198 °C 10 sn  denatiirasyon
40 11 Q5 high GC enhancer 160 °C -70°C 30 sn tutunma (annealing)

|
:_72 °C 100 sn uzama |

72°C 5dk
4°C o

ngugp
¢

10 pl ileri primer

10 pl geri primer

2 ul Kalip iplik (StL2 kozmidi)

4 pl (10 mM) dNTP mix (karigimi)
2 pl Q5 DNA polimeraz enzimi

5.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Niikleik asitleri, biiyiikliiklerine gore ayirmak i¢in agaroz jel elektroforezi
yontemine basvurulmustur. % 0.8-1’lik (w/v) agaroz jel, 1X TAE tamponu
kullanilarak hazirlanmig ve son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde EtBr ilave
edilmistir. Jel kasete dokiiliip, donduktan sonra yiikleme tamponu ilave edilen DNA
ornekleri 1/10 hacminde 6X ylikleme boyasi eklenip, karistirilarak jele yiiklenmistir.
Daha sonra 6rnekler, i¢cinde 1X TAE yiiriitme tamponu bulunan elektroforez tankinda

90-95 Volt’ta 45-50 dk yiiriitilmiistiir.

5.4. Izole Edilen DNA’larin veya PZR ile Cogaltilan Genin Jelden
Geri Kazanmilmasi

DNA fragmentlerinin agaroz jelden saflastirilmasinda, ‘PZR Temizleme (clean-
up) Jel Ekstraksiyon’ kitine (MN) basvurulmus ve iiretici firmanin sagladigi kullanim

talimatina uyulmustur.

5.5. Restriksiyon Endoniikleaz Kesimleri

Restriksiyon endoniikleazlar, klonlama ve dogrulama c¢aligmalarinda
kullanilmistir.  Saflastirilan gen ve plazmitlerin kesimi, uygun restriksiyon
enzimi/enzim kombinasyonlar1 aracligiyla gerceklestirilmistir. Tiim reaksiyonlar,
enzimlerin tretici firmalar1 tarafindan uygun goriilen tampon c¢ozeltiler, onerilen

konsantrasyon ve kosullar dikkate alinarak kurulmustur. Yogunlugu ¢ok yiiksek olan
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pRA ve pHZ1351 plazmitleri gece boyu kesilirken, re/4 geni yaklasik 2-3 saat siire ile
ve pSPG plazmidi 5-6 saat kesilmistir.

5.6. Klenow Reaksiyonu

Yapilan enzim kesiminin ardindan kiit uglu hale getirilmek istenen plazmitlerin
5’ uglar1 Klenow Fragmentiyle doldurulmustur. Bu amagla Tablo 5.2’deki reaksiyon

kurulmustur.

Tablo 5.2: Enzim kesimiyle olusan fragmanlarin 5'- uglarinin doldurulmasi.

REAKSIYON BIiLESENLERI PROSEDUR

300 pl kesilmis plazmit (pHZ1351)

40 pl BamHI tamponu (enzim tedarikgisi
firmanin 6nerdigi tampon ¢ozeltisi) Tiim reaksiyon bilesenleri karistirip, 37 °C’ta 10 dk
4 ul (10 mM) NTP mix (karigimi) ingiiepedilmisi

7 ul Klenow Fragment (Merck)

49 ul dH,0

5.7. Ligasyon

Ligasyon asamasinda Sambrook ve arkadaslarinin (1989) uyguladiklar1 protokol
takip edilmistir. Bu prosediir ¢er¢cevesinde dncelikle ligasyonda kullanilacak plazmit

(vektdr) ve genin (insort) konsantrasyonlari esitlik (5.1) yardimiyla hesaplanmistir.

(vektor)x relA (kb)
ng (reld) = g .
g vektor (kb) -1

Genel olarak reaksiyonlarda vektor:insort orani, 1:3, 1:5 ve 1:10 olacak sekilde
ayarlanmaya calisilmistir. Ligasyon reaksiyonlarinda T4 DNA ligaz tamponu iyice
vortekslenip belirtilen oranlarda alinan plazmit ve gen karigimlarinin her birine 1’er pl
eklenmistir. Daha sonra 1 pul T4 DNA ligaz enzimi eklenip, gerekli durumlarda hacim
dH:O ile istenilen diizeye getirilip, karisim 14-15 °C‘ta gece boyu inkiibasyona

birakilmastir.
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5.8. “In Fusion Klonlama” Protokolii

rel4 geninin pET6xNH-N plazmidine aktariminda In-Fusion® HD Klonlama
kiti (Clontech®) kullanilmig ve klonlama islemi kilavuzda dikkat ¢ekilen uyarilar baz
alinarak yapilmigtir. ~ 200 ng vektor ve ~ 200 ng insort karistirilip (5 pl), 2 pl In-
Fusion HD enzim karisimi eklenmis ve hacim dH>O ile 10 pl’ye tamamlanmistir. 50

°C‘ta, 15 dk 1sitic1 bloktaki inkiibasyonun ardindan, karigim buza alinmastir.

5.9. E. coli Alic1 (Kompetan) Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli kompetan hiicrelerinin hazirlanmasinda Sanders (2011) Laboratuvari’nin
yontemi modifiye edilerek kullanilmistir [67]. Hiicreler 10’ar ml LB besiyerlerine
ekilerek 37 °C’ta 180 rpm’de gece boyunca ¢ogaltilmistir. Bu 6n kiiltiirlerden 1:100
oraninda, 50 ml antibiyotiksiz LB besiyerine ekim yapilmis ve kiiltiirler 37 °C’ta, 180
rpm’de inkiibasyona birakilmistir.

Hiicre yogunluklarindaki artig, diizenli spektrofotometrik ol¢iimlerle takip
edilmis ve 600 nm dalga boyundaki absorbans degerleri (ODsoo) 0.4-0.5 araligina
ulastiginda, kiiltiirler 4 °C’ta, 3000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir. Pelletler buza
almip 40 ml Tfbl soliisyonunda ¢oéziinmiistiir. Buzdaki 10 dk’lik inkiibasyonun
ardindan 4 °C’ta, 3000 rpm’de, 8 dk santrifiij uygulanmistir. Pelletler tekrar buza
alinip, 1 ml Ttbll ile ¢6ziinmiistiir. Daha sonra hiicreler, her birinde 100’er pl olacak
sekilde soguk ependorf tiiplerine paylastirilip, sivi azot i¢cinde hizli bir sekilde

dondurularak hemen -80 °C’a kaldirilmistir.

5.10. Standart Transformasyon Yontemi

Ligasyon sonucunda elde edilen DNA’lar, alict1 E. coli DH5a ve ET12567
hiicrelerine Sambrook ve arkadaglarinin (1989) kimyasal transformasyon yontemi ile
aktarilmistir. Tlk etapta kompetanlar buza almip, her 100 pl hiicreye 4-5 ul ligasyon
tiriinii (ligasyon sonucunda elde edilen plazmitler) eklenmis ve karisim 25-30 dk buzda
bekletilmistir. 42 °C’ta, 45 sn su banyosunda inkiibasyonun (1s1 soku) ardindan,
hiicreler 2 dk buzda bekletilmistir. Steril kosullarda {izerine 700-800 pl antibiyotiksiz
LB eklenip, 180 rpm’lik inkiibatorde 37 °C’ta 1 saat inkiibasyona birakilmistir.

Sonrasinda secici LB kati besiyerlerine ekilerek 37 °C’ta tiim gece iiretilmislerdir.
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5.11. E. coli DHSa Hiicrelerinde pSK(-)+rel4A Ekpresyonunun
Kontrolii

100 pg/ml ampisilin i¢eren besiyerinde gece boyu biiyiitiilen hiicrelerden ertesi

giin 2 ml almip, 100 ml LB + 100 pg/ml ampisilin besiyerine ekilmis ve absorbans
degeri 0.4’e ulasana kadar 37 °C’ta inkiibasyona birakilmistir (180 rpm). Bu absorbans
degeri elde edildikten sonra hiicreler esit miktarda erlenlere paylastirilmis ve
kiiltiirlerden bir tanesi kontrol olarak segilirken, digeri son konsantrasyonu 0.42 M
olacak sekilde IPTG (stok konsantrasyonu 0.5 mM) eklenerek uyarimistir. Uyarimdan
once ve sonraki 2., 4. ve 6. saatlerde steril eppendorflara 1’er ml 6rnek alinmustir.
ODeoo Olgtimleri de es zamanlt siirdiiriilmiistiir. Alinan 6rnekler 4 °C’ta 4500 rpm’de
15 dk ¢oktiiriiliip, kurutularak -20 °C’a kaldirilmistir.
Her bir 6rnek 45 ul dH>O ile ¢oziillip, tlizerine 15 pl 4X SDS yiikleme boyasi
eklenmistir. Boya ve 6rnek karisimi 5 dakika kaynar suda inkiibe edildikten sonra
ornekler (0. saat disinda) alindiklar1 saatteki hiicre yogunluguyla ters orantili olacak
sekilde (6rnegin ODgoo degeri 1.72 olan 2. saat 6rneginden 15 pl yiiklenirken, 2.87
olan 4. saat 6rneginden 9 pl yiiklenmistir) %12°lik SDS-PAGE jelin kuyucuklarma
yiiklenmis ve 120 voltta yiiriitilmiistiir.

5.12. E. coli DHSo Hiicrelerinde pSPG+relA Ekpresyonunun
Kontrolii

50 pg/ml apramisin igeren LB’de biiyiitiilen 6n kiiltlirden ertesi giin 2 ml alinip,
100 ml LB + 50 pg/ml apramisin besiyerine ekilmis ve absorbans degeri 0.4’e ulasana
kadar 37 °C’ta inkiibasyona birakilmistir (180 rpm). Bu absorbans degeri elde
edildikten sonra hiicreler esit bir sekilde erlenlere paylastirilmis ve bir tanesine
kiiltiirdeki oran1 % 0.5 olacak sekilde % 40 gliserol eklenmistir. Boylece bu hiicreler
deney grubu olarak uyarilmig, uyarilmayan hiicreler de kontrol grubu olarak
kullanilmustir. Indiiklenme sonrasinda 2’ser saat arayla toplamda 6 saat (0. saat, 2. saat,
4. saat, ve 6. saatler) 6rnek alinmig ve ODgoo Ol¢limleri de es zamanli siirdiirilmiistiir.
Alman Ornekler 4 °C’ta 4500 rpm’de 15 dk c¢oktirilip, kurutularak -20 °C’a
kaldirilmistir.  Aym1 ¢alisma %1 ve %5 gliserol konsantrasyonlari i¢in de
tekrarlanmistir.

Her bir 6rnek 45 pl dH2O ile ¢oziiliip, boliim 3.1.23’te belirtildigi sekilde SDS-
PAGE jelinde yiiriitiiliip, goriintiilenmistir.
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5.13. Rekombinant Plazmitlerin Ahc1 E. coli ET12567 Hiicrelerine
Aktarim

E. coli DH5a hiicrelerinden izole edilen pSPG+reld’nin pUZ8002 plazmidi
iceren ve igermeyen E. coli ET12567 hiicrelerine aktariminda 2 farkli yonteme
basvurulmustur. pUZ8002 plazmidi icermeyen E. coli ET12567 hiicrelerine gen
aktarimi i¢in Onceki boliimde bahsedilen standart transformasyon yoOntemi
kullanilirken, ilgili gen bir RK2 tiirevi olan pUZ8002 plazmidini tasiyan E. coli
ET12567 hiicrelerine elektroporasyon yontemi [56] kullanilarak transfer edilmistir.
pUZ8002 plazmidi oriT tasiyan plazmitlerin farkli alict hiicrelere aktariminda rol
oynamaktadir [68].

Elektroporasyon deneyinde her 100 pl elektokompetan hiicreye, ~ 200 ng/ul
rekombinant plazmit (pSPG+reld) eklenmistir. Hiicre ve plazmit pipet yardimiyla
kanstiritlip, soguk elektroporasyon kiivetlerine alinmis ve hiicrelere Bio-Rad
GenePulser II elektroporatoriinde E. coli i¢in tanimli bir program segilerek (200 Q, 25
uF ve 2.5 kV) elektrik akimi uygulanmigtir. Akim uygulanmasi sonucunda beklenen
‘time constant’ degeri 4.5-4.9 ms araligindadir ve ¢alismada bu deger beklenen
araligin i¢inde ¢ikmustir.

Elektroporasyonun ardindan hiicrelere 700 pul antibiyotiksiz soguk LB besiyeri
eklenerek, her bir hiicre yeni steril ependorf tlipine alinmistir. 37 °C’ta 1 saatlik
inkiibasyonun ardindan hiicreler, Chl (25 pg/ml), Kn (50 pg/ml) ve Apr (50 pl/ml)
iceren LB kat1 besiyerlerine ekilip, 37 °C’ta gece boyu inkiibasyona birakilmistir

(Sekil 5.1).
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Sekil 5.1: Elektroporasyon yonteminin genel semasi.
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5.14. E. coli Transformantlarinin Taranmasi

Dogru kolonilerin tespitinde miniprep plazmit izolasyonu ve plazmitlerin
restriksiyon haritalanmas1 yontemlerine bagvurulmustur. Ayrica olasi mutant

hiicrelerin tespitinde antibiyotik iceren segici besiyerlerinden faydalanilmastir.

5.15. Miniprep Plazmit izolasyonu Yontemi

Aktarilan geni alan kolonilerin tespitinde Holmes ve arkadaslarmin (1981)
yontemine basvurulmustur [69]. Bu yontem kapsaminda 1’er ml LB + Apr besiyerinde
gece boyu biiyiitiilen hiicreler, 4 °C’ta 4500 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir. Pelletler,
250°ser ul STET ile vortekslenerek hizlica ¢oziinmiistiir. 45 sn kaynar suda
inkiibasyonun ardindan, ependorf tiipleri 4°C’ta 13000 rpm’de 15 dk
santrifiijlenmistir. Protein ve hiicresel atiklarin bulundugu pellet kismi
uzaklagtirilarak, sivi faz yeni ependorflara aktarilmistir. Her bir tiipe 250 pl
izopropanol eklenerek 2-3 saat inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyonun ardindan

izopropanol tamamen uzaklastirilip, pelletler 25’er ul dH»O ile ¢o6ziinmiistiir.

5.16. Plazmitlerin Restriksiyon Analizi

Calismalarda izole edilen olasi rekombinant plazmitler uygun enzimlerle
kesilerek biiytikliikleri tespit edilmis ve bdylece geni alip almadiklar1 kontrol
edilmistir. Kesim reaksiyonlari, enzimlerin iretici firmalarinin 6nerdigi sekilde

gerceklestirilmistir.

5.17. Rekombinant Plazmidin Yaban Tip Streptomyces coelicolor
A(3)2 Hiicrelerine Transferi

Rekombinant plazmidin yaban tip hiicrelere transferinde konjugasyon ve

protoplast transformasyonu olmak iizere iki ¢esit yontem kullanilmisgtir.

5.18. Konjugasyon Yontemi

Konjugasyon i¢in Gust ve arkadaslarinin (2002) protokolii takip edilmistir [58].
Rekombinant (pSPG+relA) plazmidi tasiyan E. coli ET12567 (pUZ8002) hiicresi, Chl
(25 pg/ml), Kn (50 pg/ml) ve yarim doz Apr (25 pg/ml) iceren LB besiyerine ekilip,
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37 °C’ta gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin bu 6n kiiltiirden, yine ayn1
antibiyotikleri barindiran 10 ml LB besiyerine 1/100 oraninda ekim yapilmis ve
hiicrelerin 600 nm dalga boyutundaki absorbans degeri (ODsoo) 0.4’e ulasana kadar 37
°C’ta inkiibasyona birakilmistir (200 rpm). Beklenen ODsoo degeri saglandiginda,
kiiltiirler 4 °C’ta, 4500 rpm’de 10 dk santrifiijlenmis ve 2 kez 10’ar ml antibiyotiksiz
LB besiyeri ile yikanmistir. Yikama islemleri devam ederken, her bir konjugasyon
denemesi i¢in 500 pl 2xYT besiyerine 1 ul ve 1.5 pl 103 S. coelicolor A(3)2 sporu
eklenip, 4 °C’ta 10 dk 1s1 sokuna maruz birakilmistir. Yikama isleminin ardindan E.
coli ET12567/pUZ8002 hiicreleri tekrar 4500 rpm’de 10 dk ¢oktiiriilerek pellet, 1 ml
LB besiyerinde ¢oziinmiistiir. Sporlarin sogutulmasinin ardindan, 500 pl S. coelicolor
sporu ile 500 pul E. coli ET12567/pUZ8002 hiicresi karistirilmistir. Daha sonra 6000-
7000 rpm’de 1-2 dk santrifiij uygulanip, siipernatant bosaltilmis ve pellet dipte kalan
~ 50 ul’lik sivida ¢dziilmiistiir. Hiicreler 102 ve 10™* oranlarinda seyreltilip, 10 mM
MgCl2 igeren antibiyotiksiz MS agar besiyerlerine ekilmistir. 30 °C’ta 20 saatlik
inkiibasyonun ardindan MS besiyerine son konsantrasyonu 25 pg/ml olacak sekilde
NA ve apramisin uygulanip, besiyerleri antibiyotigi tamamen ¢ekene kadar petriler
ters bir sekilde 30 °C’ta inkiibasyona birakilmistir. Besiyerleri kuruduktan sonra tekrar

eski haline getirilerek inkiibasyon devam ettirilmistir.

5.19. Protoplast Transformasyonu

Polietilen glikol aracili protoplast transformasyonu i¢in Hopwood ve
arkadaslarinin (1985) yontemi kullanilmistir [57]. Bu metoda gore, -80 °C’tan alinan
50 ul S. coelicolor protoplasti hizli bir sekilde cesme suyu altinda ¢oziilerek, buza
konulmustur. Her bir protoplasta 5 pl rekombinant plazmit (E. coli ET12567
hiicrelerinden izole edilen) ve 200 ul % 25 (PEG + P(+) karisimi) eklenmis ve tiim
bilesenler pipet yardimiyla 2-3 kez karigtirilmistir. 2 tane antibiyotiksiz R2YE kati
besiyerine karigimdan 125°er pl ekilmis ve hiicreler 30 °C’ta 20 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu 20 saatlik inkiibasyonun ardindan petriler, son konsantrasyonu 50
ng/ml olacak sekilde apramisin igeren 1 ml dH»O ile kaplanip, besiyerleri antibiyotigi
tamamen c¢ekene kadar petriler ters bir sekilde 30 °C’ta inkiibasyona birakilmaistir.
Besiyerleri kuruduktan sonra tekrar eski haline getirilerek inkiibasyon devam

ettirilmistir.
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5.20. Alkalin Liziz Yontemiyle Olas1 S. coelicolor Mutantlarindan
Plazmit izolasyonu

S. coelicolor konjugantlarindan plazmit izolasyonu i¢in, Hopwood ve
arkadaslarinin (1985) yontemi biraz modifiye edilerek kullanilmistir [57]. Yarim doz
NA ve apramisin iceren 50 ml TSB’de biiyiitiilen S. coelicolor kiiltiirii steril bir falkona
alinip 4500 rpm’de 20 dk santrifiij edilmis ve pelet 10 ml STE soliisyonunda ¢oziilerek,
icine 200 pl, 50 mg/ml lizozim eklenmistir. 37 °C’ta, 45-60 dk’lik inkiibasyonun
ardindan 5 ml taze hazirlanmis alkalin soliisyonu ilave edilip, 20-30 sn
vortekslenmistir. Oda sicakliginda, 10 dk’lik inkiibasyonun ardindan 65 °C’ta 20 dk
bekletilen 6rnek, 5 dk buzda sogutulmustur. Daha sonra tizerine 10 ml soguk soliisyon
III (E. coli hiicresinden plazmit izolasyonunda da kullanilan) eklenip, 10 dk buzda
inkiibasyona birakilmistir. Bekleme siiresi boyunca her iki dakikada bir yavasca
karistirilmistir. Daha sonra, 4500 rpm’de, 4 °C’ta, 15 dk santrifiij uygulanip, falkona
0,6 hacim izopropanol eklenmistir. -20 °C’ta gece boyu inkiibasyonun ardindan, oda
sicakliginda 4500 rpm’de, 15 dk santrifiij islemi uygulanmistir. Daha sonra
slipernatant atilip, kurutulan pelet 40 ul dH,O’da ¢oziilmiistiir. 14 pl RNaz (10mg/ml)
eklenip, 37 °C’ta, 30 dk inkiibe edilmistir. Izole edilen plazmit, PZR Temizleme
(clean-up) Kiti (MN) yardimiyla kolon ile saflastirilmistir.

5.21. 8. coelicolor Hiicrelerinde relA Ekspresyonunun Protein
Diizeyinde Gosterilmesi

pSPG plazmidi araciligryla yaban tip Streptomyces hiicrelerine aktarilan reld
geninin ekspresyonu protein seviyesinde gdsterilmistir. Bu amagla ilk basta belli saat
araliklarinda 6rnek toplanmis, daha sonra protein izolasyonu yapilarak, SDS-PAGE

yontemi ile miktarlar tayin edilmistir.

5.21.1. relA Ekspresyonunun Tayininde Kullanmak Amaciyla Hiicre
Pelletlerinin Toplanmasi

Mutant S. coelicolor A(3)2 hiicrelerinde relA ekspresyonunun gosterilebilmesi
icin 2 tekrarli 5 hiicre kiiltiirii seti ((1) yaban tip hiicre (WT); (2) %0.5 gliserollii
ortamda yaban tip hiicre (WT/0.5); (3) gliserolsiiz ortamda mutant hiicre (M); (4) %0.5
gliserollii ortamda mutant hiicre (M/0.5); (5) %1 gliserollii ortamda mutant hiicre

(M/1)) ile calisilmistir. Gliseroliin yaban tip hiicredeki gen ekspresyon profiline
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etkisinin olup olmadiginin belirlenebilmesi i¢in kontrol grubunda %0.5 gliserollii
ortamda biiyiitiilen yaban tip hiicreye de yer verilmistir. Uygun antibiyotiklerin
(mutant hiicreler icin Apr (50 pg/ml) ve NA (25 pg/ml)) yer aldigt 100 ml TSB
besiyerinde bliyiitiilen hiicrelerden belli saatlerde (24, 48, 72, 96 ve 120) 6rnek alinip
her bir hiicre, 4000 rpm’de 20 dk ¢oktiiriilmiistiir. 2’ser ml PBS (pH=7.4) ile 2 kez
yikanan pelletler (4 °C, 13.000 rpm, 3 dk) yine PBS ile ¢oziinerek, esit hacimde
ependorflara paylastirilmistir. 4 °C’ta, 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij uygulanmis
ve siipernatantlar tamamen ¢ekilerek uzaklastirilmistir. Daha sonra pelletler, s1v1 azot

icinde hizl1 bir sekilde dondurularak hemen -80 °C’a kaldirilmistir.

5.21.2. relA Ekspresyonunun Protein Diizeyinde Gosterilmesi

Hiicre pelletlerinden protein ekstraksiyonu i¢in sonikasyon yontemine
basvurulmustur. 1’er ml iziz tamponunda (pH 7.4) ¢6zilinen pelletler, mekanik yollarla
parcalanmak tizere ilk etapta 20 sn siireyle ve % 30 genlikte (amplitude) sonikastona
maruz birakilmistir. Sonikasyon zamani 15 sn’ye diisiiriilerek ayni islem 3 kez daha
tekrarlanmigtir. Fazla 1sinmay1 engellemek ve proteinleri korumak amaciyla tiim siire¢
buz lizerinde gerceklestirilmistir. Sonikasyonda parcalanan 6rnekler +4 °C’ta 13.000
rpm’de 20 dk c¢oktiiriilmiistiir. Stipernatantlar steril ependorflara alinip, protein
miktarlarinin tayini i¢in ‘Commassie Plus (Bradford) Assay’ yontemi kullanilmistir.
Oncelikle mikroplaka kuyucuklarma 20’ser ul dH,O eklenmistir. Daha sonra farkli
konsantrasyonlardaki BSA standartlarindan (250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml, 1000
ng/ml, 1500 pg/ml ve 2000 pg/ml) 2 tekrarl olacak sekilde 10’ar pl yiiklenmistir. 1:5
oraninda diliie edilen protein 6rneklerinden ise her bir kuyucuga 2’ser pl konulmus ve
hem protein 6rnekleri hem de BSA standartlarina 200’er pl ‘Coomassie Plus Reagent’
eklenip, mikroplakalar karanlik bir ortamda inkiibasyona birakilmistir. Yarim saatlik
inkiibasyonun ardindan 595 nm’de dlgiimler gerceklestirilmistir.

Her bir 6rnekten 30 pl alinip steril ependorflara aktarilmis ve tizerine 10’ar pl
4X SDS yiikleme boyasi eklenmistir. Boya ve 6rnek karigimi1 5 dakika kaynar suda
inkiibe edildikten sonra ornekler ‘Commassie Plus (Bradford) Assay’ yontemiyle
hesaplanan miktarlarda % 12’lik SDS-PAGE jellerine yiiklenmis ve 110-115 voltta

yiiriitiilerek proteinlerin ekspresyon profilleri belirlenmistir.
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5.22. Mutant ve Yaban Tip S. coelicolor Hiicrelerinde Antibiyotik
Olciimleri

Mutant hiicrelerden bir dizi ekim yapilarak konjugasyondan gelebilecek olasi E.
coli kontaminasyonundan tamamen kurtulunmustur. Bu asamada, ilk basta 2 ser giin
arayla Apr ve NA iceren TSA besiyerlerine 2 kez ekim yapilmis, daha sonra tek koloni
alinarak yine 2’ser giin arayla Apr iceren TSA besiyerine ekilmistir.

Antibiyotik 6l¢iimleri i¢cin miktarlar1 esitlenen mutant ve yaban tip hiicreler, 3’er
tekrarli olacak sekilde 100’er ml R2YE besiyerine ekilmistir. Sadece mutant hiicrelere
Amp (100 pg/ml) uygulanmistir. Yaban tip kiiltiirlerin bir kismma (WT/0.5) %0.5
gliserol eklenirken, kalan kismina (WT) herhangi bir sey uygulanmamistir. Mutant
hiicrelerin (M/0.5) ise tamami1 %0.5 gliserolle uyarilmistir. 168 saatlik fermentasyon
stiresi (24, 48, 72, 96, 120 ve 168 saat) boyunca her bir hiicre kiiltiirtinden 5 ml 6rnek
alinmis ve bunun 1 ml’si antibiyotik dl¢iimiinde, kalan 4 ml’si ise pellet agirliklarinin
belirlenmesinde kullanilmistir. Antibiyotik 6l¢limii i¢in ayrilan 6rnekler dogrudan —20
°C’a kaldirilmistir. Agirlik tayininde kullanilacak 6rnekler ise 4500 rpm’de 20 dk
santrifiijlenmis ve pelletler 2 kez dH>O ile yikanip —20 °C’a birakilmistir.

Kuru agirlik élgiimii igin pelletler —20 °C’tan alinip, 1’er ml dH2O ile ¢oziilmiis
ve daha 6nceden agirliklari belirlenen kurutma kaplarina alinmistir. Ornekler, 80 °C’ta
3-4 giin kurutulup agirliklar1 (mg/ml) 6l¢iilmiistiir. Kap agirliklari, toplam agirliktan
cikartilarak kuru pellet agirliklart belirlenmistir.

Antibiyotik 6l¢iim deneyleri Kieser ve arkadaglarinin (2000) spektrofotometrik
yontemi ile kullanilarak gergeklestirilmistir [62]. -20 °C’tan alinan 1 mI’lik 6rneklerin
tizerine 250 pul 5 M KOH eklenip, karistirilarak 1 gece 4 °C’ta inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan &rnekler 4 °C’ta, 13.000 rpm’de 20 dk
santrifiijlenmis ve silipernatantlar yeni ependorflara aktarilmistir. Aktinorhodin
antibiyotigi 640 nm dalga boyunda dogrudan siipernatant iizerinden ol¢iiliirken (blank
olarak R2YE kullanilarak), undesilprodigiosin antibiyotiginin 6l¢iimii pellet iizerinden
gerceklesmistir. Oncelikle pellet 2 kez 0.5 M HCl ile yikanms (4 °C, 13.000 rpm, 5
dk) ve her bir 6rnege 1 ml 0.5 M metanol-HCI eklenerek, 2 saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra karisim 4 °C’ta, 13000 rpm’de 15 dk
coktiiriiliip, undesilprodigiosin antibiyotigi siipernatantta, 530 nm dalga boyunda
Ol¢iilmiistiir. Blank olarak metanol-HCl soliisyonunun kullanildigi undesilprodigiosin

Olctimlerinde ihtiyag¢ halinde disliisyonlar da bu soliisyon ile yapilmistir.

44



Farkl: kiiltiirlerdeki antibiyotik aktivitelerinin hesaplanmasinda Abs = & x [M]
formiiliinden yararlanilmistir. Formiilde yer alan € degeri aktinorhodin i¢in 25230°a
esitken, bu sabit deger undesilprodigiosin antibiyotigi i¢in 100500°diir. Formiilden
hesaplanan molarite degerleri 10° ile ¢arpilarak, nM cinsinden konsantrasyonlar
belirlenmistir. Daha sonra bulunan sonuglar mg cinsinden kuru agirliklara boliinerek
her bir hiicre kiiltiirli igin spesifik antibiyotik aktivite degerleri tespit edilmistir. Mutant
ve yaban tip hiicrelerin antibiyotik aktiviteleri arasindaki farkliliklarin istatistiksel

acidan anlamli olup olmadiginin belirlenmesinde t-test yontemi kullanilmagtir.
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6. BULGULAR

6.1. Streptomyces coelicolor relA Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

relA geni, kendi promotor ve transkripsiyonel terminatdr bolgelerini kapsayacak
sekilde, StL.2 kozmidinin (Sekil 6.1.a) kalip olarak kullanildigi PZR yontemi ile
cogaltilmistir (Sekil 6.1.b). Elde edilen DNA fragmanmin dizilemesi yapilmis
(lontek/Istanbul) ve dizilenen bdlgenin S. coelicolor reld geni ile uyumu BLAST
programi ile arastirilmigtir. Analiz sonucunda DNA fragmaninin rel4 genine ait

oldugu dogrulanmustir.

10000 be —, [
E 6000 bg —=
- 3000 be
10D b bt 2500 be . E-—- — 1544 be
GEHHE b - - ——
1000be . [
3000 b —
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Sekil 6.1: E. coli DH5a hiicrelerinden izole edilen StL2 kozmiti (~ 39 kb) ve PZR ile
cogaltilan rel4 geni (~ 2.5 kb). a) M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1: StL.2
kozmidi, b) M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1: rel4 geni.

6.1.1. rel4A Genini pRA ve pHZ1351 Plazmitlerine Klonlamak i¢in
Yapilan Cahismalar

E. coli DH5a hiicrelerinden izole edilen pRA plazmidi (~ 5.7 kb), Xbal ve EcoR1
enzimleriyle, pHZ1351 plazmidi (8.3 kb) ise Xbal ve Kpnl enzimleri ile BamHI
tamponunda kesilerek ligasyona hazirlanmistir (Sekil 6.2). PZR ile ¢ogaltilan kiit uglu
rel4 fragmani da her iki vektore klonlanmak iizere uygun enzim ¢iftleriyle kesilmistir.

Farkli insort:vektor oranlarinda ligasyon reaksiyonu gerceklestirilmis ve ligasyon
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tirtinleri alic1 E. coli DH5a hiicrelerine aktarilarak, transformantlar ‘miniprep plazmit

izolasyonu’ yontemiyle taranmuigtir.

pEA
Kezimleri
10000 by ——=
G000 by ———»
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e 3000 g
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———— 8000 by

Sekil 6.2: pRA ve pHZ1351 plazmitlerinin restriksiyon endoniikleaz kesimi sonuglari
a) 1-2: Kesilip, lineer hale getirilen pRA plazmitleri; M: 1 kb’lik molekiiler DNA

belirteci, b) M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1: Kesilip, lineer hale getirilen

pHZ1351 plazmidi.

Transformantlardan elde edilen olasi rekombinant plazmitlerin dogrulanmasi

icin restriksiyon endoniikleaz kesimleri yapilmistir. Gergeklestirilen kesimler ve

beklenen DNA fragmani biiyiikliikleri Tablo 6.1°de sunulmustur.

Tablo 6.1: Plazmitlerin restriksiyon endoniikleaz kesimleri sonucunda beklenen bant

biiyiikliikleri.
Beklenen bant biiyiikliikleri
Vektorler - RE Kurulan Deneyin Amaci Yaban Rekombinant
sus sus
Rekombinant E. coli DH5a suslarinda 5.4 kb 5.4 kb
PHZI3SI - EcoRl pHZ1351 plazmidi araciligtyla aktarilan re/4 2.6 kb 5.1 kb
geninin ¢ogZaltilmasi.
Rekombinant E. coli DH5a suslarinda pRA 7.8 kb
PRA - BamHI plazmidi araciliiyla aktarilan reld geninin 5.7kb 0.5 kb

cogaltilmasi.

*RE: Restriksiyon endoniikleaz
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Bu olasi rekombinant plazmitlerden hi¢ birinin reld genini tagimadigi
gbzlenmistir. Yapilan taramalardan bir kismi 6rnek teskil etmesi agisindan Sekil 6.3°te

verilmistir.

A M¥ 23456789

|
- O 5769 by

PP TS

10000 be
000 be

Sekil 6.3: Olas1 rekombinant pRA ve pHZ1351 plazmitlerinin taranmasi. a)
Transformantlarin pRA+rel4 igin taranmasi. M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1:
Kesilmemis pRA plazmiti; 2: pRA plazmidinin BamHI kesimi (kontrol) 3-9: Olasi
rekombinant plazmitlerin BamHI kesim sonuglari, b) M: 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci; 1: pHZ1351 plazmidinin EcoRI kesimi (kontrol). 2-5: Olas1 rekombinant
plazmitlerin EcoRI kesim sonuglart.

Xbal ve EcoRI enzimleriyle kesilip, jelden saflastirilmis reld fragmani ile ayni
enzimlerle kesilmis pRA vektorii, farkli oranlarda tekrar ligasyon reaksiyonuna
sokulmus ve ligasyon iiriinleri E. coli DH5a kompetanlarina [66] aktarilmistir.
Miniprep plazmit izolasyonu [69] yOntemiyle transformantlar dogru rekombinant
plazmitlerin tespiti i¢in taranmustir. relA genini tasiyan pRA plazmidi EcoR1/Xbal ikili
enzim kesimine tabi tutuldugunda yaklasik 6 kb ve 2.5 kb biiyiikliiglinde iki bant
beklenmektedir. Transformantlardan izole edilen plazmitler kesildiginde beklenildigi
gibi 6 kb boyutunda bir bant gozlenmis ancak reld ile ayn1 boyutta bir bant
gbozlenememis, onun yerine daha kiiclik boyutlu DNA fragmanlar1 elde edilmistir.
Yapilan ~ 80 taramanin bir kismi Ornek teskil etmesi agisindan Sekil 6.4°te

sunulmustur.
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Sekil 6.4: Transformantlarin pRA+relA i¢in taranmas1 M: 1 kb’lik molekiiler DNA

belirteci (Thermo); 1: pRA plazmidinin EcoRI-Xbal kesiminin agaroz jel goriintiisii

(kontrol) 2-19: Sirasiyla, izole edilen olasi rekombinant plazmidlerin kesilmemis ve
EcoRI-Xbal enzimleriyle kesilmig goriintiileri.

Yapiskan uclu ligasyon sonucunda rel/4 geninin pRA ve pHZ1351 vektorlerine
klonlanmasi saglanamadigindan kiit uclu ligasyon denemeleri gergeklestirilmistir. Bu

kapsamda izole edilen pRA plazmidi EcoRV enzimi ile kesilmistir (Sekil 6.5).
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6000 bg

- - 10000 b
. - - 6000 be

1000 b
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Sekil 6.5: pRA plazmidinin kesilmemis ve kesilmis haldeki jel goriintiisii. a) M: 1
kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1-2: pRA plazmidi, b) M: 1 kb’lik molekiiler DNA
belirteci; 1: pRA plazmidinin EcoRV kesimi.

pHZ1351 plazmidi ise BamHI enzimi ile kesilmis, daha sonra plazmidin 5’
yapiskan uglari klenow fragmentiyle doldurularak ligasyon igin kiit uglu hale

getirilmistir (Sekil 6.6).
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Sekil 6.6: Ligasyona hazirlanan pHZ1351 plazmidinin jel goriintlisii. a) M: 1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci; 1: pHZ1351 plazmidinin BamHI kesimi, b) M: 1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci; 1: BamHI enzimi ile kesilmis ve klenow fragmana ile
doldurulmus pHZ1351 plazmidi.

Q5 DNA polimeraz enziminin kullanildigi PZR ile elde edilen kiit uglu re/lA
geni, jelden izole edilerek ligasyon reaksiyonuna sokulmustur. Transformantlardan
izole edilen plazmitlerin hi¢birinin rel4 genini tagimadigi bulunmustur (sonug
verilmedi).

Yiiksek dozda ifade edildiginde reld {iriiniiniin, hiicre igerisinde alarmon
birikimini tesvik ederek toksik etkiye neden oldugu bilinmektedir [70], [71]. Her ne
kadar E. coli RNA polimerazinin Streptomyces promotoruna baglanmasi ve
ekspresyona sebep olmasi diisiik bir ihtimal olsa da klonlama ¢abalarindaki
basarisizliklar bu olasiligin diisliniilmesine sebep olmustur. Ayrica pRA ve pHZ1351
plazmitleri ticari vektorler olmadigindan klonlanan gene bagli olarak stabilite
problemleriyle karsilagilabilmektedir. Bu yiizden reld geninin pET6xHN-N
ekspresyon vektoriiyle E. coli TG1 hiicrelerine ve pBluescript II SK (pSK(-))
ekspresyon vektorli araciligiyla da E. coli DH5a hiicrelerine aktarilmasina ve gen

ekspresyonun uyarilabilir bir promotor altinda kontrol edilmesine karar verilmistir.

6.1.2. relA Geninin pET6xHN-N Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

E. coli BL21 hiicrelerinden izole edilen pET6xHN-N plazmidi Sa/l enzimiyle
kesilip ligasyona hazir hale getirilmistir (Sekil 6.7). PZR ile elde edilen kiit uclu rel4
fragman1 (Sekil 6.7.b), pET6xHN-N plazmidinin kesim bélgesine (T7 promotoru
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altina) klonlanmigtir. Klonlama islemi In-Fusion® HD Klonlama kitinde yer alan

prosediir takip edilerek gerceklestirilmistir.

- 10000 bp
6000 bp

+——— 3000 bp

- 1000 bp

B

Sekil 6.7: Ligasyon oncesi pET6xHN vektorii ve reld geni. a) M: 1 kb’lik molekiiler
DNA belirteci; 1: E. coli BL21 hiicresinden izole edilip saflastirilan pET6xHN
ekspresyon vektorii, b) M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1: Ligasyon 6ncesi
Sall enzimiyle kesilen pET6xHN ekspresyon vektorii; 2: rel4 geni.

Ligasyon iirlinlerinin E. coli TGI1 hiicrelerine aktarilmasi sonucu 27
transformant elde edilmistir. Bu kolonilerden 21 tanesi koloni PZR yontemi ile
taranmis ve yapilan taramada transformantlarin hemen hepsinde rel4 genine ait bant

elde edilmistir. ilk 19 koloni igin sonuglar Sekil 6.8’de gdsterilmektedir.

10000 bg .
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Sekil 6.8: pET6xNH-N+reld plazmidi i¢in taranan transformantlarin koloni PZR
sonuclari. M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1-19: Koloni PZR Sonuglari.

Koloni PZR ile reld4 geninin varligi gosterilmis olsa da olasi rekombinant
plazmitlerin restriksiyon endoniikleaz kesim sonuglari klonlamanin basarisiz oldugunu

ortaya koymustur. Rekombinant plazmit, HindlIl ile kesildiginde jelde ~ 8.5 kb
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boyutunda bir bant beklenmektedir. Sekil 6.9’da olast 3 rekombinant plazmidin

Hindlll enzimiyle kesim sonucu gosterilmistir.

10000bg — 4
6000 bg——>

Sekil 6.9: pET6xNH-N+relA4 plazmidi i¢in taranan transformantlarin kesim
sonuglar1. 1: pET6xNH-N plazmidinin HindIIl enzimiyle kesim sonucu M: 1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci; 2-4: Hindlll enzimiyle kesilerek taranan DNA’lar.

6.1.3. rel4 Geninin pSK(-) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

pSK(-) vektorii EcoRV enzimiyle kesilip, jelden saflastirilms ve reld geni
pET6xXxHN-N vektoriine klonlama ¢alismalarinda kullanilan primerlerle ¢ogaltilarak,

kiit uclu fragmanlar elde edilmistir (Sekil 6.10).
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Sekil 6.10: Ligasyon dncesi pSK(-) vektorii ve relA4 geni. a) M: 1 kb’lik molekiiler
DNA belirteci; 1: izole edilen pSK(-) plazmidi. 2: PZR ile ¢ogaltilan rel4 geni, b) M:
1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1: 2544 b¢ boyutundaki rel4 geni; 2: EcoRV
enzimiyle kesilen, 2958 b¢ boyutundaki pSK(-) plazmidi.
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Ligasyon tirlinleri 6ncelikle kompetan E. col/i DH5a hiicrelerine aktarilmigstir.
Olas1 rekombinant hiicreler IPTG ve Xgal igeren ampisilinli LB agar besiyerlerinde
mavi-beyaz se¢cim yontemi ile belirlenmistir. Beyaz kolonilerden reld genine ait
primerler ile koloni PZR yapilmis ve bazi transformantlarda ilgili genin varlig

gosterilmistir (Sekil 6.11).

2 34 56 7 8 91011121314151617 1819

1000 be

Sekil 6.11: pSK(-)+reld plazmidi i¢in taranan transformantlarin koloni PZR
sonuclart. M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci; 1-19: Koloni PZR Sonuglari.

PZR sonucu rel4 genine ait bant gozlenen kolonilerden plazmit izolasyonu
yapilmis ve genin, vektor lizerinde bulunan /ac promotoru altina nasil yerlestigini
tespit etmek i¢in plazmitler BamHI enzimi ile kesilmistir. Kesim sonucunda her iki

yerlesim yonii i¢in beklenen fragman biiyiikliikleri Tablo 6.2°de verilmistir.

Tablo 6.2: Genin plazmitlere yerlesim durumuna gore kesim sonucunda beklenen
bant biiyiikliikleri.

. . Beklenen bant biiyiikliikleri
Yerlesim Yonii

Yaban Rekombinant
sus sus
Ters yonde ~29kb g.IS(bkb
Dogru yonde ~2.9kb 8'2 EE

Sekil 6.12°de goriildigii gibi 1. ve 4. kuyulara yiiklenen plazmitlerde gen,
promotorun altina ters yonlii yerlesmis, 3 numarali kuyuya yiiklenen plazmitte ise

promotorun altina dogru yonlii yerlesmistir.
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Sekil 6.12: BamHI kesimi ile aktarilan genin yOniiniin belirlenmesi. a) M: 1 kb’lik
molekiiler DNA belirteci; 1-4: Plazmitlerin BamHI kesim sonuglari, b) Plazmit
iizerinde olas1 gen yerlesim yonleri.

Elde edilen olas1 rekombinant plazmidin dizilemesi yapilmis (lontek/istanbul)
ve dizilenen bolgenin S. coelicolor A(3)2 reld geni ile uyumu BLAST programi ile
tespit edilmistir.

lac promotoru farkli IPTG konsantrasyonlartyla uyarildigi halde rel4 geni E. coli
hiicrelerinde  eksprese olmamistir (sonug¢ verilmedi). Boylece daha ©nce
gergeklestirilen negatif klonlama ¢alismalarinin sebebinin S. coelicolor rel4 geninin
E. coli’de ekspresyonundan kaynakli toksik etkiden dolayr olup olmadigi
gosterilememistir. Bunun iizerine, klonlamada yasanan sorunun, pRA ve pHZ1351 E.
coli-Streptomyces mekik vektorlerinin stabilite probleminden kaynaklanabilecegi
thtimali tizerinde yogunlasarak tez ¢alismasina, tizerinde S. clavuligerus’a ait gliserol
ile uyarilabilen Pgjr promotoru bulunan E. coli-Streptomyces mekik vektorii pSPG ile

devam edilmistir.

6.1.4. relA Geninin pSPG E. coli-Streptomyces Mekik Vektoriine
Klonlanmasi

Optimal baglanma sicakliginin tespiti icin, S. coelicolor A(3)2 reld4 geni farkl
baglanma sicakliklarinda ve uygun primerlerle StL.2 kozmidi kalip olarak kullanilarak

cogaltilmistir (Sekil 6.13).
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Sekil 6.13: Farkli baglanma sicakliklarinda rel4 genine (~ 3 kb) ait PZR sonucu. M:
1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo); 1: 60 °C; 2: 65 °C; 3: 70 °C; 4: 75 °C
primer baglanma sicakliklari i¢in rel4 geni.

PZR yontemi ile 70 °C baglanma sicakliginda ¢ogaltilan relA4 geni, Ndel ve Spel
ikili enzim kesimine tabi tutulmustur. Istenilen boyuttaki bant (~ 3 kb), jelden
saflagtirtlmistir (Sekil 4.15). Aym sekilde, E. coli DH5a hiicrelerinden izole edilip,
saflastirilan ~ 8 kb boyutundaki pSPG plazmidi Ndel ve Spel enzimleriyle kesilip,
jelden ekstrakte edilmistir (Sekil 6.14). Vektor ve insort fragmanlart farkli
kombinasyonlarda ligasyon reaksiyonuna sokulmustur. Elde edilen ligasyon iiriinleri

E. coli DH5a kompetanlarina aktarilmistir.
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Sekil 6.14: Ligasyona hazirlanan pSPG plazmidi ve relA geni. a) E. coli DH5a
hiicresinden izole edilen pSPG vektoriiniin agaroz jel goriintiisii, b) Ligasyon oncesi
relA geninin ve pSPG plazmidinin Ndel-Spel kesimlerinin agaroz jel goriintiisii. M: 1
kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo); 1: Ndel-Spel enzimleriyle kesilen pSPG
vektorii 2: Ndel-Spel enzimleriyle kesilen rel4 geni.
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Apramisin i¢eren segici besiyerinde biiyliyen kolonilerden plazmit izole edilmis
ve olas1 rekombinant plazmitler restriksiyon kesimine (Ndel kesimi ve Ndel/Spel ikili
kesimi) tabi tutulmustur. Teorik olarak eger plazmit rel4 genini igeriyorsa, Ndel/Spel
kesimi sonucunda jelde ~ 8 kb ve ~ 3 kb boyutunda 2 bant goézlenecektir. re/4 genini
icermemesi durumunda ise jelde sadece ~ 8 kb boyutunda bir bant beklenmektedir.
Olas1 rekombinant plazmide ait kesim sonug¢larindan bir tanesi, tarama ¢aligmalarina

ornek teskil etmesi agisindan Sekil 6.15’te sunulmustur.

6000bg—»

Sekil 6.15: Olast rekombinant DNA’nin Ndel-Spel kesiminin agaroz jel goriintiisii.
M: 1 kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo); 1: Olasi rekombinant DNA; 2: Olasi
rekombinant DNA nin Ndel-Spel enzim kesimi.

Ndel-Spel ikili kesimi sonucunda jelde, plazmit (~ 8 kb) ve genin (~ kb)
boyutlarna es 2 bant gézlenmistir. Boylece bir sonraki asamaya gecilmis ve olasi
rekombinant DNA icin, genin biraz yukarisindan tasarlanan yeni bir primerle lontek
(Istanbul) firmasma DNA dizi analizi yaptirilmistir. Genin yaklasik 100 bg disindaki
(pSPG iizerindeki) bir bolgeden tasarlanan yeni primer dizisi (Tablo 3.4) {izerinden
dizilenen ve anlamli bir okunma gosteren bolge, S. coelicolor A(3)2’ye ait reld geni
ile kiyaslandiginda % 99’luk bir benzerlik tespit edilmistir ve E-degerinin (E-value)
0.05’ten kiigiik (sifir) ¢ikmasi da iki dizi arasinda anlamli bir benzerlik oldugunu
ortaya koymustur. Kiyaslanan dizilerin ilk 360 niikleotitlik kismi 6rnek olmasi

acisindan Sekil 6.16’da sunulmustur. Bdylece olast rekombinant plazmidin reld
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genini i¢erdigi ve genin plazmit iizerindeki promotor altina dogru bir sekilde oturdugu

kanitlanmistir.

Query 1 TTGCCAGACGAGGCCCAGCCACTGACCGCLGCAAAGCCCGAGTCCGCLTCGGCGTCLGLG 6@
Query_131641 1 TTGCCAGACGAGGCCCAGCCACTGACCGCLGCAAAGCCCGAGTCCOCCTCGGLGTCLGLG 62

Query 61  GCGAAGCCCGCGCCGAGCGCGCCCCAGGCGAAGAACGACACGCACGGGCCGATCCAGCAC 120
Query_131641 61  GCGAAGCCCGCGCCGAGCGCGCCCCAGGCGAAGAATGACACGCACGGGCCGATCCAGCAC 120

Query 121 GCCCCGGCCGCACCGGTCGACAAGCCGGCCGAGCAGCAgccgegecccaagecgete 180
Query_131641 121 GCCCCGGCCGCA CGCTCGAcpHCCCGGCLGHGCHGCHGCCGCGCCCCAnGCCGLTGCCG 180

Query 181 gccgesgegeccgeagaacgegeccgtggtocgegeccecgecgggcageccgececgetce 240
Query_131641 181 GCCGA GCGCCCGCAGAACGCGCCCGTGGTCCGCGCCCCCGCCGGGCAGCCCGCCCGETCC 248

Query 241 ggctcctecaaccgegtecgegeccgectggeccgccTCGGCGTGCAGCGCGLCAACCLG 380
Query_131641 241 GGCTCCTCCAACCGCGTCCGCGCCCGCLTGGLCCGLCTCGGCGTGCAGCGCGLCAACCLG 300

Query 31 TACAACCCGGTCCTGGAGCCGCTGCTGCGCATAGTGCGCGGCAACGACCCGAAGATCGAG 360
Query_131641 31 TACAACCCGGTCLTGGAGCCGCTGCTGLGCATAGTGCGCGGCAACGACCCGAAGATCGAG 360

Sekil 6.16: Dizi analizi sonucu elde edilen DNA sekansinin S. coelicolor A(3)2’ye
ait rel4 geni ile karsilastirilmasi. TTG: baslangi¢ kodonu.

6.2. rel4A Ekspresyonunun E. coli Hiicrelerinde Test Edilmesi

pSPG plazmidi {izerindeki Pgpr promotoru gliserol ile uyarilabilmektedir. S.
clavuligerus’a ait olan promotorun, E. coli DH5a hiicrelerinde korunmadigt BLAST
algoritmasiyla tespit edilmis ve E. coli genomunda Pgjr promotor sekansi ile anlamli
benzerlik gosteren herhangi bir bolgeye rastlanmamistir (sonug verilmedi). Ayrica bu
promotorun E. coli DHSa hiicrelerinde gliserol varliginda uyarilmadigi ekspresyon
deneyleriyle gosterilmistir (Sekil 4.17). Bu deneyler kapsaminda farkli saatlerde alinan
E. coli DH5a (pSPG + reld) orneklerinden protein izole edilmis ve re/4 geninin
ekspresyonu %0.5, %1 ve %S5 gliserol konsantrasyonlariyla indiiklenmistir. %0.5
gliserol degeri, ekspresyonu uyarmak i¢in referans olarak secilmis [64] ve bu deger
artirtlarak E. coli RNA polimerazin Pgjr’e baglanip baglanmadigi arastirilmistir. 847
aminoasit igeren S. coelicolor RelA proteinin molekiiler agirhigi 94,2 kDa olarak
tahmin edilmektedir [21]. ‘ProtParam’ programi (ExPASy) kullanilarak da bu tahmin
desteklenmistir. Test edilen higbir gliserol degerinde reld4 geninin ekspresyonuna

rastlanmamistir (Sekil 6.17).
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Sekil 6.17: E. coli DH5a-pSPG/relA hiicresinin sirayla a) %0.5, b) %1 ve c) %5
gliserol ile indiiklenmesi sonucu olusan ekspresyon profili. M: Protein marker
(Fermantas SM0671). 1-2: 0. saat 6rnekleri (sirastyla, kontrol ve indiiklenmis 6rnek);
3-4: 2. saat 6rnekleri (sirasiyla, kontrol ve indiiklenmis 6rnek); 5-6: 4. saat 6rnekleri
(strayla, kontrol ve indiiklenmis 6rnek); 7-8: 6. saat drnekleri (sirastyla, kontrol ve
indiiklenmis 6rnek).

6.3. Mutant Plazmidin Metilasyon Yoksunu E. coli ET12567
Hiicrelerine Aktarim

Rekombinant plazmitlerin siki restriksiyon sistemini gecerek, S. coelicolor
hiicrelerinde ifade edilebilmesi i¢in metil gruplarinin uzaklastirilmasi gerekmektedir.
Ciinkii bu hiicrelerin metil igceren DNA’larin aktarimini sinirlandirdigi, ancak
metilasyon yoksunu E. coli suslarindan gelen DNA’y1 kabul ettigi bilinmektedir [72].
Bu yilizden rekombinant plazmitler, ilk etapta Sambrook ve ¢alisma arkadaslarinin
(1989) yontemiyle hazirlanan DNA metiltransferaz enziminden yoksun, pUZ8002
vektorii igeren ve igermeyen £E. coli ETI12567 kompetanlarmma sirasiyla
elektroporasyon ve standart transformasyon yontemleri yardimiyla [56] aktarilmistir.
Plazmidi igeren hiicreler yarim doz apramisinli LB agar besiyerlerinde biiyiitiilm{istiir.

Transformant E. coli ET12567 hiicreleri plazmit izolasyonuyla ve bu olasi
rekombinant plazmidin Ndel/Spel enzimleriyle kesilmesiyle taranmistir. Bu kesim
sonucunda rekombinant DNA’lar i¢in plazmidin (~ 8 kb) ve genin (~ 3 kb) boyutlarina
es 2 bant beklenmektedir. Jelde transformantlar i¢in beklenen boyutta 2 bant gézlenmis

ve boylece transformasyon sonuglart dogrulanmistir (Sekil 6.18).
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Sekil 6.18: Olas1 E. coli ET12567 mutantlarinin dogrulanmasi. M: 1 kb’lik molekiiler
DNA belirteci (Thermo); 1: Kesilmemis pSPG+rel4. 2: Rekombinant pSPG
(pSPG+reld) plazmidinin Ndel/Spel ikili kesimi; 3: E. coli ET12567 hiicresinden
izole edilen olasi rekombinant DNA’nin Ndel-Spel enzim kesimi.

6.4. Rekombinant pSPG/relA Plazmidinin E. coli ET12567
Hiicrelerinden Yaban Tip S. coelicolor A(3)2 Hiicrelerine
Aktarim

Rekombinant plazmitlerin apramisine direngli £. coli ET12567 hiicrelerinden S.
coelicolor’a transferi i¢in konjugasyon ve PEG-aracili protoplast transformasyonu
yontemleri kullanilmistir [58]. Konjugasyon sonrasi hiicreler, MgCl> iceren MS
besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Direngli hiicreler apramisinle secilirken, E. coli
kontaminasyonunu Onlemek amaciyla besiyerine nalidiksik asit uygulanmistir.
Antibiyotik uygulamasinin ardindan 2-3 giin 30 °C’ta inkiibe edilen S. coelicolor
hiicreleri antibiyotik {liretmeye baslamis ve yaklasik 1 hafta iginde sporlanma

gozlenmistir (Sekil 6.19).

SPORULASYON ONCESI
SPORULASYON SONRASI

Sekil 6.19: pSPG/relA plazmidini igerdigi diisliniilen S. coelicolor hiicrelerinin
zamana bagli gériiniimii.
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Konjugasyon sonucu olusan olasi rekombinant S. coelicolor suslar1 apramisin ve
nalidiksik asit iceren TSA besiyerine aktarilmistir. Bu hiicrelerden plazmit izolasyonu
yapilmis ve rekombinant plazmidin varligi Ndel/Spel ikili enzim kesimiyle
gosterilmistir. %0.8’lik agaroz jelde pSPG plazmidine ait ~ 8 kb’lik ve rel4 genine ait
~ 3 kb’lik iki bant gézlenmistir (Sekil 6.20).
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Sekil 6.20: Konjugasyon sonrasi olas1 S. coelicolor mutantlarinin dogrulanmasi. M: 1
kb’lik molekiiler DNA belirteci (Thermo); 1: Kesilmemis pSPG+relA. 2:
Rekombinant pSPG (pSPG+reld) plazmidinin Ndel/Spel ikili kesimi (kontol); 3:
Konjugasyon sonrasi S. coelicolor hiicresinden izole edilen olasi rekombinant DNA;
4: Olas1 rekombinant DNA’nin Ndel-Spel enzim kesimi.

6.4.1. relA Ekspresyonunun Protein Diizeyinde Gosterilmesi

Rekombinant S. coelicolor A(3)2 hiicrelerinde reld4 ekspresyonunun protein
diizeyinde gosterilebilmesi i¢in 2 tekrarli, 5 hiicre kiiltiirii ((1) yaban tip hiicre (WT);
(2) %0.5 gliserollii ortamda yaban tip hiicre (WT/0.5); (3) gliserolsiiz ortamda
rekombinant hiicre (M); (4) %0.5 gliserollii ortamda mutant hiicre (M/0.5); (5) %1
gliserollii ortamda mutant hiicre (M/1)) ile calisilmistir.

Rekombinant hiicreler, Apr (50 pg/ml) ve NA (25 pg/ml) igeren 100 ml TSB
besiyerinde biiylitiiliirken, yaban tip hiicrelerin besiyerlerine sadece NA (25 pg/ml)
eklenmistir. Hiicrelerden belli saatlerde (24, 48, 72, 96 ve 120) o6rnek alinmis ve
proteinler mekanik ve kimyasal islemlere tabi tutularak izole edilmistir. Orneklerin

protein miktarlari, BSA standart grafigi referans alinarak hesaplanmistir (Sekil 6.21).
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Sekil 6.21: Comassie Plus Reagent Protein Assay ile olusturulan standart egri grafigi.

120 saatlik fermentasyon siiresi boyunca toplanan hiicrelerden izole edilen 2
tekrarli protein Ornekleri, SDS-PAGE jelinde yiriitiilmustir (Sekil 6.22).
Rekombinant hiicrelerde 100 kDa bandinin altinda (RelA proteinin molekiiler
agirhigina (94,2 kDa) es) kalin bir bant tespit edilmistir. rel4 geninin ifadesi
indiiksiyonda kullanilan gliserol miktariyla dogru orantili olacak sekilde artmistir.
Ozellikle 120. saatte bu ayrim ¢ok net bir sekilde fark edilmektedir (Sekil 6.22). Bu
sonuclar, pSPG plazmidi lizerinde yer alan S. clavuligerus’a ait Pgjr promotorunun S.
coelicolor RNA polimerazi tarafindan da tanindigini; boylece aktarilan rel4 geninin

mutant hiicrelerde protein diizeyinde ifade edildigini gostermektedir.
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Sekil 6.22: S. coelicolor-pSPG/relA hiicresinin farkli konsantrasyonlarda gliserol ile
indiiklenmesi sonucu olusan 120 saatlik ekspresyon profili. a) 24. saat sonuglari, b)
48. saat sonugclari, ¢) 72. saat sonuglari, d) 96. saat sonuglari, e) 120. saat sonuglari.
M: Protein marker (Fermantas SM0671). 1-2: Yaban tip hiicre (sirasiyla, kontrol ve
indiiklenmis 6rnek); 3-5: Mutant hiicre (sirasiyla, kontrol, %0.5 gliserolle ve/veya
%1 indiiklenmis 6rnekler); 6-7: Yaban tip hiicre (sirasiyla, kontrol ve indiiklenmis
ornek); 8-10: Mutant hiicre (sirastyla, kontrol, %0.5 gliserolle ve %1 indiiklenmis
ornekler). 48. ve 72. saat 6rneklerinin sadece tek tekrarlari verilmistir.

6.5. reld Ekspresyonunun Antibiyotik Uretimine Etkisi

Fermentasyon deneyleri; yaban tip hiicreler (WT) i¢in antibiyotik icermeyen
(gliserolsiiz  veya %0.5 gliserollii) R2YE besiyerlerinde gergeklestirilirken,
rekombinant hiicreler (M), Amp (100 pg/ml) iceren ve % 0.5 gliserolli R2YE
besiyerlerinde biiyiitiilmiistiir. Bu siire¢ 168 saat boyunca devam ettirilmis ve 144. saat
disinda her 24 saatte bir 6rnek toplanmistir. Hiicrelerin 168 saatlik biiylime profilleri
incelendiginde; baz1 saatlerde, gliserollii ortamdaki hiicrelerin, gliserolsiiz
ortamdakilere kiyasla daha iy1 biiyldiigii gozlenmistir. T-test sonuclar1 dikkate
alindiginda; 0.05 esik degeri (cut-off) i¢in gliserolsiiz ortamda biiytitiilen tiim yaban

tip hiicreler ile gliserollii ortamda biiyiitiilen mutant hiicrelerin arasinda anlamli bir
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degisiklik vardir (p-degeri < 0.05). Bu fark 6zellikle 96. saatten itibaren artmistir (1.5-
1.8 katlik degisim). Ayn1 esik deger icin 120. ve 168. saatlerde, gliserollii ortamda
bulunan yaban tip hiicrelerin, diger yaban tip suslara oranla biraz daha iyi biiylidiigii

tespit edilmistir (p-degeri < 0.05, 1.2 ve 1.8 katlik degisim) (Sekil 6.23).

BUYUME EGRISI
e \\/T (gliserolsiiz) emmm WT (%0.5 gliserol) M (+relA, %0.5 gliserol)
30
25
20

Kuru Agirlik (mg)
=
w

=
o

0 24 48 72 96 120 168

Zaman (saat)

Sekil 6.23: Yaban tip ve mutant S. coelicolor hiicrelerinin zamana bagli tireme egrisi.

Yaban tip ve mutant suslarin, aktinorhodin ve undesilprodigiosin tiretimleri
boliim 5.22°de belirtildigi gibi dl¢lilmiistiir. %0.5 gliserollii ortamda biiytitiilen mutant
ve yaban tip hiicrelerin spesifik aktinorhodin aktivitesi kiyaslandiginda; 96. saat
disinda aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir fark oldugu goériilmiistiir (p-degeri <
0.05). Mutant hiicreler, yaban tip suslara oranla ~ 1.7-2 kat daha fazla aktinorhodin
tiretmistir. Ayrica istatistiksel agidan daha anlamli olacag: diistintildiiglinden bagiml
orneklem testi (two-paired t-test) de uygulanmistir. %0.5 gliserollii ortamda biiyiitiilen
mutant susun spesifik aktinorhodin aktivitesi, gliserolsiiz ve %0.5 gliserollii ortamda
biiyiitiilen yaban tip hiicrelerin aktinorhodin iiretim degerleri ile kiyaslandiginda p-
degerleri sirasiyla ~ 0.019 ve ~ 0.0034 olarak hesaplanmistir. Bu durum 0.05 esik
degeri i¢in karsilastirilan iki grup (yaban tip ve mutant hiicreler) arasinda anlamli bir

fark oldugunu ortaya koymustur (Sekil 6.24).
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Sekil 6.24: Aktinorhodin antibiyotiginin yaban tip ve mutant hiicrelerde spesifik
aktiviteleri.

Undesilprodigiosin antibiyotiginin spesifik aktivitesinin incelenmesinde yine
bagimli orneklem testi uygulanmistir. Test sonucunda gliserollii ve gliserolsiiz
ortamda biiylitiilen yaban tip hiicrelerin undesilprodigiosin aktivitelerinde anlamli bir
farklilik bulunamamistir. Ancak 0.05 esik degeri i¢in p-degeri ~ 0.06 bulunmustur. Bu
deger 0.05’e¢ yakindir. Bu yiizden deneydeki replikalarin artirilmasi sonucun
degismesine neden olabilir. Eger artan replika sayisi, gliserollii ve gliserolsiiz
ortamdaki yaban tip suslar arasinda anlamli bir degisim koyarsa aktinorhodin {iretimi
her ne kadar gliserolden etkilenmiyor olsa da; gliseroliin undesilprodigiosin sentezini
negatif yonde etkiledigi sOylenebilir. Gliserollii ortamda biiyiitillen yaban tip ve
mutant hiicrelerin undesilprodigiosin tiretim profilleri kiyaslandiginda ise bu iki grup
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark oldugu (p-degeri = ~ 0.015) bulunmustur.
Sekil 6.25°te verilen grafik incelendiginde bu farkin 6zellikle 72. saatte belirgin oldugu
goriilmektedir (Sekil 6.25).

Sonu¢ olarak, gliserolli ortamdaki mutant ve yaban tip hiicreler
karsilastirildiginda, bu hiicrelerin hem aktinorhodin hem de undesilprodigiosin iiretim
seviyelerinin farkli oldugu bulunmustur. re/4’nin yliksek diizeyde ifade edildigi

mutant hiicreler her iki antibiyotigi de ayni kosuldaki yaban tip hiicrelerden daha fazla
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tiretmistir. Bu ayrimim o6zellikle aktinorhodin antibiyotiginde daha net oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 6.25: Undesilprodigiosin antibiyotiginin yaban tip ve mutant hiicrelerde
spesifik aktiviteleri.
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7. TARTISMA VE SONUC

Sinirlandirilmis  cevap, ortamda yeterli besin bulunmamasi durumunda,
mikroorganizmalarin alarmon (ppGpp ve pppGpp) iireterek metabolik durumlarinin
yeni kosullara adaptasyonu saglayacak sekilde yeniden diizenlenmesini tetikler. Bu
mekanizma, temel olarak RSH ailesinin birer liyesi olan, RelA ve SpoT enzimlerinin
yer aldig1 yolaklar tarafindan kontrol edilmektedir [8], [13], [18]. RelA, hiicresel
(p)ppGpp seviyesinin artirilmasinda rol oynayan hayati proteinlerden biridir. Bu
caligma kapsaminda, RelA’y1 yiiksek oranda {iretebilen rekombinant bir sus
olusturulmasi ve bu susta ikincil metabolizmadaki degisimin aragtirilmasi
amaglanmstir.

Oncelikle reld geni, integratif bir vektdr olan pRA ile E. coli-Streptomyces mekik
vektorii olan pHZ1351 plazmitlerine klonlanmaya ¢alisilmis ancak tiim denemelere
ragmen olumlu sonu¢ alinamamigstir. Ticari vektdrler olmayan pRA ve pHZ1351
vektorlerinin ¢ok stabil olmadiklari, 6zellikle bazi {iriinii toksik etki yaratabilecek
genlerin klonlanmasinda bu vektorlerle sorunlar yasandigi bilinmektedir. Uzerinde
durulan diger bir ihtimal de genin Steptomyces’e ait promotorunun E. coli RNA
polimerazi tarafindan taninip ifade edilebilecegidir. Yiiksek diizeyde ifade edildiginde
relA’nin, E. coli hiicrelerinde toksik etkiye neden oldugu bilinmektedir [70], [71]. Bu
olasilig1 arastirmak icin ilgili gen, pET6XxHN-N ve pBluescript ekspresyon
vektorlerine klonlanmaya calisilmistir. pET6XHN-N ile yapilan klonlama ¢alismalari
yine negatif sonuclanmis olsa da reld geni pSK(-) vektoriine basarili bir sekilde
klonlanmustir. /ac promotoru farklt IPTG konsantrasyonlariyla uyarildigi halde relAd
geni, E. coli hiicrelerinde ifade olmamistir. Basarisiz klonlama c¢alismalarinin
sebebinin pRA ve pHZ1351 E. coli-Streptomyces mekik vektorlerinin stabilite
probleminden kaynaklandigi ihtimali {izerinde durularak tez ¢alismasina, iizerinde S.
clavuligerus’a ait gliserol ile uyarilabilen Pgpr promotoru bulunan E. coli-
Streptomyces mekik vektorii pSPG ile devam edilmistir.

relA geni pSPG vektorii lizerindeki Pgpr promotoru altina klonlanmis ve
rekombinant plazmit ilk etapta E. coli DHS5a hiicrelerine aktarilarak bu hiicrelerde
ifade edilmedigi gosterilmistir. Daha sonra S. coelicolor’a hem konjugasyon hem de
protoplast transformasyonuyla aktarilan rekombinant plazmit, restriksiyon
endoniikleaz kesimi ile dogrulanmistir. Ardindan rel4 ekspresyonu protein diizeyinde

gosterilmistir.
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E. coli ve Pseudomonas putida gibi canlilarda reld’nin yiiksek seviyede
ifadesinin  biiyiimeyi negatif olarak etkiledigi bulunmustur [20]. Bu
mikroorganizmalardan farkli olarak S. coelicolor RelA miktarindaki artigin biiytimeyi
baskilamadigi one siirtilmistiir [21], [71]. Bu tez ¢alismasinda da RelA’nin yiiksek
diizeyde iiretiminin bakteriyel biiyiimeyi baskilamadigi gézlenmistir. Hatta mutant
susun besiyerine yaban tip hiicrelerden farkli olarak antibiyotik eklenmesine karsin,
genel olarak bu hiicrelerden daha iyi biiylimiistiir. Ayrica, gliserol yaban tip hiicrelerde
de belli saatlerde biiyiimeyi tesvik etmistir.

Alarmon iiretiminin S. coelicolor hiicrelerinde ATP sentezi, yag asidi sentezi,
karbon metabolizmasi, besinlerin taginmasi gibi bakteriyel biiyliimeye iliskin pek ¢cok
hiicresel silirecin yanisira sekonder metabolizmay1 da etkiledigi bilinmektedir [52]. Bu
yiizden ¢alismada relA4 geninin yiiksek diizeyde ekspresyonunun antibiyotik iiretimine
etkisi arastirilmigtir. Aktinorhodin ve undesilprodigiosin antibiyotiklerinin spesifik
aktiviteleri 168 saatlik fermentasyon deneyiyle belirlenmistir. %0.5 gliserollii ve
gliserolsiiz ortamda biiyiitiilen yaban tip hiicre kiiltiirii ile %0.5 gliserollii ortamda
bliyiitiilen mutant kiiltiirden 24 saatte bir 6rnek alinmis ve antibiyotik ol¢iimleri
yapilarak, spesifik aktiviteler belirlenmistir. Olgiimler sonucunda reld geninin yiiksek
diizeyde ifade edildigi hiicrelerde, gliserollii ortamda biiyiitiilen yaban tip hiicrelere
oranla daha yiiksek diizeyde antibiyotik iiretimi goriilmiistiir. Alinan sonug literatiir
calismalari ile tutarlidir.

Bilgimiz ~ dahilindeki  literatiir =~ g¢aligmalart  Arel4  mutantlarinda
komplementasyona dayanmaktadir. Bu tarz ¢aligmalar, ¢ogu sinirlandirilmisg
besiyerinde AreldA hiicrelerinde aktinorhodin ve undesilprodigiosin {iretiminin
olumsuz etkilendigi ve reld komplementasyonun bu etkiyi tersine c¢evirdigini
gostermistir [51][73][74]. Bu bulgu alarmon {iretimi ve antibiyotik sentezi arasindaki
giiclli baglantiy1 ortaya koymaktadir. Ayrica Hesketh ve arkadaglari (2007) zengin
‘nutrient agar’ besiyerinde yiiriittiikleri ¢alisma sonucunda RelA proteini, alarmon
sentezi ve actll-ORF4 transkripsiyonu arasinda amino asit agligindan bagimsiz bir
iliski oldugunu 6ne siirmiistiir [52]. Zengin R2YE besiyeri kullanilarak yiiriitiilen bu
tez caligmasinda da benzer bir bulguya rastlanmistir.

Gliserollii ve gliserolsiiz ortamda biiyiitilen yaban tip hiicreler
karsilastirildiginda aktinorhodin iiretimleri arasinda anlamli bir fark olmadigi
gozlenmistir. Oysa gliserollii ortamda biiyiitiilen mutant hiicre, her iki kontrol

grubundan daha yiiksek diizeyde aktinorhodin iiretmistir. Bu sonuglar bize mutant
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hiicrelerin aktinorhodin iiretim potansiyellerin gliserolden bagimsiz bir sekilde
arttigin1 - gostermektedir. Undesilprodigiosin iiretimi incelendiginde ise sadece
gliserollli ortamda biiyiitiilen yaban tip ve mutant hiicreler arasinda anlamli bir fark
oldugu goriilmiistiir. Her ne kadar gliserollii ve gliseolsiiz ortamda biiyiitiilen yaban
tip hiicreler arasinda statistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmese de; bagiml
orneklem testi sonucunda p-degeri 0.05°e yakin ¢ikmistir. Calismada her deney seti
ticer replikadan olusmaktadir. Oysa tekrar sayisi artirilarak hem testin giivenilirligi
artirillabilir hem de eger gercekte bu iki grup arasinda anlamli bir benzerlik varsa bu
da ortaya ¢ikabilir. Boyle bir fark gozlendigi takdirde her ne kadar aktinorhodin
tiretimi  gliserolden etkilenmese de gliseroliin undesilprodigiosin sentezinin
regiilasyonu iizerinde etkili olabilecegi one siiriilebilir.

ArelA ve relA” (komplementasyon) hiicrelerdeki alarmon iiretim farkliliklarinin
bakteri morfolojisine yansimalarini arastiran ¢esitli ¢alismalar da literatlirde mevcuttur
[21], [35], [74]. ArelA mutantlarinda ‘aerial’ misel ve spor olusumu gozlenmezken
[35], Streptomyces relA” mutantlarinda (komplementasyon) relA’nin indiiklenmesinin
(p)ppGpp lizerinden morfolojik gelisimi baslattigi onerilmistir [21]. Tez ¢alismasi
kapsaminda elde edilen, yiiksek diizeyde reld eksprese eden S. coelicolor susundaki
RelA sentezi daha yliksek gliserol konsantrasyonlariyla ve besiyeri optimizasyonuyla
tyilestirilerek bu genin bakteri morfolojisini nasil etkiledigi daha kapsamli bir sekilde
incelenebilir. Ciinkii bugiine kadar bilgimiz dahilinde yapilan ¢alismalarda, yiiksek
diizeyde rel4 ifadesinin yaban sustaki etkisi incelenmemis, hep rel4 geni silinmis ve
mutant hiicrelerin komplementasyonu {izerinden bir takim sonuglar elde edilmistir.
Ozellikle taramali elektron mikroskobu (scanning electron microscope, SEM) gibi
araclarla yiiksek miktarda RelA {iretiminin yaban susun morfolojine etkisi ile bu
stirecte gorevli sigma faktorleri arastirilabilir.

Ayrica bu ¢alismada her ne kadar rel4 geninin protein seviyesinde ekspresyonu
gosterilmisse de tiretilen proteinin islevsel olup olmadigi incelenmemistir. Bu ylizden
RelA seviyesi ve alarmon diizeyi arasindaki korelasyon g6z oniinde bulundurularak,
RelA ifadesine bagli alarmon (ppGpp ve (p)ppGpp) seviyesindeki artis HPLC
vasitastyla incelenebilir.

Ozetle bu tez calismasinda S. coelicolor’a ait sinirlandirilmis cevaptan sorumlu
rel4 geni, ¢ok kopyali bir E. coli-Streptomyces mekik vektoriiniin gliserol ile
uyarilabilen promotoru altina klonlanmis ve ekspresyonu protein diizeyinde

gosterilmistir. Yapilan antibiyotik Ol¢limleri sonucunda, RelA proteinin yiliksek
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diizeyde iiretiminin zengin besiyerinde sekonder metabolizmay: tetikledigine dair 6n

bulgular elde edilmistir.
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